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VENTORIM, Marinara Ferneda. Caracterizacdo morfoagronémica e molecular de
genotipos de feijao azuki. 2019. 61 f. Dissertacdo (Mestrado em Agronomia) —
Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2019.

RESUMO

O feijao azuki (Vigna angularis (Willd.) Ohwi e Ohashi, tem se popularizado no
Brasil devido a popularizacdo da cultura asiatica e devido as propriedades
nutricionais e nutracéuticas que apresenta. Atualmente ha apenas uma cultivar
registrada no pais, sendo comum a utilizacdo de materiais crioulos e locais. O
objetivo deste trabalho foi estimar a diversidade genética de acessos de feijao
azuki pertencentes ao Banco de Germoplasma da Universidade Estadual de
Londrina. Trinta e dois acessos foram avaliados com base em suas caracteristicas
morfologicas, e 38 molecularmente. Para avaliacdo das caracteristicas morfo-
agrondmicas foi realizado a semeadura em blocos ao acaso, quatro repeticdes,
com 28 acessos, oriundos de material crioulo da regido e quatro materiais também
pertencentes ao género Vigna. Os acessos foram caracterizados conforme
descritores morfoagronémicos e molecularmente por meio do método AFLP. Para a
AFLP, os acessos foram cultivados até o desenvolvimento do primeiro trifélio, o
qual foi coletado e submetido a analise. A dissimilaridade genética foi estimada por
meio da distancia generalizada de Mahalanobis e agrupadas pelo método de
UPGMA. Os dados qualitativos e quantitativos agruparam o0s genoétipos em cinco
grupos, com distancias de 0,4 e 75 respectivamente. Os principais caracteres
responsaveis pelo agrupamento dos AZP em Unico grupo foram: porte e habito de
crescimento, coloracao da flor, da vagem no ponto de colheita e das sementes. A
variavel NVAG néo apresentou diferencgas significativas, indicando baixa relevancia
para diferenciacdo dos materiais. As caracteristicas TVAG, P100 e COMPF foram
as que mais contribuiram para quantificacdo da divergéncia. Apenas 38% dos
fragmentos gerados pela AFLP apresentaram polimorfismo. Segundo a analise
molecular o gendétipo Caupi apresentou menor dissimilaridade aos gendtipos AZP.
Os genotipos AZP nao sao divergentes entre si.

Palavras-chave: Vigna. Vigna angularis. Melhoramento genético.



VENTORIM, Marinara Ferneda. Morphagronomic and Molecular characterization
of Azuki bean genotypes. 2019. 61 p. Dissertacdo (Mestrado em Agronomia) —
Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2019

ABSTRACT

The azuki bean (Vigna angularis (Willd.) Ohwi and Ohashi, is of great food and
cultural importance in Asian countries, while in Brazil, its consumption has been
increasing due to the popularization of Asian culture, nutritional and nutraceutical
properties. Currently, there is only one cultivar registered in the country, therefore, it
is common the use of landraces and local materials. The objective of this work was to
estimate the genetic diversity of Azuki bean accesses belonging to the Germplasm
Bank of the State University of Londrina. Thirty-two accessions were morphologically
evaluated, and 38 accession were evaluated based on their molecular
characteristics. For the evaluation of the morpho-agronomic characteristics, field
sowing was performed in randomized blocks with four replications, containing 28
accesses, originating from landraces materials from the region and four materials
also belonging to the genus Vigna. The accessions were characterized according to
agro-morphological descriptors and molecularly through the AFLP method. For
molecular characterization, the accessions were cultivated in a greenhouse until the
development of the first trefoil, which was collected and submitted to the analysis.
From the obtained results, the genetic dissimilarity was estimated through the
generalized distance of Mahalanobis and grouped by the UPGMA method for both
analyzes. Qualitative and quantitative data grouped the genotypes into five groups,
with distances of 0.4 and 75, respectively. The main traits responsible for grouping
AZP in a single group were: size and growth habit, flower color, pod color at harvest
point and seeds. The NVAG variable showed no significant differences, indicating low
relevance for differentiation of materials. The TVAG, P100 and COMPF
characteristics contributed the most to quantify the divergence.The AZP genotypes
were related in a single group according to morphoagronomic analysis, and grouped
with the Caupi genotype through the AFLP, differing from the other groups. The AZP
genotypes are not divergent.

Keywords: Vigna. Vigna angularis. Plant breeding.
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1 INTRODUCAO

O Brasil esta entre os maiores produtores de feijao ficando em
terceira posicdo no ranking mundial (FAO, 2017). Desde 1568 ha relatos da
diversidade da cultura, embora ndo seja possivel precisar as espécies
cultivadas, existia diversos feijdes e favas (GANDAVO, 2001). Dentre as
espécies de feijdo cultivadas no pais, encontram-se reguladas pelo Ministério
da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) géneros Phaseolus e Vigna,
0s quais apresentam relevante papel econdmico e social (BRASIL, 2008), além
da importancia alimenticia (FAO, 2017).

O feijao azuki (Vigna angularis (Willd.) Ohwi e Ohashi apesar
de pouco conhecido pela populagdo brasileira, € uma espécie de valor
alimenticio e cultural nos paises asiaticos. No Japdo € considerado a segunda
leguminosa economicamente mais importante, depois da soja (FAO, 2017).
Nos ultimos anos seu consumo vem se tornando popular no Brasil devido as
propriedades nutricionais que esta espécie apresenta e também devido a
popularizacdo da culinaria japonesa. Seu consumo em forma de grdo e de
extrato da leguminosa é apontado como benéfico, devido as propriedades
antioxidantes e anti-inflamatérias que possui.

Atualmente apenas uma cultivar de feijdo azuki esta registrada
no Brasil, no entanto, gendtipos crioulos sao cultivados por diversos produtores
locais.

Com a domesticacdo dos materiais, as caracteristicas
presentes nas plantas, consideradas selvagens inicialmente, sado perdidas.
Dessa forma, quando se procura variabilidade genética e resgate de caracteres
consideradas importantes para atender a demanda de novos genotipos, 0S
materiais crioulos sdo fundamentais. Esses materiais vém sendo selecionados
ao longo dos anos e sao altamente adaptados as diferentes regides produtoras,
sendo considerados importantes fontes de variabilidade genética para os
programas de melhoramento.

Nos Bancos de Germoplasma encontra-se diversidade de
materiais, 0s quais devem ser corretamente caracterizados para possivel

utilizacao nos programas de melhoramento.



11

7

A disponibilidade somente €& possivel mediante a correta
identificacdo, avaliacdo e caracterizacdo dos genotipos através de caracteres
morfologicos, agrondmicos e moleculares. Quando realizada, a caracterizacao
€ 0 primeiro passo para a manutencao da diversidade genética de uma espécie
e sucesso dos programas de melhoramento.

Dessa forma, o objetivo do presente trabalho é caracterizar e
estimar a diversidade genética de acessos de feijdo azuki pertencentes ao
Banco de Germoplasma da Universidade Estadual de Londrina com base em

suas caracteristicas morfolégicas, agronémicas e moleculares.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 GENERO VIGNA

O género Vigna compreende cerca de 160 espécies, as quais
estdo divididas em sete subgéneros. Dentre elas, as mais cultivadas estdo o V.
radiata (feijao-mungo-verde), V. angularis (feijao-adzuki), V. umbellata (feijao-
arroz) e V. unguiculata (caupi), principalmente na Asia (STEELE; MEHRA,
1980). Na Asia, o subgénero Ceratotropis representa o grupo dominante de
espécies de Vigna produzidos, o qual possui seu centro de origem no sul e
sudoeste do continente.

Cultivado em diversas regides do mundo, possui 11 materiais
considerados relevantes no cenario agricola. E altamente relacionado ao
género Phaseolus. Das leguminosas produzidas, grande parte da populacéo
depende diretamente do consumo de graos de Phaseolus ou Vigna, sendo a
maior parte da producdo destas leguminosas é direcionada para o consumo
local (TOMOOKA et al. 2005).

O feijao-mungo-verde é usado na forma de brotos, conhecido
como “moyashi”. Ja o feijao-arroz € utilizado para substituir o feijao-comum nos
restaurantes que praticam a macrobiética (VIEIRA et al., 1992). Dentre estes, o
Feijdo-Caupi, mais estudado no Brasil dos Vigna, também é conhecido como
feijdo frade e feijdo de corda, é uma leguminosa granifera, rica em proteinas e
aminoacidos essenciais, sendo de grande utilizacdo na alimentacdo humana e
animal (BIODIVERSITY INTERNATIONAL, 2007; PASSOS et. al, 2007).

J& o Azuki é consumido de maneira semelhante ao feijao-
comum (Phaseolus vulgaris L.), nas colbnias asiaticas, principalmente nas
japonesas, onde 0 consumo € maior, este é utilizado para o preparo de doces
(VIEIRA, 2002).

2.2 FEIJAO AzUKI

Também conhecido por feijdo-adzuki ou feijao-azuki; em

espanhol, por frijol adzuki ou judia adzuki e em inglés, por adzuki bean ou azuki
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bean (VIEIRA et al., 2001), € uma espécie pertencente a familia das
leguminosas, amplamente cultivado no Japao, China, Coréia do Sul e Taiwan,
representando uma cultura valorosa nesses paises (LUMPKIN; MCCLARY,
1994).

Apresenta como centro de origem a China, maior produtor e
consumidor mundial do grao e que possui um longo histérico, produzindo em
torno de 300 mil toneladas anualmente. Além da China, a Coreia e Japao séo
grandes consumidores da leguminosa (CHEN et al., 2015). Atualmente é
encontrado em mais de 30 paises, e seu consumo faz parte da dieta de
aproximadamente um bilh&o de pessoas (YANG et al., 2015).

Possui alto valor nutricional e & cultivado visando o consumo
humano. Suas sementes sdo usualmente utilizadas na producéo de
sobremesas ou recheios para massas e pastéis devido a sua dogura natural e
sabor agradavel. Nas col6nias asiaticas, principalmente nas japonesas, onde é
mais popular, este € utilizado para o preparo de doces (VIEIRA, 2002).

Sua producéo visa atender a alimentacdo humana, no entanto,
também pode ser utilizado na fabricacdo de cosméticos e remédios, adubacao
verde, forragem e cobertura vegetal do solo (VIEIRA et al., 2001). Além da
importancia alimenticia, diversas pesquisas evidenciam o0s beneficios do
consumo do extrato e de suas sementes, devido as propriedades antioxidantes
e anti-inflamatoria que possui.

E amplamente utilizado na fitoterapia chinesa por milhares de
anos (LUO et al., 2016), além do consumo de suas sementes ser considerado
saudavel em diversos paises (REDDY et al., 2017). Possui em sua composi¢ao
um elevado teor de carboidratos, proteinas, e lipidios, assim como vitaminas e
minerais (DURAK et al., 2013). A composicéo do extrato de sementes de azuki
€ de 4,9% de agua, 6,7% de proteina, 17,2% de gordura, 5,8% de cinzas,
65,4% de carboidratos. Além disso, possui em torno de 11 g de fibra alimentar
por kg de extrato (SATO et al., 2008).

O consumo de gréos e produtos relacionados esta se tornando
popular devido a preocupacfes com a saude humana. Foram reportados
diversos resultados sobre os extratos de azuki possuirem uma diversidade de
funcdes fisioldgicas, como antioxidantes, anti-inflamatérios, anti-cancerigenas e

anti-diabéticas (LUO et al.,, 2016). Os compostos bioativos encontrados na
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casca de suas sementes tém recebido um interesse significativo devido suas
propriedades antioxidantes e promotoras de saude, como os polifendis (LIN;
LAY, 2006).

2.2.1 ASPECTOS GERAIS DA CULTURA DO FEIJAO AZUKI

No Brasil, a producdo de azuki ndo é contabilizada com
precisdo, porém estima-se uma produtividade que varia entre 1000 kg ha' a
1200 kg ha! (AMBROSANO et al., 2014). Informagbes referentes a area
cultivada e numero de produtores também ndo sdo exatas (ALMEIDA et al.,
2013).

Segundo Richetti e Ito (2015), a produtividade da cultura esti
relacionada ao planejamento da producdo, a qualidade das sementes e
insumos, tratos culturais, questfes climaticas e por fim seu sucesso esta
atrelado aos precos de comercializacéo e custos de producéao.

O feijdo azuki é uma espécie autbgoma, podendo haver uma
taxa de polinizacdo cruzada de 1% (YAMAMOTO et. al., 2006). E uma cultura
diploide (2n = 2x = 22), com tamanho de genoma de aproximadamente 500 Mb.

A cultura se desenvolve bem em clima subtropical, com
temperaturas que variam de 18 a 30 °C, nédo tolera geadas e € sensivel ao
fotoperiodo. Prefere solos de textura argilosa e arenosa, bem drenados. E uma
espécie herbacea, geralmente de porte ereto e crescimento determinado,
entretanto, existem materiais trepadores ou prostrados. De ciclo curto, com
altura média entre 20 a 50 cm e sementes oblongas a ovais, lisas e de
coloracdo variavel, podendo ser vermelho-escuras, cinza, pretas, brancas,
amarelo-esverdeadas ou até mosqueadas (AMBROSANO et al., 2014). Esses
autores recomendam uma densidade de semeadura de 50 a 60 cm entre as
linhas e de 10 a 15 plantas por metro e a colheita das vagens deve ser
realizada quando estdo maduras e quase secas, ocorrendo entre 70 e 80 dias
e 120 e 150 dias, para materiais determinados e indeterminados trepadores,
respectivamente. Seu rendimento pode variar entre 1000 e 1200 kg ha? de
graos.
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Caracteristicas como o habito de crescimento, especificidades
das sementes, ciclo da cultura variam conforme a cultivar. As cultivares Kintoki
e Dainagon, sdo de habito de crescimento determinado e suas sementes
possuem cor vermelha, pesando de 10 a 15 gramas cada 100 unidades
respectivamente (VIEIRA et al., 1992). O ciclo biolégico das cultivares varia
conforme a época em que é cultivado, situando-se entre 3 a 5 meses.

A época da colheita também difere entre as espécies. Em
ensaios com os feijdes arroz, caupi, azuki, fava, mungo verde e comum,
cultivados em diferentes locais e épocas, o feijdo azuki apresentou maior
variabilidade em seu ciclo biolégico e desuniformidade na maturacdo quando
comparados ao feijdo comum, necessitando realizar a colheita em duas vezes
quando cultivado na época da “seca”. Na época das aguas, as cultivares
tiveram o ciclo entre 69 e 82 dias, variando conforme o local produzido, assim
como na época da seca, o qual variou de 89 a 106 dias. A maturacdo
desuniforme das vagens, eleva os custos para produzir a cultura devido a
demanda de maior mao de obra utilizada na colheita, pode ser benéfica no
plantio das “aguas”, pelo fato das chuvas nao coincidirem com o periodo da
colheita (VIEIRA et al., 1992).

No Brasil, a cultura € pouco estudada e explorada. Ha apenas
uma cultivar de feijao azuki cadastrada no Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento, no entanto sdo utilizados pelos produtores diversos materiais

nao registrados, sendo considerados como crioulos ou selvagens.

2.3 MELHORAMENTO GENETICO

O melhoramento das diversas culturas de interesse
agrondmico é direcionado a atender as necessidades humanas, e dentro desse
processo € fundamental entender a genética de adaptacdo das plantas aos
diversos habitats em que séo cultivadas.

As caracteristicas genéticas relacionadas a adaptacdo das
espécies de habitats selvagens difere das mesmas espécies adaptadas a
ambientes criados pelo homem. Para o feijao azuki (Vigna angularis), a

variedade selvagem (var. nipponensis) difere da variedade cultivada (var.
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angularis), no que se refere as caracteristicas reprodutivas, como numero,
tamanho, dispersdo e dorméncia de sementes (KAGA et al., 2008).

Com o progresso do cultivo ao longo dos anos e,
consequentemente, com a ocorréncia de cruzamentos naturais e selegéo
natural, e artificial pelos produtores, selecionando sementes de plantas com
base em suas preferéncias visuais e culinarias, e dessa forma, surgiram muitos
tipos de plantas e de grados. Os materiais genéticos provenientes das
introducbes mais antigas sdo considerados exoéticos e sdo comumente
chamados de cultivares locais ou crioulas. Esses materiais constituem o
germoplasma basico do Pais e partir dele pode-se melhorar diversas cultivares
(FREIRE FILHO, 2011).

Nos Bancos de Germoplasma, estao disponiveis matéria prima
bésica para o melhoramento. Estes sdo responsaveis pela conservacao da
biodiversidade agronémica (AGRAWAL et al., 2007). As colecbes presentes
nos Bancos atuam como “depdsitos genéticos” e visam assegurar a
preservacdo da espécie e sua variabilidade para uso futuro (MELO et al.,
2002). Dessa forma, os bancos de germoplasma tem sua importancia dentro
dos programas de melhoramento e na conservacdo e preservacao da
diversidade genética, os quais ficam disponiveis aos melhoristas para o acesso
em diferentes pesquisas (BESPALHOK et al., 1999).

A dificuldade do uso apropriado dos recursos genéticos nos
programas de melhoramento € decorrente da falta da correta caracterizacao e
documentacdo adequada dos materiais (NASS, 2001). As atividades
relacionadas aos recursos genéticos sdo caracterizadas pelo alto custo e
retorno a longo prazo. A introducéo e troca, coleta, caracterizagédo, avaliacao,
documentacdo e conservacdo de germoplasma, sdo passos essenciais que
ndo podem ser subestimados. Um sincronismo apropriado entre essas
atividades € necessario para que o banco seja eficiente na manutencdo da
variabilidade genética e também para assegurar a utilizagdo do germoplasma.
Entretanto, as atividades nesses bancos demandam pesquisadores
qualificados em diversas areas do conhecimento, além da conservacdo da
variabilidade genética para o futuro, a real utilizagdo dos acessos disponiveis é
outro objetivo importante (NASS; PATERNIANI, 2000).
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A partir da década de 1970, iniciaram-se coletas e avaliacdes
de germoplasma na China, seguido da construcédo de cole¢cBes de acessos e
pesquisa de diversidade genética utilizando marcadores moleculares. Mais
tarde em 1980, a introducdo e a criagdo de novas variedades promoveram o
desenvolvimento do feijao-mungo-verde e azuki (CHENG; TIAN, 2011).

No leste asidtico se encontra 0 maior nimero de acessos de
germoplasma desta espécie (XU et al., 2000). Em 2005 totalizou-se mais de 30
mil germoplasmas de leguminosas coletados e conservados no banco genético
da China, incluindo 11 géneros e 17 espécies. Um total de 4856 germoplasmas
foram avaliados quanto suas caracteristicas agronémicas e compiladas no
“Catalogue of Chinese Food Legume”, sendo 4272 materiais conservados no
banco genético do pais (CHENG; TIAN, 2011).

O feijdo-caupi, pertencente também ao género Vigna, é mais
estudado no Brasil, e por ser uma espécie autdgama, os métodos de
melhoramento utilizados para a cultura sdo: introducdo de germoplasma;
selecdo massal em cultivares locais; selecéo de planta individual com teste de
progénie em cultivares locais; método genealdgico; método da descendéncia
de uma unica semente (single seed descent) (BRIM, 1966; FEHR et al., 1987);
meétodo da descendéncia de uma unica vagem (single pod descent) (FEHR et
al., 1987); e método dos retrocruzamentos (FREIRE FILHO, 2011).

A disponibilidade de genoétipos adaptados as condi¢des
edafoclimaticas do local depende da caracterizagao, identificacao e selecéao de
genotipos com potencial para o melhoramento visando aumento do rendimento
e da qualidade, assim como para o cultivo agricola (MOREIRA et al., 2009).

Quando comparado a outras culturas, o azuki tem potencial
genético pouco explorado, sendo necessario disponibilizar aos melhoristas
materiais genéticos presentes nos bancos de germoplasma para ampliacdo da
variabilidade genética e a partir disso obter novas cultivares de interesse
econdmico aos produtores, e adaptadas aos locais produtivos, resistentes a
doencas e pragas (FREIRE et al., 2007).

2.4 DIVERGENCIA GENETICA
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Estudos sobre a divergéncia genética permitem a
caracterizacdo dos acessos (COSTA, 2010), e ser usado para identificar
linhagens puras ou cultivares com respeito a protecdo varietal e manutencao
de germoplasma, removendo duplicatas que podem estar presentes no banco
(GUPTA; GOPALAKRISHNA, 2009).

Estimar a variabilidade entre gendtipos permite obter
informacdes a respeito do germoplasma, aumenta a eficiéncia da amostragem
de gendtipos, auxilia na definicdo de cruzamentos artificiais e a incorporacéo
de genes de germoplasma exdtico. Também auxilia na indicacdo de cultivares
para determinadas regifes, quando se objetiva aumentar a base genética
(MOHAMMADI; PRASANNA, 2003).

E possivel avaliar a diversidade entre e dentro de populacées,
fornecendo informagdes para identificar individuos divergentes, auxiliando o
melhorista na selecdo de combinacBes mais promissoras e favoraveis para
cruzamentos (FALEIRO et al., 2011), visam identificar genitores para formacéo
de populacGes com variabilidade genética, e consequente ganho genético em
ciclos sucessivos de selegcédo (PASSOS et al., 2007).

Na identificacdo dos parentais divergentes, é aconselhado
selecionar dentro dos grupos, os parentais com maiores médias em relacéo
aos caracteres que se deseja melhorar, objetivando a maxima concentracéo de
alelos favoraveis conforme o intuito da selecdo (PASSOS et al.,, 2007).
Entretanto, selecionar genotipos superiores ndo é uma tarefa facil, uma vez
que as caracteristicas de importancia, principalmente de heranca quantitativa,
sao altamente influenciadas pelo ambiente e inter-relacionadas (SOUSA et al.,
2018).

Para um programa de melhoramento que visa melhorar e obter
novas variedades, a diversidade genética € um pré-requisito, e para tanto,
quando explorada de maneira racional, a partir de uma colecdo de
germoplasma, € necessario a correta caracterizacéo, a qual pode ser realizada
por parametros morfologicos e agronémicos (CARVALHO et al., 2016).

Segundo Coelho et al. (2007), a eficiéncia da conservacao e o
aproveitamento da variabilidade disponivel aumentam quando o material é
devidamente caracterizado. Toda essa variabilidade genética s6 € acessivel e

utilizavel quando se faz uma avaliacédo correta do material, sendo a descricao
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das introducdes ou acessos fundamentais para a manutencao e exploragéo do
potencial das colecfes. A descricdo dos acessos é comumente realizada com
base nas caracteristicas morfologicas e agrondmicas das plantas, assim como
0 uso de técnicas moleculares para o estudo da variabilidade (KARP et al.,
1997).

A partir da década de 80, técnicas de genética molecular
passaram a ser empregadas, permitindo que estudos de identificacao,
caracterizacdo e mapeamento genético passassem a ser realizados com mais
seguranca, rapidez e eficiéncia, e possibilitou avaliar a variabilidade genética
entre acessos (XAVIER et al., 2005).

Contudo, estudos sobre a diversidade genética tém sido
realizados objetivando identificar grupos de cultivares com maior similaridade.
Rodrigues et al. (2002) ao quantificarem a divergéncia genética entre cultivares
locais e cultivares melhoradas de feijdo, utilizando 40 descritores morfolégicos,
conforme a relacédo de descritores estabelecida no Decreto no 2366/97 (Brasil,
1997) juntamente com outras variaveis, constataram que o uso destas técnicas,
possibilitam reunir as cultivares estudadas em grupos distintos de similaridade
geneética.

Ainda assim, em avaliacbes de banco de germoplasma,
coeficientes de similaridade permitem identificar a presenca de duplicatas, que
podem ser descartadas para reducdo do custo e da mao de obra necessaria
para conserva-las (CRUZ et al., 2014).

As medidas de dissimilaridade permitem quantificar e informar
ao melhorista o grau de semelhanca ou de diferenca entre dois genoétipos, no
entanto, o numero de estimativas obtidas é relativamente grande, o que
impossibilita 0 reconhecimento de grupos homogéneos através de um exame
visual. Para este reconhecimento, € fundamental utilizacdo de métodos de
agrupamento ou de projecbes de distancias em gréficos bidimensionais, em
que cada coordenada € obtida a partir da medida de dissimilaridade escolhida
(CRUZ et al., 2014).

Souza et al. (2018) avaliaram a variagcdo genotipica para
tolerdncia a seca entre genotipos de milho, e também buscaram identificar

hibridos com elevada produtividade de grédos em condi¢Bes de déficit hidrico e
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irrigacdo plena. Utilizando a analise multivariada, foi possivel identificar a

diversidade genética util para tolerancia a seca.

2.5 CARACTERIZACAO MORFOAGRONOMICA

Caracterizar um material consiste em anotar seus caracteres
botanicos de alta herdabilidade, que sdo visiveis ou mensuraveis e que se
expressam em diversos ambientes (VALLS, 1988). Considera-se aspectos
morfologicos e fenoldgicos para este processo, utilizando descritores, que sao
bem definidos para fins de reproducédo, e que levem em consideracdo seus
diferentes usos, assim como a diversidade genética (COSTA, 2010).

O descritor é “a caracteristica morfologica, fisiologica,
bioquimica ou molecular que seja herdada geneticamente, utilizada na
identificacdo da cultivar’, conforme instituido pela Lei de Producédo de
Cultivares de n° 9.456, sancionada em 25 de abril de 1997.

Para uma correta caracterizacdo morfologica juntamente com
as avaliacbes a campo, deve ser seguido uma lista minima de descritores pré-
estabelecidos e considerados preliminares como: nome comum, cédigo de
registro no Banco Ativo de Germoplasma, emergéncia, floracao inicial, floracao
média, cor da flor, forma do foliolo central, distribuicdo das vagens na copa da
planta, habito de crescimento, porte da planta, ciclo e cor da semente
(ARAUJO et al., 1984).

Até o presente momento ndo ha descritores exigidos pelo
MAPA para a cultura do feijao-azuki (BRASIL, 2018), no entanto, para a
espécie Vigna unguiculata, a qual pertence ao mesmo género esta padronizado
0s seguintes descritores conforme o MAPA (2003):

A) Descritores: Antocianina no hipocétilo (ausente, presente); Cor da
flor (branca, roxa, outra); Uniformidade da cor da flor (uniforme,
desuniforme); Cor da folha no inicio do florescimento (verde claro,
verde, verde escuro); Comprimento e largura do foliolo central da
ramificagdo principal no inicio do florescimento; Habito de
crescimento (determinado ou indeterminado) Porte da planta no

inicio do florescimento (ereto, semi-ereto ou prostrado); Cor do
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hipocdtilo (verde, roxa, outra); Cor do tegumento (preto, vermelho,
bege, mosqueado, outra); Cor do hilo; Forma da semente; Brilho da
semente.

B) Caracteristicas Agronémicas: Ciclo (nimero de dias da emergéncia
ao inicio do florescimento); Ciclo (nUmero médio de dias da
emergéncia a maturagdo no ponto de colheita da primeira florada);
Populacdo de plantas estabelecida por area no inicio da emisséo
das ramificacbes; Peso de mil sementes; Matéria verde, matéria
seca (forrageiro) (kg.ha'.ano); Capacidade de rebrota se forrageiro
(alta, média e baixa); Utilizacdo se forrageiro (corte, pastejo,

adubacéo verde).

Além destes, também deve-se observar se ha reacéo a pragas,
identificando a reacdo da cultivar a insetos e patdégenos, avaliando a ocorréncia
e 0 grau de incidéncia a campo. Deve-se avaliar a reacdo a adversidades, a
produtividade e a qualidade, entre outras informacdes adicionais que possam
ser pertinentes (MAPA, 2003).

Entretanto, caracterizar morfologicamente pode apresentar
algumas limitacbes, como influéncias ambientais e a dificil medicdo dos
caracteres avaliados (KARP et al., 2007). Devido a estas limitacdes, técnicas
bioquimicas como isoenzimas, eletroforese de proteinas e marcadores
moleculares comecaram a ser utilizados, porém sem substituir a caracterizacao

morfologica, sendo essas técnicas consideradas complementares.

2.6 CARACTERIZAGAO MOLECULAR

Estudos de identificacdo, caracterizagdo e mapeamento
genético de materiais anteriormente eram realizados apenas segundo seus
caracteres morfoagrondmicos, no entanto com a evolugcédo da genética, passou-
se a utilizar técnicas de genética molecular, o que representou uma maior
seguranca, rapidez e eficiéncia além de possibilitar avaliar a variabilidade
genética entre os acessos (XAVIER et al., 2005; LU et al., 2009).

Os descritores morfologicos sdo comumente utilizados para o

registro e langamento de novas variedades. Porém, para uma maior confianca
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dos resultados, os descritores de DNA, baseados no genétipo do individuo, tem
se popularizado, devido ao seu potencial de distincdo entre genaotipos
morfologicamente similares e geneticamente aparentados (MILLACH, 1998).

Cada genotipo possui uma sequéncia de nucleotideos que
compde seu DNA. A deteccado de diferencas entre essas sequéncias revela um
padrdo Unico, ou seja, uma impressao digital genética (genetic fingerprinting)
que pode ser utilizada na identificacdo de individuos e também para testes de
paternidade. Essas impressfes digitais podem ser detectadas através de
marcadores moleculares, medindo a distancia genética entre os genotipos em
estudo (LANZA et al., 2000).

Com o desenvolvimento de marcadores de DNA é possivel
determinar a variabilidade genética dentro e entre espécies de um mesmo
género, determinacdo da conservacdo e ordem de genes em espécies de
géneros diferentes e em estudos gendmicos mais elaborados, como a
identificacdo de genes especificos (BRONDANI et al., 2003).

O uso de marcadores moleculares permite acessar a
variabilidade existente entre individuos. Existem duas classes de marcadores
moleculares, os baseados em hibridagcdo como RFLP (Restriction Fragment
Length Polymorphism) e minissatélites; e os que sdo baseados em PCR
(Polymerase Chain Reaction), que inclui RAPD (Random Amplified
Polymorphic DNA); Microssatélites —SSR (Simple Sequence Repeats); AFLP
(Amplified Fragment Length Polymorphism); ISSR (Inter Simple Sequence
Repeat) e os marcadores SNPs (Single Nucleotide Polymorphism) (MENDES,
2014).

A técnica baseada em PCR para analises de DNA, Amplified
Fragments Length Polymorphism (AFLP) traduzido para o portugués
“Polimorfismo de Comprimento de Fragmentos Amplificados”, mostra-se um
confiavel marcador molecular genético. A técnica permite diferenciar
significativamente niveis de polimorfismo de DNA por meio de rastreamento
rapido de muitos loci genéticos independentes em um unico ensaio (VOS, et
al., 1995).

Seu manuseio permite estudos genéticos detalhados em um
grande numero de genoétipos com menor esforco em comparagdo com outras

técnicas. O AFLP alia a especificidade dos sitios de restricdo do RFLP a
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praticidade da amplificacdo do PCR, apresentando-se como poderosa
ferramenta na caracterizacdo de genomas e no mapeamento genético (VOS et
al., 1995). O nivel de variacdo detectado pelo AFLP depende do numero de
pares de primers e da distancia genética entre as variedades analisadas
(CHEN et al., 2011).

A técnica baseia-se na digestao simultanea do DNA genémico
com duas enzimas de restricdo. Sao utilizados adaptadores especificos, com
terminais complementares as extremidades coesivas dos sitios de restricao,
que séo ligados aos fragmentos de DNA digeridos. Dois adaptadores
especificos sdo usados em cada sitio de restricao. Os fragmentos digeridos e
com os adaptadores ligados a eles sdo submetidos a uma reacédo de PCR com
primers pré-seletivos, cuja sequéncia € complementar a dos adaptadores,
acrescidos de um nucleotideo arbitrario na sua extremidade 3'. E realizada uma
amplificacdo pré-seletiva visando o aumento da propor¢cédo dos fragmentos de
interesse e uma selecao inicial destes. Os fragmentos pré-amplificados séo
submetidos as rea¢Bes de amplificacdo seletiva, utilizando primers com a
mesma sequéncia dos primers pré-seletivos acrescida de dois nucleotideos
arbitrarios na extremidade 3’. Com o gel de sequenciamento € feita a deteccéo
dos fragmentos polimorficos, utilizando um dos primers seletivos marcados
com radioatividade ou com fluorescéncia (VOS et al.,, 1995; LANZA et al.,
2000).

A técnica AFLP permitiu detectar polimorfismo genético
equivalente e maior divergéncia entre espécies de Elaeis oleifera e E.
guineenses, sendo esta uma técnica capaz de fornecer um modo rapido e
eficaz de caracterizar uma colecado de acessos genéticos (BARCELOS et al.,
2002).

Chen et al. (2011) utilizaram a técnica AFLP para avaliar a
extensdo da diversidade entre os NaNs* mutantes induzidos e variedades
comerciais de Phaseolus vulgaris introduzidas da China. Todos os pares de
primers AFLP produziram fragmentos de DNA bem definidos e polimorfismo
entre os 46 acessos de feijoeiro. Dessas 46 amostras de DNA de feijoeiro
amplificadas com reacdo em cadeia da polimerase (PCR) com 8 pares de
primers pré-selecionados, foram obtidos 516 fragmentos, dos quais 448 foram
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polimérficos. Os autores afirmam, que o maior numero de fragmentos

polimorficos confirma a eficiéncia de detecgcéo do polimorfismo da AFLP.
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3 ARTIGO A: CARACTERIZAGAO MORFOAGRONOMICA E MOLECULAR DE
GENOTIPOS DE FEIJAO AZUKI.

3.1RESuUmMO

O feijao azuki (Vigna angularis (Willd.) Ohwi e Ohashi, tem se popularizado no
Brasil devido a popularizacdo da cultura asiatica e devido as propriedades
nutricionais e nutracéuticas que apresenta. Atualmente ha apenas uma
cultivar registrada no pais, sendo comum a utilizacdo de materiais crioulos e
locais. O objetivo deste trabalho foi estimar a diversidade genética de acessos
de feijdo azuki pertencentes ao Banco de Germoplasma da Universidade
Estadual de Londrina. Trinta e dois acessos foram avaliados com base em
suas caracteristicas morfologicas, e 38 molecularmente. Para avaliacdo das
caracteristicas morfo-agronémicas foi realizado a semeadura em blocos ao
acaso, quatro repeticdes, com 28 acessos, oriundos de material crioulo da
regido e quatro materiais também pertencentes ao género Vigna. Os acessos
foram caracterizados conforme  descritores  morfoagronébmicos e
molecularmente por meio do método AFLP. Para a AFLP, os acessos foram
cultivados até o desenvolvimento do primeiro trifélio, o qual foi coletado e
submetido a analise. A dissimilaridade genética foi estimada por meio da
distancia generalizada de Mahalanobis e agrupadas pelo método de UPGMA.
Os dados qualitativos e quantitativos agruparam o0s genoétipos em cinco
grupos, com distancias de 0,4 e 75 respectivamente. Os principais caracteres
responsaveis pelo agrupamento dos AZP em Unico grupo foram: porte e
habito de crescimento, coloracdo da flor, da vagem no ponto de colheita e das
sementes. A varidvel NVAG nado apresentou diferencas significativas,
indicando baixa relevancia para diferenciacdo dos materiais. As
caracteristicas TVAG, P100 e COMPF foram as que mais contribuiram para
qguantificacdo da divergéncia. Apenas 38% dos fragmentos gerados pela
AFLP apresentaram polimorfismo. Segundo a analise molecular o gendtipo
Caupi apresentou menor dissimilaridade aos genétipos AZP. Os gendtipos

AZP nao séo divergentes entre si.

Palavras-chave: Vigna, Vigna angularis, melhoramento genético, AFLP.
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3.2 ABSTRACT

Morphagronomic and Molecular characterization of Azuki bean genotypes

The azuki bean (Vigna angularis (Willd.) Ohwi and Ohashi, is of great food and
cultural importance in Asian countries, while in Brazil, its consumption has been
increasing due to the popularization of Asian culture, nutritional and
nutraceutical properties. Currently, there is only one cultivar registered in the
country, therefore, it is common the use of landraces and local materials. The
objective of this work was to estimate the genetic diversity of Azuki bean
accesses belonging to the Germplasm Bank of the State University of Londrina.
Thirty-two accessions were morphologically evaluated, and 38 accession were
evaluated based on their molecular characteristics. For the evaluation of the
morpho-agronomic characteristics, field sowing was performed in randomized
blocks with four replications, containing 28 accesses, originating from landraces
materials from the region and four materials also belonging to the genus Vigna.
The accessions were characterized according to agro-morphological descriptors
and molecularly through the AFLP method. For molecular characterization, the
accessions were cultivated in a greenhouse until the development of the first
trefoil, which was collected and submitted to the analysis. From the obtained
results, the genetic dissimilarity was estimated through the generalized distance
of Mahalanobis and grouped by the UPGMA method for both analyzes.
Qualitative and quantitative data grouped the genotypes into five groups, with
distances of 0.4 and 75, respectively. The main traits responsible for grouping
AZP in a single group: size and growth habit, flower color, pod color at harvest
point and seeds. The NVAG variable showed no significant differences,
indicating low relevance for differentiation of materials. The TVAG, P100 and
COMPEF characteristics contributed the most to quantify the divergence. The
AZP genotypes were related in a single group according to morphoagronomic
analysis, and grouped with the Caupi genotype through the AFLP, differing from
the other groups. The AZP genotypes are not divergent.

Keywords: Vigna, Vigna angularis, plant breeding.
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3.3 INTRODUCAO

O feijao azuki (Vigna angularis), também conhecido como feijao
adzuki, apresenta como centro de origem a China, maior produtor e
consumidor mundial do grdo (CHEN et al.,, 2015). Acredita-se que foi
domesticado a partir das espécies selvagens, V. angularis var. nipponensis.
Seu local de domesticacéao nao € definido com precisdo, porém acredita-se que
tenha ocorrido na China, Japdo e Coréia, paises poderia retirar consumidores
da leguminosa onde sao cultivadas amplamente (LESTARI et al., 2014).

Atualmente é encontrado em mais de 30 paises, e seu
consumo faz parte da dieta de aproximadamente um bilh&do de pessoas (YANG
et al., 2015). Seu alto valor nutricional o torna atrativo ao consumo humano,
muito utilizado na producdo de sobremesas. Nas colbnias asiaticas,
principalmente nas japonesas, onde € mais popular, este € utilizado para o
preparo de doces (CHEN et al., 2015; LESTARI et al., 2014; VIEIRA, 2002).

Além da importancia alimenticia, por ser fonte de carboidrato,
gorduras e proteinas (SATO et al., 2008), diversas pesquisas evidenciam o0s
beneficios do consumo do extrato e de suas sementes, devido as propriedades
antioxidantes e anti-inflamatoria que possuem, além da presenca de compostos
fendlicos e flavonoides (LIN; LAY, 2006).

Em busca do aperfeicoamento dos materiais, variedades locais
evoluiram ao longo do tempo através da interacédo entre o homem, a agricultura
e 0 meio ambiente, selecionando-as para atender as necessidades humanas
(CARVALHO et al., 2016). Com a evolucdo das cultivares, as caracteristicas
presentes nas plantas consideradas selvagens inicialmente, séo perdidas.
Dessa forma, quando se procura variabilidade genética e resgate de caracteres
considerados importantes para uma cultivar, os materiais crioulos sé&o
fundamentais. Neste sentido, buscar cultivares superiores requer explorar a
variabilidade genética nos cruzamentos de grupos geneticamente divergentes,
possibilitando uma estratégia na obtencao de ganhos de selecdo (CRUZ et al.,
2014).

Para os programas de melhoramento genético de plantas que
visam melhorar e obter novas variedades, além da variabilidade genética entre

materiais, € fundamental que estes sejam corretamente caracterizados e
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identificados dentro de uma colecdo de germoplasma, podendo ser realizada
por parametros morfolégicos e agronémicos (CARVALHO et al., 2016). Além
da caracterizacdo morfoagronémica, resultados obtidos a partir do uso de
marcadores moleculares permitem acessar a variabilidade existente entre
individuos, como a técnica AFLP obtida através de PCR (MENDES, 2014).

O objetivo do presente trabalho foi caracterizar e avaliar
morfoagronomicamente e molecularmente genétipos de feijdo azuki, e a
possibilidade de selecionar linhagens para futuro desenvolvimento de uma

cultivar.

3.4 MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido na Universidade Estadual de
Londrina (UEL). A area experimental pertence ao Departamento de Agronomia
da UEL, localizada a 23°23’ S e 51°11’ W e altitude média de 566 m, na qual o
solo €& classificado como Nitossolo Vermelho Eutroférrico latossélico
(EMBRAPA, 2006). Foi realizada analise de solo do local e as correcbes e
adubacdes necessarias conforme as recomendac¢des para a cultura.

Inicialmente a cole¢céo de feijdo azuki crioulo pertencente ao
banco de germoplasma da UEL foi cultivada a campo na Fazenda Escola da
Universidade Estadual de Londrina para uma prévia avaliacdo e identificacao
de genodtipos mais promissores. A semeadura deste material crioulo foi
realizada adotando espacamento de 0,40 m entre linhas e 0,12 m entre
plantas. Os gendtipos foram colhidos individualmente e avaliados quanto a
altura de planta, numero de ramos, diametro do caule, numero de vagens,
tamanho das vagens e peso de 100 sementes de cada planta.

Vinte e oito acessos considerados mais vigorosos e produtivos
foram selecionados para o estudo de variabilidade genética. Estes gendétipos,
juntamente com a cultivar de feijdo azuki Coimbra, seis materiais de azuki e
mais duas espécies do género Vigna (feijdo-caupi e feijdo mungo-verde)
também pertencentes ao banco de germoplasma da Universidade Estadual de
Londrina, foram cultivados para obtencdo de progénies e demais estudos.
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Os genotipos AZP1 & AZP28 correspondem as progénies do
material crioulo azuki pré-selecionadas e 0s genotipos AZ1 a AZ7 as progénies
de linhagens de feijdo azuki cultivadas na regido (Tabela 1). Para
caracterizacdo e estudo de diversidade genética, também foram avaliados um
acesso de feijao-caupi (CP1) e um de feijao mungo-verde (MV1), ambos
pertencentes ao género Vigna. A cultivar de feijao azuki, Coimbra (C), utilizada
como testemunha.

As sementes dos materiais cultivados foram caracterizadas

qguando a cor e o formato das sementes (Tabela 1 e Figura 1).

Tabela 1 — Caracterizacdo dos acessos segundo a “Cor” e “Formato” das
sementes dos gendtipos Vigna avaliados.

Nome Cor Formato
CP1 Creme Oblongo
MV1 Verde Oval

AZ1 Vermelho Oval

AZ2 Mistura de verde Oblongo
AZ3 Vermelho Oblongo
AZ5 Verde Oblongo
AZ6 Vermelho Oblongo
AZ7 Verde Oblongo
Coimbra Vermelho Oval

AZP1 a AZP30 Vermelho claro Oblongo

Fonte: O préprio autor.

Figura 1 - Sementes dos acessos de CP1 (a), MV1 (b), AZ1 (c), AZ2 (d), AZ3
(e), AZ5 (f), AZ6 (g), AZ7 (h), Coimbra (i) e AZP ().
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Fonte: O préprio autor.
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O delineamento experimental adotado foi o de blocos ao acaso,
com quatro repeticbes contendo 32 gendtipos sendo eles AZP1 a AZP30, AZ1,
C, MV1 e CP1. A parcela experimental, constituida de uma linha de 2 metros,
em um espagamento de 0,25 m entre plantas e 0,80 m entre linhas, totalizando
8 plantas de cada tratamento por parcela. Para a bordadura foi utilizado um
material crioulo de feijao azuki.

A irrigacdo, tratos culturais como capina, aplicacdo de

fitossanitarios foram realizadas conforme necessidade e demanda da cultura.

3.4.1 CARACTERIZAGAO MORFOAGRONOMICA DOS GENOTIPOS

As avaliacdes das variaveis qualitativas e quantitativas (Tabela
2 e 3) foram feitas conforme descritores utilizados para a cultura do feijao-caupi
(COSTA, 2010).

Tabela 2 — Caracteres qualitativos avaliados para os 32 genotipos de Vigna.

Caodigo Avaliacdo Método

TRI 1° Trifélio expandido Ngmgro d? ,d!as para a expansdo do
primeiro trifélio
NUmero de dias da semeadura a 50

FLO Floracao % da floraco

PP Porte da planta Ereto, semi-prostrado ou trepador
HC Habito de crescimento Determinado ou Indeterminado
CF Cor da folha Verde claro, verde, verde escuro
TF Textura da folha Coriacea, intermédia, membranosa
PILOF Pilosidade da folha Niveis: baixo, médio, alto

PC Pilosidade no caule Niveis: baixo, médio, alto

CFLOR Cor da flor Branca, amarela ou roxa

CVI Cor da vagem imatura Verde claro, verde, verde escuro
CVM Cor da Vagem madura Verde claro, verde, verde escuro
CORS Cor da semente Coloracdo do tegumento

FORMS Forma da semente Caracterizacao morfolégica
CICLO Ciclo da cultura Dias entre semeadura e colheita

Fonte: O préprio autor.

Tabela 3 - Caracteres quantitativos avaliados para os 32 genétipos de Vigna.

Cddigo  Avaliacao Método
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ALT Altura Centimetros (cm)
CFC Comprimento do foliolo central Centimetros (cm)
LF Largura da folha Centimetros (cm)
NVP Numero de vagens por planta -

TVAG Comprimento da vagem Centimetros (cm)
NSV Numero de sementes por vagem -

NSP Numero de sementes por planta -

P100 Peso de 100 sementes Gramas (g)
PROD  Producéo Gramas planta

Fonte: O préprio autor.

3.4.2 CARACTERIZACAO MOLECULAR

Para avaliagdo molecular, o total de 38 acessos de feijao
pertencentes ao banco de germoplasma da Universidade Estadual de Londrina
(UEL) foram cultivados em casa de vegetacdo. A segunda folha trifoliolada de
cada acesso foi coletada, acondicionadas em silica, e encaminhadas ao
Laboratorio de Biologia Molecular do Centro de Ciéncias Biologicas da
Universidade Estadual de Londrina para analise molecular.

A extracdo de DNA foi realizada conforme o protocolo de
Ferreira e Grattapaglia (1998). Para o rompimento das paredes e membranas
celulares, os tecidos foliares passaram por maceracéo utilizando o aparelho
Retsch MM400 Mixer Mill em tubos de 2 mL e em seguida, adicionados 1000yl
de tampéo de extracdo CTAB 2% com 2% de [ mercaptoetanol em cada
amostra.

As amostras permaneceram incubadas a 65°C durante 30
minutos sob agitacdo, em seguida resfriadas a temperatura ambiente e
acrescidas de 600pul de cloroférmio:alcool isoamilico (24:1). Apds agitagao por
inversdo durante 5 minutos, as amostras foram centrifugadas a 14000 rpm por
5 minutos. O sobrenadante foi isolado em tubos de 1,5 mL, sobre o qual
adicionou-se 400ul de isopropanol gelado. Apds incubagdo a -20°C por 20
minutos, as amostras passaram por centrifugacédo durante 5 minutos a 10000
rpm. Lavou-se o precipitado com alcool 70% duas vezes, e uma vez com alcool
100%, e colocado para secar em temperatura ambiente. Em seguida o DNA
precipitado foi ressuspendido em 50ul de TE 1% e tratados com 3 ul de RNAse
110 ng/ul e incubados por 40 minutos a 37°C e ap06s deixados over night a

temperatura de 5 °C. Posteriormente foram armazenados a -80°C até o uso.
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Para verificar a qualidade e quantidade do DNA total, realizou-
se eletroforese em gel de agarose 1% corado com brometo de etideo e
visualizado sob luz UV.

As andlises de AFLP transcorreram conforme metodologia
descrita por Vos et al. (1995). A restricdo do DNA e a ligacdo ao adaptador
foram realizadas simultaneamente. Aproximadamente 700 ng de DNA digeridos
com 5 U EcoRl e 1 U Msel a 37 ° C por 4 horas, seguido por ligacdo de
adaptador usando 2 U T4 DNA ligase a 22 ° C por 1 hora e incubagdo a 70 ° C
por 10 min para inativacdo térmica das enzimas de restricdo. A amplificacdo
pré-seletiva, realizada utilizando os conjuntos de primers EcoRI + A e Msel + C,
em um volume final de 10 yL, contendo 3,5 uL 3 x padrao diluido. Executou-se
a PCR a 72 °C durante 2 minutos, seguido por 20 ciclos de 94 °C durante 1
segundo, 56 °C em 30 segundos e 72 °C em 2 minutos e extensao final a 60 °C
em 30 minutos. Testou-se oito pares de primers seletivos e 0s quatro pares
mais polimorficos e reproduziveis selecionados para amplificacdo seletiva
(NED-Eco+ACA/Mse+CAC,; PET-Eco+AGC/Mse+CTGA,; VIC-
Eco+ACT/Mse+CTT; FAN-Eco+AAG/Mse+CTC). A reagéao seletiva foi realizada
usando 2,5 pL 6 x do padrao diluido em um volume final de 10 mL. A
amplificacdo sucedeu-se com um ciclo inicial de 94 °C por 2 minutos, seguido
de 65 °C por 30 segundos, 72° C por 2 minutos, oito ciclos de 94 °C por 1
segundo, 64 °C por 30 segundos (com um decréscimo de 1 °C por ciclo) e 72
°C durante 2 minutos, 23 ciclos de 94 °C em 1 segundo, 56 °C em 30

segundos, 72 °C em 2 min e extensao final a 60 °C durante 30 minutos.

3.4.3 ANALISE ESTATISTICA

Quanto a analise estatistica, para os dados quantitativos foi
realizada as andlises de homogeneidade de variancias (Bartley) e normalidade
(Shapiro-Wilk). As caracteristicas CFC, COMPV, NSV, P100 e PROD foram
transformadas segundo critério de Box e Cox (1964), os respectivos lambdas
foram: 2,0327; 2,3317; 1,4547; 1,4677 e 0,8548, para atenderem o0s
pressupostos. Posteriormente, procedeu-se com a analise de variancia para
verificar a variabilidade genética existente entre os genotipos. As médias foram

agrupadas pelo teste de Scott-knott a 5% de probabilidade. A dissimilaridade
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foi estimada com base na distancia generalizada (D?) de Mahalanobis e a
contribuicdo relativa dos caracteres para a divergéncia foi estimada pelo
método de Singh (1981).

Para o0s caracteres qualitativos empregou-se a analise
descritiva dos dados e a dissimilaridade foi estimada com base no coeficiente c
para dados multicategéricos, segundo a expressdo: 1 — c. Os agrupamentos
para as matrizes qualitativas e quantitativas foi com base no método
hierarquico Unweighted Pair-Cluster Method Using Arithmetic Average
(UPGMA). Complementarmente, para as caracteristicas quantitativas
empregou-se a técnica de variaveis candnicas.

Para as analises AFLP, os dados foram interpretados de
acordo com a auséncia ou presenca de bandas, gerando uma matriz binaria. O
coeficiente de similaridade de Jaccard foi usado para estimar as distancias
genéticas entre os acessos de feijao. A representacdo simplificada das
distancias genéticas entre os acessos obtida utilizando o método hierarquico de
UPGMA. Os dados brutos de AFLP foram pontuados para cada combinacéo de
iniciadores utilizando o software GeneMapper v.4.1 (Applied Biosystems)
considerando fragmentos de 75-500 pb para gerar a matriz binaria utilizada
para a estimativa de parametros génicos de populacéo. Para a identificacdo do
namero (K) de clusters de individuos geneticamente semelhantes, utilizou-se o
software Structure v. 2.3.3, com um modelo de mistura, comprimento de
queima de 25.000 e 250.000 repeticoes de MCMC (Cadeia de Markov Monte
Carlo) e 10 repeticdes por K, com K variando de 1 a 4. O numero de clusters foi
definido igual a 2 usando o website Structure Harvester.

Para o teste de agrupamento de médias e o calculo da
importancia relativa das caracteristicas foram realizados com o auxilio do
programa Genes. O programa R foi utilizado para as analises de distancia

genética, agrupamentos hierarquicos e correlacdo cofenética (CCC).

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 CARACTERIZACAO MORFOAGRONOMICA —VARIAVEIS QUALITATIVAS
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As variaveis qualitativas foram avaliadas e classificadas como:
Porte: ereto ou semiprostrado; Habito de crescimento: determinado ou
indeterminado; Cor da folha: verde escuro ou verde intermediario; Textura da
folha: coridcea ou intermediaria; Pilosidade da folha e pilosidade do caule:
ausente, baixa, média ou alta; Formato da folha: oblonga ou deltoide; Cor da
flor: violeta, amarela ou branca; Cor da vagem imatura: verde claro, verde
intermédio ou verde escuro; Cor da vagem madura: palha rajado, palha ou
preto; Cor da semente: vermelho claro, vermelho, esverdeada ou branca;
Formato da semente: oblonga ou oval; Dias para emergéncia; Dias para
expansdo do primeiro trifolio; Dias para florescimento; Ciclo da planta (dias

entre semeadura e colheita final).



Tabela 4 - Variaveis qualitativas dos 32 genotipos do género Vigna.
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GEN! Porte Hab. Cor Text. Pilos.da Pilos.do Formato Corda Qorvag Cor vag Cor Formato E 1T E Ciclo
cresc folha folha folha caule da folha flor imatura  madura  semente  semente

AZP1 Semi Indet. VE COR Baixa Baixa Oblonga Violeta VC P. Rajado V. claro Oblongo 9 15 45 80-94
AZP2 Semi Indet. VE COR Baixa Baixa Oblonga Violeta VC P.Rajado V. claro Oblongo 9 15 45 80-94
AZP3 Semi Indet. VE COR Baixa Baixa Oblonga Violeta VC P. Rajado V. claro Oblongo 9 17 45 80-94
AZP4 Semi Indet. VE COR Baixa Baixa Oblonga Violeta VC P. Rajado V. claro Oblongo 9 17 45 80-94
AZP5 Semi Indet. VE COR Baixa Baixa Oblonga Violeta VC P. Rajado V. claro Oblongo 9 19 45 80-94
AZP6 Semi Indet. VE COR Baixa Baixa Oblonga Violeta VC P. Rajado V. claro Oblongo 9 19 45 80-94
AZP7 Semi Indet. VE COR Baixa Baixa Oblonga Violeta VC P. Rajado V. claro Oblongo 9 19 45 80-94
AZP8 Semi Indet. VE COR Baixa Baixa Oblonga Violeta VC P. Rajado V. claro Oblongo 9 17 45 80-94
AZP9 Semi Indet. VE COR Baixa Baixa Oblonga Violeta VC P.Rajado V. claro Oblongo 9 19 45 80-94
AZP10 Semi Indet. VE COR Baixa Baixa Oblonga Violeta VC P. Rajado V. claro Oblongo 9 19 45 80-94
AZP11 Semi Indet. VE COR Baixa Baixa Oblonga Violeta VC P. Rajado V. claro Oblongo 9 19 45 80-94
AZP12 Semi Indet. VE COR Baixa Baixa Oblonga Violeta VC P.Rajado V. claro Oblongo 9 19 45 80-94
AZP13 Semi Indet. VE COR Baixa Baixa Oblonga Violeta VC P. Rajado V. claro Oblongo 9 17 45 80-94
AZP14 Semi Indet. VE COR Baixa Baixa Oblonga Violeta VC P. Rajado V. claro Oblongo 9 15 45 80-94
AZP15 Semi Indet. VE COR Baixa Baixa Oblonga Violeta VC P. Rajado V. claro Oblongo 9 15 45 80-94
AZP16 Semi Indet. VE COR Baixa Baixa Oblonga Violeta VC P. Rajado V. claro Oblongo 9 19 45 80-94
AZP17 Semi Indet. VE COR Baixa Baixa Oblonga Violeta VC P. Rajado V. claro Oblongo 9 17 45 80-94
AZP18 Semi Indet. VE COR Baixa Baixa Oblonga Violeta VC P. Rajado V. claro Oblongo 9 19 45 80-94
AZP19 Semi Indet. VE COR Baixa Baixa Oblonga Violeta VC P.Rajado V. claro Oblongo 9 17 45 80-94
AZP20 Semi Indet. VE COR Baixa Baixa Oblonga Violeta VC P. Rajado V. claro Oblongo 9 17 45 80-94
AZP21 Semi Indet. VE COR Baixa Baixa Oblonga Violeta VC P. Rajado V. claro Oblongo 9 19 45 80-94
AZP22 Semi Indet. VE COR Baixa Baixa Oblonga Violeta VC P.Rajado V. claro Oblongo 9 19 45 80-94
AZP23 Semi Indet. VE COR Baixa Baixa Oblonga Violeta VC P.Rajado V. claro Oblongo 9 19 45 80-94
AZP26 Semi Indet. VE COR Baixa Baixa Oblonga Violeta VC P. Rajado V. claro Oblongo 9 17 45 80-94
AZP27 Semi Indet. VE COR Baixa Baixa Oblonga Violeta VC P. Rajado V. claro Oblongo 9 19 45 80-94
AZP28 Semi Indet. VE COR Baixa Baixa Oblonga Violeta VC P.Rajado V. claro Oblongo 9 19 45 80-94
AZP29 Semi Indet. VE COR Baixa Baixa Oblonga Violeta VC P. Rajado V. claro Oblongo 9 17 45 80-94
AZP30 Semi Indet. VE COR Baixa Baixa Oblonga Violeta VC P. Rajado V. claro Oblongo 9 19 45 80-94
MV1 Ereto Det. VE INT Alta Alta Deltéide Amarela VC Preta Esverdeado Oval 10 17 45 80
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AZl1 Ereto Det. Vi INT Média Baixa Deltdide Amarela VI Palha V. Vinho Oval 13 17 45 85
C Ereto Det. VE INT Média  Média Oblonga Amarela VE Palha V. Vinho Oval 10 17 45 80
CP1 Semi Indet. VE COR Ausente Ausente Deltdide Branca VC Palha Branco Oblongo 9 15 45 88

1GEN: genétipo; Semi: semiprostrado; Hab. Cresc.: habito de crescimento; Indet: indeterminado; DET: determinado; VE: verde escuro; VI: verde intermédio; COR: coriacea;
INT: intermediaria; Text.: Textura; VC: verde claro; Cor vag imatura: cor da vagem imatura; Cor vag madura: cor da vagem madura; P. rajado: Palha rajado; V. claro: vermelho
claro; E: emergéncia; 1T: 1° trifdlio completamente expandido; F: dias para floragdo média.

Fonte: O préprio autor.
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Os gendtipos AZ2 a AZ7, apesar de identificados, ndo se
desenvolveram a campo, impossibilitando a caracterizacdo morfoagronémica
dos gendtipos.

Os gendtipos “AZP” (Figura 4) ndo apresentaram variacoes nas
caracteristicas qualitativas avaliadas. A emergéncia do material levou em torno
de 9 dias, e entre 15 e 19 dias para expansao completa do primeiro trifélio. De
porte semiprostrado, habito de crescimento indeterminado, com folha formato
oblonga (Figura 2) de cor verde claro e textura coriacea, de baixa pilosidade
tanto na folha quanto no caule. A floragdo do material ocorreu aos 45 dias apos
a semeadura, e as flores apresentaram coloracéo violeta. Quando imatura, a
vagem apresentou coloracdo verde claro mudando para cor palha rajado
(Figura 5) quando seca (maturidade de colheita). Suas sementes de formato
oblongo, apresentaram coloracdo de tegumento vermelho claro. O ciclo do
material variou entre 80 e 94 dias da semeadura a colheita.

O CP1 (Feijao-Caupi), também levou 9 dias para a emergéncia
das plantulas, e apresentou porte semiprostrado e habito de crescimento do
tipo indeterminado, com ciclo de 88 dias. Sua folha de formato deltoide e
coloracdo verde escura, ndo apresentou pilosidade, assim como o caule. As
flores (Fgura 3) de coloracdo branca, surgiram apos 45 dias da semeadura,
gue resultaram em vagens de coloragéo verde clara quando imaturas, e de cor
palha quando maturas. A coloragdo palha das vagens foi uniforme,
diferentemente da coloracédo palha do material AZP, que se apresentou como
rajada. As sementes de coloracao branca, apresentam formato oblongo.

Os materiais “AZ1” e “C” e “MV1”, apresentaram porte ereto e
hébito de crescimento determinado, e também folha de textura intermédia, e
flores de coloracdo amarela, diferindo dos outros materiais principalmente
nessas caracteristicas. Os materiais “AZ1” e “C” apresentaram coloragao palha
de vagem madura e sementes cor vermelho, enquanto o material MV1,
coloracdo preta e sementes esverdeadas. O material “MV1”, diferente dos

demais, possui alta pilosidade nas folhas e caule.
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Figura 2 - Folha dos 32 gendétipos do género Vigna avaliados.

Legenda - MV1 (A), AZ1 (B), Coimbra (C), Caupi (D), AZP (E).
Fonte: O préprio autor.

Figura 3 - Flores dos 32 genotipos do género Vigna avaliados.

Legenda - MV1, AZ1, Coimbra (A); Caupi (B); AZP (C).
Fonte: O préprio autor.
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Figura 4 - Planta inteira representativa do genétipo AZP.

Fonte: O préprio autor.

Figura 5 - Coloragédo da vagem dos 32 gendtipos do género Vigna avaliados

® ©

Legenda 1 — MV1 (A); AZP (B); AZ1, Caupi e Coimbra (C).
Fonte: O proprio autor.



40

Partindo do pressuposto por Cargnelutti Filho et al. (2008) que
mudancas drasticas de nivel em dendrograma, indicam unido de cultivares
heterogéneas, foi estimado o corte. Através do agrupamento UPGMA para
caracteristicas qualitativas, os materiais foram agrupados conforme as
distancias genéticas (Figura 2), com a formacao de quatro grupos.

No primeiro grupo, ficou apenas o material MV1 (Feijao-
moyashi), o qual foi caracterizado pela presenca de pilosidade na folha e no
caule, sendo o mais alto nivel avaliado, cor da vagem no ponto de colheita
preta e sementes esverdeadas. No segundo grupo, os materiais C e AZ1 se
uniram.

Apesar dos grupos 1 e 2, apresentarem porte ereto e habito de
crescimento determinado, estes foram diferenciados pela coloracdo das
sementes e a presenca de pilosidade na folha e no caule, que se classificaram
como média, quando comparadas aos demais.

O terceiro grupo formado pelo genétipo CP1, também por
apenas um genoétipo, teve como diferencial, a auséncia de pilosidade e a
coloracgéo da flor e semente, ambas de colorag&o branca.

O quarto grupo, formado pelos materiais AZP, se diferenciaram
dos demais principalmente pelas caracteristicas cor da flor (violeta), cor da
vagem no ponto de colheita (palha rajado) e cor da semente (vermelho claro)
(Tabela 4).
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Figura 6 - Dendrograma das distancias genéticas dos caracteres qualitativos
dos 32 gendtipos de Vigna.
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Fonte: O proprio autor.

A coloracdo do tegumento das sementes foi determinante para
a formacgéo dos grupos, e é uma caracteristica importante para o feijdo azuki,

sendo a coloracéo vermelha a preferida pelos consumidores no Leste da Asia
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(HORIUCHI et al., 2015). A pasta purpurea vermelha ou roxa escura preparada
a partir dos gréos de azuki vermelho quando fervido, é chamada "an" e € um
ingrediente importante em doces japoneses e chineses. No Japéo, o feijao
azuki vermelho é usado para preparar o doce "wagashi" e o prato de feijdo
cozido com agucar "amanatto”. Alguns doces japoneses sao feitos a base de
uma pasta amarela de marfim (IVY) preparada a partir de cultivares de adzuki
com sementes de IVY. Sendo assim, a coloracdo da casca € um fator
determinante da qualidade e do sabor (HORIUCHI et al., 2015).

Lima et al. (2012) utilizando o método de Tocher, evidenciaram
a dissimilaridade genética de gendtipos de feijao pela coloracédo das sementes,
agrupando todos os gendtipos de tegumento preto em um grupo, sendo esta
caracteristica considerada uma das mais importantes dentre os descritores
morfolégicos utilizados.

Cardona-Ayala et al. (2013), com o objetivo de melhorar o
material de feijdo-caupi “Crioulo-Cérdoba”, observaram uma consideravel
variabilidade genética através dos dias para floracdo do material, afirmando
que a selecao através do numero de dias para a floracao possibilita a obtengéo
de gendtipos mais precoces e com um melhor rendimento de produtividade. No
presente estudo, os dias para a floracdo ndo permitiu a diferenciacdo dos
materiais em grupos, ja que estes apresentaram um numero de dias muito
proximo.

Um dos parametros observados no agrupamento por Vaz et al.
(2017) foi a origem do material avaliado. Os gendétipos de feijdo-vagem
arbustivo de diferentes paises de origem tenderam a se agrupar, indicando que
germoplasma semelhante € compartilhado entre diferentes paises.

Para o estudo da divergéncia genética, a utilizacdo das
distancias de Mahalanobis (D?), possibilitou distribuir genétipos de feijdo caupi
em grupos distintos entre gendtipos do tipo prostrado e do semi-prostrado
(PASSOS et al., 2007), como observado neste trabalho, em que o material
MV1 se diferenciou do segundo grupo, composto por AZ1 e Coimbra apesar de
possuirem mesmo habito de crescimento e porte.

Quando se objetiva identificar genétipos superiores, 0s
parametros qualitativos devido a alta herdabilidade, apresentam ganho direto

com a selecéo pela sua independéncia ao ambiente (KUMAR; MISRA, 2013).
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Entretanto, os parametros quantitativos, de suma importancia para o
melhoramento, séo influenciados pelas condicbes ambientais (CARVALHO et
al., 2016).

4.2 CARACTERIZACAO MORFOAGRONOMICA — VARIAVEIS QUANTITATIVAS

Para os dados quantitativos, a andlise de variancia (Tabela 5),
revelou diferencas significativas para todas as caracteristicas, exceto para
namero de vagens por planta (p<0,01).

Tabela 5 - Resumo da analise de variancia das caracteristicas quantitativas
avaliadas.

Caracteristical QMG? p-valor Média CV? (%)
ALT 32,758 0,0001 30,402 6,85
COMPF* 1974,6 0,0001 106,74 15,49
LARGF 1,3444 0,0003 71,8727 9,21
NVAGns 27,937 0,2831 17,575 27,86
TVAG* 18309 0,0001 230,1 12,36
NSVAG* 24,789 0,0001 15,396 16,86
NSEM 7889,80 0,0001 166,22 23,61
PROD* 75,555 0,0001 15,908 28,13
P100* 262,12 0,0001 32,71 13,15

1ALT: altura; COMPF: comprimento do foliolo central; NVAG: nimero de vagens por planta; TVAG:
tamanho das vagens; NSVAG: numero de sementes por vagem; PROD: producdo de sementes por
vagem; P100: peso de 100 sementes.

2QMG: quadrado médio do gendtipo; Cv: coeficiente de variagdo ambiental.

*Médias transformadas por Box Cox.

Fonte: O proprio autor.

A caracteristica numero de vagens por planta (NVAG), a qual
nao apresentou diferencas significativas conforme a analise, demonstra nao ser
uma variavel relevante para a diferenciagcdo dos materiais.

As médias foram agrupadas por Scott e Knott (Tabela 6).

Tabela 6 - Médias das variaveis quantitativas dos 32 genoétipos do género
Vigna agrupadas pelo teste de Scott e Knott a 5% de probabilidade

GEN ALT COMPF LARG TVAG NSVAG NSEM PROD P100

AZP1 30,5b 15,17c 8,25a 15,14 b 891b 150.73b 2241b 14,85c
AZP2 31,19b 1564c 8,28a 16,07 b 9,75b 241.1c 31,67b 14,73c



AZP3
AZP4
AZP5
AZP6
AZP7
AZP8
AZP9
AZP10
AZP11
AZP12
AZP13
AZP14
AZP15
AZP16
AZP17
AZP18
AZP19
AZP20
AZP21
AZP22
AZP23
AZP26
AZP27
AZP28
AZP29
AZP30
MV1
AZ1
C
CP1

29,38
29,12 b
29,13 b
29,4a b
30,06 b
295b
295b
27,19 a
28,37 a
30,0b
295b
30,31 b
30,75 b
31,25 b
31,31b
295D
33,94 b
30,13 b
28,19 a
29,94 b
32,56 b
31,56 b
29,87 b
30,68 b
29,81 b
29,63 b
39,13 ¢
25,75 a
26 a
39,68 ¢

15,03c 8,06 a
13,97¢c 7,72a
14,78 c 7,86 a
1455c¢c 7,77 a
15,23¢c 8,03 a
1469c 7,82a
14,16 c 7,54 a
127b 74a
14,36 ¢ 7,88a
1461c 7,66a
1368c 7,15a
1457c 761la
15,27¢c 8,3la
1483c 7,91a
1486c 7,78

1468c 7,87 a
14,71 c 7,46 a
1485c 7,92a
1456 c 8,08 a
1426¢c 7,79 a
15,76 ¢ 8,48 a
1451c 7,74 a
1394c 7,43a
13,48¢c 7,74 a
14,29¢c 7,67 a
14,38¢c 8,11a
993a 9,78b
928a 73la
921a 6,37a
12,23b 9,18b

15,35 b
1591 b
15,15 b
15,66 b
15,96 b
152 b
1591 b
14,4 b
155 b
15,36
15,07
15,11
15,36
15,52
15,52
15,73
16,19
15,34
15,22
14,55
15,06
16,38
14,84
15,34
16,13
15,47
7,37 a
7,07 a
9,59 a
8,12 a

O T T T T T T T T T T T Tt ©T T T T

9,11 b
9,49 b
9,08 b
9,47 b
9,55 b
8,4b
8,93 b
9,15b
92b
8,64 b
8,73 b
8,86 b
8,86 b
9,05b
8,84 b
9,18 b
9,05b
8,72 b
8,31b
8,06 b
8,95 b
8,71 b
8,83 b
9,36 b
9,76 b
9,12 b
757 b
7,54 b
5,69 a
5,18 a

175.98b 24,87 b
2156c¢c 2542Db
196.15¢c 28,27 Db
198.73¢c 294D
202.8c 28,97b
176.7b 27,11b
148.45b 22,03 b
177.18b 22,74 Db
166.5b 26,05b
166.28 b 24,46 Db
144.03b 20,86 b
203.5¢c 24,38b
160.75b 23,96 b
203.63c 295D
148.2b 20,67 b
179.23b 26,22 Db
176.53b 25,03 Db
171.53b 24,18 Db
149.88b 22,24 Db
143.6b 22,25b
161.53b 23,03 b
165.45b 25,04 b
200.85¢c 2492b

206 c 25,6 b
170.98b 245D
191.95¢c 29,62Db
148.38 b 10,62 a
30.25a 3,12a
25,13a 3,54 a
121.47b 24,93b

14,1c
14,1c
14,47 c
148 ¢
14,22 c
15,3 ¢
14,81 c
12,86 c
15,52 c
14,52 c
14,3 c
15,84 c
1481 c
14,63 c
13,81 c
13,15¢c
14,44 c
14,15 ¢
1469 c
15,59 ¢
14,33 ¢
15,36 ¢
145c
14,19 c
14,21 c
14,99 c
515 a
10,32 b
6,38 a
20,14 d
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IMédias seguidas pelas mesmas letras e na mesma coluna pertencem ao mesmo grupo pelo
teste de Scott e Knott ao nivel de 5% de probabilidade. GEN: gen6tipo; COMPF: comprimento
do foliolo central; LARG: largura da folha; TVAG: tamanho da vagem; NSVAG: numero de
sementes por vagem; PROD: producéo de sementes por planta; P100: peso de 100 sementes.

Fonte: O proprio autor.

A variavel altura foi diferenciada em trés grupos. Os grupos

apresentaram médias de 27,1, 30,34 e 39,41 cm, sendo o ultimo valor
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correspondente aos materiais CP1 e MV1, os quais apresentaram maior altura
de plantas. As médias do comprimento do foliolo central foram maiores para a
maioria dos genotipos AZP (14,55 mm), seguida dos materiais AZP10 e CP1
com 12,23 mm e AZl e MVlde 9,47mm, enquanto a largura da folha
diferenciou as médias em dois grupos, com MV1 e CP1 1,71 milimetros menor
que 0s outros genotipos.

Para a varidvel tamanho de vagens, os genoétipos AZP
apresentaram média superiores aos outros materiais (15,44 cm), com
aproximadamente o dobro do tamanho dos demais materiais (7,52 cm). Ja o
namero de sementes por vagem dos genotipos C e CP1 foram menores que 0s
demais gendtipos estudados. O numero de sementes por planta possibilitou o
agrupamento em 3 grupos com genotipos mais variados. Os genétipos AZ1 e C
apresentaram média de 30,25 sementes por planta, no segundo grupo 0s
gendtipos AZP e MV1 e CP1 se agruparam (média de 160,17 sementes), e
alguns genotipos de AZP se diferenciaram com média de 206 sementes.

A producdo de sementes (PROD) por planta, foi a que
apresentou médias mais distantes entre os grupos. Os genétipos AZP e CP1,
produziram uma meédia de 25,18 g, enquanto os demais gendtipos produziram
uma média de 5,76 g. O peso de 100 sementes também apresentou meédias
mais distantes umas das outras, agrupando os genétipos em 4 diferentes
grupos, sendo eles C e MV1 com média de 5,76 g, AZ1 com 10,32 g, os
genotipos AZP com 14,55 g, e CP1 com a maior média de 20,14 g.

Através da analise de importancia de caracteres de Singh
(1981) é possivel classificar as variaveis de acordo com suas respectivas
contribuicdes para a divergéncia genética, identificando as caracteristicas que

mais e menos contribuem para discriminagéo dos genatipos (Tabela 7).

Tabela 7 - Contribuicdo relativa de oito caracteristicas para dissimilaridade
genética de 32 gendtipos do género Vigna pelo método de Singh.

Variavel Valor (%)
Altura 11,0162
Comprimento do foliolo central 13,1517
Largura da folha 6,7286
Tamanho da vagem 36,7551

Numero de sementes por vagem 3,0560
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NUmero de sementes por planta 9,5776
Producéo por planta 2,4616
Peso de 100 sementes 17,2533

Fonte: O préprio autor.

As caracteristicas tamanho da vagem, peso de 100 sementes e
comprimento do foliolo central da folha foram as que mais contribuiram para a
quantificacdo da divergéncia entre os genodtipos estudados, somando mais de
66% de contribuicdo juntas.

Resultados semelhantes foram observados por Vaz et al.
(2017), no qual a contribuicdo relativa de cada caracteristica a dissimilaridade
genética, segundo o método de Singh (1981), indicou que o peso de 100
sementes, contribuiu com 47,25% do total, sendo essa, a caracteristica mais
eficiente em explicar a dissimilaridade entre os genotipos e dessa forma,
devem ser priorizadas na escolha dos pais nos programas de melhoramento.

Estes resultados corroboram com os encontrados por Passos
et al. (2007), que visando calcular a divergéncia genética entre gendtipos de
feijdo caupi, constataram que o comprimento de vagem foi uma das variaveis
gue mais contribuiu para a divergéncia genética.

Oliveira et al. (2003) ao estudarem o feijdo caupi [Vigna
unguiculata (L.) Walp] definiram algumas caracteristicas fenotipicas
fundamentais como indicadores na selecao de plantas para o desenvolvimento
de possiveis cultivares. Dentre elas, o nUmero médio de vagens por planta e o
peso de 100 sementes foram as variaveis mais importantes na selecédo para
produtividade de graos.

O peso de 100 sementes também demonstrou ser um
importante parédmetro para variabilidade genética em linhagens do material
feijdo-caupi “Crioulo-Cérdoba”, indicando a possibilidade de ganho genético
guando se deseja a obtencédo de cultivares superiores (CARDONA-AYALA et
al., 2013).

Resultados semelhantes a estes também foram relatados por
Correa e Gongalves (2012), que, ao estudarem a diversidade genética de
genotipos de feijdo comum cultivados em Mato Grosso do Sul, dividiu os

genotipos estudados em trés grupos pelo método hierarquico do vizinho mais
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proximo e em cinco grupos pelas variaveis candnicas. A massa de cem graos,
também chamada de peso de cem sementes, foi a que mais contribuiu para a
dissimilaridade genética, com participacdo de 65,83%, seguido das variaveis
namero de graos por vagem (15,99%), produtividade de graos (13,55%) e
namero de vagens por planta (4,69%). No entanto, o nimero de vagens por
planta, foi a varidvel que menos contribuiu para a dissimilaridade, como
também relatado no presente trabalho, no qual a caracteristica numero de
vagens por planta (NVAG) nao apresentou diferencas significativas conforme a
andlise estatistica, indicando que a variavel ndo foi relevante para a
diferenciacdo dos materiais.

Dentro deste contexto, a utilizacdo de técnicas multivariadas se
mostra uma opcao viavel e eficaz, e que permite multiplas combinacdes de
informacdes dentro da unidade experimental, através da discriminacdo do
gendtipo com base em uma variavel complexa (MOREIRA et al., 2009). Através
da analise multivariada, € possivel reduzir o numero de variaveis e,
consequentemente, a simplificacdo na obtencdo das distancias genéticas. Sua
eficiéncia depende da quantidade de variagdo que essas novas variaveis
explicam, em relacdo as variacbes existentes nos caracteres originais.
Também é possivel identificar grupos de individuos similares, apos a estimacéo
de uma matriz de dissimilaridade, de tal forma que exista homogeneidade
dentro e heterogeneidade entre 0s grupos estabelecidos (CORREA;
GONCALVES, 2012).

O dendrograma das caracteristicas quantitativas (Figura 7),
permitiu a diferenciagdo dos materiais em quatro grupos, 0S mesmos grupos
diferenciados pelas caracteristicas qualitativas. Dessa forma, o0s grupos

formados sao concordantes entre si.
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Figura 7 - Dendrograma das caracteristicas quantitativas dos 32 genotipos do
género Vigna.
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Fonte: O préprio autor.

Através da analise de variaveis canodnicas, foi possivel dividir
0s acessos em 3 distintos grupos, agrupando MV1, AZ1 e C, e distanciando
CP1 e AZP (Figura 8).

Figura 8 - Variaveis canonicas dos 32 genotipos do género Vigna avaliados.
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Fonte: O proprio autor.

O primeiro grupo, formado por MV1, AZ1l e C, tiveram a
producdo de sementes e o nUmero de sementes por vagem como principais

parametros de agrupamento, enquanto os gendtipos AZP se agruparam
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principalmente pelo tamanho da vagem e comprimento do foliolo central. O
material CP1, se distanciou dos demais pelos parametros altura e largura da
folha.

A capacidade produtiva de acessos de feijao-caupi,
qguantificadas pelo nimero de sementes e vagens por planta, o peso da planta
e 0 peso de 100 sementes permitiu 0 agrupamento dos materiais,
diferenciando-os dos demais, como observado por Stoloiva e Pereira (2003).
No entanto, observou-se no presente trabalho através das variaveis candnicas
que o peso de cem sementes e a producdo foram correlacionados
negativamente.

O tamanho da vagem, conforme a analise, foi responséavel pelo
agrupamento dos genétipos AZP. O mesmo foi relatado por Stoloiva e Pereira
(2003), no qual esta variavel, juntamente com o numero de dias para floracao,
agrupou os acessos de feijdo-caupi em um segundo grupo.

Os materiais AZP nao apresentaram diferengas significativas
para a maioria das variaveis qualitativas e quantitativas, no entanto, para a
variavel NUmero de sementes por planta, os materiais AZP2, AZP4, AZPS5,
AZP6, AZP7, AZP13, AZP16, AZP27, AZP28 e AZP30 foram superiores aos
demais, se contrapondo ao trabalho Cardona-Ayala et al. (2013), no qual
através de uma selecao individual de plantas em populacao de feijdo-caupi, foi
constatado uma alta variabilidade genética entre os materiais segundo 0s
caracteres dias para floracdo, numero de ramos primarios por planta,
comprimento da vagem, sementes por vagem, peso de 100 sementes,

comprimento da semente e largura da semente.

4.2 CARACTERIZACAO MOLECULAR

Oito pares de primers seletivos foram entdo testados e os
quatro pares de primers mais polimorficos e reproduziveis foram selecionados

para amplificacdo seletiva (Tabela 8).
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Tabela 8 - Combinac¢bes de primers seletivos de AFLP utilizados, niumero de
fragmentos amplificados, numero de fragmentos polimérficos e porcentagem de
polimorfismo por primer.

[0} (0]
Combinacdes de primers N° de N de_fra,gr_nentos % de polimorfismo
fragmentos polimorficos

NED-Eco+ACA/Mse+CAC 181 106 58.6
PET-Eco+AGC/Mse+CTGA 225 123 54.7
VIC-Eco+ACT/Mse+CTT 423 119 28.1
FAN-Eco+AAG/Mse+CTC 335 95 28.4
Total 1171 443 38,06

De um total de 1.171 fragmentos, 62% foram monomorficos e
38% apresentaram polimorfismo.

Através do agrupamento UPGMA (Figura 5), foi possivel
identificar a formacdo de cinco grupos. Na andlise molecular, outros 6
genotipos foram incluidos, destes, 5 feijdes considerados gendtipos de azuki
(AZ2, AZ3, AZ5, AZ6 e AZ7) e um gendtipo de Phaseolus vulgaris (R).

No primeiro grupo, o genotipo MV1 se isolou dos demais,
corroborando com os resultados obtidos nos agrupamentos qualitativos e
guantitativos. JA no segundo, os gendtipos AZ2, AZ3, AZ5, AZ6 e AZ7,
avaliados apenas molecularmente, se agruparam e distanciaram-se do terceiro
grupo, o qual € também formado por genétipos de Azuki AZP1 e Coimbra,
cultivar registrada.

Novamente, os genotipos AZ1 e Coimbra se agruparam e se
diferenciaram dos demais, incluindo os AZP. O quarto grupo foi formado
apenas pelo material Rosinha, que pertence a outro género. J& o quinto
agrupamento, uniu 0s genotipos AZP ao gendtipo CP1, demonstrando alta
proximidade genética, diferente do que foi evidenciado pelas analises

morfoldgicas, tanto qualitativas quanto quantitativas.

Figura 9 - Dendrograma das distancias genéticas dos 38 genadtipos do género
Vigna estudados através da analise AFLP.
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Outro agrupamento foi realizado para confirmacdo dos
resultados moleculares, o qual dividiu os genoétipos apenas em 2 grupos
(Figura 2).
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Figura 10 - Agrupamento dos genotipos através da andlise AFLP, determinado
pelo software Structure.
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Caupi (35); Rosinha (36); Mungo verde (37); Coimbra (38).
Fonte: O préprio autor.

A variacdo genética e as relacbes entre 31 acessos de
Phaseolus vulgaris L. e dois representantes de Vigna unguiculata L. foram
avaliadas por analise de AFLP por Maciel et al. (2003). Foram classificados um
total de 263 fragmentos de DNA em todos os materiais usando nove
combinacbes de primers e encontrado mais de 95% de polimorfismo nos
produtos da amplificacdo, indicando alta variacdo no nivel do DNA entre os
acessos. Estes resultados se opdem aos relatados no presente trabalho, no
qual foi identificado apenas 38% de polimorfismo entre os 38 gendtipos,
apresentando baixa variacdo de DNA. Desses 31 acessos, 23 deles (70%)
agruparam-se em trés grupos, sendo que a maioria das cultivares comerciais
(91%) agruparam-se em um Unico grupo, enquanto as variedades locais foram
distribuidas ao longo de toda a variacao.

Chen et al. (2011) ao estudaram a diversidade genética em
mutantes de feijdo comum induzidos por NaNs e variedades comerciais
através do método AFLP encontraram 516 fragmentos, dos quais 448 foram
polimorficos, o que representa uma taxa de 8% de polimorfismo. O nivel de
variacdo detectado pelo AFLP depende do numero de pares de primers e da
distancia genética entre as variedades analisadas CHEN et al. (2011). O maior
ndamero de fragmentos polimorficos confirma a eficiéncia de deteccdo do
polimorfismo da AFLP (MACIEL et al. 2003).

O dendrograma obtido a partir da matriz de similaridade dividiu
0s acessos estudados por Chen et. al (2011) em dois clusters. Neste estudo,
os perfis moleculares obtidos de oito pares de primers AFLP demonstraram alta
diversidade genética entre os tipos selvagens Hwachia, 34 mutantes de feijao
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comum gerados por NaNs> e 11 variedades comerciais introduzidas, e
relataram que a mutagénese induzida por NaNs~ pode efetivamente ampliar a
diversidade genética das variedades de feijdo, e que alguns dos mutantes
produzidos podem ser Uteis como fontes de variacdo para o desenvolvimento
de novas variedades melhoradas de feijdo (CHEN et al., 2011).

Estes resultados confrontam o0s obtidos na analise
morfoagronémica, apresentando o genotipo AZP menos dissimilar ao gendtipo

Caupi, e mais dissimilar aos materiais de Azuki
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5 CONCLUSAO

Através do estudo das variaveis qualitativas e quantitativas, foi
possivel dividir os gendtipos em cinco grupos, os quais foram dissimilares entre
Si.

A analise AFLP agrupou o material AZP com o gendétipo Caupi,
indicando similaridade entre eles, o que nao foi observado na analise
morfoagronémica.

Sao necessérios maiores estudos quanto a classificacdo do
material crioulo, caracterizado inicialmente como Feijao-Azuki, e agrupado

molecularmente ao Caupi.
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