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ANDRADE, Felipe Aranha de. Caracterizacdo molecular, agronémica e atividade
antioxidante de feijdo-de-vagem com potencial uso em programas de
melhoramento. 2016. 92f. Tese (Doutorado em Agronomia) — Universidade Estadual de
Londrina, Londrina, 2016.

RESUMO

Este trabalho teve como objetivo geral caracterizar e avaliar gendtipos de feijao-de-
vagem com potencial uso em programas de melhoramento. Sendo assim, foram
realizados quatro trabalhos (capitulos da tese). No primeiro, o objetivo foi estimar e
caracterizar, com base em marcadores AFLP, a divergéncia genética entre 40 e 32
acessos de feijdo-de-vagem com habitos de crescimento determinado e indeterminado,
respectivamente. Para analise do AFLP, sete combinacbdes de primers EcoR1 e Mse1
foram testadas, sendo selecionadas as combinag¢dées E-AAG/M-CTC, E-ACT/M-CTT, E-
ACC/M-CTT. Esses produtos foram desnaturados e submetidos a eletroforese capilar.
Para estimar as distancias genéticas entre os acessos foi utilizada a distancia de
Jaccard e para analise de agrupamento os métodos UPGMA, coordenadas principais e
estatistica Bayesiana. As trés combinagdes de iniciador/enzima revelaram um total de
485 lécus informativos. No segundo trabalho, o objetivo foi selecionar acessos de habito
determinado, do banco de germoplasma da UEL, para desenvolvimento de um
programa de melhoramento para manejo orgéanico, e verificar o nivel de resisténcia
desses acessos em relagdo ao crestamento bacteriano comum (CBC). Para avaliagao
do desempenho agronémico foram conduzidos dois experimentos de campo em blocos
ao acaso, enquanto a avaliagado de resisténcia ao CBC foi conduzida em casa de
vegetagdo, sob delineamento inteiramente ao acaso, utilizando dois isolados
bacterianos, Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli e X. fuscans subsp. fuscans. No
terceiro, o objetivo foi determinar, por meio de ensaios in vitro, os compostos fendlicos
totais (CFT), atividade antioxidante (AA) dos extratos aquosos de cinco diferentes
genotipos e estudar o papel dos bioativos destes extratos no metabolismo da glicose
ligada ao Diabetes Mellitus tipo 2 (DM tipo 2). O quarto objetivou avaliar CFT, AA e
percentagem de inibicdo da enzima alfa-amilase (%IAA) em 28 gendtipos de feijao-de-
vagem, via REML/BLUP. De acordo com os resultados obtidos concluiu-se, no primeiro
trabalho, que os acessos de crescimento determinado e indeterminado, do banco de
germoplasma da UEL, apresentam variabilidade genética. No segundo, os acessos
testados agronomicamente, sob manejo organico, UEL 402; UEL 405; UEL 407; UEL
408; UEL 412; UEL 417 e UEL 420 apresentaram maiores valores relacionados as
caracteristicas produtivas, e podem ser indicados aos produtores organicos da regido de
Londrina-PR, e, também, utilizados em programas de melhoramento. Em relagédo ao
CBC, ap6s 30 dias de avaliagao, todos os acessos foram moderadamente suscetiveis
aos dois isolados utilizados. De acordo com os resultados obtidos no terceiro trabalho
concluimos que o consumo de feijdo-de-vagem contribui para uma dieta saudavel,
favorecendo na gestdo do DM tipo 2. Com os resultados do quarto concluiu-se que os
genotipos avaliados podem contribuir geneticamente no desenvolvimento de novas
variedades de feijdo-de-vagem com maiores teores de CFT, AA e %IAA.

Palavras-chave: Phaseolus vulgaris L. Enzimas digestivas. Crestamento Bacteriano
Comum. Compostos fendlicos. REML/BLUP.
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Londrina, 2016.

ABSTRACT

This study aimed to characterize and evaluate genotypes of green bean with
potential use in breeding programs. So it was performed four works (thesis chapters).
At first, the goal was to estimate and characterize, based on AFLP markers, the
genetic divergence between 40 and 32 green bean access to certain growth habits
and indeterminate, respectively. For AFLP analysis of seven combinations of EcoR1
and Msel primers were tested, and selected combinations E-AAG / M-CTC, E-ACT /
M-CTT, E-ACC / M-CTT. These products are denatured and subjected to capillary
electrophoresis. To estimate the genetic distances between accessions was used
Jaccard distance and the UPGMA cluster analysis methods, main coordinates and
Bayesian statistics. The three combinations of primer / enzyme revealed a total of
485 informative locus. In the second study, the goal was to select accessions with
determinate growth habits, the germplasm bank of UEL, to develop a breeding
program for organic management, and check the level of resistance of these
accesses in relation to common bacterial blight (CBB). To evaluate the agronomic
performance were conducted two field experiments in blocks, while the assessment
of resistance to CBB was conducted in a greenhouse, in a completely randomized
design, using two bacterial isolates, Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli and X.
fuscans subsp. fuscans. The third, the objective was to determine, by means of in
vitro tests, total phenolics compounds (TPC), antioxidant activity (AA) of aqueous
extracts of five different genotypes and study the role of bioactive these extracts
glucose metabolism linked to diabetes mellitus type 2 (DM type 2). The fourth aimed
to evaluate TPC, AA and percentage of inhibition of the enzyme alpha-amylase (%
IAA) in 28 genotypes of green bean by REML / BLUP. According to the results it was
concluded in the first work, the access to determinate and indeterminate growth,
genebank UEL present genetic variability. In the second, access agronomically
tested under organic management, UEL 402; UEL 405; UEL 407; UEL 408; UEL 412;
UEL UEL 417 and 420 showed higher values related to production characteristics,
and can be given to organic producers of Londrina-PR region, and also used in
breeding programs. Regarding the CBB, after 30 days of evaluation, all accesses
were moderately susceptible to both isolates used. According to the results obtained
in the third work concluded that the consumption of green bean contributes to a
healthy diet, favoring the DM type 2 management. The results of the fourth work
showed that the genotypes can contribute genetically to development new varieties
of green bean with higher levels of TPC, AA and I1AA%.

Keywords: Phaseolus vulgaris L. Digestive enzymes. Common bacterial blight.
Phenolic compounds. REML/BLUP.



Figura 3.1 —

Figura 3.2 —

Figura 3.3 —

Figura 3.4 —

Figura 5.1 —

Figura 5.2 —

Figura 5.3 —

LISTA DE ILUSTRACOES

Box plot de dissimilaridade baseado em marcadores AFLP

entre 72 acessos de feijdo-de-vagem de crescimento

determinado e indeterminado .........o.oenviiee i

Dendograma UPGMA das relagdes genéticas entre 72
acessos de feijao-de-vagem de habitos de crescimento
determinado e indeterminado baseado em marcadores AFLP.

Os valores Bootstrap sao correspondents ao né de cada

(o [ 11 (<) (PR

Bar plot baseado em trés combinagbes AFLP de
primer/enzima (E-AAG/M-CTC, E-ACT/M-CTT, e E-ACC/M-
CTT) para os 72 acessos de feijao-de-vagem de habitos de

crescimento determinado e indeterminado, que mostra as

distribuicbes de ambos 0S QrupOS .......ccooeveiiieiiiiieeeeeeeeeeeee e

PCoA de 72 acessos de feijao-de-vagem de habitos de

crescimento determinado e indeterminado baseado em

MArCaAdores AFLP .. ...

Fendlicos totais (ug acido galico equivalente (GAE)/ g peso

fresco (FW)) dos extratos aquosos dos diferentes gendtipos

de felja0-de-Vagem ........ccooiiiiiee e

Percentagem (%) da atividade antioxidante, pelo método

ABTS", dos extratos aquosos dos diferentes genotipos de

feljao-de-vagem ...

Percentagem (%) de inibicdo da enzima alfa-amilase dos

extratos aquosos dos gendtipos de feijao-de-vagem .....................



Tabela 4.1 -

Tabela 4.2 -

Tabela 5.1 -

Tabela 6.1 —

Tabela 6.2 —

LISTA DE TABELAS

Médias aritméticas de 25 acessos de feijao-de-vagem de

habito determinado para quatro caracteres agrondmicos............

Area abaixo da curva do progresso do crestamento
bacteriano (AACPCBC) em 25 acessos de feijao-de-vagem

inoculados com Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli (Xap)

e X. fuscans subsp. fuscans (Xff).........ccccccvummmmiiiiiiiiiiiies

Atividade de inibicdo da enzima (%) Alfa-glicosidase, com
dose-dependente (10, 25 e 50 uL de extrato aquoso), dos

diferentes extratos aquosos dos genotipos de feijdo-de-

Parametros genéticos estimados para compostos fendlicos
totais (CFT), percentagem de inibicdo da enzima alfa-amilase

(%lAA) e atividade antioxidante (AA) e a média geral dos

o =T L] (] oo 1< 7

Ganho genético (g), valor genético predito (u+g) e nova
média predita (NM) estimados para os genotipos
selecionados para as caracteristicas compostos fendlicos

totais (CFT), percentagem de inibicdo da enzima alfa-amilase

(%IAA) e atividade antioxidante (AA)...........eueueieiiiieiiiiiiiieiiiiiinnens

....85



2.1
2.2
2.3
2.3.1
23.2
24
2.5
2.6
2.7

3.1
3.2
3.3

4.1
4.2
4.3

SUMARIO

INTRODUGAO ..., 12
REVISAO DE LITERATURA ..ot 14
ORIGEM E IMPORTANCIA ECONOMICA DO FEIJAO-DE-VAGEM ........ccccvvereeennnen. 14
ASPECTOS BOTANICOS DO FEIJAO-DE-VAGEM ......cccuuuiiiiiiiiiaaeeeiiaeeeeeinaeeeeennns 16
CARACTERISTICAS NUTRICIONAIS DO FEIJAO-DE-VAGEM .........cccccuvvrrereeeeeeeenns 18
ANLIOXIAANTES .. ..o 19
Métodos de Avaliacdo da Atividade Antioxidante..............ccoccovviiieininnnnnnn. 20
MELHORAMENTO GENETICO DO FEIJAO-DE-VAGEM ........ceiiiiiiiiaaiiiiiaeeeeeiiaeeeens 21
CRESTAMENTO BACTERIANO COMUM .....uuuiiuiiiiiinnninnnnnnnnnnsnnnnnnnnnnsnnnnnnnnnsnnnnnes 22
AGRICULTURA ORGANICA ......uiiiieiiiiiie e e eiiiee e e e et e e e et e e e e e e e s e e e e e s nnnees 24
MARCADORES MOLECULARES ......ccutttuiiieaeeeieeeiiiiiiaeeeeeeeeeeannnnnaeeeeeseeeesnnnnnnns 25
REFERENCIAS . .....ooiiiiiiietee ettt 28

ARTIGO A — ANALISE DE AFLP NA DIVERSIDADE GENETICA
EM ACESSOS DE FEIJAO-DE-VAGEM DE HABITO

DETERMINADO E INDETERMINADO ... 37
INTRODUGAO ...ttt 38
MATERIAL E METODOS ......coouieiiieeceeeeeeeeeeeee e, 40
RESULTADOS EDISCUSSAO .......coiiiiieeiceieeeeetee e 42

ARTIGO B - SELECAO DE GENOTIPOS DE FEIJAO-DE-
VAGEM PARA CULTIVO ORGANICO E IDENTIFICACAO DE

FONTES DE RESISTENCIA AO CRESTAMENTO BACTERIANO......... 51
INTRODUGAO ......ooviiiieiiieieeeieie ettt 52
MATERIAL E METODOS ......coouiiiieeceeeeeeeeeeeee e, 54
RESULTADOS EDISCUSSAO .......coiiiiieieeieieeeeeiee e 56

ARTIGO C - AVALIACAO DA FUNCIONALIDADE DE
BIOATIVOS FENOLICOS EM FEIJAO-DE-VAGEM PARA A
GESTAO DA DIABETES MELLITUS TIPO 2 EM FASE INICIAL ............ 65



5.1
5.2
5.3

6.1
6.2
6.3

INTRODUGAO ......oviiiieiiieteee ettt 66
MATERIAL E METODOS ......cooviiiieiceeeeeeeeeiee e, 67
RESULTADOS E DISCUSSAO ........ociiiiieeeieeeeeeeeeeeeeeee e 70

ARTIGO D — ANALISE DE ANTIOXIDANTE E ALFA-AMILASE

EM GENOTIPOS DE FEIJAO-DE-VAGEM VIA REML/BLUP.................. 80
INTRODUGAO ..o 81
MATERIAL E METODOS ..ottt 82
RESULTADOS E DISCUSSAOQ ..o 85

CONCLUSOES GERAIS ... 92



12

1 INTRODUCAO

Consumido e cultivado em diversos paises, o feijdo-de-vagem
(Phaseolus vulgaris L.) ou vagem pertence a mesma familia e espécie botanica
do feijao comum. Segundo os dados da Food And Agriculture Organization of
the United Nations (FAO) sua producdo mundial foi em torno de 20 milhdes de
toneladas, em 2013, sendo a China o principal produtor, com mais de 15
milhdes de toneladas, seguido pela Indonésia, Turquia, india e Tailandia (FAO,
2015).

A principal diferenca entre o feijado-de-vagem e o comum ¢é que
no primeiro as vagens utilizadas para o consumo humano quando imaturas, e
no segundo o grao estad seco. O feijdo-de-vagem contém compostos
antioxidantes capazes de promover efeitos benéficos a saude humana;
proteinas, calcio, fésforo, ferro e vitaminas dos complexos A, B e C
(TESSARIOLI NETO; GROPPO, 1992; BAARDSETH et al., 2010; ABU-
REIDAH et al., 2013).

Além de ser um alimento saudavel, incrementa a renda de seus
produtores, podendo ser cultivado no periodo entressafra de outras olericolas,
a fim de aproveitar a adubacao residual, tutoramento, e quebrar o ciclo de
algumas doencgas, sendo importante alternativa para diversificar a produgéo
(SANTOS et al.,, 2012). Dentre estas doengas, encontra-se o crestamento
bacteriano comum, que é considerado a principal bacteriose do feijoeiro no
Brasil (SILVA et al., 2013).

Essa hortalica é classificada em fung¢ao do tipo e coloragao das
vagens e do habito de crescimento das plantas. Os habitos de crescimento sao
basicamente classificados em determinado e indeterminados. As vagens
consistem em dois tipos, manteiga e macarrdo, e as coloragdes podem ser
amarelas, verdes e purpuras. Os genoétipos apresentam divergéncias genéticas
(SILVA et al., 2005). As cultivares, quando comparadas entre si, apresentam
diferencas em relagdo as suas caracteristicas nutricionais, produtivas e
resisténcia as doengas (MIGLIORANZA et al., 2003; KRAUSE; RODRIGUES;
LEAL, 2009; MOREIRA et al., 2009).



13

Desse modo, o objetivos especificos deste trabalho foram
estimar e caracterizar a divergéncia genética entre 72 acessos de feijao-de-
vagem (determinado e indeterminado) do banco de germoplasma da UEL com
base em marcadores AFLP; selecionar acessos de feijao-de-vagem de habito
determinado do banco de germoplasma da UEL para desenvolvimento de um
programa de melhoramento genético para manejo organico, e verificar o nivel
de resisténcia desses acessos em relagao ao crestamento bacteriano comum;
determinar por meio de ensaios “in vitro” os compostos fendlicos totais e
atividade antioxidante dos extratos aquosos de cinco diferentes gendtipos de
feijao-de-vagem e estudar o papel dos bioativos destes extratos no
metabolismo da glicose ligada ao DM tipo 2; avaliar genoétipos de feijdo-de-
vagem quanto a variabilidade genética para caracteres relacionados aos
compostos fendlicos totais, atividade antioxidante e percentagem de inibicao da
enzima alfa-amilase, via REML/BLUP, visando programas de melhoramento
genético. Sendo assim, o objetivo geral da pesquisa foi caracterizar e avaliar
gendtipos de feijdo-de-vagem com potencial uso em programas de

melhoramento genético.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 ORIGEM E IMPORTANCIA ECONOMICA DO FEIJAO-DE-VAGEM

Compondo o género Phaseolus que apresenta origem e
diversificagcdo primaria nas Ameéricas, populagdes silvestres de feijao
(Phaseolus vulgaris L.) cresceram em regides desde o norte do México ao
norte da Argentina, em altitudes que variavam de 500 a 2000 m (DEBOUCK,
1986; DEBOUCK, 1991).

Estas populagdes ocorreram em uma ampla area, o que
contribuiu para o surgimento de diversas ragas locais e dificultou a localizagcao
exata dos lugares de domesticacdo da espécie (FREITAS, 2006). Vestigios
arqueoldégicos datando cerca de 10000 anos foram encontrados na forma de
sementes, fragmentos de vagens e plantas inteiras (GEPTS; DEBOUCK,
1991).

Os multiplos eventos de domesticacdo contribuiram para o
surgimento de variedades de Phaseolus vulgaris L. com dois centros de
origem. Um desses localizados na América Central e o outro ao Sul dos Andes
(Sul do Peru, Bolivia e Norte da Argentina). Sugere-se um terceiro centro
localizado na regido da Colémbia (DEBOUCK, 1986; GEPTS; DEBOUCK,
1991). Os eventos de domesticagdo que ocorreram nos dois centros primarios
levaram a formacéao de dois grupos génicos (Mesoamericano e Andino). Dentro
dos quais, a evolugdo resultou em mudangas significativas (GEPTS;
DEBOUCK, 1991; SINGH, 1991), que apresentaram modificagdes morfoldgicas
e fisiologicas, como: diferencas de habito de crescimento; dorméncia das
sementes; sensibilidade ao fotoperiodo; tamanho, forma e cor da planta e os
mecanismos de dispersdo. Estes fatores tornaram a espécie diversa
geneticamente de seus ancestrais selvagens (GEPTS; PAPA, 2002).

Ha pesquisas moleculares com o objetivo de identificar os
locais de origem da espécie P. vulgaris L. que utilizam como alvo principal o
gene Phs, capaz de codificar a proteina faseolina, a mais utilizada em estudos

evolutivos sobre a cultura. Pelo menos, dez tipos dessa proteina ja foram



15

identificados em variedades cultivadas e populagdes silvestres da espécie,
demonstrando alta correlagdao entre o tipo e o local geografico de origem
(GEPTS et al., 1986).

O feijao comum e o feijdo-de-vagem sdo da mesma espécie
botanica. Sendo assim, os dois deveriam apresentar o mesmo centro de
origem.

Porém, de acordo com De Oca (1987), o feijdo-de-vagem
originou-se no continente europeu, sendo resultado de mutagdes genéticas do
feijdo comum introduzido da América. A espécie evoluiu e modificou
geneticamente na Franga e nos Paises Baixos. No inicio do século XIX,
oriundos de cruzamentos entre feijdes cultivados na Europa e gendtipos
procedentes da América Central, apareceram o0s primeiros materiais
apropriados para colheita e consumo das vagens imaturas. Em seguida, essas
plantas foram introduzidas na América do Norte, onde novos cruzamentos com
feijdes locais foram realizados, obtendo-se, novas cultivares com maiores
produtividades.

Singh et al. (1991) sugere que o feijdo-de-vagem originou-se
do feijdo comum, pois maiores mudancas genéticas seriam necessarias para
que o feijao-de-vagem fosse originado de espécies silvestres de feijao.

Os centros de origem da diversidade das espécies de
Phaseolus estao distribuidos em quatro pools génicos (DEBOUCK, 1991). O
pool primario abrange populagdes cultivadas e silvestres. As populagdes
silvestres s&o os ancestrais mais proximos do P. vulgaris L., distribuindo-se
desde o norte mexicano até o Noroeste da Argentina (GEPTS et al., 1986). Os
feijdes originados do cruzamento de materiais cultivados e silvestres desse
pool sédo férteis e nao ha impedimento de cruzamento entre eles. Espécies
como P. coccineus L., P. costaricensis e P. polyanthus encontram-se no pool
secundario. As espécies P. acutifolius L., P. parvifolius e P. filifomis e P.
angustissimus encontram-se nos pools terciario e quaternario, respectivamente
(SINGH, 2001).

De acordo com Delgado-Salinas; Bibler e Lavin (2006) o pool

genético dos programas de melhoramento esta constituido pelas espécies



16

domesticadas P. vulgaris L., P. dumosus L., P. coccineus L., P. acutifolius L e
P. lunatus L. Ha algumas com escassa domesticacdo que apresentam
contribuicdes adicionais.

Os gendtipos utilizados no Brasil podem ter sido introduzidos a
partir do México, percorrendo a Guatemala, Colédmbia e Venezuela. Outro
caminho seria através dos Andes, no Peru; e uma terceira rota por meio de
imigrantes vindos da Europa (GEPTS; DEBOUCK, 1993).

Em relagdo a importancia econémica, € cultivado e consumido
em diversos paises, sendo considerada uma das olericolas mais importantes
no mundo, apresentando teores significativos de vitaminas, sais minerais e
atividade antioxidante (BLAIR et al., 2010; ABU-REIDAH et al., 2013). Segundo
dados da Food and Agriculture Organization of the United Nations (FAO) a
estimativa de producdo mundial, em 2013, € em torno de 20 milhdes de
toneladas, sendo a China, Indonésia, india, Turquia e Tailandia os maiores
produtores (FAO, 2015).

No Brasil, os dados referentes a produgao e importancia do
mercado sdo escassos em virtude da falta de estatisticas e de informacéao
sistematizada. Vem sendo amplamente cultivado por pequenos produtores,
considerado uma fonte de renda alternativa, para diversificar a produgdo, com
uso crescente em rotacido de culturas ou no periodo de entressafra de outras
olericolas, como a do pimentao e tomate (FRANCELINO et al., 2011; SANTOS
et al., 2012). A produgao em territorio brasileiro € destinada principalmente ao
consumo de vagens “in natura”, com reduzidas quantidades destinado a
industria de conservas e para as exportagbes das vagens refrigeradas
(VIGGIANO, 1990). No ano de 2003, os principais estados produtores eram
Sao Paulo, Rio de Janeiro e Minas Gerais, que produziam juntos cerca de 80%
de toda a producgao do pais (IBGE, 2003).

2.2 ASPECTOS BOTANICOS DO FEIJAO-DE-VAGEM

O feijdo-de-vagem pertence ao género Phaseolus, que esta

associado a subtribo Phaseolinae, tribo Phaseoleae, subfamilia Papilionoideae
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e familia Leguminoseae. Composto por, aproximadamente, 55 espécies
(DEBOUCK, 1991). Dentre estas, cinco foram domesticadas: Phaseolus
vulgaris, Phaseolus lunatus, Phaseolus coccineus, Phaseolus acutifolius e
Phaseolus polvynthus (DEBOUCK, 1986).

A planta é diploide (2n = 2x = 22) e apresenta larga adaptacao
a climas quentes e amenos, 0 que permite seu cultivo em uma ampla faixa
térmica, que varia de 18 a 30° C (VIEIRA; BOREM; RAMALHO, 1999).
Temperaturas superiores a 35° C provocam deficiéncia de polinizacao,
resultando em vagens deformadas, e queda na produtividade (PEIXOTO et al.,
2002). Quando as plantas encontram-se em intenso crescimento vegetativo, o
excesso de calor aumenta a fotorrespiragcdo, o que contribui para reduzir a taxa
de crescimento, influencia no aborto de flores, vigor e retencgéao final das vagens
(SUZUKI et al., 2001; TSUKAGUCHI et al., 2003). Temperaturas menores do
que 15° C, e geada contribuem para baixa germinagcdao das sementes,
desenvolvimento lento, (SILBERNAGEL, 1986; MARIOT, 2000), redugdo na
altura das plantas e ramos, diminuindo a produgcdo de vagem (FILGUEIRA,
2003).

A cultura é classificada quanto ao tipo de vagem, cor das
vagens e habito de crescimento de plantas. Analisando o tipo de vagem, estas
podem ser classificadas em Macarrdo, com formato cilindrico, e Manteiga, com
formato achatado (MALUF, 2001; FILGUEIRA, 2003). Em relagdo a cor, as
vagens possuem quatro tipos diferentes: verde-escura, verde-clara, amarela e
purpura. Com base no habito de crescimento, sido classificadas em
determinado - quando a porcao terminal da haste se encerra em uma
inflorescéncia, e indeterminado - quando a extremidade da haste termina em
um meristema vegetativo que possibilita a continuidade do crescimento da
planta (MYERS; BAGGETT, 1999).

Os cultivares de crescimento determinado geralmente nao
ultrapassam 50 cm de altura (BARBOSA et al.,, 2001). Por outro lado, os
indeterminados exigem o tutoramento de suas hastes (TESSARIOLI;
GROPPO, 1992). Segundo Filgueira (2003), os determinados sdo mais

precoces do que os indeterminados, porém menos produtivos.
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As plantas sao autégamas. A autogamia € devido a sua
estrutura floral, onde os 6rgaos masculinos e femininos sédo protegidos pelas
pétalas, e também pelo fato de os gréaos de pdlen cairem sobre o estigma antes
da abertura da flor (SILBERNAGEL, 1986). Em relagao ao fruto, este é do tipo
legume, ou seja, uma vagem, podendo ser reta ou ligeiramente curvada
(VIEIRA, 1988).

As vagens s&o colhidas ainda imaturas, apresentando
sementes pouco desenvolvidas. O ponto ideal de colheita é quando as vagens
atingem o maximo desenvolvimento, porém antes de tornarem-se fibrosas e
com sementes salientes (FILGUEIRA, 2003).

2.3 CARACTERISTICAS NUTRICIONAIS DO FEIJAO-DE-VAGEM

O feijao-de-vagem pode ser consumido congelado, em
conservas ou “in natura”. As vagens sao tenras, alongadas, firmes e flexiveis.
Quando consumidas frescas apresentam baixos teores caldricos (40 Kcal/100g
de vagens de feijao cru), sao ricas em fibras (3,4 g por 100 g); apresentam
vitamina A (519 Ul por 100 g), vitamina B6 (0,063 mg por 100 g), tiamina ou
vitamina B1 (0,073 mg por 100 g), e vitamina C (11,0 mg por 100 g). Os graos
contém boas quantidades de minerais, como: ferro (0,80 mg por 100 g), célcio
(61 mg por 100 g), magnésio (29 mg por 100 g), manganés (0,216 mg por 100
g) e potassio (237 mg por 100 g), que sdo essenciais para o metabolismo do
corpo (USDA, 2016; DAVIS; EPP; RIORDAN, 2004).

De acordo com Hervatin e Teixeira (1999), essa espécie
contém fibras, necessarias para o funcionamento do aparelho digestivo. As
vagens fornecem, em peso fresco, cerca de 7 % de carboidratos; 1,9 % de
proteinas; 0,2 % de lipideos e 1,0 % de fibras. Segundo Cobbe (1983) em 100
g de vagens frescas ha, em média, 11 mg de acido ascoérbico, 0,5 mg de
niacina, 110 mcg de riboflavina, 80 mcg de thiamina e 600 Ul de vitamina A.

O feijao-de-vagem apresenta atividade antioxidante (PLUMB;
PRICE; WILLIAMSON, 1999). Os antioxidantes presentes na dieta alimentar
protegem contra os radicais livres (NILSSON; STEGMARK; AKESSON, 2004),
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e contribuem para protegcdo contra doengas degenerativas do envelhecimento
(ATOUI et al., 2005), como a diabetes.

Venkateswaran, Pari e Saravanan (2002) administranto um
extrato aquoso de vagens (200 mg / kg de peso corporal) de P. Vulgaris L., via
oral, durante 45 dias em ratos diabéticos, observaram que tal substancia
reduziu significativamente o aumento da glicemia, triglicerideos, acidos graxos
livres, fosfolipidios e colesterol total, e concluiram que o feijdo-de-vagem

apresenta acao anti-diabética.

2.3.1 Antioxidantes

Os antioxidantes s&o substancias que apresentam a
capacidade de retardar ou inibir a oxidagao de substratos oxidaveis tendo como
principal fungao proteger os constituintes celulares e manter o estado redox da
célula, agindo contra danos de oxidacdo em tecido animal. Algumas destas
substancias antioxidantes sdo produzidas naturalmente pelo corpo humano, e
outras sdo adquiridas na dieta alimentar (HALLIWELL, 2001; ARAUJO, 2004).

De acordo com Bianchi e Antunes (1999) ha diversos agentes
de defesa antioxidantes, podendo ser n&o-enzimatico e enzimatico. Os
principais agentes ndo-enzimaticos sdo a L-cisteina, curcumina, 3-caroteno, a-
tocoferol (vitamina E), proteinas do plasma, selénio, glutationa, clorofilina,
flavonoides e acido ascorbico (vitamina C). Os enzimaticos sdo superédxido
dismutase, catalase, NADPH-quinona oxidoredutase, glutationa peroxidase e
enzimas de reparo. As substancias antioxidantes doam elétrons para
determinados substratos, porém ndo se tornam radicais livres, por serem
estaveis em ambas as formas. Os antioxidantes encontram-se em duas
classes, os sintéticos e os naturais (HALL; CUPPET, 1997).

Os antioxidantes sintéticos s&o utilizados nas industrias de
o0leos e de derivados lipidicos, como butil-hidroxianisol (BHA) e o buitil-
hidroxitolueno (BHT), e, apresentam problemas em quem os consome.
Algumas pesquisas tém mostrado que estes compostos podem favorecer

efeitos carcinogénicos, mutagénicos, além da proliferagdo do reticulo
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endoplasmatico e o aumento do peso do figado. O fato de estes antioxidantes
apresentarem maleficios a saude tem contribuido com a busca por
antioxidantes naturais, para serem utilizados na alimentacdo e em produtos
farmacéuticos (MELO; GUERRA, 2002; SIMAO, 1985; YILDIRIM; MAVI; KAKA,
2001; ZHENG; WANG, 2001).

As substancias naturais, com capacidade antioxidante, podem
apresentar efeitos benéficos sobre varias doengas, como: alergias,
cardiopatias, Ulceras pépticas, retinopatias diabéticas, inflamacdes, doencas
circulatérias, diabetes mellitus, cancer, aterosclerose (WANG; CAO; PRIOR,
1997).

2.3.2 Métodos de Avaliagao da Atividade Antioxidante

Os métodos ABTS, DPPH e B-caroteno/acido linoleico medem
a capacidade antioxidante “in vitro” e baseiam-se na habilidade do antioxidante
em sequestrar os radicais livres.

Um dos mais utilizados é o ABTS (2,2'-azinobis 3-
etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico), que é um teste indireto de avaliagao da
atividade antioxidante, e monitora o decaimento do radical ABTS produzido
pela oxidacdo do 2,2-azinobis (3- etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico),
provocada pela adigdo de fendlicos contidos em uma amostra. A quantidade
consumida de ABTS esta relacionada com a reacao dos fendlicos da amostra
(RUFINO et al., 2007).

O DPPH (radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazila) também é muito
utilizado, e consiste em um radical estavel numa solugdo que reage com
compostos que doam elétrons. Neste processo, utiliza-se uma solugéo
alcodlica de DPPH, que absorve num comprimento de onda préximo de 517
nm. A absorgcdo decresce e a coloragdo muda frente as moléculas
antioxidantes testadas a medida que seu elétron deixa de ser desemparelhado
(DI MAMBRO; MARQUELE; FONSECA, 2005).

B-caroteno/acido  linoleico consiste de um  ensaio

espectrofotométrico e baseia-se na descoloracdo do composto 3-caroteno que
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€ induzida pelos produtos da degradacido oxidativa de um acido graxo. A
determinacao deste método € realizada a 470 nm, na presenga e auséncia de
um antioxidante (RUFINO et al., 2006).

24 MELHORAMENTO GENETICO DO FEIJAO-DE-VAGEM

A cultura do feijdo-de-vagem tem sido estudada por instituicoes
brasileiras, como, universidades, empresas publicas e privadas, porém, ainda,
necessita de mais pesquisas, a fim de incrementar sua produgcédo, melhorar a
qualidade das vagens e resisténcias a estresses bidticos e abiodticos (ABREU et
al., 2004).

No Brasil, o melhoramento tem recebido pouca atencio. Os
agricultores sao os principais responsaveis pela selegdo e manutencao dos
cultivares. As sementes utilizadas pelos produtores sao muitas vezes mantidas
por eles, ou adquiridas de companhias de sementes (MALUF, 1994). As
empresas privadas sdo as principais responsaveis pela liberacdo de novas
cultivares, e muitas sao importadas (RODRIGUES, 1997), o que aumenta o
valor do custo das sementes.

Os gendtipos de crescimento indeterminado apresentam
maiores produg¢des quando comparados com os de crescimento determinado.
Porém, necessitam de cuidados mais intensos, e principalmente mao-de-obra,
devido ao tutoramento, e, por apresentarem ciclo maior, estdo mais sujeitos a
ataques de pragas e doengas, aumentando, os custos de producéo
(FILGUEIRA, 2003; FRANCELINO et al., 2011).

Cultivares com habito de crescimento determinado apresentam
florescimento em um periodo reduzido, quando comparado com os de
crescimento indeterminado, e sua producdo pode ser concentrada em uma
determinada época do ano. O ciclo menor otimiza o uso do solo e da mao-de-
obra, contribuindo na reducdo dos custos de producdo. O florescimento
concentrado contribui para realizacdo de apenas uma unica colheita
(FILGUEIRA, 2003). O ciclo menor das plantas de habito de crescimento



22

determinado e a possibilidade de mecanizacao total favorecem a producéao
(COSTA; RAVA, 2003; MOREIRA et al., 2009).

O desenvolvimento de genoétipos resistentes a pragas e
doencas € importante, pois essa cultura é sensivel a estresses bibticos e
abidticos, que podem afetar a produgao, crescimento e qualidade das vagens
(EL-TOHAMY; EL-GREADLY, 2007).

Os principais estresses abidticos que prejudicam a
produtividade do feijdo-de-vagem sdo baixa e alta temperatura, a seca, a
salinidade, a deficiéncia de nutrientes do solo e a fixacdo de nitrogénio. A
tolerancia das plantas a estes estresses variam de acordo com o gendtipo
utiizado e estadio fenolégico de crescimento (PROHENS; NUEZ, 2008).
Estresses bidticos como densidades de plantas, pragas e doengas também
afetam a produtividade (PROHENS; NUEZ, 2008).

Dentre as principais doencas da espécie esta o crestamento
bacteriano comum (CBC), causado por Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli
(Smith) (= X. campestris pv. phaseoli) (XAP) (TRINDADE et al., 2012). Essa
doencga reduz a produgao de forma significativa e apresenta dificil controle
(VALE; COSTA; ZAMBOLIM, 1997). A alta variabilidade genética observada
nesta bactéria em fungdo do ambiente limita a obtengdo de cultivares
resistentes (OPIO; ALLEN; TERIL, 1996; MKANDAWIRE et al., 2004).

2.5 CRESTAMENTO BACTERIANO COMUM

Doenca da parte aérea encontrada em todo o mundo, o
crestamento bacteriano comum (CBC) tem como sua principal via de
transmissao as sementes, podendo o indculo permanecer viavel por, até, 15
anos, causando perdas de producdo de 10 a 70%, pois reduz a taxa
fotossintética das folhas infectadas (DIAZ et al., 2001; TAR'NA; MICHAELS;
PAULS, 2001; MIKLAS et al., 2003).

De acordo com Rava e Sartorato (1994), os sintomas do CBC
aparecem na parte aérea das plantas, afetando as folhas, caules, vagens e

sementes. O ataque da bactéria as sementes causa descoloragdo no hilo,
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manchas amarelas no tegumento e enrugamento. As sementes infectadas
podem originar pequenas lesdes nas plantas, além de causarem necroses
foliares, provocando a morte das folhas e desfolha das plantas. O caule sofre
estrangulamento por pequenas lesdes, manchas avermelhadas e compridas.
Nas vagens, ocorre o aparecimento de manchas aquosas que ampliam com o
passar do tempo, tornando-se avermelhadas, além de exsudatos de bactérias
que podem ser vistos cobrindo esta lesdo (GILBERTSON; MAXWELL 1992).

A fim de manejar o CBC algumas medidas preventivas devem
ser tomadas, como: plantio de gendtipos resistentes, cultivo em areas livres do
patdogeno, uso de sementes sadias, rotacdo de culturas e o uso adequado de
irrigacao (MARINGONI; LAURETTI, 1999; MUTLU et al., 2005; DARRASSE et
al., 2007; RODRIGUES et al.,, 1999; TAR'NA; MICHAELS; PAULS, 2001;
MIKLAS et al., 2003). A utilizacdo de cultivares resistente tem se apresentado
como a melhor alternativa, pois tem maior adesdo pelos produtores, por
apresentarem baixo custo, e ndo causarem impactos ambientais, como a
utilizagcao de agrotoéxicos (COSTA; RAVA, 2003).

Os programas de melhoramento com o intuito de produzirem
materiais resistentes ao CBC apresentam certas limitagdes. Dentre elas,
encontra-se a estreita base genética das fontes de resisténcia utilizadas. Sendo
as cultivares Great Northern Nebraska 1 Sel. 27 e Tlalnepantla 64 (Pl 207.262)
os principais materiais utilizados como fonte de resisténcia. Além do mais,
diversos fatores podem influenciar a complexa interagao entre o P. vulgaris L. e
0 agente causador do CBC, o que contribui para dificultar, ainda mais, a
obtenc&o de materiais resistentes (SANTOS et al., 2003).

A relagao da resisténcia € oligo ou poligénica, uma vez que 0s
genes que controlam a suscetibilidade da doenga em folhas ndo sao os
mesmos que controlam nas vagens, demonstrando a complexidade da
resisténcia e o efeito do ambiente no desenvolvimento dos sintomas
(RODRIGUES et al., 1999; KELLY et al., 2003; MUTLU et al., 2005; O'BOYLE;
KELLY; KIRK, 2007).

A producdo de gendtipos resistentes ao CBC é importante,

pois, podem ser facilmente adquiridos pelos produtores, além de diminuir ou
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até evitar o uso de agrotoxicos, contribuindo também, para o cultivo em

agricultura organica.

2.6 AGRICULTURA ORGANICA

De acordo com Campanhola e Valarini (2001) o termo
agricultura orgénica faz parte de um conceito, que, abrange a agricultura
alternativa, que engloba a natural, a biodindmica, a biolégica, a ecoldgica e a
permanacultura, e apresentam similaridades praticas.

Essas semelhancas consistem em: reciclar os recursos
naturais da propriedade, favorecendo a liberacdo de nutrientes para as plantas,
devido a decomposi¢cdo da matéria organica; transformar os residuos vegetais
em humus no solo; a utilizagdo de rochas moidas, semi-solubilizadas, ou que
tenham sido tratadas termicamente, com teores baixos de nutrientes
prontamente hidrossoluveis; diversificar e integrar as exploragbes vegetais na
propriedade; uso de esterco animal, biofertilizantes, rotagcdo e consorciagao de
culturas, controle biolégico de pragas e doengas, adubacgao verde; nao utilizar
agrotoxicos; utilizar extratos vegetais, métodos vegetativos, mecanicos e fisicos
no controle de pragas e doencas; eliminar a utilizagdo de produtos sintéticos e
reguladores de crescimento na dieta alimentar dos animais; usar quebra-
ventos; utilizar gendtipos vegetais e/ou animais adequados para cada manejo
no sistema ecolégico (CAMPANHOLA; VALARINI, 2001).

O cultivo orgénico de hortaligas tem apresentado
desenvolvimento agronémico em diversas espécies, com produtividade e
elevado padrao de comércio (SOUZA et al., 2001; SOUZA; RESENDE, 2003).
O Phaseolus vulgaris L., no cultivo orgénico, pode apresentar maiores
produtividades e pregos de venda quando comparado com o convencional
(VIDAL et al., 2003; SANTOS, 2011).

O fato de a agricultura organica promover mudangas nos
sistemas tradicionais de cultivo vegetal contribui para o desinteresse das

grandes empresas na produc¢ao de sementes organicas (MALUF, 2002).
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No estado do Parana, o cultivo organico de feijao-de-vagem é

incipiente devido a falta de estrutura e gendtipos adaptados ao ambiente.

2.7 MARCADORES MOLECULARES

De acordo com Ferreira e Grattapaglia (1998) qualquer fenétipo
molecular, proveniente de um gene expresso ou de um determinado segmento
especifico de DNA correspondente a uma regido do genoma podendo ser
expresso ou nao, pode ser conhecido como um marcador molecular e,
apresenta caracteristicas qualitativas com heranga mendeliana simples, cujo
ambiente nao influencia a expressao.

Market e Moller (1959) utilizaram marcadores isoenzimaticos
em espécies vegetais. Este fato corroborou como a revolugdo causada por uso
de marcadores moleculares (FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998). Em plantas
que n&o apresentavam diferengcas morfologicas, a utilizagdo de isoenzimas
tornou capaz a deteccdo de polimorfismos entre estas, possibilitando maior
visualizagcdo das informagdes genéticas presentes em determinadas
populagdes (TORGGLER; CONTEL; TORGGLER, 1995).

As pesquisas de conservagdo de espécies e de biologia
populacional em plantas e animais tiveram suas variagdes analisadas no nivel
de DNA devido ao descobrimento de enzimas de restricdo e avangos da
biologia molecular. As enzimas de restricdo foram utilizadas pela primeira vez
na técnica RFLP (Restriction Fragment Lenght Polymorphism), na década de
70, que baseava o polimorfismo pelo tamanho do fragmento (GRODZICKER et
al. 1974; FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998).

Mullis et al. (1986) desenvolveram a tecnologia da PCR
(Reagdo em Cadeia da Polimerase) que possibilitou a sintese enzimatica de
milhdes de copias de um segmento especifico de DNA. A técnica foi
aperfeicoada possibilitando o aparecimento de diferentes tipos de marcadores
moleculares capazes de detectar polimorfismo no nivel de DNA.

Ha diversos marcadores moleculares que apresentam como

base a PCR, como: marcadores dominantes RAPD (Random Amplified
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Polymorphic DNA) e AFLP (Amplified Fragments Lenght Polymorphism) e os
marcadores SSR (Simple Sequence Repeats), SCAR (Sequence Characterized
Amplified Regions), que s&o co-dominantes, e permitem distinguir o fendtipo
homozigoto do heterozigoto (FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998).

Segundo Ribeiro, Bertolucci e Grattapaglia (1997) as técnicas
de PCR sao muito eficazes e apresentam varias utilizagbes, como: construgcao
de mapas genéticos, monitoramento da variabilidade genética, identificagdo de
loci relacionado a caracteres quantitativos, identificagdo de individuos ou
familias divergentes, podendo ser utilizadas em estudos evolutivos e
taxondémicos.

De acordo com Vos et al., (1995), quando comparado com as
demais técnicas de marcadores moleculares, o AFLP destaca-se pelo numero
de marcadores gerados por loci, repetitividade no ensaio e poder de detecgao
de variabilidade genética. Segundo Ferreira e Grattapaglia (1998) a
metodologia combina o poder de amostragem da digestdo por enzimas de
restricdo com a rapidez e praticidade da detecg¢ao dos polimorfismos via PCR.

O método AFLP consiste em quatro etapas: 1-) O DNA
gendmico € clivado com duas enzimas de restricdo, uma de corte raro, que
reconhece um sitio de corte com seis a oito nucleotideos, como a EcoR1, e
uma outra de corte frequente, que reconhece sitio de corte com quatro
nucleotideos, como a Msel; 2-) Ligacdo de adaptadores (primers) que possuem
extremidades complementares as extremidades geradas na clivagem pelas
enzimas de restricdo; 3-) Amplificacdo pré-seletiva, onde se utiliza primers
contendo um nucleotideo seletivo na extremidade 3’ dos adaptadores; 4-)
Amplificacdo seletiva utilizando primers com dois ou trés nucleotideos
adicionais na extremidade 3’ dos primers preé-seletivos.

Para realizacdo da AFLP n&o ha a necessidade de
conhecimento prévio do genoma, e a técnica apresenta algumas vantagens em
relagdo as demais, como: em um unico gel € gerado e visualizado grande
nuamero de fragmentos, o que proporciona uma amostragem ampla e
simultdnea de um genoma; grande poder de detec¢cdo da variabilidade

genética; maior robustez quando comparado com RAPD, pois primers mais
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longos sé&o utilizados na etapa de PCR, o que aumenta a especificidade da
amplificacdo (FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998).

De acordo com Ferreira (2003), a metodologia de AFLP
apresenta algumas limitagbes, como: geragdo de um menor conteudo de
informagdes por l6cus, devido ao seu carater dominante, que impossibilita a
diferenciagcdo entre gendtipos heterozigotos e homozigotos; apresenta um
custo de implementacdo maior quando comparado ao RAPD, porém, depois os
primers podem ser utilizados em qualquer genoma; o DNA utilizado deve ser
puro e de qualidade, a fim de que as enzimas de restricdo fagam a digestao
completa.

Svetleva et al. (2006) utilizando a técnica de AFLP e ISSR
(Inter Simple Sequence Repeats) com o objetivo de analisar o DNA de 78
gendtipos de Phaseolus vulgaris L. (33 oriundos da Bulgaria e 45 estrangeiros),
concluiram que as analises deram informacdes para a caracterizagao genética,
bem como para a identificacdo da variedade, e verificaram a importancia da
técnica de AFLP em estudos de similaridade genética a fim de evitar erros
causados pela digestdo incompleta do DNA gendmico.

Outros estudos utilizando a metodologia de AFLP
caracterizaram a estrutura genética de uma colecdo selvagem de Phaseolus
vulgaris L. (TOHME et al. 1996). Kumar et al., (2008) aplicaram a técnica de
AFLP em 44 acessos, sendo seis acessos exoéticos, 15 provenientes de terras
indianas e 23 cultivares langadas, e avaliaram a diversidade genética do
germoplasma do feijdo indiano, concluindo que a técnica forneceu boa

perspectiva de diversidade genética entre os acessos do feijoeiro indiano.
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3 ARTIGO A - ANALISE DE AFLP NA DIVERSIDADE GENETICA EM
ACESSOS DE FEIJAO-DE-VAGEM DE HABITO DETERMINADO E
INDETERMINADO

RESUMO: O presente trabalho teve como objetivo estimar e caracterizar a
divergéncia genética entre acessos de feijdo-de-vagem com habitos de
crescimento determinado e indeterminado do banco de germoplasma da UEL
com base em marcadores AFLP. Para tanto foram caracterizados 40 e 32
acessos de habito determinado e indeterminado, respectivamente. Para analise
do AFLP, sete combinagdes de primers EcoR1 e Mse1 foram testadas, sendo
selecionadas as combinagcbées E-AAG/M-CTC, E-ACT/M-CTT, E-ACC/M-CTT.
Esses produtos foram desnaturados e submetidos a eletroforese capilar. Para
estimar as distancias genéticas entre os acessos foi utilizada a distancia de
Jaccard e para analise de agrupamento os métodos UPGMA, coordenadas
principais (PCoA) e estatistica Bayesiana. As trés combinacbes de
iniciador/enzima revelaram um total de 485 I6cus informativos, sendo a
combinagdo E-ACC/M-CTT a que detectou o maior numero de Ilbécus
informativos (49%). A analise da distribuicdo das frequéncias da dissimilaridade
revelou que a distribui¢cao foi uniforme variando de 0.1285 a 0.7310, com média
de 0.4801, com os acessos de habito indeterminado apresentando uma maior
variabilidade quando comparado com os de habito determinado. Pelas analises
de agrupamento UPGMA, PCoA e Bayesiana verificou-se a formagao de dois
grandes grupos, para 0s quais se sugere uma possivel predominancia do
habito de crescimento do feijdo-de-vagem quanto ao pool génico. Os
determinados podem estar mais associados ao pool génico Andino, enquanto o
indeterminado ao pool génico Mesoamericano. Pela analise Bayesiana,
verificou-se acessos intermediarios aos dois grupos sugerindo-se uma
introgressao entre os pool génicos Andino e Mesoamericano.

Palavras-chave: Phaseolus vulgaris L.. Marcadores moleculares. Polimorfismo
no comprimento de fragmentos amplificados. Banco de germoplasma.

ABSTRACT: The present study aimed to estimate and characterize the genetic
divergence between determinate and indeterminate snap bean accessions from
the Universidade Estadual de Londrina (UEL) germplasm bank based on
amplified fragment length polymorphism (AFLP) markers. A total of 40 and 32
accessions with determinate and indeterminate growth habits, respectively,
were characterized for this purpose. Seven combinations of primers
corresponding to EcoR1 and Mse1 were tested for the AFLP analysis, and the
combinations E-AAG/M-CTC, E-ACT/M-CTT and E-ACC/M-CTT were selected.
The resulting products were denatured and subjected to capillary
electrophoresis. The Jaccard distance was used to estimate the genetic
distances between accessions, and the Unweighted Pair Cluster Method with
Arithmetic Mean (UPGMA), principal coordinates analysis (PCoA) and Bayesian
statistics were used for the clustering analysis. The three combinations of
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primer/enzyme revealed 485 informative loci in total, and the combination E-
ACC/M-CTT detected the greatest number of informative loci (49%). The
analysis of dissimilarity frequency distribution showed that the distribution was
uniform, ranging from 0.1285 to 0.7310 with a mean of 0.4801, and the
accessions with indeterminate growth habits exhibited greater variability than
the accessions with determinate growth habits. The clustering UPGMA, PCoA
and Bayesian analyses showed the formation of two large clusters, wherein
there is a possible association between snap bean growth habit and gene pool.
The determinate accessions may be more closely associated with the Andean
gene pool, while the indeterminate ones may be associated with the
Mesoamerican gene pool. The Bayesian analysis showed accessions
intermediate to both groups, suggesting introgression between the Andean and
Mesoamerican gene pools.

Keywords: Phaseolus vulgaris L.. Molecular markers. Amplified fragment
length polymorphism. Gene bank.

3.1 INTRODUGAO

O feijdo-de-vagem (Phaseolus vulgaris L.) é considerado uma
das olericolas mais importantes no mundo, sendo relativamente rica em
vitaminas, sais minerais e atividade antioxidante (BLAIR et al., 2010; ABU-
REIDAH et al., 2013). Segundo dados da Food and Agriculture Organization of
the United Nations (FAO), a estimativa de producdo de feijdo-de-vagem no
mundo € de em torno de 21 milhdes de toneladas, sendo a China, Indonésia,
india e Turquia os maiores produtores (FAO, 2015).

No Brasil, os dados de producgado e a importancia do mercado
de feijdo-de-vagem sdo escassos em virtude da falta de estatisticas e de
informacgéo sistematizada. No entanto, essa cultura vem sendo amplamente
cultivada por pequenos produtores, sendo considerada uma boa fonte de renda
e uma alternativa para diversificar a produgao, com uso crescente em rotacao
de culturas ou no periodo de entressafra de outras olericolas, como a do
pimentédo e tomate (FRANCELINO et al., 2011; SANTOS et al., 2012).

O feijao-de-vagem é classificado em funcéo de trés caracteres:
tipo de vagem, coloracdo da vagem e o habito de crescimento. Em relacdo ao
tipo de vagem, podem ser classificadas como tipo “manteiga” (formato

achatado) e “macarrao” (formato arredondado). No quesito cor de vagem,
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existem quatro tipos basicos de coloracao (verde-escura, verde-clara, amarela
e purpura). Quanto ao habito de crescimento, as plantas s&o classificadas em
crescimento determinado, quando a porgado terminal da haste se encerra em
uma inflorescéncia; e crescimento indeterminado, quando a extremidade da
haste termina em um meristema vegetativo que possibilita a continuidade do
crescimento da planta (KWAK et al., 2012).

Dois locus fenotipicos tém sido reportados no controle do
habito de crescimento no feijoeiro, sendo o I6co fin o primeiro identificado, em
1915, e posteriormente mapeado no cromossomo Pv01, e o segundo I6co, sem
identificacdo, mapeado no cromossomo Pv07 (KOINANGE; SINGH; GEPTS,
1996; KOLKMAN; KELLY, 2003). O fin € responsavel por determinar a maioria
das variedades com habito de crescimento determinado, dos quais tém origem
do pool gene Andino, enquanto o segundo loco é responsavel por determinar
algumas cultivares de feijoeiro Michigan Navy, que surgiram de um programa
de mutagénese artificial (KELLY, 2001). Kwak et al. (2012) concluiram que o
habito de crescimento determinado € uma caracteristica de domesticagdo, no
qual visa diminuir a biomassa vegetal e otimizar a alocagdo de
fotossintetizados entre o crescimento vegetativo e reprodutivo.

A Universidade Estadual de Londrina (UEL) mantém um banco
de germoplasma de feijdo-de-vagem, sendo que uma grande parte desses
acessos foi cedida pelo International Center for Tropical Agriculture (CIAT), no
qual, sdo constituidos por variedades locais, cultivares tradicionais e linhagens
provenientes do programa de melhoramento do CIAT. Nesse sentido, a
caracterizagdo desses acessos €& de elevada importancia, pois podem
contribuir para identificacdo de possiveis duplicatas e fornecer dados que
facilitem a organizagdao dos acessos no banco de germoplasma, facilitando a
sua utilizagcdo em programas de melhoramento (GONCALVES et al., 2008a;
SUDRE et al., 2010; MOULIN et al., 2012).

A caracterizagdo do germoplasma pode ser realizada por meio
de caracteristicas agrondémicas, morfolégicas, bioquimicas, fisiolégicas,
moleculares, dentre outras (GONCALVES et al., 2008b). Entretanto, os

marcadores moleculares possuem vantagem sobre os demais, por revelarem
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diferencas genéticas com maiores detalhes e sem as interferéncias causadas
pelo efeito ambiental, sendo técnicas rapidas na discriminagao da diversidade
presente (LEAL et al., 2010).

Existem diferentes tipos de marcadores moleculares, no qual,
diferenciam-se pelo potencial para detectar diferengas entre individuos, custo,
facilidade de uso, consisténcia e repetibilidade dos resultados (GUPTA,;
RUSTGI; MIR, 2013). Dentre os tipos de marcadores, o AFLP (amplified
fragment lenght polymorphism) (VOS et al., 1995) destaca-se como uma
poderosa ferramenta para caracterizagcdo do germoplasma, devido a
reprodutibilidade, robustez, geracdo de poucos artefatos e ampla cobertura do
genoma (MEUDT; CLARKE, 2007; SANTOS et al., 2011).

Nesse sentido, o presente trabalho teve como objetivo estimar
e caracterizar a divergéncia genética entre 72 acessos de feijao-de-vagem de
habito de crescimento determinado e indeterminado do banco de germoplasma

da UEL com base em marcadores AFLP.
3.2 MATERIAL E METODOS

Foram utilizados 72 acessos de feijao-de-vagem pertencente
ao banco de germoplasma da Universidade Estadual de Londrina (UEL —
BGFV), sendo 40 e 32 acessos de habito de crescimento determinado e
indeterminado, respectivamente.

O DNA total foi extraido das folhas jovens dos acessos
utilizando o protocolo de Doyle e Doyle (1987). Apds a extragdo do DNA, foi
verificada a integridade do DNA em gel de agarose a 1.0%, sendo corado em
solucdo de brometo de etideo (0.5 pg.mL") e visualizada por meio do
fotodocumentador. A quantificacdo do DNA das amostras foi obtida pelo
espectrofotometro NanoDrop 2000/2000c (Thermo Scientific).

O AFLP foi realizado conforme Vos et al. (1995), com algumas
modificagdes. Aproximadamente 700 ng de DNA de cada acesso foram
duplamente digeridos pelas enzimas EcoR1 e Mse1, com 5U cada, por 18

horas a 37 °C. Os fragmentos gerados foram ligados aos adaptadores, EcoRl
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0.5 uM e Msel 5.0 uM, com a enzima T4 DNA ligase 1U, tampao T4 DNA ligase
1X, NaCl 0.05 M, BSA 50 ng/uL, DTT 0.25 mM para um volume final de 10 L.
A reacéo foi incubada a 37 °C por 3 horas, 17 °C por 30 minutos e 70 °C por 10
minutos, no termociclador. Em seguida, foi diluida (1:1) com agua ultrapura.
Posteriormente, os fragmentos foram amplificados com um par de primers,
contendo uma base seletiva.

A amplificagdo pré-seletiva foi realizada para um volume final
de 10 pL, utilizando 3.5 pL do kit GoTaq® Green Master Mix (Promega); primer
pré-seletivo 4.75 uM; e 3.0 uL da diluicdo da reacao de restricao/ligagdo. A
programacao do termociclador consistiu de: 2 minutos a 72 °C, seguidos de 20
ciclos de 1 segundo a 94 °C, 30 segundos a 56 °C e 2 minutos a 72 °C, e por
fim, 30 minutos a 60 °C. As reag¢des de amplificagao seletiva foram compostas
de 0.54 uL de cada primer seletivo de Msel 5uM e EcoRI 1uM; 3.5 pyL GoTaq®
Green Master Mix (Promega); e 3 uL do DNA pré-amplificado diluido (1:8) com
agua ultrapura, para um volume final de 10 yL. Para o seletivo foram testados
sete combinag¢des de primers EcoR1 e Mse1 (E-AAG/M-CTC, E-ACT/M-CTT,
E-ACC/M-CTT, E-ACG/M-CTT, E-ACA/M-CTT, E-AAC/M-CTT, E-ACT/M-CTA),
contendo trés nucleotideos seletivos. As reagdes com os nucleotideos seletivos
foram realizadas, no termociclador, da seguinte maneira: ciclo inicial de 2
minutos a 94°C; 30 segundos a 65°C e 2 minutos a 72°C; 8 ciclos de 1 segundo
a 94°C, 30 segundos a 64°C e 2 minutos a 72°C, decrescendo 1°C a cada ciclo;
23 ciclos de 1 segundo a 94°C, 30 segundos a 56°C e 2 minutos a 72°C, e por
fim, 30 minutos a 60°C. Das sete combinacbes testadas, trés foram
selecionadas (E-AAG/M-CTC, E-ACT/M-CTT, E-ACC/M-CTT), nas quais 0s
primers EcoR1 estavam marcados com fluoréforos: azul (FAM), verde (HEX) e
amarelo (NED), respectivamente.

Aos produtos da reacéo seletiva foram adicionados 0.2 uL de
size standard ROX-500 (Applied Biosystems) e 8.8 pL de formamida Hi-Di.
Posteriormente, foram desnaturados e submetidos a eletroforese capilar pelo
sistema automatizado 3500 xL (Applied Biosystems). Todas as amplificagbes
foram realizadas em termociclador GeneAmp PCR System 9700 (Applied

Biosystems).
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Para a analise do AFLP, os dados foram interpretados por
presencga e auséncia de bandas, gerando-se uma matriz binaria. Para estimar
as distancias genéticas entre os acessos de feijdo-de-vagem foi utilizado o
complemento do coeficiente de similaridade de Jaccard. A representacao
simplificada das distancias genéticas entre os acessos foi obtida pelo método
de agrupamento hierarquico UPGMA (Unweighted Pair-Group Method Using
Artihmetic Average), pela analise de coordenadas principais (PCoA) e pela
estatistica Bayesiana. Para verificar a confiabilidade dos agrupamentos
formados pelo método UPGMA foi realizada a analise de Bootstrap com 1000
replicacdes. A estimacao da matriz de distancia e os agrupamentos UPGMA e
PCoA foram realizadas utilizando o programa R (http://www.r-project.org),
enquanto para estatistica bayesiana foi utilizado o programa Structure v.2.3.2
(PRITCHARD et al., 2000).

3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

As trés combinagdes de iniciador/enzima (E-AAG/M-CTC, E-
ACT/M-CTT, E-ACC/M-CTT) revelaram um total de 485 l6cus. A combinacéo
E-ACC/M-CTT detectou o maior numero de locus informativos (237), enquanto
as combinagdes E-AAG/M-CTC e E-ACT/M-CTT obtiveram 105 e 143 lécus
informativos, respectivamente. Maciel et al. (2003) e Blair et al. (2010)
avaliando a variagdo genética e relacdo entre acessos de feijao comum e
feijdo-de-vagem, respectivamente, utilizando marcador AFLP, verificaram
também maior numero de polimorfismo para combinacao E-ACC/M-CTT.

A analise da distribuicdo das frequéncias da dissimilaridade de
2.556 combinagdes para os pares dos 72 acessos de feijao-de-vagem revelou
que a distribui¢cao foi uniforme variando 0.1285 a 0.7310 com média de 0.4801
(£ 0.1327) (Figura 3.1). O intervalo entre 0.40 a 0.60 revelou as maiores
frequéncias, com 51.4%.

Quando foram avaliados por grupo, os acessos de habito
determinado variaram de 0.1285 (BGFv 31 x BGFv 32) a 0.6446 (BGFv 31 x

BGFv 06) com média de 0.3683 (£ 0.1111), enquanto para os acessos de
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habito indeterminado variaram de 0.1523 (BGFv 76 x BGFv 83) a 0.7011
(BGFv 65 x BGFv 84) com média de 0.4402 (+ 0.1097) (Figura 3.1). Ambos os
grupos de acessos sdao na grande maioria provenientes do banco de
germoplasma do CIAT.
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Figura 3.1. Box plot de dissimilaridade baseado em marcadores AFLP entre 72 acessos de
feijdo-de-vagem de crescimento determinado e indeterminado.

Pela analise do agrupamento hierarquico UPGMA verificou-se
a formacdo de dois grandes grupos, sendo o primeiro grupo formado
exclusivamente por acessos de habito determinado, enquanto o segundo grupo
foi formado por acessos de habito indeterminado e seis acessos de habito
determinado (Figura 3.2). Este resultado foi corroborado pela estatistica
Bayesiana, que mostrou que o maior valor de AK foi alcangado mediante a
formagdo de dois grandes grupos. Grupo | (em vermelho) foi formado pela
maioria dos acessos com habitos de crescimento indeterminado, enquanto que
o grupo Il (em verde) foi formado por acessos com habitos de crescimento
determinado. Além disso, alguns acessos mostraram um padrdo de
classificagdo intermediaria, como apresentado no grafico de barras (Figura
3.3).
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Figura 3.2. Dendrograma UPGMA das relagdes genéticas entre 72 acessos de feijao-de-
vagem de habitos de crescimento determinado e indeterminado baseado em marcadores AFLP.

Os valores Bootstrap sédo correspondents ao né de cada cluster.



45

D
D
D
D
D
D
D
D
D
D
D
D
D
D
D
D
D
D

GB-SB-77
GB-SB-73
GB-SB-87
GB-SB-89i
GB-SB-88
GB-SB-63
GB-SB-84
GB-SB-511
GB-SB-81
GB-SB-641
GB-SB-02i
GB-SB-20
GB-SB-22
GB-SB-28|
GB-SB-29i
GB-SB-03i
GB-SB-30|
GB-SB-33i
GB-SB-34
GB-SB-36!
GB-SB-39
GB-SB-04

]
D
I~
@
o
(G

D
D
D
D

GB-SB-1
GB-SB-23
GB-SB-31
GB-SB-41
GB-SB-14(D.
GB-SB-19
GB-SB-13
GB-SB-07
GB-$B-32
GB-SB-18
GB-SB-12
GB-SB-25
GB-SB-05
GB-SB-66(1
GB-5B-43(D,
GB-SB-65(1
GB-SB-09(D|
GB-SB-35(D
GB-SB-57(1
GB-SB-62(1

Figura 3.3. Bar plot baseado em trés combinagdes AFLP de primer/enzima (E-AAG/M-CTC, E-
ACT/M-CTT, e E-ACC/M-CTT) para os 72 acessos de feijdo-de-vagem de habitos de
crescimento determinado e indeterminado, que mostra as distribuicbes de ambos os grupos.

A PCoA também mostrou a separagao de ambos os grupos de
feijdo-de-vagem (Figura 3.4). O habito de crescimento esta relacionado com a
domesticacédo, e aparece como um numero de caracteristicas, incluindo as
ramificacbes reduzidas, entrendés mais curtos, menor numero de ndés e
entrelagamento reduzido.

Em alguns casos, a parte terminal da haste termina em uma
inflorescéncia, de acordo com Smartt (1990). Todas as espécies selvagens de
Phaseolus sao indeterminadas, como alguns tipos domesticados, enquanto
todos os acessos determinadas sdo domesticados. Kwak et al. (2012)
observaram que PvTFL1y (um gene associado com a determinancia) foi
originado em ambos 0s pools génicos, andino e mesoamericano, quando
estudaram as multiplas origens do habito de crescimento determinado em
plantas de feijao comum.

Da mesma forma que os outros tipos de feijao, acredita-se que
o centro primario de diversidade do feijao-de-vagem seja nas Ameéricas. No
entanto, esta cultura teve uma ampla distribuicdo e diversificagcdo em varias

regides do mundo, especialmente na Europa e na Asia (MYERS; BAGGETT,
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1999).

De acordo com Blair et al. (2010), ha um equivoco entre varios
autores que a totalidade ou a maioria dos genotipos de feijdo-de-vagem foram
derivadas do pool génico Andino de feijdo comum, dado que a analise inicial
revelou que o feijdo-de-vagem de crescimento determinado geralmente
apresenta padrbes de proteinas faseolina do tipo Andino (“T”, “C”, ou “H”;
(BROWN et al., 1982; GEPTS et al., 1986). No entanto, Blair et al. (2010)
utilizando marcadores AFLP e microssatélites para avaliar 120 acessos de
feijao-de-vagem de crescimento indeterminado, observaram que os acessos
pertenciam a ambos 0s grupos génicos, com predominio do pool génico

mesoamericano sobre o Andino.
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Figura 3.4. PCoA de 72 acessos de feijao-de-vagem de habitos de crescimento determinado e
indeterminado baseado em marcadores AFLP.

Assim, uma possivel predominancia do habito de crescimento
do feijoeiro em relagdo ao pool génico é sugerida com base nos resultados do
presente estudo, em que os de habito de crescimento determinado podem
estar mais intimamente associados com o pool génico Andino, enquanto os
indeterminados podem ser mais estreitamente associados com o pool génico
mesoamericano. Esse fato é corroborado porque alguns acessos de feijao-de-
vagem de crescimento indeterminado utilizados no presente estudo séo
derivados das variedades Blue Lake (GB-SB-51, GB-SB-52, GB-SB-53, GB-
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SB-54, GB-SB-60, GB-SB-73 e GB-SB-87), Osu 4852 (GB-SB-61 e GB-SB-
63), Lago Azul (GB-SB-64), G15300-Zambia (GB-SB-69) e G15801-Zambia
(GB-SB-77), consideradas como mesoamericanas por Blair et al. (2010).

No que diz respeito a diversidade dentro dos grupos dos
acessos do feijao-de-vagem (habitos de crescimento), as estatisticas Pseudo
T? e CCC apresentaram a formacdo de seis subgrupos de acessos de habito
de crescimento indeterminado no agrupamento UPGMA, enquanto cinco
subgrupos foram formados no agrupamento dos acessos de crescimento
determinado. A analise de pseudo F avalia 0 numero 6timo de grupos por meio
do incremento do valor F no qual no maior niumero verifica-se a melhor particao
do grupos. Nos acessos de crescimento indeterminado, o subgrupo | consistiu
de 12 acessos, com todos os acessos agrupados com o mesmo padrao, tal
como determinado pela analise Bayesiana e representada pelo grafico de
barras. Acessos individuais foram alocados nos subgrupos Il, lll e V (GB-SB51
(1), em GB-SB-56 (l) e CL-SB-67 (l), respectivamente), enquanto os subgrupos
IV e VI foram formados por trés e 14 acessos, respectivamente. Os acessos
dos subgrupos Il, 1ll, IV, V e VI mostraram um padréao de duas cores (vermelho
e verde) no grafico de barras (Figura 3.3), indicando introgressao no pool
génico. A introgressao é mais evidente nos acessos GB-SB-52 (l), em GB-SB-
66 (1), em GB-SB-SB65 (I), em GB-SB-57 (I) e GB-SB-62 (I), em que um
padrao intermediario dos pools génicos € anotado.

Nos acessos de habito de crescimento determinado, os grupos
[, I, I, IV e V consistiram de 6, 2, 10, 3 e 19 acessos, respectivamente. O
subgrupo | (GB-SB-21(D), GB-SB-06(D), GB-SB-24(D), GB-SB-37(D), GB-SB-
17(D) e GB-SB-09(D)) foi o que mais divergiu dos outros subgrupos, tendo os
acessos mostrado amplo efeito do pool génico, como mostrado no grafico de
barras. Os acessos GB-SB-43(D) e GB-SB-35D(D) provenientes do subgrupo I
e 0 acesso GB-SB-05(D) oriundo do subgrupo Ill também mostraram o mesmo
efeito. Os outros acessos mostraram um unico padrao de cor no grafico de
barra. A introgressdo dos pools génicos andino e mesoamericano também
foram demonstradas em outros estudos (METAIS et al., 2002; CUNHA; HINTZ;
GRIFFITHS, 2004; BLAIR et al., 2010). Segundo Blair et al. (2010), a
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introgressdo entre os pools génicos em feijdo-de-vagem pode ser mais
provavel do que em feijago comum, pois o tamanho das sementes e as
restricdes de cores sdo mais diferentes em feijdo-de-vagem do que em feijao

comum.

CONCLUSAO

Ha variabilidade entre os acessos de feijao-de-vagem, e o agrupamento
UPGMA, PCoA e analise Bayesiana apresentam a formacgao de dois grandes
grupos, indicando uma possivel relacdo do habito de crescimento do feijao-de-

vagem com o pool génico.

REFERENCIAS

ABU-REIDAH, I. M.; ARRAEZ-ROMAN, D.; LOZANO-SANCHEZ, J.; SEGURA-
CARRETERO, A FERNANDEZ-GUTIERREZ, A. Phytochemical
characterization of green beans (Phaseolus vulgaris L.) by using high-
performance liquid chromatography coupled with time-of-fight mass
spectrometry. Phytochemical Analysis, v. 24, p. 105-116, 2013.

BLAIR, M. W.; CHAVES, A.; TOFINO, A.; CLADERON, J. F.; PALACIO, J. D.
Extensive diversity and inter-genepool introgression in a world-wide collection of
indeterminate snap bean accessions. Theoretical and Applied Genetics, V.
120, p. 1381-1391, 2010.

BROWN, J. W. S.; McFERSON, J. R.; BLISS, F. A,; HALL, T. C. Genetic
divergence among commercial classes of Phaseolus vulgaris in relation to
phaseolin pattern. HortScience, v. 17, p. 752-754, 1982.

CUNHA, C.; HINTZ, T.; GRIFFITHS, P. Genetic diversity of snap bean cultivars
determined using randomly amplified polymorphic DNA (RAPD) markers.
HortScience, v. 39, p. 481-484, 2004.

DOYLE, J. J., DOYLE, J. L. Isolation of plant DNA from fresh tissue. Focus, v.
12, p. 13-15, 1987.

FAO-Food and Agriculture Organization. Statisitical databases — Agriculture.
Home: FAO. Disponivel em: <http:www.//apps.fao.org>. Acessado 20 junho.
2015.

FRANCELINO, F. M. A;; GRAVINA, G. A; MANHAES, C. M. C.; CARDOSO, P.
M. R.; ARAUJO, L. C. Avaliagdo de linhagens de feijao-de-vagem para as



49

regides norte e noroeste fluminense. Revista Ciéncia Agronémica, v. 42, p.
554-562, 2011.

GEPTS, P.; OSBORN, K.; RASHKA, K.; BLISS, F. Phaseolin-protein variability
in wild forms and landraces of the common bean (Phaseolus vulgaris):Evidence
for multiple center of domestication. Economic Botany, v. 40, p. 451-468,
1986.

GONCALVES, L. S. A;; RODRIGUES, R.; SUDRE, C. P; BENTO, C. S;;
MOULIN, M. M.; ARAUJO, M. L.; DAHER, R. F.; PEREIRA, T. N. S.; PEREIRA,
M. G. Divergéncia genética em tomate estimada por marcadores RAPD em
comparagao com descritores multicategoricos. Horticultura Brasileira, v. 26,
p. 364-370, 2008a.

GONCALVES, L. S. A.; RODRIGUES, R.; AMARAL JUNIOR, A. T;
KARASAWA, M.; SUDRE, C. P. Comparison of multivariate statistical algorithms
to cluster tomato heirloom accessions. Genetics and Molecular Research, v.
7, p. 1289-1297, 2008b.

GUPTA, P. K;; RUSTGI, S.; MIR, R. R. Array-based high-throughput DNA
markers and genotyping platforms for cereal genetics and genomics. In:
Cereal Genomics Il (Eds. GUPTA, P. K; VARSHNEY, R. K.), pp. 11-55, 2013.

KELLY, J. D. Remaking bean plant architecture for efficient production.
Advances in Agronomy, v. 71, p. 109-143, 2001.

KOINANGE, E. M. K.; SINGH, S. P.; GEPTS, P. Genetic control of the
domestication syndrome in common-bean. Crop Science, v. 36, p. 1037-1045,
1996.

KOLKMAN, J. M.; KELLY, J. D. QTL conferring resistance and avoidance to
white mold in common bean. Crop Science, v. 43, p. 539-548, 2003.

KWAK, M.; TORO, O.; DEBOUCK, D. G.; GEPTS, P. Multiple origins of the
determinate growth habit in domesticated common bean (Phaseolus vulgaris).
Annals of Botany, v. 110, p. 1573-1580, 2012.

LEAL, A. A.; MANGOLIN, C. A.; AMARAL JUNIOR, A. T.; GONCALVES, L. S.
A.; SCAPIM, C. A.; MOTT, A. S;; ELOI, I. B. O.; CORDOVES, V.; SILVA, M. F. P.
Efficiency of RAPD versus SSR markers for determining genetic diversity
among popcorn lines. Genetics and Molecular Research, v. 9, p. 9-18, 2010.

MACIEL, F. L.; ECHEVERRIGARAY, S.; GERALD, L. T. S.; GRAZZIOTIN, F. G.
Genetic relationships and diversity among Brazilian cultivars and landraces of
common beans (Phaseolus vulgaris L.) revealed by AFLP markers. Genetics
Resources and Crop Evolution, v. 50, p. 887-893, 2003.

METAIS, I.; HAMON, B.; JALOUZOT, R.; PELTIER, D. Structure and level of



50

genetic diversity in various bean types evidenced with microsatellite markers
from a genomic enriched library. Theoretical and Applied Genetics, v. 104, p.
1346-1352, 2002.

MEUDT, H. M.; CLARKE, A. C. Almost forgotten or latest practice? AFLP
applications, analyses and advances. Trends in Plant Science, v. 12, p. 106-
117, 2007.

MOULIN, M. M.; RODRIGUES, R.; GONCALVES, L. S. A.; SUDRE, C. P;
PEREIRA, M. G. A comparison of RAPD and ISSR markers reveals genetic
diversity among sweet potato landraces (lpomoea batatas (L.) Lam.). Acta
Scientiarum Agronomy, v. 34, p. 139-147, 2012.

MYERS, J. R.; BAGGETT, J. R. Improvement of snap beans. In: Common
bean improvement in the Twenty-first Century. (Ed. Singh S.) 1999.

PRITCHARD, J. K.; STEPHENS, M.; DONELLY, P. Inference of population
structure using multilocus genotype data. Genetics, v. 155, p. 945-959, 2000.

SANTOS, C. A. F,; OLIVEIRA, V. R.; RODRIGUES, M. A;; RIBEIRO, H. L. C;
SILVA, G. O. Similaridade genética entre cultivares de cebola de diferentes
tipos e origens, baseada em marcadores AFLP. Horticultura Brasileira, v. 29,
p. 32-37, 2011.

SANTOS, D.; HAESBAERT, F. M.; DAL'COL LUCIO, A.; LOPES, S. J;
CARGNELUTTI FILHO, A.; BENZ, V. Aleatoriedade e variabilidade produtiva de
feijao-de-vagem. Ciéncia Rural, v. 42, p. 1147-1154, 2012.

SMARTT, J. Grain legumes: evolution and genetic resources. Cambridge:
Cambrifge University Press. 1990.

SUDRE, C. P.; GONCALVES, L. S. A.; RODRIGUES, R.; AMARAL JUNIOR, A.
T.; RIVA-SOUZA, E. M.; BENTO, C. S. Genetic variability in domesticated
Capsicum spp. as assessed by morphological and agronomic data in mixed
statistical analysis. Genetics and Molecular Research, v. 9, p. 283-294, 2010.

VOS, P,; HOGERS, R.; BLEEKER, M.; REIJANS, M.; LEE, T. V.; HORNES, M.;
FRITERS, M.; POT, J.; PALEMAN, J.; KUIPER, M.; ZABEAU, M. AFLP: a new
technique for DNA fingerprinting. Nucleic Acids Research, v. 23, p. 4407-4414,
1995.



51

4 ARTIGO B - SELECAO DE GENOTIPOS DE FEIJAO-DE-VAGEM
PARA CULTIVO ORGANICO E IDENTIFICACAO DE FONTES DE
RESISTENCIA AO CRESTAMENTO BACTERIANO

RESUMO: O feijao-de-vagem vem sendo amplamente cultivado por
agricultores orgéanicos por ser uma boa fonte de renda e uma alternativa para
diversificar a produgédo, com uso crescente em rotagao de culturas. O presente
trabalho teve como objetivo avaliar 25 acessos de feijao-de-vagem de habito
determinado para desenvolvimento de um programa de melhoramento para
manejo organico, e verificar o nivel de resisténcia desses acessos em relagcéo
ao crestamento bacteriano comum (CBC). Para avaliagdo do desempenho
agrondmico foram conduzidos dois experimentos de campo, em blocos ao
acaso, enquanto a avaliagao de resisténcia ao CBC foi conduzida em casa de
vegetacdo, sob delineamento inteiramente ao acaso, utilizando dois isolados
bacterianos, Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli e Xanthomonas fuscans
subsp. fuscans. Na avaliagdo agrondmica, os acessos UEL 402, UEL 405, UEL
407, UEL 408, UEL 412, UEL 417 e UEL 420 apresentaram elevada
produtividade para ambas as épocas (10,31, 8,66, 9,46, 9,17, 8,95, 9,29 e 9,18
t ha™', respectivamente), sendo considerados promissores para indicacdo aos
produtores organicos da regido de Londrina e para programas de
melhoramento visando a disponibilidade de novas cultivares adaptadas a
regido. Na avaliagdo do CBC, todos os acessos foram moderadamente
suscetiveis, sendo os acessos UEL 407, UEL 409, UEL 411, UEL 412, UEL
424 e UEL 431 os que apresentaram os menores valores para area abaixo da
curva do progresso do crestamento bacteriano para ambos os isolados.

Palavras-chave: Phaseolus wvulgaris L.. Xanthomonas axonopodis.
Xanthomonas fuscans. Agricultura familiar. Agroecologia.

ABSTRACT: The snap bean has been widely cultivated for organic farmers and
is considered a good source of income and an alternative to diversify
production, with increasing use in crop rotation. The aim work to evaluate 25
snap bean accessions with determinate growth habits, to develop a breeding
program for organic management, and check the level of resistance of the
accessions in relation common bacterial blight (CBB). For agronomic evaluation
two field experiments in randomized block were conducted, while the
assessment of resistance to CBB was conducted in a greenhouse in a
completely randomized design, using two bacterial isolates (Xanthomonas
axonopodis pv. phaseoli and Xanthomonas fuscans. subsp. fuscans). In
agronomic evaluation, the UEL 407, UEL 409, UEL 411, UEL 412, UEL 424 and
UEL 431 accessions showed high yield for both periods (10,31, 8,66, 9,46,
9,17, 8,95, 9,29 e 9,18 t ha™, respectively), were considered promising for
indication to organic producers in the region and also be used in breeding
programs for the availability of new cultivars. In assessing the CBB, all
accessions were moderately susceptible. The UEL 407, UEL 409, UEL 411,
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UEL 412, UEL 424 and UEL 431 accessions those who had the lowest values
for area under the curve of the bacterial blight progress for both isolates.

Keywords: Phaseolus vulgaris L.. Xanthomonas axonopodis. Xanthomonas
fuscans. Family farm. Agroecology.

4.1 INTRODUCAO

O feijao-de-vagem (Phaseolus vulgaris L.) € considerado uma
das principais olericolas no mundo, sendo estimada uma produgao de em torno
de 20 milhdes de toneladas (FAO, 2015). No Brasil, os dados de producédo e a
importancia do mercado de feijao-de-vagem sao escassos. No entanto, essa
hortalica vem sendo amplamente cultivada por pequenos produtores, sendo
considerada uma boa fonte de renda e uma alternativa para diversificar a
producdo, com uso crescente em rotacdo de culturas ou no periodo de
entressafra de outras olericolas.

As cultivares de feijao-de-vagem podem ser classificadas
quanto ao habito de crescimento e o tipo e coloragdo das vagens. As cultivares
de habito indeterminado sao as mais utilizadas pelos produtores no Brasil por
atingirem maiores produg¢des quando comparadas as de habito determinado.
Entretanto, possuem maior exigéncia de mao de obra ja que necessita de
tutoramento e, por terem ciclo maior, estdo mais sujeitas a incidéncia de pragas
e doencgas (MOREIRA et al., 2009). Em relagéo ao tipo de vagem, podem ser
classificadas como tipo manteiga e macarrdo, enquanto no quesito cor de
vagem, existem quatro tipos basicos de coloragao (verde-escura, verde-clara,
amarela e purpura).

Apesar da importancia econdmica e social da cultura do feijao-
de-vagem, programas de melhoramento para manejo organico sdo escassos.
O manejo organico, considerado como uma alternativa ao desenvolvimento
sustentavel vem apresentando grande desenvolvimento nas ultimas décadas
em varios paises do mundo (WILLER; KILCHER, 2012). No Brasil, segundo os
dados do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), em
2015, 10.505 produtores agricolas trabalhavam segundo as diretrizes dos

sistemas organicos de produgdo, representando um incremento de 56%
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quando comparado aos dados de 2013, ano em que 6,7 mil produtores
estavam credenciados (MAPA, 2015).

As cultivares para agricultura organica devem ser produzidas
de acordo com os preceitos agroecoldgicos, utilizando germoplasma adaptado
as condigbes locais. Muitas vezes em ensaios comparativos entre sistemas
convencionais e organicos, as cultivares com melhor desempenho em sistemas
convencionais nem sempre tem melhor desempenho em sistemas organicos
(KIRK; FOX; ENTZ, 2012; LUBY; LYON; SHELTON, 2013).

Para o sistema de cultivo organico, a cultivar ideal deve
apresentar rusticidade, resisténcia as pragas e doencas e produtividade
satisfatoria sem a utilizacdo de fertilizantes soluveis (VIDAL et al., 2007).
Dentre as principais doengas do feijdo-de-vagem, o crestamento bacteriano
comum (CBC), causado por Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli (SMITH,
1897) Vauterin, Hoste, Kersters & Swings 1995 (Xap) [= X. campestris pv.
phaseoli (SMITH, 1897) Dye 1978b] e por Xanthomonas fuscans subsp.
fuscans Schaad et al. 2007(Xff) (EFSA Panel on Plant Health, 2014) é
considerada a principal bacteriose do feijoeiro no Brasil (TRINDADE et al.,
2012; SILVA et al., 2013). Esse patdgeno esta presente em todos os ambientes
no qual P. vulgaris é cultivado, proliferando principalmente em condigdes de
alta temperatura e umidade (MIKLAS et al., 2003).

Os sintomas do CBC podem se manifestar na parte aérea da
planta, sendo observados em folhas, caules, vagens e sementes (RAVA;
SARTORATO, 1994). No inicio, as folhas apresentam manchas encharcadas
que, mais tarde, evoluem para manchas necréticas podendo estar circundadas
por um halo amarelo. As lesdes adjacentes coalescem e, em infeccbes
severas, o CBC pode causar a morte da folha e desfolha da planta. Nas
vagens, as lesdes inicialmente s&o circulares e encharcadas, tornando-se
necréticas e avermelhadas. As sementes podem apresentar descoloragdo no
hilo, manchas no tegumento e enrugamento, no entanto, em alguns casos, a
infecgdo na semente é assintomatica (BIANCHINI et al., 2005).

O controle do CBC deve ser realizado por meio de varias

medidas de manejo simultaneamente, pois o controle quimico com produtos
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bactericidas ndo é eficiente. Dentre a medidas recomendadas destacam-se, o
cultivo em areas nao infestadas com o patégeno, o uso de sementes sadias, a
rotacdo de culturas, o uso adequado de irrigagdo e o emprego de cultivares
resistentes ou tolerantes (TRINDADE et al., 2015). Entretanto, o
desenvolvimento de cultivares de feijao-de-vagem resistentes ao CBC ainda é
um desafio para os melhoristas. Isto demanda a identificagdo de fontes de
resisténcia tanto em genatipos de feijao-de-vagem, quanto em feijoeiro comum,
embora em P. vulgaris ndo se encontrem niveis elevados de resisténcia a
Xanthomonas sp.

O presente trabalho teve como objetivo selecionar acessos de
feijdo-de-vagem de habito determinado do banco de germoplasma da
Universidade Estadual de Londrina (UEL) para desenvolvimento de um
programa de melhoramento para manejo organico, e verificar o nivel de

resisténcia desses acessos em relagdo ao crestamento bacteriano comum.
4.2 MATERIAL E METODOS

Vinte e cinco acessos de feijao-de-vagem do banco de
germoplasma da Universidade Estadual de Londrina (UEL) foram avaliados
quanto a aspectos agrondmicos e de resisténcia ao crestamento bacteriano.
Para avaliagao agronémica, foram conduzidos dois experimentos na Fazenda
Escola da Universidade Estadual de Londrina (UEL) (23°20°23”S, 51°12’32”0,
535 m de altitude) em uma area sob manejo orgénico ha cinco anos. O
experimento | foi realizado entre os meses de setembro a dezembro de 2013, e
o experimento Il nos meses de abril a junho de 2014.

O solo da regiao é classificado como Latossolo Vermelho e o
clima subtropical umido mesotérmico Cfb, com verdes quentes, invernos com
ocorréncia de geadas severas e frequentes, ndo apresentando estagdo seca
(classificacao de Koppen). A temperatura média anual € 20°C. A analise
quimica do solo (AQS) apresentou os seguintes valores pHu20=5,5; P=3,41

cmolc.dm™; K*=0,74 cmolc.dm™; Ca*?=6,8 cmolc.dm™; Mg*?=1,2 cmolc.dm™;
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AI**=0,05; H + Al=4,28 cmolc.dm™; CTC = 13,02 cmolc.dm™; V=67,13% e MO=
1,87%.

O delineamento experimental foi o de blocos ao acaso, com
trés repeticdes e 20 plantas por parcela. O espacamento adotado foi 0,2 x 0,45
m entre plantas e entre linhas, respectivamente. O preparo do solo na area,
para ambos os experimentos, foi realizado com composto organico, utilizando-
se 10 t ha™ com a seguinte analise quimica: pHu20=7,2; P=359,30 mg.dm'3;
K*=5,78 cmolc.dm™; Ca*=9,5 cmolc.dm™; Mg*?=6,9 cmolc.dm™; AI**=0,0; H +
Al=2,19 cmolc.dm™;, CTC = 24,37 cmolc.dm™; V=91,01% e MO= 5,5%. O
sistema de irrigacdo implantado nos dois experimentos foi o de aspersao. Para
inibir o aparecimento de plantas daninhas foi colocado palhada nas linhas e
entrelinhas. Calda bordalesa (0,5%) foi aplicada antes do florescimento para
controle de doencas.

As caracteristicas agrondmicas avaliadas foram numero de
vagens comerciais por planta (NVcP); numero de vagens ndo comerciais por
planta (NVncP); massa de vagens comerciais (MVc), em gramas, e; produ¢ao
comercial (PROD), em t ha'. As vagens consideradas comerciais foram
aquelas com mais de 10 cm de comprimento e sem danos, nem doengas.

Para avaliacdo de resisténcia ao crestamento bacteriano
comum (CBC), o experimento foi conduzido em casa de vegetacdo no
departamento de Agronomia da UEL entre dezembro de 2013 a fevereiro de
2014. O delineamento experimental foi inteiramente ao acaso, com 10
repeticoes. Os acessos foram cultivados em vasos com capacidade de 5 litros,
com substrato composto por 50% de solo, 30% de esterco e 20% de areia.
Foram utilizadas quatro sementes por vaso, realizando um desbaste apods a
emergéncia das plantulas para obtencao de duas plantas por vaso.

Foram utilizados dois isolados bacterianos (Xanthomonas
axonopodis pv. phaseoli — Xap e Xanthomonas fuscans subsp. fuscans - Xff),
cedidos pelo Instituto Bioldgico de Sao Paulo e Instituto Agronémico do Parana,
respectivamente.

A inoculagédo foi realizada 35 dias ap6s a semeadura. Para

tanto, cada isolado foi riscado com alga de platina em placa de Petri contendo
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meio DYGS (RODRIGUES NETO; MALAVOLTA; VICTOR, 1986). Apos 36
horas, as col6nias bacterianas foram suspensas em agua destilada e a
concentracdo de células ajustada para 10° UFC.mL™", em espectrofotdmetro a
640 nm de absorbancia. Para a inoculagéo, selecionou-se um trifélio por planta
e, neste trifélio, selecionavam-se dois foliolos, sendo que cada foliolo recebia a
inoculacdo com um dos isolados bacterianos por meio de dois cortes de 2 cm
com tesoura previamente imersa na suspensao bacteriana.

A severidade do crestamento bacteriano foi avaliada
diariamente durante 30 dias utilizando a escala diagramatica de Pastor-
Corrales et al. (1981), onde: 1 = sem sintomas; 2 = 1 a 5% de necrose; 3 =6 a
25% de necrose; 4 = 26 a 50% de necrose; 5 = > 50% de necrose. Os dados
das avaliagbes diarias foram usados para o calculo da Area Abaixo da Curva
de Progresso do Crestamento Bacteriano Comum (AACPCBC).

Os dados dos experimentos de campo e casa-de-vegetacao
foram submetidos a analise de variancia individual e, posteriormente,
detectando homogeneidade das variancias residuais, os experimentos de
campo foram submetidos a andlise de varidncia conjunta. Havendo
significancia estatistica (P=0,05), as médias foram agrupadas usando o teste
de agrupamento Scott-Knott (1974) a 5% de significancia. As analises
estatisticas foram realizadas pelo programa R (http://www.r-project.org)

utilizando os pacotes agricolae e ScottKnott.
4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Pela analise de variancia individual dos dados agrondémicos,
houve diferengas significativas para fonte de variacdo genétipos para todos os
caracteres, denotando ampla variagdo entre os acessos avaliados. As
estimativas de acuracia foram de moderada (= 50 < 70), alta (= 70 < 90) ou
muito alta (= 90) magnitude em todos os casos, o que indica boa precisao
experimental de acordo com Cargnelutti Filho, Storck e Ribeiro (2009). A
utilizacdo da acuracia como medida de precisdao experimental tem como

vantagem ser independente da média do ensaio, o que lhe confere
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adequabilidade como medida da precisdo experimental (RESENDE; DUARTE,
2007). Segundo Cargnelutti Filho, Storck e Ribeiro (2009), a estatistica de
acuracia seletiva € considerada mais adequada do que o coeficiente de
variacdo e a diferenga minima significativa pelo teste de Tukey, em
percentagem da média, para avaliagdo da precisao experimental em ensaios
com a cultura do feijao.

Na analise da variancia conjunta, observaram-se diferengas
significativas pelo teste F para todos os caracteres, considerando as fontes de
variagao genotipo e ambiente, o que denota a existéncia de variabilidade entre
0s genotipos e entre os ambientes testados. O efeito da interacdo gendtipo x
ambiente (GA) foi também significativo para todos os caracteres, evidenciando
resposta diferenciada dos gendtipos diante da variagdo ambiental.

Os resultados observados para o experimento conduzido entre
Abril/Junho - 2014 (Epoca Il) (nimero de vagens comerciais por planta - NVcP:
9,15; massa de vagem - MV: 9,26 g e produtividade - PROD: 9,25 t ha™) foram
superiores aos obtidos entre Setembro/Dezembro — 2013 (Epoca 1) (NVcP:
7,71; MV: 8,84 g e PROD: 7,46 t ha'1) para os caracteres relacionados a
produtividade (Tabela 4.1).



58

Tabela 4.1. Médias aritméticas de 25 acessos de feijao-de-vagem de habito determinado para quatro caracteres

agrondmicos.

Variaveis Aaronémicas”

Genotipos NVcP NVncP MVc PROD
EXP1 EXP 2 EXP1 EXP 2 EXP1 EXP 2 EXP1 EXP 2

UEL 402 9.72Aa 10.62Aa 52.33Aa 35.00Aa 8.99 Aa 9.25 Ab 9.72 Aa 10.90 Aa
UEL 403 5.80Bb 9.05Aa 34.67Ab 24.67Aa 10.34 Aa 10.49 Aa 6.69 Bb 10.56 Aa
UEL 404 6.35Bb 9.60Aa 29.33Ab 34.00Aa 8.86 Aa 9.88 Aa 6.23 Bb 10.54 Aa
UEL 405 7.30Bb 9.63Aa 39.33Ab 37.00Aa 9.85 Aa 9.11 Ab 7.99 Aa 9.74 Aa
UEL 407 9.57Aa 9.56Aa 41.00Ab 30.33Aa 8.85 Aa 8.93 Ab 9.44 Aa 9.49 Aa
UEL 408 9.02Aa 10.39Aa 35.00Ab 35.00Aa 9.05 Aa 8.50 Ab 9.04 Aa 9.30 Aa
UEL 409 8.00Ba 10.53Aa 34.33Ab 34.00Aa 8.51 Aa 8.18 Ab 7.58 Ab 9.34 Aa
UEL 411 12.02Aa 8.30Ba 35.33Ab 32.00Aa 7.24 Aa 8.33 Ab 9.50 Aa 7.02 Bb
UEL 412 8.50Aa 8.96Aa 38.67Ab 32.00Aa 8.37 Aa 10.17 Aa 7.84 Ba 10.06 Aa
UEL 415 7.10Bb 10.13Aa 32.00Ab 31.33Aa 9.38 Aa 9.80 Aa 7.44 Bb 11.03 Aa
UEL 416 6.08Ab 7.39Aa 54.00Aa 57.33Aa 8.71 Ba 11.02 Aa 5.88 Bb 8.91 Aa
UEL 417 7.90Aa 8.43Aa 43.67Ab 29.00Aa 9.78 Aa 10.99 Aa 8.58 Aa 10.00 Aa
UEL 420 9.55Aa 8.18Aa 34.33Ab 34.33Aa 8.68 Aa 10.12 Aa 9.17 Aa 9.19 Aa
UEL 424 5.61Bb 8.70Aa 39.67Ab 20.33Aa 8.12 Ba 10.98 Aa 5.14 Bb 10.60 Aa
UEL 427 5.11Bb 8.14Aa 37.00Ab 28.67Aa 9.35 Aa 9.96 Aa 5.16 Bb 9.01 Ab
UEL 429 9.92Aa 7.77Aa 19.33Bb 39.67Aa 7.48 Ba 9.86 Aa 8.26 Aa 8.51 Ab
UEL 431 8.27Aa 9.85Aa 62.67Aa 37.33Ba 7.21 Aa 8.78 Ab 6.62 Bb 9.57 Aa
UEL 436 6.20Bb 10.83Aa 65.67Aa 40.00Ba 10.04 Aa 9.21 Ab 7.02 Bb 11.07 Aa
UEL 441 5.00Bb 8.76Aa 41.67Ab 48.67Aa 9.41 Aa 7.83 Ab 5.24 Bb 7.55 Ab
UEL 445 6.98Bb 10.25Aa 44.00Ab 30.00Aa 8.91 Aa 7.47 Ab 6.93 Ab 8.37 Ab
UEL 446 6.44Ab 7.08Aa 41.33Ab 32.67Aa 9.76 Aa 11.15 Aa 6.95 Ab 8.66 Ab
UEL 447 7.23Ab 9.18Aa 67.33Aa 25.00Ba 9.22 Aa 6.31 Bb 7.37 Ab 6.48 Ab

UEL 1 7.88Aa 8.81Aa 60.00Aa 36.33Ba 9.84 Aa 7.77 Bb 8.52 Aa 7.58 Ab

UEL 2 8.23Aa 9.60Aa 57.00Aa 43.67Aa 7.78 Aa 8.29 Ab 6.93 Ab 8.67 Ab
ALESSA 9.10Aa 9.15Aa 52.00Aa 58.33Aa 7.26 Aa 9.03 Ab 7.36 Ab 9.13 Aa

"'NVcP: ntiimero de vagens comerciais por planta, NVncP: Niumero de vagens ndo comerciais por planta, MVc: massa de vagem (g), e PROD:

produtividade (t ha™)

Letras iguais maiusculas na horizontal e minusculas na vertical ndo diferem entre si pelo teste de agrupamento Scott-Knott a

5% de probabllldade
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Dentre os possiveis fatores relacionados para essa diferenciagcao
dos ambientes, a maior incidéncia de pragas e doengas no experimento | pode ser
considerada como o0 mais importante.

Para NVcP, verificou-se uma variagao de 5,00 a 12,02 para a época
I, enquanto para a época Il essa variagao foi 7,08 a 10,83. Na época Il ndo foram
detectadas diferencgas entre os acessos. Os melhores acessos para a época | foram
UEL 402, UEL 407, UEL 408, UEL 409, UEL 411, UEL 412, UEL 417, UEL 420, UEL
429, UEL 431, UEL 1, UEL 2 e a cultivar Alessa. Moreira et al. (2009) avaliando 14
gendtipos de feijao-de-vagem determinado sob manejo convencional verificaram
valores entre 2,2 a 7,1, sendo os gendtipos HAB 415, HAB 441, HAB 448 e UEL 2
0s que obtiveram os maiores valores. Dentre esses genotipos HAB 415, HAB 441 e
UEL 2 foram avaliados no presente trabalho, sendo que os acessos HAB 415 e HAB
441 tiveram baixo desempenho para variavel NVcP.

Em ensaios comparativos entre sistemas convencionais e organicos,
as cultivares com bom desempenho em sistemas convencionais nem sempre
apresentam bom desempenho em sistemas organicos (KIRK et al., 2012; LUBY et
al., 2013). Segundo Mason e Spaner (2006) o aumento do estresse das plantas em
sistemas de manejo organico pode afetar o desempenho das cultivares o suficiente
para justificar o melhoramento especifico para este ambiente.

Para o numero de vagens ndo comerciais (NVncP), também néo
foram detectadas diferencas significativas entre os acessos para a época Il. Em
relacdo a época |, os acessos com os maiores valores foram UEL 402, UEL 416,
UEL 431, UEL 436, UEL 447, UEL 1, UEL 2 e ‘Alessa’ com 52,33, 54,00, 62,67,
65,67, 67,33, 60,00, 57,00 e 52,00, respectivamente. Essas diferencas encontradas
entre o0s acessos podem estar relacionadas com uma maior incidéncia de
antracnose, principalmente na época .

Em relagdo ao MVc, os valores variaram de 7,21 a 10,34 g para a
época | e de 6,31 a 11,15 g para a época Il, ndo sendo encontradas diferengas
significativas entre os acessos. No experimento Il, os maiores valores foram
encontrados nos acessos UEL 403, UEL 404, UEL 412, UEL 415, UEL 416, UEL
417, UEL 420, UEL 424, UEL 427, UEL 429 e UEL 446.

Para Prod, os valores variaram de 5,14 a 9,72 t ha™' para a época |,
enquanto na época Il a variagdo foi de 7,02 a 11,07 t ha™. No grupo de maior

produtividade, dez e 15 gendtipos foram agrupados nas épocas | e |l
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respectivamente, sendo os acessos UEL 402, UEL 405, UEL 407, UEL 408, UEL
412, UEL 417 e UEL 420 aqueles que obtiveram os maiores valores em ambas as
épocas. Os valores encontrados, no presente trabalho, foram superiores aos
encontrados por Moreira et al. (2009). Pinto et al. (2001) avaliando a melhor idade
de colheita do feijao-de-vagem cv. Novirex sob manejo convencional, obtiveram os
maiores rendimentos de vagens comerciais entre 8,6 a 10,1 tha”.

Programas de melhoramento de feijdo-de-vagem determinado
direcionados para agricultura organica sado inexistentes e, nesse contexto, os
gendtipos UEL 402, UEL 405, UEL 407, UEL 408, UEL 412, UEL 417 e UEL 420
podem ser considerados promissores para indicacdo aos produtores organicos da
regido para uso direto como cultivares e, também, serem utilizados em programas
de melhoramento como germoplasma melhorado.

Na analise de variancia da area abaixo da curva de progresso do
crestamento bacteriano comum (AACPCBC), verificou-se efeito significativo para
fonte de variagdo gendtipos quando inoculados com os dois isolados de
Xanthomonas, indicando a existéncia de uma ampla variabilidade entre os gendtipos
(Tabela 4.2).
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Tabela 4.2. Area abaixo da curva do progresso do crestamento bacteriano
(AACPCBC) em 25 acessos de feijdo-de-vagem inoculados com Xanthomonas

axonopodis pv. phaseoli (Xap) e X. fuscans subsp. fuscans (Xff).

ACESSOS AACPCBC
Xap Xff

UEL 402 98,50 A 101,83 A
UEL 403 86,25 A 104,67 A
UEL 404 74,07 B 100,29 A
UEL 405 93,19 A 100,81 A
UEL 407 64,79 B 87,29 B
UEL 408 75,50 B 100,63 A
UEL 409 68,00 B 90,50 B
UEL 411 7483 B 97,00 B
UEL 412 70,31 B 95,83 B
UEL 415 99,00 A 85,17 B
UEL 416 89,79 A 103,93 A
UEL 417 79,83 B 104,67 A
UEL 420 81,55 A 102,11 A
UEL 424 79,55 B 94,20 B
UEL 427 87,94 A 103,78 A
UEL 429 88,56 A 106,89 A
UEL 431 74,19B 96,75 B
UEL 436 99,35 A 112,05 A
UEL 441 90,86 A 105,14 A
UEL 445 83,00 A 105,70 A
UEL 446 84,50 A 102,25 A
UEL 447 73,67 B 103,33 A

UEL 1 84,00 A 98,67 B

UEL 2 74,20 B 117,20 A
ALESSA 104,25 A 114,67 A

"Letras iguais na vertical ndo diferem entre si pelo teste de agrupamento Scott-Knott a 5% de

probabilidade.

Os valores médios de AACPCBC foram de 82,09 e 101,17 para

Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli (Xap) e Xanthomonas fuscans subsp.

fuscans (Xff), respectivamente, indicando uma maior patogenicidade de Xff. Esses

resultados s&o condizentes aos observados por Mutlu et al. (2008), que verificaram

maior viruléncia da Xff em comparagao com Xap na cultura do feijoeiro.

Apods 30 dias de avaliagao, todos os acessos foram moderadamente

suscetiveis aos dois isolados. Entretanto, os acessos UEL 404, UEL 407, UEL 408,
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UEL 409, UEL 411, UEL 412, UEL 417, UEL 424, UEL 431, UEL 437 e UEL 2
obtiveram os menores valores de AACPCBC para Xap, enquanto para Xff, os
acessos moderadamente suscetiveis foram UEL 407, UEL 409, UEL 411, UEL 412,
UEL 415, UEL 424, UEL 431 e UEL 1.

A resisténcia ao crestamento bacteriano em P. vulgaris L. constitui
um carater de herancga oligo ou poligénica, de natureza complexa e sob forte efeito
ambiental (FERREIRA et al., 2003). Sdo conhecidos mais de 20 QTLs relacionados
a resisténcia ao crestamento bacteriano, com efeitos genéticos variaveis e
distribuidos por todos os 11 cromossomos do feijoeiro (KELLY et al., 2003; SANTOS
et al., 2003). Trindade et al. (2012) avaliando 14 acessos de feijao-de-vagem quanto
a resisténcia a dois isolados de X. axonopodis pv. phaseoli verificaram que apenas o
acesso UENF 1482 apresentou bom desempenho, uma vez que n&o diferiu
significativamente das cultivares de feijao resistentes Pl 207262 e BAC 6. Os genes
de resisténcia presentes em gendtipos de feijdo comum tornam-se uma fonte
importante para estratégias de melhoramento para resisténcia do feijao-de-vagem ao
CBC através de cruzamentos com parentais selecionados. Entre os acessos que
apresentaram os menores valores de AACPBC, apenas UEL 407 e UEL 412
apresentaram valores elevados de produtividade. Contudo, ha necessidade de
introgressado de genes de fontes de resisténcia ao crestamento, como por exemplo,
P1 207262 e BAC 6.
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5 ARTIGO C - AVALIACAO DA FUNCIONALIDADE DE BIOATIVOS FENOLICOS
EM FEIJAO-DE-VAGEM PARA A GESTAO DA DIABETES MELLITUS TIPO 2 EM
FASE INICIAL

RESUMO: O feijao-de-vagem (Phaseolus vulgaris L.) contem compostos fendlicos
que agem como antioxidantes no organismo humano. Os antioxidantes contribuem
para uma vida mais saudavel, reduzindo o risco de doengas crbénicas como o
Diabetes mellitus tipo 2 (DM tipo 2). Desse modo, o objetivo desta pesquisa foi
determinar por meio de ensaios “in vitro” os compostos fendlicos totais e atividade
antioxidante dos extratos aquosos de diferentes gendtipos de feijdo-de-vagem e
estudar o papel dos bioativos destes extratos no metabolismo da glicose ligada ao
DM tipo 2. Foram analisados os compostos fendlicos totais; atividade antioxidante,
pelo método ABTS™; e as atividades inibidoras, in vitro, das enzimas alfa-amilase e
alfa-glicosidase. O extrato aquoso do gendtipo Tendergreen obteve o maior teor de
compostos fendlicos totais e capacidade antioxidante. Em relagdo a percentagem de
inibicdo da enzima alfa-amilase o extrato aquoso do gendétipo OR 5630 foi o melhor
inibidor. Com base na percentagem de inibicdo da enzima alfa-glicosidase os
extratos aquosos dos gendtipos Eagle e Ebro apresentaram as maiores
porcentagens de inibigdo na dose de 50 yL. Na dose de 25 uL ‘Eagle’ foi o melhor
inibidor. Sendo assim, por meio de nossos resultados concluimos que o consumo de
feijao-de-vagem pode contribuir para uma dieta saudavel, favorecendo na gestao do
DM tipo 2.

Palavras-chave: Phaseolus wvulgaris L.. Compostos fendlicos. Atividade
antioxidante. Alfa-amilase. Alfa-glicosidase.

ABSTRACT: Green bean (Phaseolus vulgaris L.) contains phenolic compounds
which act as antioxidants in the human body. Antioxidants contribute to a healthier
life, reducing the risk of chronic diseases such as type 2 Diabetes mellitus (type 2
DM). Thus, the purpose of this work was to determine by tests “in vitro" the total
phenolic compounds and antioxidant activity of aqueous extracts of different
genotypes of green bean and study the role of bioactive these extracts in the
metabolism of linked glucose to type 2 DM. Total phenolics compounds were
analyzed; antioxidant activity (ABTS"); and inhibitory activities in vitro alpha-amylase
and alpha-glucosidase. The aqueous extract of Tendergreen genotype had higher
level of total phenolic compounds and antioxidant capacity. Regarding the
percentage of inhibition of the enzyme alpha-amylase aqueous extract of genotype
OR 5630 was the best inhibitor. Based on the percentage of inhibition of alpha-
glucosidase enzyme the aqueous extracts of genotypes Eagle and Ebro had the
highest percentages of inhibition at dose of 50 uL. At dose of 25 yL ‘Eagle’ was the
best inhibitor. Thus, the results showed that the consumption of green bean can
contribute to a healthy diet, favoring the control of type 2 DM.

Keywords: Phaseolus vulgaris L.. Phenolic compounds. Antioxidant activity. Alpha-
amylase. Alpha-glucosidase.
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5.1 INTRODUCAO

Em 2014, 9% dos adultos com 18 anos de idade ou mais
apresentaram diabetes, sendo que esta doenca foi responsavel pela morte de 1.5
milhbes de pessoas, em 2012, e 80% dos casos ocorreram em paises em
desenvolvimento (WORLD HEALTH ORGANIZATION - WHO, 2015). A falta de
insulina e/ou sua incapacidade de exercer seus efeitos de forma adequada favorece
o desenvolvimento do Diabetes Mellitus, que se caracteriza por hiperglicemia crénica
com disturbios do metabolismo de lipidios, carboidratos e proteinas (AMERICAN
DIABETES ASSOCIATION - ADA, 2012). No DM tipo 2 a auto-oxidacado da glicose
favorece a producdo excessiva de espécies reativas de oxigénio (EROS) por meio
da hiperglicemia aguda e crénica. As EROS s&o geradas pelos danos oxidativos em
biomoléculas e processo antiflamatorio (ZIMMERMANN; KIRSTEN, 2008).

As complicacbes do diabetes podem ser favorecidas pelo estresse
oxidativo que, além de induzir a inflamacéo sistémica, afeta a secrecdo de insulina
pelas células betas, e exerce influéncia direta sobre a captagdo de glicose em
tecidos periféricos, no entanto, a diabetes tipo 2 contribui para um desequilibrio no
sistema de defesa antioxidante (ZATALIA; SANUSI, 2013; GARCIA-BAILO et al.,
2011).

Os antioxidantes sao compostos que inativam os radicais livres e
suas agdes (DEVASAGAYAM et al., 2004), contribuindo contra os danos provocados
pelo estresse oxidativo. Estdo presentes em legumes, frutas, vegetais, e podem
contribuir para prevengao de doengas cronicas, como o DM tipo 2 (CARTER et al.,
2010).

O feijao-de-vagem apresenta teores significativos de vitaminas, sais
minerais, carotendides, flavondides e compostos fendlicos, o que favorece a
atividade antioxidante (VAN DUYN et al., 2000; BLAIR et al., 2010; ABU-REIDAH et
al., 2013). Além disso, alimentos com baixo indice glicémico e que retardam a
absorgao de carboidratos por meio da inibicdo de sua digestdo, como as enzimas
alfa-amilase e alfa glucosidade, ambas presentes no feijao-de-vagem, podem ajudar
no controle dos niveis de agucar no sangue. As vagens deste alimento sao colhidas
no estadio verde maduro para consumo in natura e/ou processado em formas de
conservas (PROHENS; NUEZ, 2008).

Desse modo, o objetivo deste trabalho foi determinar por meio de
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ensaios in vitro os compostos fendlicos totais e atividade antioxidante dos extratos
aquosos de diferentes genotipos de feijao-de-vagem e estudar o papel dos bioativos

destes extratos no metabolismo da glicose ligada ao DM tipo 2.

5.2 MATERIAL E METODOS

Materiais

As vagens imaturas de cinco diferentes gendtipos feijao-de-vagem
(Bogota, Eagle, Ebro, OR 5630 e Tendergreen) foram utilizadas. Esses gendtipos
foram fornecidos pela Univerisidade de Oregon - EUA, em 2014. Todas as vagens
foram lavadas com agua destilada e, em seguida, selecionadas aleatoriamente para
a extragdo. Utilizou-se enzima alfa-amilase, enzima alfa-glicosidase e ABTS", todos
adquiridos da Sigma Chemical Co (St. Louis, MO).

Extracdo das amostras

As vagens foram cortadas e pesadas. Cada gendtipo foi extraido
separadamente usando agua destilada na proporgédo de 20 g da amostra (vagem)
por 50 mL de agua destilada. Todas as amostras foram homogeneizadas, utilizando
liquidificador, durante 10 min. Em seguida, foram centrifugadas em 15.000 RPM por
dois periodos de 20 min cada. O sobrenadante foi coletado e armazenado a 20 °C

durante o periodo do estudo.

Fendlicos Totais

Os fendlicos totais foram determinados de acordo com Shetty et al.
(1995), com algumas modificagbes. Desse modo, 0,5 mL do sobrenadante foi
transferido para um tubo de ensaio e misturado com 0,5 mL de agua destilada, 1 mL
de etanol a 95% e 5 mL de agua destilada. Para cada amostra 0,5 mL de 50% (v / v)
de reagente Folin-Ciocalteu foi adicionado e misturado. Ap6s 5 min, 1 mL de 5% de
Na,CO; foi adicionado a mistura da reagdo, deixando a solugcdo em repouso, no
escuro, durante 60 min. A absorvancia foi lida a 725 nm. Os valores de absorbancia

foram convertidos em compostos fendlicos totais e foram expressos em
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microgramas por grama de peso fresco (PF). Para a quantificagdo foi construida
uma curva padrao, que foi estabelecida utilizando varias concentragdes de acido

galico em agua.

Atividade antioxidante pelo método ABTS" [2,2 -azinobis (3-etilbenzotiazolina-
6-acido sulfénico)]

A atividade antioxidante total das vagens dos gendtipos estudados
foi medida pelo método ABTS"* (PELLEGRINI et al., 1999). ABTS (Sigma Chemical
Co.St. Louis, MO) foi dissolvido em agua para uma concentragdo de 7 mM. Em
seguida, ABTS" foi preparado utilizando 5 mL de 7 mM da solugdo estoque de ABTS
com 88 uL de 140 mM de persulfato de potassio. A mistura foi deixada em repouso
no escuro a temperatura ambiente por 12-16 h antes de ser utilizada. Antes do inicio
do ensaio a solugéo foi diluida com etanol (95%) na propor¢ao 1:88 para se obter
uma absorvancia a 734 nm de 0,70 £ 0.02, e foi equilibrada a 30 °C. Um mililitro da
solucdo ABTS foi adicionado a tubos de ensaio de vidro contendo 50 ul de cada
extrato de tecido das vagens, e misturados por vortex durante 30 s. Apds 2,5
minutos de incubacdo, as misturas foram lidas a 734 nm. As leituras foram
comparadas com os controles, os quais continham 50 mL de etanol a 95% em vez
do extrato aquoso das vagens. O padrao de referéncia Trolox para as atividades
antioxidantes foi preparado com 5 mM de solucédo de estoque de Trolox em etanol
para introducdo no sistema de ensaio em concentracbes dentro do intervalo do
ensaio (concentracao final de 0-20 uM) para o preparo de uma curva padrdao em que

todos os dados foram referenciados. A percentagem de inibigao foi calculada por:

Controle A Extrato
% Inlblgao =U‘ 34[ ControIeJ34 JJXJ'OO

34

Inibicao Alfa-Amilase

A enzima alfa-amilase foi adquirida da Sigma Chemical Co. O
volume de 500 uL de sobrenadante e 500 pyL de tampao de fosfato de sédio 0,02 M
(pH 6,9 com cloreto de sodio 0,006 M) contendo solucéo de alfa-amilase (0,5 mg /
mL) foram incubados a 25°C durante 10 min. Apdos a pré-incubagao, 500 yL de uma

solugdo de amido a 1% em tampéo de fosfato de sddio 0,02 M (pH 6,9 com cloreto
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de sodio 0,006 M) foi adicionado a cada tubo a intervalos cronometrados. As
misturas das reagdes foram incubadas a 25°C durante 10 min. A reagao foi
interrompida com 1,0 mL de 3,5 acido dinitro-salicilico. Em seguida, os tubos de
ensaio foram incubados em banho com agua em ebuligdo durante 10 min e
arrefecidos até a temperatura ambiente. A mistura de reagao foi entdo diluida apés a
adicao de 10 mL de agua destilada e a absorvancia foi medida a 540 nm.

Controle A Extrato
% InlbIQaO =U‘ 40[ Controlej10 JJX]'OO

40

Inibic&o Alfa-Glicosidase

O ensaio de Alfa-glicosidase foi realizado usando 50 pL do
sobrenadante e 100 uL de tampéo de fosfato 0,1 M (pH 6,9) contendo solugédo de
alfa-glicosidase (1,0 U / mL) e incubadas em placas de 96 pocos a 25 ° C durante 10
min. Apds a pré-incubagéo, 50 ul de solugdo de p-nitrofenil-a-D-glucopirandsido 5
mM em tampéao fosfato 0,1 M (pH 6,9) foi adicionada a cada pogo a intervalos de
tempo. As misturas das reagdes foram incubadas a 25 ° C durante 5 min. Antes e
apos a incubacao, as leituras de absorvancia foram registados a 405 nm pelo leitor
de micro-placa, (Thermomax, Molecular device Co., Virginia, USA) e comparadas
com um controle, que tinha 50 pL de solugdo tampao ao invés do extrato aquoso das
vagens. A atividade inibidora de alfa-glicosidase foi expressa como % de inibicéo e
calculada como se segue:

Controle Extrato
% inibicdo ZudAlmfAACO"iﬁ]ms JJXlOO
405

Andalise Estatistica

Os experimentos foram repetidos quatro vezes. As analises de cada
experimento foram conduzidas em ftriplicata. As médias e desvio padrao foram
calculados a partir das replicatas dos experimentos e as analises foram realizadas
utilizando Microsoft Excel XP. Os dados foram submetidos a analise de variancia e

detectando diferengas significativas entre os tratamentos, os mesmos foram



70

analisados pelo teste de média Tukey (P < 0.05). Os dados foram analisados pelo
programa R (www.r-project.org).
5.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Fendlicos Totais e Atividade Antioxidante

Pela analise de variancia houve diferencas para fonte de variacéo
gendtipos para as variaveis compostos fendlicos totais e atividade antioxidante,
denotando variagao entre os gendtipos estudados.

Os compostos fendlicos totais e atividade antioxidante dos extratos
aquosos variaram de 197,96 a 330,49 (ug/GAE. g™ peso fresco (PF)) (Figura 5.1), e
32,62 a 79,31% de inibicdo ABTS® (Figura 5.2), respectivamente. O genotipo

Tendergreen obteve os maiores resultados para essas duas variaveis.
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Figura 5.1. Fendlicos totais (ug acido galico equivalente (GAE) / g peso fresco (FW)) dos extratos
aquosos dos diferentes gendtipos de feijao-de-vagem.
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Figura 5.2. Percentagem (%) da atividade antioxidante, pelo método ABTS", dos extratos aquosos
dos diferentes gendtipos de feijao-de-vagem.

De acordo com Kim, Jeong e Lee (2003), o teor dos compostos
fendlicos pode variar de acordo com a maturacdo da espécie, genética, manejo
cultural, local de cultivo e armazenamento. Marinova, Ribarova e Atanassova (2005)
e Baardseth et al. (2010) obtiveram, em feijdo-de-vagem, teores de compostos
fendlicos totais de 35,5 mg acido galico equivalente (GAE).100 g”' PF e 221 mg
GAE. kg™ PF, respectivamente.

Silva et al. (2009) trabalhando com gréos cru e cozidos de diferentes
cultivares de feijdo verificaram diferencas estatisticas nos teores de compostos
fendlicos, sendo que estes valores variaram de 0,01 a 4,51mg de catequinal/g de
amostra. Mesquita et al. (2007) obtiveram valores para compostos fendlicos em
feijdao comum que variaram de 0,28 a 1,08 g de acido tanico/100 g MS (matéria
seca). No entanto, € importante ressaltar que nos experimentos realizados pelos
autores citados anteriormente foram utilizados como padrao a catequina e o acido
tanico, diferentemente do padrao utilizado nesta pesquisa, que foi o acido galico.

Alimentos com altos teores de compostos fendlicos podem contribuir
para o gerenciamento do DM tipo 2, uma vez que estes alimentos podem reduzir
significativamente os niveis de glicose, triglicerideos, LDL-C, além de aumentar a
sensibilidade da insulina em pacientes portadores da doenga (AL-AMIN et al., 2006;
MAHLUJI et al., 2013). Venkateswaran, Pari e Saravanan (2002) administrando

extrato aquoso de vagens secas (200 mg / kg de peso corporal) de P. vulgaris L., via
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oral, durante 45 dias em ratos diabéticos observaram acgdo antioxidante e
antihiperlipidémica do extrato, sendo que tal substancia reduziu significativamente o
aumento da glicemia, triglicerideos, acidos graxos livres, fosfolipidios e colesterol
total.

Em relagcdo a atividade antioxidante, os resultados dos extratos
aquosos obtidos neste trabalho foram superiores aos de Silva et al. (2009) que ao
avaliarem a atividade antioxidante de trés cultivares de feijdo obtiveram resultados
que variaram de 1,13+0,93 a 7,02+0,78 % de inibicdo ABTS". De acordo com esses
mesmos autores 0os maiores teores de compostos fendlicos em Phaseolus vulgaris L.
proporcionaram maiores capacidades antioxidantes, corroborando com os resultados
obtidos nesta pesquisa em que o gendtipo Tendergreen apresentou maiores teores
de compostos fendlicos e percentagem de inibicdo ABTS".

Yao et al. (2013) avaliando atividade antioxidante, pelo método
ABTS", de seis diferentes genodtipos de feijago mungo (Vigna radiata L.) obtiveram
valores que variaram de 8,76 yM TE (Trolox equivalente) /g a 21,19 yM TE/g. Khan
et al. (2012) também utilizando o método ABTS" para avaliagdo antioxidante, em
plantas de Sonchus asper L., apresentaram resultados que variaram de 53,4 + 4,21
pMg/mla 90,21 + 2,8 pg/ml.

O aumento de radicais livres em nosso organismo, deficiéncia da
protecdo antioxidante e estresse oxidativo contribuem significativamente no
desenvolvimento e progressao do DM tipo 2, uma vez que tais radicais sdo formados
de forma desproporcional através da oxidacao da glicose, glicagcao de proteinas nao
enzimaticas e subsequente degradagcdo oxidativa de proteinas glicosiladas
(HALLIWELL, GUTTERIDGE, 1990; BAYNES, 1991; MCLENNAN et al.,, 1991;
YOUNG et al.,, 1995; BAYNES; THORPE, 1999; CERIELLO, 2000; MARITIM;
SANDERS; WATKINS, 2003). No entanto, plantas que apresentam atividade
antioxidante, como o Phaseolus vulgaris L., por exemplo, podem ser utilizadas no
tratamento do DM tipo 2 (DALLAQUA; DAMASCENO, 2011).

Inibicao de Alfa-Amilase e Alfa-Glicosidase

A percentagem de inibicdo da enzima alfa-amilase dos extratos

aquosos dos gendtipos de feijao-de-vagem estudados foi mensurada sem diluigao.
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Pela analise de variancia houve diferengas para fonte de variagao genétipos para as
variaveis % de inibicdo das enzimas alfa-amilase e alfa-glicosidase, denotando
variagdo entre os genotipos estudados. Os resultados referentes a percentagem de
inibicdo da enzima alfa-amilase dos extratos aquosos variaram de 43.92 a 83.57,

sendo o gendtipo OR 5630 o melhor inibidor (Figura 5.3).
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Figura 5.3. Percentagem (%) de inibicdo da enzima alfa-amilase dos extratos aquosos dos gendtipos
de feijao-de-vagem.

A percentagem de inibicdo da enzima alfa-glicosidase foi mensurada
com doses dependentes. Os resultados variaram de 24,87 a 50,52; 14,11 a 33,51,
8,33 a 21,57 nas doses de 50 uL; 25 uL; 10 uL, respectivamente. Os extratos
aquosos dos gendtipos Eagle e Ebro apresentaram as maiores % de inibicdo na
dose de 50 yL. Na dose de 25 uL ‘Eagle’ apresentou maior % de inibigdo. Os

resultados nao diferiram estatisticamente entre si na dose de 10 yL (Tabela 5.1).
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Tabela 5.1. Atividade de inibicdo da enzima (%) Alfa-glicosidase, com dose-
dependente (10, 25 e 50 uL de extrato aquoso) dos diferentes extratos aquosos dos
gendtipos de feijao-de-vagem.

Percentagem de inibigcdo da enzima Alfa-glicosidase

Gendtipos

50 uL 25 uL 10 L
Bogota 24 87Ab 14.11ABb 8.33Ba
Eagle 47.92Aa 33.51Ba 21.57Ba
Ebro 50.52Aa 27.88Bab 21.52Ba
OR 5630 38.49Aab 27.48ABab 14.56Ba
Tendergreen 34.47Aab 20.44ABab 13.51Ba

Médias seguidas pelas mesmas letras mailsculas na HORIZONTAL n&o diferem estatisticamente
entre si. Médias seguidas pelas mesmas letras minusculas na VERTICAL nao diferem
estatisticamente entre si.

As enzimas alfa-amilase e alfa-glicosidase foram mensuradas a fim
de observar a influéncia dos genotipos estudados no metabolismo da glicose. Estas
enzimas sao as mais importantes no processo de digestdo dos carboidratos, onde a
alfa-amilase apresenta fundamental importancia em catalisar a hidrélise da ligagcao
glicosidica a-1,4 do amido, glicogénio e varios oligossacarideos para posteriormente
sofrerem a acado das glicosidases, o que resultara na liberagdo de agucares simples
que serdo absorvidos nas membranas dos enterécitos (AL, HOUGHTON;
SOUMYANATH, 2006; PEREIRA et al., 2010). No entanto, a inibicdo destas enzimas
no trato digestivo humano pode contribuir para o controle do diabetes, pois diminui a
absorcgao de glicose (NEGRI, 2005).

Funke e Melzig (2006) trabalhando com diferentes espécies de
plantas obtiveram valores entre 45-75 % de inibicdo da enzima alfa-amilase para o
Phaseolus vulgaris L. Oliveira e Pereira (2015) estudando a inibicdo da enzima alfa-
amilase, sob diferentes extragdes, em extratos aquosos de Myrcia sphaerocarpa DC,
planta conhecida como a insulina vegetal e recomendada para o tratamento do
diabetes (ROSA; BARCELOS; BAMPI, 2012), observaram valores que variaram de 0
a 93,07 £ 3,47 % de inibigdo. De acordo com Souza (2011) uma inibicdo da enzima
alfa-amilase maior do que 50% e 80% pode ser considerada boa e alta,
respectivamente. Sendo assim, o gendtipo OR 5630, estudado nesta pesquisa,
apresentou alta percentagem de inibigao desta enzima.

Pereira et al. (2010) avaliaram o potencial de inibicdo do cha verde e
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cha preto obtiveram valores de % de inibicdo de 42,19; 37,00; 17,00 para as
enzimas alfa-amilase, alfa glicosidase e beta-glicosidase, respectivamente, quando
trabalharam com cha verde e ndo simularam digestdo. Porém, quando a digestao foi
simulada n&o houve inibicado das enzimas. Em relacdo ao cha preto os valores de %
de inibicdo sem a simulacdo de digestdao foram de 73,44; 48,00; 37,00 para as
enzimas alfa-amilase, alfa glicosidase e beta glicosidase, respectivamente. Por outro
lado, com a simulag&o da digestao os resultados de % de inibigdo foram de 0; 48,00;
37,00 para as enzimas alfa-amilase, alfa-glicosidase e beta-glicosidase,
respectivamente.

A hiperglicemia pds-prandial exerce importancia fundamental no
desenvolvimento do DM tipo 2 (BARON, 1998). Portanto, o seu controle & de
extrema importdncia no tratamento desta enfermidade, além de reduzir
complicagbes cronicas relacionadas a essa doenga (AL, HOUGHTON;
SOUMYANATH, 2006; SUBRAMANIAN; ASMAWI; SADIKUN, 2008). A inibicao da
absorcao da glicose no intestino de pacientes diabéticos pode controlar o nivel de
glicose no sangue no estado pés-prandial. Sendo assim, substancias que inibem a
amilase e glicosidase tém sido estudadas, e algumas destas tém sido desenvolvidas
como farmacos para o tratamento do DM (KOBAYASHI et al., 2000).

Os pacientes com DM podem ser beneficiados com os inibidores de
alfa-glicosidase, pois estes podem reduzir os niveis glicémicos e de glicose pos-
prandial (HAROLD; LEBOVITZ, 1997). Porém, tais inibidores podem provocar efeitos
colaterais, sendo que alguns deles podem aumentar a incidéncia de tumores renais,
provocar lesdes hepaticas e hepatite aguda (CARRASCOSA; PASCUAL; AREST,
1997; DIAZ-GUTIERREZ; LADERO; DIAZ-RUBIO, 1998; CHAPENTIER; RIVELINE;
VARROUD-VIAL, 2000). Sendo assim, ha uma grande necessidade de inibidores da

enzima alfa-glicosidase que sejam oriundos de fontes naturais.
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6 ARTIGO D - ANALISE DE ANTIOXIDANTE E ALFA-AMILASE EM GENOTIPOS
DE FEIJAO-DE-VAGEM VIA REML/BLUP

RESUMO: O desenvolvimento de gendtipos de feijao-de-vagem (Phaseolus vulgaris
L.) com maiores capacidade antioxidante e percentagem de inibicdo da enzima alfa-
amilase faz-se necessario, pois essas caracteristicas contribuem para uma dieta
alimentar mais saudavel. Sendo assim, o objetivo desta pesquisa foi avaliar
gendtipos de feijao-de-vagem quanto a variabilidade genética para caracteres
relacionados aos compostos fendlicos totais (CFT), atividade antioxidante (AA) e
percentagem de inibicdo da enzima alfa-amilase (%IAA), via REML/BLUP, visando
programas de melhoramento genético. Foram utilizadas vagens de 28 diferentes
gendtipos de feijao-de-vagem. Foi realizada a selegao dos gendtipos via BLUP, de
acordo com o programa Selegen-REML/BLUP. Os valores de deviances foram de
1067,61; 980,10 e 728,39 para as variaveis CFT; %IAA e AA, respectivamente. Em
relacdo aos parametros genéticos verificou-se alta herdabilidade entre as variaveis
estudadas. As percentagens dos coeficientes de variagao experimental foram baixas
para as trés caracteristicas avaliadas. As médias gerais para CFT, % IAA e AA
foram de 187,24; 51,09 e 60,63, respectivamente. Pela andlise de Pearson verificou-
se efeito significativo entre o conteudo dos CFT e a AA. Em relagdo a correlagao
entre %IAA com CFT e AA, verificou-se efeito ndo significativo para os dados
preditos e reais apenas para %IAA x CFT. De acordo com os resultados obtidos
neste estudo os gendtipos avaliados podem contribuir geneticamente no
desenvolvimento de novas variedades de feijao-de-vagem com maiores teores de
compostos fendlicos totais, atividade antioxidante e percentagem de inibicdo da
enzima alfa-amilase.

Palavras-chave: Phaseolus vulgaris L.. Compostos fendlicos. Enzima digestiva.

ABSTRACT: The development of green bean genotypes (Phaseolus vulgaris L.) with
higher antioxidant capacity and percentage of inhibition of the alpha-amylase enzyme
is necessary because these features contribute to a healthier diet. Thus, this study
aimed to evaluate green bean genotypes for genetic variability for traits related to
total phenolic compounds (TPC), antioxidant activity (AA) and percentage inhibition
of the enzyme alpha-amylase (% |IAA) by REML / BLUP, aiming breeding programs.
Pods were used in 28 different genotypes of green bean. The selection of genotypes
by BLUP, according to Selegen - REML / BLUP program was performed. The
deviances values were 1067,61; 980,10 and 728,39 for variables TPC; % IAA and
AA, respectively. Regarding the genetic parameters there was high heritability
between variables. The percentages of experimental coefficients of variation were
lower for the three evaluated characteristics. The overall averages for TPC, % IAA
and AA were 187,24; 51,09 and 60,63, respectively. By Pearson analysis showed
significant effect of the TPC and AA. Regarding the relationship between % IAA, TPC
and AA, there was no significant effect on the predicted and real datas for just % IAA
and TPC. According to the results obtained in this study the genotypes can contribute
genetically to develop new varieties of green bean with higher levels of phenolic
compounds, antioxidant activity and percentage of inhibition of the enzyme alpha-
amylase.

Keywords: Phaseolus vulgaris L.. Phenolic compounds. Digestive enzyme.
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6.1 INTRODUCAO

O feijdo-de-vagem (Phaseolus vulgaris L.) € amplamente consumido
e cultivado em diversos paises. Sua produ¢ao mundial, no ano de 2013, foi em torno
de 20 milhdes de toneladas, sendo os principais produtores China, Indonésia,
Turquia, india e Tailandia (FAO, 2016). Ao contrario do feijio comum, que fornece
graos secos para a alimentagdo humana, o feijdo-de-vagem apresenta vagens

imaturas e com menor teor de fibras (BLAIR et al., 2010).

O consumo das vagens fornece calcio, que € prontamente
absorvido, fibras dietéticas e vitaminas essenciais (A, B12 e C) ao nosso organismo,
aléem de apresentar baixo teor caldérico, o que as torna um alimento saudavel
(GRUSAK et al., 1996; BLAIR et al., 2010). Além disso, esse alimento contribui na
obtencao de compostos fendlicos e favorece a atividade antioxidante (MARINOVA,;
RIBAROVA; ATANASSOVA, 2005; BAARDSETH et al, 2010; DALLAQUA,
DAMASCENO, 2011). Sendo assim, sua ingestdo pode auxiliar na redugédo de
diversas doencas, como o diabetes mellitus tipo 2 (DM 2) (CARTER et al., 2010).

Desse modo, os programas de melhoramento tém focado na
obtencdo de gendtipos de Phaseolus vulgaris L. com melhores caracteristicas
nutricionais, a fim de que possam contribuir com a reducdo de determinadas
doengas (RIBEIRO, 2010). Além do interesse no aspecto produtivo das culturas,
melhoristas tem objetivado o incremento nas qualidades nutricionais (MOOSE,
MUMM, 2008). Ribeiro et al. (2005) estudaram a variabilidade genética para o teor
de proteina e de fibra em grdaos de Phaseolus vulgaris L. a fim de identificar quais
combinagdes hibridas deveriam ser utilizadas para desenvolver gendtipos com
melhores qualidades nutricionais. Mesquita et al. (2007) objetivaram determinar a
composi¢cado quimica e a digestibilidade da proteina de 21 linhagens de Phaseolus
vulgaris L. com o intuito de oferecerem novas informagdes aos melhoristas. Tulipani
et al. (2008), com o objetivo de avaliar os compostos fitoquimicos e antioxidantes em
nove diferentes genotipos de Fragaria x ananassa Duch., observaram diferengas
significativas entre os genotipos estudados, concluindo que ha diferengas, entre os
materiais avaliados, que podem ser aplicadas em estudos relacionados a dieta

humana.
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A selecao de gendtipos superiores deve ser baseada principalmente
nos componentes genéticos, o que auxilia, tanto no conhecimento dos genes
envolvidos nos caracteres que se deseja melhorar, como no planejamento de
estratégias de melhoramento (SOUSA, 2015). De acordo com Resende et al. (2001)
ha a possibilidade de predicdo de valores genotipicos dos candidatos a selecao
quando os componentes genéticos sao bem estimados. A estimativa dos
componentes da variancia é feita pelo método da maxima verossimilhanca restrita
(REML) e a predicdo dos valores genotipicos é realizada por meio da melhor
predicao linear ndo-viesada (BLUP) (RESENDE, 2007).

Diante do exposto, o objetivo desta pesquisa foi avaliar gendtipos de
feijdo-de-vagem quanto a variabilidade genética para caracteres relacionados aos
compostos fendlicos totais (CFT), atividade antioxidante (AA) e percentagem de
inibicdo da enzima alfa-amilase (%IAA), via REML/BLUP, visando programas de

melhoramento genético.

6.2 MATERIAL E METODOS

Materiais

Foram utilizadas vagens imaturas de 28 diferentes gendtipos de
feijao-de-vagem (Celtic, Contender, Flo, Fury, Galveston, Gina, Provider, Royal
Burgundy, Seabiscuit, Serengeti, Seville, Slenderella, Spartacus, Speedy, Stayton,
Storm, Strike, Stringless French Fillet, Tapia, Titan, Top Crop, Ulysses, Unidor,
Venture, Widusa, Zodiac, Oregon Giant Pole, Trail of Tears). Esses gendtipos foram
obtidos da Universidade de Oregon-EUA, em 2014. Foram semeados e colhidos, em
2015, na Universidade da Dakota do Norte-EUA. Depois de colhidas, todas as
vagens foram lavadas com agua destilada e, em seguida, selecionadas
aleatoriamente para as analises. Enzima alfa-amilase e ABTS", adquiridos da Sigma

Chemical Co (St. Louis, MO), foram utilizados no presente estudo.

Extracdo das amostras

As amostras das vagens foram cortadas e pesadas. Cada genotipo

foi extraido separadamente usando agua destilada na proporgéo de 20 g da amostra
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(vagem) por 50 mL de agua destilada. Todas as amostras foram homogeneizadas,
utilizando liquidificador, durante 10 minutos. Em seguida, foram centrifugadas em
15.000 RPM por dois periodos de 20 minutos cada. O sobrenadante foi coletado e

armazenado a 20 °C durante o periodo do estudo.

Compostos Fendlicos Totais

Os fendlicos totais foram determinados, de acordo com Shetty et al.
(1995), com algumas modificagbes. Desse modo, 0,5 mL do sobrenadante foi
transferido para um tubo de ensaio e misturado com 0,5 mL de agua destilada, 1 mL
de etanol a 95% e 5 mL de agua destilada. Para cada amostra 0,5 mL de 50% (v / v)
de reagente Folin-Ciocalteu foi adicionado e misturado. Apds 5 min, 1 mL de Na,CO3
(5%) foi adicionado a mistura da reagao, deixando a solugédo em repouso, no escuro,
durante 60 min. A absorvancia foi lida a 725 nm. Os valores de absorbéncia foram
convertidos em compostos fendlicos totais e foram expressos em microgramas por
grama de peso fresco (PF). As curvas padrao foram estabelecidas utilizando varias

concentragdes de acido galico em agua.

Atividade antioxidante pelo método ABTS" [2,2 -azinobis (3-etilbenzotiazolina-
6-acido sulfénico)]

A atividade antioxidante total das vagens dos gendtipos estudados
foi medida pelo método ABTS" (PELLEGRINI et al., 1999). ABTS" (Sigma Chemical
Co.St. Louis, MO) foi dissolvido em agua para uma concentragdo de 7 mM. Em
seguida, ABTS" foi preparado utilizando 5 mL de 7 mM da solugdo estoque de
ABTS"* com 88 uL de 140 mM de persulfato de potassio. A mistura foi deixada em
repouso no escuro a temperatura ambiente por 12-16 h antes de ser utilizada. Antes
do inicio do ensaio a solugéo foi diluida com etanol (95%) na proporcéo 1:88 para se
obter uma absorvancia a 734 nm de 0,70 = 0.02, e foi equilibrada a 30°C. Um mililitro
da solucdo ABTS" foi adicionado a tubos de ensaio de vidro contendo 50 pl de cada
extrato de tecido das vagens, e misturados em vortex durante 30 s. Apds 2,5
minutos de incubacdo, as misturas foram lidas a 734 nm. As leituras foram
comparadas com os controles, os quais continham 50 mL de etanol a 95% em vez

do extrato aquoso das vagens. O padrao de referéncia Trolox para as atividades
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antioxidantes foi preparado com 5 mM de solugdo de estoque de Trolox em etanol
para introducdo no sistema de ensaio em concentragdes dentro do intervalo do
ensaio (concentracao final de 0-20 pM), para o preparo de uma curva padrdo em

que todos os dados foram. A percentagem de inibig&o foi calculada por:

Control _ a Extract
% Imblgéo :u\ 34[ Control]34 JJX]'OO

34

Inibicdo Alfa-Amilase

A enzima alfa-amilase foi adquirida da Sigma Chemical Co. O
volume de 250 uL de sobrenadante e 500 pyL de tampé&o de fosfato de sddio 0,02 M
(pH 6,9 com cloreto de sodio 0,006 M) contendo solugéo de alfa-amilase (0,5 mg /
mL) foram incubados a 25°C durante 10 min. Apds a pré-incubacgao, 500 yL de uma
solugao de amido a 1% em tampéo de fosfato de sédio 0,02 M (pH 6,9 com cloreto
de sodio 0,006 M) foi adicionado a cada tubo a intervalos cronometrados. As
misturas das reacdes foram incubadas a 25°C durante 10 min. A reacdo foi
interrompida com 1,0 mL de 3,5 acido dinitro-salicilico. Em seguida, os tubos de
ensaio foram incubados em banho com agua em ebulicdo durante 10 min e
arrefecidos até a temperatura ambiente. A mistura de reacao foi entao diluida apds a
adicao de 10 mL de agua destilada e a absorvancia foi medida a 540 nm.

Control _ a Extract
% inibicdo = u 40{ 20— | 1x100
A

Anélise Estatistica

Foram realizadas analises individuais referentes aos valores por
gendtipos das caracteristicas usadas para a selegdo. Utilizou-se o programa
SELEGEN — REML/BLUP (Restricted Maximum Likelihood — Best Linear Unbiased
Prediction) para estimar e predizer os valores genéticos. O BLUP (melhor predigao
linear ndo viciada) foi utilizado para predizer os valores genéticos, utilizando-se de
estimativas de variancia obtidas por meio do método REML (maxima
verossimilhanca restrita) (RESENDE, 2007).
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6.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os valores de deviances foram de 1067,61, 980,10 e 728,39 para as
variaveis CFT; %IAA e AA, respectivamente, sendo todos significativos pelo teste de
Qui-quadrado (P < 0.05). Esses resultados demonstraram haver uma ampla
variabilidade genética entre os gendtipos estudados.

Em relagado aos parametros genéticos verificou-se alta herdabilidade
entre as variaveis estudadas (CFT, %IAA e AA com 0,96; 0,90 e 0,92,
respectivamente). As percentagens dos coeficientes de variagdo experimental foram
baixas para as trés caracteristicas estudadas (5,20; 16,20 e 9,07 para CFT, %IAA e
AA, respectivamente). As médias gerais para CFT, %IAA e AA foram de 187,24,
51,09 e 60,63, respectivamente (Tabela 6.1).

Tabela 6.1. Parametros genéticos estimados para compostos fendlicos totais (CFT),
percentagem de inibicdo da enzima alfa-amilase (%IAA) e atividade antioxidante
(AA) e a média geral dos gendtipos.

Estimativas Variaveis”
CFT %IAA AA
Vg 2387,59 600,27 357,83
Ve 94,58 68,50 30,22
Vf 248216 668,78 388,06
h?g 0,96 £ 0,21 0,90 £ 0,20 0,92 £ 0,23
Cvgi% 26,10 47,96 31,20
Cve% 5,20 16,20 9,07
Média geral 187,24 51,09 60,63

"CFT= compostos fendlicos totais; %IAA= percentagem de inibicdo da enzima alfa-amilase; AA=
atividade antioxidante; Vg= variancia genotipica; Ve= variancia ambiental; Vf= varidncia fenotipica;
hzg= herdabilidade genética; Cvgi%= coeficiente de variagdo genética; Cve%= coeficiente de variagéo
ambiental.

O valor genético predito, ganho genético e nova média predita dos

genotipos avaliados estédo dispostos na tabela 6.2.
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Tabela 6.2. Ganho genético (g), valor genético predito (u+g) e nova média predita
(NM) estimados para os genotipos selecionados para as caracteristicas compostos
fendlicos totais (CFT), percentagem de inibicdo da enzima alfa-amilase (%IAA) e
atividade antioxidante (AA).

Variaveis”
CFT %IAA AA
Gendétipos g u+g NM g u+g NM g u+g NM
Celtic -17,49 169,74 210,06 29,29 80,38 83,94 10,55 71,18 82,00
Contender 4,34 191,58 236,50 -24,25 26,83 58,58 6,95 67,58 78,58
Flo 43,34 230,58 273,99 31,29 82,38 8513 25,13 85,76 87,13
Fury -3,63 183,60 227,82 24,48 75,57 81,64 -13,07 47,55 70,50
Galveston -39,93 147,30 195,89 21,64 72,73 79,53 -14,77 45,86 68,16
Gina 57,57 244,81 284,85 17,83 68,91 77,56 26,12 86,75 87,59
Provider 6,30 193,54 241,49 7,34 58,42 7347 19,99 80,62 84,97
Royal Burgundy 120,73 307,97 314,90 -35,70 15,38 53,99 28,13 88,76 88,76
Seabiscuit -66,30 120,93 187,23 3,14 54,23 72,10 -35,82 24,80 60,63
Serengeti -32,57 154,66 202,55 19,34 70,43 78,52 -4,96 55,66 74,55
Seville -46,07 141,17 191,68 -12,61 38,48 64,66 -12,33 48,30 71,78
Slenderella -32,33 154,91 204,94 -9,51 41,58 67,73 -28,72 31,90 61,95
Spartacus -11,24 176,00 220,69 27,42 7851 8285 7,29 67,91 79,58
Speedy -45,94 141,29 193,70 -28,67 22,42 57,07 -15,61 45,01 66,17
Stayton -39,93 147,30 198,00 11,42 62,51 76,19 8,89 69,51 80,75
Storm -34,05 153,19 200,31 -32,47 18,62 55,54 -18,97 41,65 65,15
Strike -49,38 137,86 189,70 -38,84 12,25 51,09 -24,99 35,63 63,11
Stringless F. Fillet 6,55 193,78 247,49 -36,64 14,45 52,53 11,37 72,00 83,35
Tapia -2,04 185220 231,84 7,53 58,61 74,72 0,72 61,34 75,81
Titan -7,43 179,80 224,12 -3,04 48,05 69,36 5,85 66,48 77,65
Top Crop 22,86 210,10 263,34 1,36 52,45 70,79 20,04 80,67 85,69
Ulysses -24,36 162,88 207,58 -21,70 29,39 60,02 -15,03 4560 67,13
Unidor -11,97 175,26 215,02 -12,36 38,73 66,12 -18,99 41,63 64,21
Venture 18,81 206,05 255,16 38,49 89,58 89,58 5,78 66,41 76,85
Widusa -11,85 175,39 217,67 -18,19 32,89 63,08 -9,81 50,81 73,16
Zodiac -16,14 171,09 212,43 -21,48 29,61 6148 -14,74 45,89 69,27
Oregon Giant Pole 134,59 321,83 231,83 22,56 73,65 80,50 24,35 84,98 86,70
Trail of Tears 77,56 264,80 298,20 32,34 83,42 86,50 26,63 87,26 88,01

CFT= compostos fendlicos totais; %IAA= percentagem de inibigdo da enzima alfa-amilase; AA=
atividade antioxidante.

Os gendtipos Oregon Giant Pole, Royal Burgundy, Trail of Tears,
Gina e Flo obtiveram os maiores valores genotipicos preditos para caracteristica
CFT. Em relagdo ao teor de compostos fendlicos na cultura do feijdo-de-vagem,

Marinova, Ribarova e Atanassova (2005) e Baardseth et al. (2010) verificaram
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valores de 35,5 mg de acido galico (GAE).100 g de peso fresco (PF) e 221,0 mg
GAE. kg PF, respectivamente. Silva et al. (2009) trabalhando com grdos crus e
cozidos de feijdo comum obtiveram valores de compostos fendlicos que variaram de
0,01 a 4,51 mg de catequina por grama da amostra. Ja Mesquita et al. (2007)
trabalhando com feijao comum obtiveram valores variando de 0,28 a 1,08 g de acido
tanico/100 g de matéria seca. Vale ressaltar que o padrao para avaliagdo dos CFT,
utilizado nessa pesquisa, foi o acido galico. Entretanto, as diferengas dos teores de
CFT encontradas na literatura estdo associadas a genética dos materiais e
metodologia das analises.

Em relagdo a AA, os gendtipos Royal Burgundy; Trail of Tears; Gina;
Flo e Oregon Giant Pole obtiveram os maiores valores genotipicos preditos. Silva et
al. (2009) trabalhando com feijdo comum obtiveram resultados que variaram de
1,13+0,93 a 7,02+0,78 % de inibigdo ABTS". Yao et al. (2013) avaliando a atividade
antioxidante, pelo mesmo método ABTS*, em diferentes gendtipos de feijdo mungo
(Vigna radiata L.), observaram valores de 8,76 uM TE (Trolox equivalente)/g a 21,19
MM TE/g.

A ingestdo de alimentos com elevados teores de compostos
fendlicos totais pode contribuir no tratamento do DM tipo 2, pois esses compostos
podem aumentar a sensibilidade da insulina em pacientes portadores da doenca,
além de reduzir de maneira significativa os niveis de glicose, triglicerideos e LDL-C
(AL-AMIN et al., 2006; MAHLUJI et al., 2013).

O consumo de Phaseolus vulgaris L. pode auxiliar no tratamento do
DM tipo 2, pois esse vegetal, além de fornecer CFT, apresenta atividade
antioxidante. O DM tipo 2 pode ter seu desenvolvimento e progressdo aumentados
conforme o aumento de radicais livres no organismo humano, deficiéncia da
protecdo antioxidante e extresse oxidativo. Desse modo, o consumo de alimentos
ricos em antioxidantes pode contribuir positivamente no controle dessa doenca
(MARITIM; SANDERS; WATKINS, 2003; DALLAQUA; DAMASCENO, 2011).

Os maiores valores genotipicos preditos para a variavel %IAA foram
para os gendtipos Venture; Trail of Tears; Flo; Celtic e Spartacus. Com base nos
resultados obtidos, os gendtipos Flo, Gina, Oregon Giant Pole e Trail of Tears
encontram-se entre as 10 primeiras ordens em todos os quesitos avaliados (CFT,
IAA e AA).

Quanto a percentagem de inibicdo da enzima alfa-amilase, Funke e
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Melzig (2006) obtiveram valores entre 45-75% na cultura do feijado-de-vagem. Ja
Oliveira e Pereira (2015) trabalhando sob diversas extracbes com a espécie Myrcia
sphaerocarpa DC, planta conhecida como a insulina vegetal e recomendada no
tratamento do diabetes, observaram valores que variaram de 0 a 93,07 + 3,47.
Segundo Souza (2011) a percentagem de inibicdo da enzima alfa-amilase pode ser
considerada boa e alta com valores maiores do que 50% e 80%, respectivamente.

A enzima alfa-amilase apresenta relevante importancia no processo
de digestdo dos carboidratos, onde essa substancia catalisa a hidrélise da ligagéo
glicosidica a-1,4 do amido, glicogénio e varios oligossacarideos para, em seguida,
sofrerem a acgao das glicosidases, resultando na liberagao de agucares simples que
serdo absorvidos nas membranas dos enterocitos (ALl; HOUGHTON;
SOUMYANATH, 2006; PEREIRA et al., 2010). Sendo assim, a inibicdo dessa
enzima no trato digestivo humano causa a diminuigdo da absor¢édo de glicose,
podendo controlar o DM tipo 2.

Os valores genotipicos devem ser os preferidos pelos
pesquisadores, pois estes sdo os verdadeiros valores a serem preditos. Existem,
também, os valores de nova média que sao as predi¢oes feitas pelo BLUP para os
cultivos comerciais. Sendo assim, nesses cultivos as progénies deverao produzir, em
média, esses valores (BORGES et al., 2010).

Pela andlise de Pearson verificou-se efeito significativo entre o
conteudo dos CFT e a AA, apresentando correlagao de (r=0,81; p< 0.01) e (r=0,80;
p<0.01) para os dados preditos e reais, respectivamente. Esses resultados indicaram
a importdncia dos compostos fendlicos como determinantes da atividade
antioxidante em feijdo-de-vagem. Além do mais, concordam com diversos autores
que relataram correlagao positiva entre CFT e AA (SAEED; KHAN; SHABBIR, 2012;
BARBOSA et al., 2013; SKOTTI et al., 2014). Em relagéo a correlagéo entre %IAA
com CFT e AA, verificou-se efeito ndo significativo para os dados preditos (r=0,27,;
r=0,37, respectivamente) e reais apenas para IAA x CFT (r=0,23; p=0,23). Barbosa
et al. (2010) e Barbosa et al. (2013) trabalhando com Malus domestica e Pyrus
communis, respectivamente, também nao observaram correlagdo significativa entre
CFT e %lAA.

Sendo assim, de acordo com os resultados obtidos neste estudo, os
genotipos avaliados podem contribuir geneticamente no desenvolvimento de novas

variedades de feijdo-de-vagem com maiores teores de compostos fendlicos totais,
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atividade antioxidante e percentagem de inibicdo da enzima alfa-amilase.
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7. CONCLUSOES GERAIS

Os acessos de feijao-de-vagem de crescimento determinado e
indeterminado, do banco de germoplasma da UEL, apresentam variabilidade

genética.

Dentre as variedades de feijdo-de-vagem testadas, UEL 402; UEL
405; UEL 407; UEL 408; UEL 412; UEL 417 e UEL 420 destacaram-se, perante as
demais, em relagdo as caracteristicas produtivas, podendo ser indicadas aos
produtores organicos da regido de Londrina-PR, e, também, utilizadas em

programas de melhoramento como germoplasma melhorado.

O consumo de feijao-de-vagem pode favorecer a aquisicdo de

antioxidantes, e contribuir na gestao da Diabetes mellitus tipo 2 em fase inicial.

Os gendtipos de feijao-de-vagem Flo, Gina, Oregon Giant Pole e
Trail of Tears mostraram-se promissores em programas de melhoramento para os
caracteres relacionados aos compostos fendlicos totais, capacidade antioxidante e

percentagem de inibicdo da enzima alfa-amilase.



