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SANTOS NETO, José. Pré-melhoramento de feijdo para o consumo de vagem.
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Londrina, 2021.

RESUMO

O feijdo-de-vagem pertence a mesma espécie do feijdo comum e esta entre as mais
importantes olericolas cultivadas no mundo. Um dos principais desafios para a
producdo de vagem é a disponibilidade de cultivares produtivas e adaptadas as
condicbes locais de cultivo. Para o desenvolvimento de novas cultivares € necessario
a variabilidade genética, a qual é acessada por meio da caracterizacdo dos bancos
de germoplasma. Desse modo, objetivou-se com o presente trabalho (i) determinar a
diversidade genética dos acessos de feijao-de-vagem do banco de germoplasma do
Instituto de Desenvolvimento Rural do Parana — IAPAR — EMATER (IDR-Parana), (ii)
avaliar a produtividade de vagens, componentes de rendimento e teor nutricional dos
acessos de feijdo-de-vagem de habito determinado, (iii) avaliar a adaptabilidade e
estabilidade de 20 acessos de habito determinado, selecionados na etapa anterior,
em diferentes locais do estado do Parana. Para avaliar a diversidade genética, 102
acessos de habito de crescimento determinado e indeterminado foram caracterizados
de acordo com descritores morfoagrondmicos propostos pelo Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento - MAPA, descritores relacionados a
componentes de producéo e por meio de marcadores moleculares AFLP. A avaliacéo
de produtividade, componentes de producédo e teor nutricional de 60 acessos de habito
determinado foi realizada em duas safras no municipio de Londrina — PR. Os 20
acessos de habito determinado com melhor desempenho agrondmico foram avaliados
guanto a adaptabilidade e estabilidade de producdo em cinco ambientes no Parana.
A caracterizagdo morfoagron6mica e molecular permitiu diferenciar os acessos de
habito de crescimento determinados e indeterminado e caracterizar a diversidade
genética do banco de germoplasma. Na avaliacdo agrondmica e nutricional com todos
0s acessos de héabito determinado, variedades tradicionais demonstraram maior
dissimilaridade genética, no entanto cultivares e linhagens foram mais produtivas.
Considerando as avaliacdes fenotipicas e a diversidade genética entre 0s acessos
avaliados, foram selecionados 20 acessos, sendo duas variedades tradicionais: Idaho
Refugee e Saxa; sete cultivares: Alessa, Clarke, Macarrdo Baixo, Napoli, Savannah,
Vicenza e Zigane; e 11 linhagens: HAB404, HAB407, HAB415, HAB427, HAB428,
HAB432, HAB440, HAB441, HAB443, HAB447 e UEL 2. Nas avaliacbes em diferentes
ambientes do Estado do Parana foram selecionados genoétipos divergentes
geneticamente, mais produtivos, com maior teor nutricional nas vagens, estaveis e
adaptados. Para maior potencial agronémico foram selecionados os acessos HAB
428, HAB 440, HAB 441, HAB 443, Clark e Napoli. Considerando o teor nutricional
nas vagens foram selecionados os acessos HAB 440, HAB 441, Idaho Refugee,
Napoli, Savannah e Vicenza. Os acessos HAB 440, HAB 441 e Napoli foram
selecionados tanto para melhoria do desempenho agronémico, quanto para aumento
do teor nutricional das vagens. Os nove acessos selecionados poderéo ser utilizados
em blocos de cruzamento para iniciar o programa de melhoramento genético de feijao-
de-vagem do IDR-Parana.

Palavras-chave: phaseolus vulgaris; banco de germoplasma; melhoramento
genético; qualidade nutricional; biofortificacéao; olericultura.
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ABSTRACT

Snap bean belong to the same specie as common bean and is among the most
important cultivated vegetables in the world. One of the main challenges for snap bean
production is the availability of productive cultivars adapted to local growing conditions.
The development of new cultivars requires genetic variability, which is accessed
through the characterization of germplasm banks. This study aimed to (i) determine
the genetic diversity of the germplasm bank snap bean accesses of the Instituto de
Desenvolvimento Rural do Parana — IAPAR — EMATER (IDR-Parand), (ii) evaluate the
productivity, yield components and nutritional content of the bush snap beans
accesses, (iii) evaluate the adaptability and stability of 20 bush accessions, selected
in the previous stage, in different locations in the state of Paran&. To evaluate genetic
diversity, 102 bush and climbing snap beans accessions were characterized by
morphoagronomic descriptors proposed by the Ministry of Agriculture, Livestock and
Supply — MAPA, descriptors related to production components and AFLP molecular
markers. The vyield, yield components and nutritional content evaluation of 60 bush
accessions was carried out in two harvests in Londrina - PR. The 20 bush accessions
with better agronomic performance were evaluated for adaptability and stability in five
environments in Parana. Morphoagronomic and molecular characterization allowed
the differentiation of the bush and climbing accessions and to characterize the diversity
of the germplasm bank. In the agronomic and nutritional evaluation with all bush
accessions traditional varieties showed greater genetic dissimilarity, however cultivars
and lines were more productive. Considering the phenotypic evaluations and genetic
diversity among the evaluated accessions, 20 accessions were selected, being two
traditional varieties: Idaho Refugee and Saxa; seven cultivars: Alessa, Clarke,
Macarrdo Baixo, Napoli, Savannah, Vicenza and Zigane; and 11 strains: HAB404,
HAB407, HAB415, HAB427, HAB428, HAB432, HAB440, HAB441, HAB443, HAB447
and UEL 2. In the evaluations in different environments of the State of Parand,
genotypes with genetic divergence, greater productive potential, nutritional content in
pods, stable and adapted were selected. The selected accessions with the greatest
agronomic potential were HAB 428, HAB 440, HAB 441, HAB 443, Clark and Napoli.
Considering the nutritional content in the pods were selected HAB 440, HAB 441, Idaho
Refugee, Napoli, Savannah and Vicenza. Accessions HAB 440, HAB 441 and Napoli
were selected both to improve agronomic performance and to increase the nutritional
content of the pods. The nine selected accessions can be used in crossing blocks to
start the IDR-Parana snap bean breeding program.

Keywords: phaseolus vulgaris; germplasm bank; plant breeding; nutritional quality;
biofortification; olericulture.
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1. INTRODUCAO

A espécie Phaseolus vulgaris L. apresenta grande diversidade, de
modo que existem genoétipos com aptidao para a producdo de grdos secos e outros
para a producdo de vagem, a qual € consumida principalmente na forma de salada. O
feijdo-de-vagem é um alimento rico em proteinas, minerais e vitaminas e é
considerado uma das principais hortalicas do mundo.

O Feijao-de-vagem (P. vulgaris L.) apresenta alto valor agregado
quando direcionado para o mercado fresco, sendo uma alternativa para os agricultores
na diversificacdo da producdo. Além disso, a vagem também pode ser processada e
congelada, o que garante maior tempo de pds-colheita e possibilidade de exportacao.

No Brasil o cultivo de feijao-de-vagem se limita a utilizacdo de um
namero reduzido de cultivares, predominantemente de habito indeterminado. No
entanto, as cultivares de habito determinado vem ganhando espaco, uma vez que
apresentam menor ciclo, dispensam o tutoramento e as colheitas sdo mais
concentradas.

Um dos principais desafios para a producado de feijao-de-vagem € o
desenvolvimento de cultivares com alto potencial de rendimento e com maior
qualidade nutricional. Para o desenvolvimento de cultivares mais produtivas,
adaptadas a condicGes adversas de cultivo e com caracteristicas desejaveis pelos
consumidores, € necessdria a variabilidade genética, a qual esta presente nos bancos
de germoplasma.

O Instituto de Desenvolvimento Rural do Parana — IAPAR — EMATER
(IDR-Parana) possui uma colecdo de 14.234 acessos de Phaseolus vulgaris L.
introduzidos por diferentes instituicbes de pesquisa e Universidades, bem como
linhagens melhoradas pelo proprio instituto (MODA-CIRINO et al., 2012). Esses
acessos vém sendo amplamente caracterizados e utilizados, de modo que o IDR-
Parana se destaca como uma das principais instituicdes de melhoramento de feijao
comum, com o langamento de 39 cultivares. No entanto, para o melhoramento de
feijdo-de-vagem a variabilidade do banco foi pouco explorada.

Para o uso eficiente da variabilidade genética é preciso caracterizar
0os bancos de germoplasma e identificar os acessos promissores. Esta etapa,

denominada de pré-melhoramento, possibilita a selecdo de genotipos com
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caracteristicas necessarias para o desenvolvimento de cultivares mais produtivas e
menos sensiveis a condi¢des desfavoraveis de cultivo (SHARMA et al., 2013).

A caracterizagcédo e avaliacdo do germoplasma séo realizados com
auxilio de um conjunto de descritores, tais como os fenotipicos e os moleculares, e
sdo essenciais para conservacdo do banco e utilizacdo em programas de
melhoramento (ARUNGA et al.,, 2015; MOREIRA et al., 2018). As avaliacdes
fenotipicas, genotipicas e os estudos de diversidade genética sdo normalmente
realizados com o auxilio de um conjunto de ferramentas, tais como descritores
morfoagronémicos, bioquimicos, nutricionais e marcadores moleculares (ARUNGA et
al., 2015; BLAIR; SOLER; CORTES, 2012).

Mesmo com o crescente uso de marcadores moleculares para
caracterizar e estimar a diversidade genética de colecdes, a avalia¢éo fenotipica ainda
€ crucial para determinar a adaptacao local e o potencial agronédmico dos recursos
fitogenéticos (CHAVEZ-SERVIA et al., 2016).

Para que uma cultivar cumpra seu papel de tecnologia inovadora, €
necessario que tenha atributos além de maior produtividade, no caso do feijdo-de-
vagem, a cultivar precisa ter qualidade nutricional. O feijdo-de-vagem, além de ser
uma hortalica rica em macronutrientes e micronutrientes essenciais para a dieta
humana, apresenta teores elevados de compostos fendlicos, flavonoides e atividade
antioxidante (GARCIA-DIAZ et al., 2018; MYERS et al., 2019).

O aumento no consumo de alimentos que possuem maior teor de
proteinas, carboidratos, vitaminas, minerais e compostos bioativos, tem sido um dos
focos de paises em desenvolvimento que desejam melhorar a seguranca alimentar da
populacdo. Assim, o feijao-de-vagem destaca-se como uma opc¢éo de alimento que
pode ajudar na diminuicdo da desnutricdo e na qualidade de vida de populacbes em
maior vulnerabilidade (ABU-REIDAH et al., 2013; KWAK et al., 2012).

Desse modo, o presente trabalho teve como objetivos (i) determinar a
diversidade genética dos acessos de feijdo-de-vagem do banco de germoplasma do
IDR-Parana, (ii) avaliar a produtividade de vagens, componentes de rendimento e teor
nutricional dos acessos de feijao-de-vagem de habito determinado e selecionar 20
acessos promissores e (iii) avaliar a adaptabilidade e estabilidade de produgédo em

diferentes ambientes do Parana dos 20 acessos de habito determinado selecionados.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. AspPECTOS GERAIS DA PRODUCAO DE FEIJAO-DE-VAGEM

O feijao-de-vagem pertence a mesma espécie do feijdo comum
(Phaseolus vulgaris L.), com a diferenca que no primeiro sdo consumidas as vagens
imaturas com as sementes ainda em desenvolvimento, enquanto no segundo, sao
consumidos os gréaos secos (KOUTSIKA-SOTIRIOU; TRAKA-MAVRONA, 2008). O
feijdo pertence a familia Fabaceae, género Phaseolus, € uma espécie diploide com
2n=22 cromossomos e possui modo de reproducéo predominantemente autbgama.

De modo geral, ha caréncia de informag8es com relagédo a importancia
econdmica e social do cultivo de feijao-de-vagem. De acordo com dados da Divisao
de Estatistica da Organizacédo das Nacdes Unidas para a Alimentacdo e Agricultura
(FAOSTAT, 2021), sao cultivados no mundo 1.527.613 hectares de green beans, que
englobam além da espécie P. vulgaris outras espécies como, Psophocarpus
tetragonolobus (feijao alado), Vigna unguiculata (Feijao-de-corda), entre outras. Dos
mais de 1,5 milhGes de hectares cultivados com green beans, apenas 28.211 hectares
sao cultivados na América do Sul, fato que demonstra o potencial de expanséo dessa
cultura no territério nacional (FAOSTAT, 2021).

A Europa € um dos principais mercados para o feijdo-de-vagem, com
destaque para Espanha, Itdlia, Franca e Reino Unido. Em 2016 a Franca, principal
produtor de feijdo-de-vagem da Europa (30%), consumiu 263,9 mil toneladas de
feijdo-de-vagem (consumo per capita médio de 4 kg por ano), dos quais 62,9 mil
toneladas foram importadas principalmente do Marrocos, Egito, Quénia e Senegal
(GTI, 2018).

Dentre os vegetais cultivados no territério brasileiro, o feijao-de-
vagem ocupa posicao de destaque. A regido Sudeste é a maior produtora nacional,
especialmente o estado do Rio de Janeiro, o qual € responséavel por 21% da producéo
(SOUSA et al.,, 2017). No Brasil, informacfes estatisticas sobre o cultivo, area
plantada, producgédo e receitas geradas sdo escassas. Segundo 0 censo agropecuario
de 2006 (IBGE, 2006) haviam 13.140 propriedades agricolas que produziam feijao-
de-vagem, das quais 58,9% tinham menos de 10 hectares.
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A regido sul do Brasil apresentava 4.497 unidades produtoras e o
Parana 1.644 propriedades, de modo que 63,6% dessas possuiam menos de 10
hectares. Em 2006 o Brasil comercializou 54.774 mil toneladas de feijao-de-vagem,
com o Sudeste como principal produtor, seguido do Sul e do Centro-Oeste (IBGE,
2006).

De acordo com o Departamento de Economia Rural do Parana
(DERAL, 2019), em 2018 foram cultivados 1.271 hectares de feijao-de-vagem no
Estado, com producéo de 21.656 toneladas, o que representa uma produtividade
média de 17,04 toneladas por hectare, com um valor bruto de producao total de
37.465.952 reais e valor bruto de producéo por hectare de 29.477 reais.

O Feijao-de-vagem apresenta elevados teores de proteinas,
vitaminas, sais minerais e menor teor de fibra que o feijio comum. E colhido antes da
maturacdo fisiologica, oito a dez dias apds a floracdo, com o grdo ainda em
desenvolvimento, de modo que apds esse periodo, com o desenvolvimento da
semente, ha reducdo da qualidade da vagem, a qual torna-se fibrosa e rigida (SINGH;
SINGH, 2015).

A producdo de feijdo-de-vagem € favorecida por temperaturas
amenas, apresentando desenvolvimento anormal em condicbes ambientais com
temperatura superior a 32°C e inferior a 16°C (RAINEY; GRIFFITHS, 2005), de modo
que o periodo mais critico quanto a ocorréncia de déficit hidrico e incidéncia de
temperaturas extremas € do inicio da floracdo ao inicio da formacdo de vagens
(DIDONET; VITORIA, 2006).

No Brasil o sistema de cultivo tutorado € o mais adotado por pequenos
agricultores, os quais utilizam cultivares de habito de crescimento indeterminado em
sucessao a hortalicas como o tomate e 0 pepino, 0 que permite aproveitar a estrutura
de conducédo das plantas e o residuo de adubacao dessas culturas (PEIXOTO et al.,
2001). Por outro lado, a utilizagéo de cultivares de habito de crescimento determinado
vem ganhando espaco, uma vez que apresentam caracteristicas como menor ciclo,
colheita concentrada e ndo necessidade de estrutura de condugéo das plantas (VIDAL
et al., 2007).

Nos paises tropicais os padrdes de qualidade de feijdo-de-vagem néo
estdo claramente estabelecidos como em paises de zonas temperadas. Quando a

producéo de feijdo-de-vagem € destinada ao mercado externo, utiliza-se normalmente
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cultivares de habito de crescimento determinado, uma vez que esses genotipos
tendem a produzir vagens de melhor qualidade (BLAIR et al., 2010).

O cultivo de feijdo-de-vagem € uma alternativa para a diversificacao
dos sistemas produtivos, principalmente no periodo de entressafra de outras
olericolas, tanto em ambientes protegidos como ndo protegidos, pois além de
aproveitar as estruturas de tutoramento e a adubacao residual, serve para quebrar o
ciclo de algumas doencas (SANTOS et al., 2012).

O cultivo protegido permite o controle em diferentes niveis de
variaveis ambientais que interferem diretamente no desenvolvimento e producéo das
plantas, proporcionando menor risco para o agricultor e obtencdo de produtos com
maior qualidade (VIDA et al., 2004). Outra vantagem do cultivo protegido é que
possibilita a producdo em épocas que apresentam condicdes ambientais nao
favoraveis, consequentemente nessas épocas ha uma menor oferta de produto e o
preco pago pelo produto tende a ser maior. Por outro lado, o cultivo no campo aberto
€ 0 mais praticado no Brasil, demanda menor investimento inicial e menor custo de
producdo (SILVA; SILVA; PAGIUCA, 2014).

Segundo o censo agropecuario de 2006, das 13.140 propriedades
que cultivaram feijdo-de-vagem no Brasil, 9.086 (69,14%) utilizam sistema de
irrigacdo, sendo que no Parana apenas 57,23% utilizam essa pratica de manejo
(IBGE, 2006), demonstrando que um elevado niumero de agricultores cultiva feijao-de-
vagem em campo aberto, com risco de ocorréncia de condigbes adversas durante o
ciclo da cultura, como o déficit hidrico.

O feijao-de-vagem possui uma grande variacdo no modo em que é
cultivado: no campo ou em ambiente protegido, tutorado ou rasteiro e com ou sem
sistema de irrigacdo. Outra variagdo que pode ocorrer € quanto ao sistema de
producao, o qual pode ser considerado convencional ou de base ecoldgica, como por
exemplo o sistema de producéo organico (ALMEIDA; ABREU, 2009).

2.2. DIVERSIDADE GENETICA E CARACTERIZACAO DE FEIJAO-DE-VAGEM
O feijao comecou a ser domesticado a mais de sete mil anos e

apresenta dois grandes centros de origem, 0 mesoamericano, que compreende a

América Central e o México, e o andino, localizado na América do Sul (KAPLAN,
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1981). Singh, Gepts e Debouck (1991) propdem ainda a divisdo do centro de origem
mesoamericano nas racas Mesoamerica, Jalisco e Durango e a divisdo do centro de
origem andino em outras trés ragas, Nova Granada, Peru e Chile, demonstrando
assim a diversidade genética da espécie P. vulgaris e a indefinicdo de uma regido que
possa ser considerada centro de origem.

Por outro lado, Bitocchia et al. (2012) demonstraram que ha uma
maior diversidade na regido mesoamericana, sugerindo que a regido andina na
verdade é um centro de diversidade, que se originou por meio de varios eventos de
migracao de populacbes do centro de origem mesoamericano. Rendon-Anaya et al.
(2017), por meio de dados genémicos e metabolémicos obtidos do sequenciamento
de 29 acessos de 12 espécies de Phaseolus, apresentam fortes evidéncias que
realmente houve uma migracdo da regido mesoamericana para a regiao andina. Os
autores relataram ainda que ocorreu predominancia de fluxo de genes dos centros
domesticados para os centros silvestres e que o fluxo de genes de populages de
feijdo comum e outras espécies como P. dumosus e P. coccineus pode ter levado a
introgressdes gendmicas adaptativas, permitindo a adaptacdo de variedades a
ambientes fora dos seus centros de domesticacao.

Skroch e Nienhuis (1995), por meio de marcadores RAPD, sugerem
gue o feijao-de-vagem apresenta um centro de origem intermediario entre a regiao
mesoamericana e andina. Blair et al. (2010), ao determinar a diversidade genética de
120 acessos de feido-de-vagem de hébito indeterminado por meio de marcadores
moleculares, obtiveram o agrupamento dos acessos em mesoamericano e andino,
com 0 grupo mesoamericano possuindo um maior nimero de acessos.

Outro trabalho que corrobora com a hip6tese que o feijao-de-vagem
apresenta origem intermediaria entre os centros mesoamericano e andino foi
publicado por Andrade et al. (2016), que ao avaliarem a diversidade genética de um
banco de germoplasma de feijdo-de-vagem por meio de marcadores AFLP,
verificaram predominancia do habito de crescimento determinado associado ao centro
de origem andino, enquanto que os acessos de habito de crescimento indeterminado
demonstraram estar mais associados ao centro de origem mesoamericano.

As avaliagBes fenotipicas, genotipicas e os estudos de diversidade
genética s&o normalmente realizados com o auxilio de um conjunto de ferramentas,

tais como descritores morfoagronémicos, bioquimicos, nutricionais e marcadores
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moleculares, os quais podem descrever a estrutura da populacdo, determinar a sua
diversidade, distribuicdo biogeografica e estabelecer estratégias de conservacéo e
utilizacdo (ARUNGA et al., 2015; BLAIR; SOLER; CORTES, 2012).

Mesmo com o crescente uso de marcadores moleculares para
caracterizar e estimar a diversidade genética de colecdes, a avaliacéo fenotipica ainda
€ crucial para determinar a adaptacao local e o potencial agronédmico dos recursos
fitogenéticos (CHAVEZ-SERVIA et al., 2016).

Os descritores morfoagrondmicos sao caracteristicas utilizadas para
diferenciar gendtipos de uma mesma espécie, pois sao de facil identificacdo, possuem
alta herdabilidade e sédo relativamente estaveis (ALBUQUERQUE et al., 2011). Para
a caracterizacado preliminar de gendtipos, as caracteristicas morfologicas e
agronbmicas sdo mais empregadas, uma vez que sao de facil visualizacdo e
apresentam custo reduzido (LIMA et al., 2012).

Vérios descritores tém sido utilizados na caracterizacdo de acessos
de feijao de colecdes ou bancos de germoplasma. A caracterizagdo consiste no
registro de caracteristicas que séo altamente herdaveis, facilmente observaveis e que
sdo expressas em todos os ambientes (IPGRI, 2001). Os descritores comumente
utilizados para a espécie P. vulgaris L. foram publicados pelo Bioversity International
(IPGRI, 2001) e pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA)
(BRASIL, 2015), os quais utilizam uma lista de descritores minimos com a finalidade
de caracterizacdo de germoplasma e protecao de cultivares.

Os descritores minimos de feijdo sédo especificos para a espécie P.
vulgaris L. e sua metodologia de aplicacdo deve ser realizada de acordo com a
recomendacdo do Servico Nacional de Protecdo de Cultivares — SNPC (BRASIL,
2015). Os descritores contemplam a plantula e diferentes partes da planta (caule,
folha, flor, fruto e semente) quanto as suas caracteristicas morfolégicas e
agrondmicas, em diferentes estadios de desenvolvimento.

Arunga et al. (2015) utilizaram 20 descritores morfoagrondmicos para
determinar a diversidade de 36 acessos de feijdo-de-vagem e concluiram que os
descritores utilizados foram efetivos na discriminagao entre os acessos estudados, 0s
quais foram divididos em quatro grupos de acordo com a dissimilaridade genética.

Vaz, Junior e Peixoto (2017), em estudo que teve como um dos

objetivos determinar a importancia relativa de caracteres morfoagronébmicos na
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diversidade de acessos de feijao-de-vagem, observaram que as caracteristicas massa
de 100 sementes e aspectos comerciais da vagem contribuiram com 64,5 % da
divergéncia genética entre os acessos. Krause et al. (2009) ao avaliar a diversidade
de 15 acessos por meio de caracteristicas morfoagronémicas determinaram que as
variaveis dias até o florescimento, dias até a colheita e comprimento de vagem foram
as que apresentaram maiores contribuicdes para a divergéncias entre 0s acessos.

Em estudo que avaliou componentes de producdo e caracteristicas
morfoldgicas de 4.274 acessos de P. vulgaris conservados no banco de germoplasma
da india, Rana et al. (2015) observaram que largura e comprimento da vagem,
comprimento e largura da semente e vagens por planta foram as caracteristicas que
mais contribuiram para a diferenciacao dos genotipos.

A caracterizacdo morfoagrondbmica € de grande relevancia, pois
possibilita a mensuracdo direta de caracteristicas de interesse agronémico. No
entanto, algumas dessas caracteristicas sao influenciadas pelo ambiente, fato que
pode limitar a utilizacdo na diferenciacdo de gendétipos (NADEEM et al., 2020). Ja os
marcadores moleculares permitem a caracterizacdo e a realizacdo de estudos de
divergéncia genética com alto grau de precisdo, pois ndo demonstram interferéncia
de fatores ambientais e os dados obtidos séo estaveis e reproduziveis (ADHIKARI et
al., 2017).

Existem diferentes tipos de marcadores moleculares, os quais
distinguem-se pela capacidade de deteccao de diferencas entre individuos, custo,
facilidade de uso, consisténcia e repetibilidade dos resultados (GUPTA; RUSTGI; MIR,
2013).

Dentre os marcadores utilizados para estudos de divergéncia genética
de bancos de germoplasma, destaca-se os marcadores AFLP (Amplified Fragments
Lenght Polymorphism) (VOS et al., 1995), uma vez que possuem alta
reprodutibilidade, geram poucos artefatos e permitem ampla cobertura do genoma
(SANTOS et al., 2011). Nyakio, Steele e Palapala (2014) com apenas dois primers
AFLP observaram de moderada a alta diversidade em 35 acessos de P. vulgaris
extraidos de quatro populagdes, com coeficientes de similaridade entre 0,66 e 0,89.

Blair et al. (2010) analisaram a diversidade genética de 120 acessos
de feijao-de-vagem de habito de crescimento indeterminado por meio de marcadores

moleculares AFLP e encontraram elevado polimorfismo para as quatro combinacdes
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de primers utilizadas, de modo que os acessos foram agrupados com sucesso dentro
dos centros de origens mesoamericano e andino.

Em estudo que estimou a divergéncia genética entre acessos de
feijdo-de-vagem de habito de crescimento determinado e indeterminado por meio de
marcadores AFLP, Andrade et al. (2016) com apenas trés combinacdes de primers
obtiveram 485 locos informativos e conseguiram separar 0os acessos em dois grandes
grupos (determinado e indeterminado), com os acessos de habito indeterminado
apresentando maior variabilidade.

2.3.  MELHORAMENTO GENETICO DE FEIJAO-DE-VAGEM

A espécie Phaseolus vulgaris L. apresenta gendétipos com aptidao
para a producdo de gréos secos e outros para a producdo de vagem, a qual é
consumida principalmente na forma de salada (KOUTSIKA-SOTIRIOU; TRAKA-
MAVRONA, 2008). O feijdo-de-vagem é um alimento rico em fibras, proteinas,
minerais e vitaminas, sendo considerado uma das principais hortalicas do mundo
(KASIM; KASIM, 2015).

O Feijao-de-vagem (Phaseolus vulgaris L.) € colhido antes da
maturacéao fisiolégica, com o gréo ainda em desenvolvimento, de modo que apés esse
periodo o desenvolvimento excessivo das sementes reduz a qualidade da vagem, a
qual torna-se fibrosa e rigida (SINGH; SINGH, 2015).

E uma hortalica rica em macronutrientes e micronutrientes essenciais
para a dieta humana, além de compostos fendélicos que apresentam diversos efeitos
benéficos na salde humana, principalmente por atuarem como anticarcinogénicos,
antimicrobianos e anti-inflamatérios (MYERS et al., 2019).

A cultura possui elevado valor agregado quando direcionada para
mercado fresco e pode ser uma alternativa para os agricultores locais diversificarem
a producéo agricola. O ciclo curto, com inicio da colheita aproximadamente 60 dias
apos a semeadura, e o elevado potencial produtivo, tornam a cultura atrativa, tanto
para atender a demanda do mercado interno, quanto para exportacao (OCAMPO et
al., 2015).

Uma das etapas mais importantes para o sucesso do cultivo dessa

leguminosa é a selecdo de cultivares adaptadas as condi¢des locais, uma vez que 0
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posicionamento inadequado da cultivar tem como consequéncia a diminuicdo do
potencial produtivo da cultura (SANTHI et al., 2015). A escolha da cultivar deve levar
em consideracdo também as caracteristicas exigidas pelo mercado consumidor. A
comunidade europeia, por exemplo, exige que a vagem seja tenra, suculenta, com
menos do que 12 mm de largura, ndo seja fibrosa, ndo tenha fio na sutura ventral e
apresente sementes pequenas e macias (GTI, 2018).

No feijao-de-vagem, as vagens devem ser colhidas imaturas, com a
necessidade de colheita do fruto oito a 10 dias apos o florescimento (SINGH; SINGH,
2015), para que caracteristicas relacionadas a qualidade sejam mantidas, tais como:
menor espessura e maior suculéncia da vagem, reducéo da fibra da parede e auséncia
de fio na sutura ventral (HAGERTY et al., 2016).

Outro fator importante para a definicdo da cultivar é a disponibilidade
local de mé&o-de-obra. Os tratos culturais representam uma das principais itens do
custo de producédo dentro dos sistemas produtivos agricolas e podem ser realizados
manualmente ou com auxilio de maquinas, de modo que a mecanizacado tem
demonstrado ganhos significativos de eficiéncia, produtividade e retorno econdmico
(IBARROLA-RIVAS; KASTNER; NONHEBEL, 2016).

As cultivares de feijdo-de-vagem sao divididas em dois grupos quanto
ao habito de crescimento da planta, determinado e indeterminado. As plantas de
hébito determinado possuem caule curto, ereto, ramificado e emitem inflorescéncias
terminais. As cultivares arbustivas, de habito determinado, permitem a total
mecanizacdo da lavoura, apresentam menor ciclo e dispensam o tutoramento,
proporcionando colheitas concentradas, menor utilizacdo de mao-de-obra e custo de
producdo (VAZ; MORAIS JUNIOR; PEIXOTO, 2017; VIDAL et al., 2007).

No Brasil as cultivares de feijao-de-vagem de habito indeterminado
sdo as mais utilizadas, pois estdo inseridas dentro de um sistema de rotacédo de
cultivos que aproveita a estrutura de tutoramento de espécies principais, tais como
pepino e tomate de mesa. O maior ciclo de vida das cultivares de habito de
crescimento indeterminado, apesar de proporcionar maior producao, acarreta maior
demanda de méao-de-obra para o tutoramento e colheita, além de expor as plantas ao
ataque de pragas e doencas por um maior intervalo de tempo (FRANCELINO et al.,
2011; GOMES et al., 2016; SANTOS et al., 2012).
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As cultivares podem ser classificadas ainda de acordo com o tipo e
coloracdo das vagens (FILGUEIRA, 2013). O fruto pode ser de trés tipos: manteiga,
macarrao ou holandesa. O tipo manteiga apresenta secao transversal achatada, perfil
longitudinal semiarqueado, 4pice abrupto com dente apical arqueado e marginal. O
tipo macarrdo possui secao transversal eliptica, perfil longitudinal semiarqueado,
apice abrupto com dente apical semiarqueado e marginal. E do tipo holandesa tem
secao transversal eliptica, perfil longitudinal reto, apice abrupto e com dente apical
reto e marginal. Quanto a coloragédo, a vagem pode ser verde escura, verde clara,
amarela, rajada ou roxa (PBMH, 2010).

Independentemente do habito de crescimento, os objetivos de um
programa de melhoramento convergem para obtencao de cultivares mais produtivas,
com resisténcia ou tolerancia a fatores bioticos e abidticos adversos e com maior
eficiéncia no uso de recursos como agua, nutrientes e luz (CRESPO-HERRERA,;
ORTIZ, 2015).

Para o desenvolvimento de cultivares mais produtivas e adaptadas as
condicdes locais é necessario a variabilidade genética, a qual estd presente nos
bancos de germoplasma (CHAVEZ-SERVIA et al., 2016). O melhoramento genético é
essencial para o avanco econdmico, social e ecoldgico da agricultura, no entanto o
desenvolvimento de novas cultivares demanda longos periodos de investigacdo
cientifica e a execuc¢do de atividades de caracterizacao, conservacao e utilizacao dos
recursos genéticos presentes nos bancos de germoplasma (MADAKBAS et al., 2016).

O uso eficiente da variabilidade genética s6 € possivel por meio da
avaliacao do germoplasma, etapa conhecida também como pré-melhoramento. Essa
etapa permite a selecdo de acessos que apresentam atributos necessarios para o
desenvolvimento de cultivares mais produtivas e menos sensiveis a condicfes
adversas. No entanto, o elevado custo e longo prazo necessario para avaliacdo do
germoplasma sdo os maiores impasses a realizacao do pré-melhoramento (SHARMA
et al., 2013).

O Pré-melhoramento possui a finalidade de identificar acessos com
caracteristicas desejaveis ou genes de interesse em genoétipos ndo adaptados. As
atividades essenciais do pré-melhoramento séo: introducgéo e troca de germoplasma,

coleta, caracterizacdo, documentacao e conservacao. Ressalta-se que o sincronismo
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entre as atividades € fundamental a manutencédo da variabilidade genética com o
intuito de garantir a utilizacdo do banco de germoplasma (IQBAL et al., 2013).

A caracterizagdo do germoplasma de feijdo-de-vagem, aliada a
métodos estatisticos adequados permite a identificacdo de genitores divergentes. Os
cruzamentos destes individuos poderao resultar em combinacgdes genicas favoraveis,
acarretando caracteristicas importantes como o0 aumento de produtividade, resisténcia
a patogenos e tolerancia a condigcbes ambientais adversas (FASAHAT et al., 2016;
GOVINDARAJ; VETRIVENTHAN; SRINIVASAN, 2015).

A caracterizacdo dos componentes de producdo e do rendimento
possibilita a mensuracdo direta das caracteristicas de interesse agronémico e da
adaptacao local dos acessos (CHAVEZ-SERVIA et al., 2016). O cultivo de feijdo-de-
vagem é altamente influenciado por variagdes no ambiente, desse modo a interacédo
do genotipo por ambiente (GXE) representa um dos desafios mais importantes na
criacao de programas de melhoramento, uma vez que dificulta o progresso de selecéo
(VILELA et al., 2011).

Visando amenizar os efeitos da interacdo gendtipo x ambiente (G x
A), busca-se identificar gendtipos com alto potencial produtivo, ampla adaptabilidade
e maior estabilidade fenotipica, ou seja, obter cultivares com alto desempenho médio
em diferentes ambientes de cultivo (CRUZ; CARNEIRO; REGAZZI, 2014).

Uma das estratégias para melhorar a eficiéncia na selecao de
genotipos é a utilizacdo dos modelos mistos, o qual estima os parametros genéticos
(REML), prediz os valores genotipicos (BLUP) e possibilita o estudo do
comportamento das cultivares sem a influéncia da interacdo gendétipo x ambiente
(CHIORATO et al., 2008). Com os valores genotipicos preditos € possivel calcular a
média harmonica da performance relativa dos valores genéticos (MHPRVG) e assim,
avaliar simultaneamente os efeitos da adaptabilidade, estabilidade e produtividade
com resultados na prépria grandeza ou escala do carater avaliado (RESENDE, 2009;
SANTOS et al., 2018).

2.4. QUALIDADE E TEOR NUTRICIONAL DE FEIJAO-DE-VAGEM

Qualidade de um alimento €& uma caracteristica de dificil

quantificacdo, pois inclui aspectos objetivos e subjetivos, tais como teor de minerais,
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aminoacidos, proteinas, vitaminas e caracteristicas sensoriais como coloragéo, forma,
aroma e sabor (OPARA, 2009).

A seguranca alimentar também esta relacionada a qualidade do
produto, de modo que a preocupagdo com a contaminagdo dos alimentos por
agrotoxicos e a influéncia que esses produtos podem exercer nas caracteristicas
nutricionais e organolépticas sdo objeto de muitos estudos comparativos entre
alimentos produzidos pelo sistema de producao convencional e organico (FERREIRA
et al., 2010; MAGKOS; ARVANITI; ZAMPELAS, 2003; SANTOS NETO et al., 2016;
SIMONNE et al., 2016).

Por apresentarem compostos muito importantes para saude, as
leguminosas em geral s&o inseridas na categoria de alimentos funcionais, pois atuam
na reducdo de doencas, como na prevencdo de diabetes, cancer do colon,
osteoporose, reducédo do colesterol, entre outras. Devido ao efeito sinérgico existente
entre 0s varios componentes das leguminosas, como por exemplo, as fibras e os
fitoesterdis, varias espécies de leguminosas podem apresentar efeitos fisiol6gicos
benéficos a saude devido as suas diferentes composi¢cdes quimicas (ANDERSON;
MAJOR, 2002; CAMPOS-VEGA et al., 2013; KABAGAMBE et al., 2005; MACARULLA
et al., 2001; TRICHOPOULOU et al., 2005).

Segundo a Organizacdo das Nacdes Unidas para Alimentacdo e
Agricultura — FAO, estima-se que 1 a cada 9 pessoas no mundo, aproximadamente
792 milhdes de pessoas, tém problemas de desnutricdo, desse modo as deficiéncias
minerais nos seres humanos representam um dos principais problemas de saude
coletiva (MCGUIRE, 2015). A biofortificacdo de alimentos, que consiste em melhorar
o teor nutricional das culturas alimenticias por meio do desenvolvimento de novas
cultivares, por melhoramento convencional ou biotecnologia, ou préticas agricolas
(GARG et al., 2018), € uma ferramenta que pode melhorar a qualidade nutricional dos
alimentos e uma forma viavel de combater a desnutricdo, principalmente em paises
em desenvolvimento (BLAIR, 2013; JHA; WARKENTIN, 2020; SIWELA et al., 2020).

Algumas caracteristicas afetam significativamente a preferéncia do
consumidor por determinada cultivar de feijdo-de-vagem, de modo que o mercado
possui tendéncia em preferir vagens retilineas, com menor comprimento do dente
apical, com sementes pequenas e cilindricas, com menor teor de fibras e com
auséncia de fio na sutura ventral (SINGH; SINGH, 2015).
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O feijdo-de-vagem pode ser consumido de varias maneiras, juntos
com diferentes pratos da culinaria. As vagens sao tenras, alongadas, firmes, flexiveis
e sdo consideradas alimento funcional, pois apresentam baixos teores caloricos, sdo
ricas em fibras, vitamina A, vitamina B6, vitamina B1, vitamina C e minerais, tais como
ferro, calcio, magnésio, manganés e potassio. Possuem também antioxidantes, como
os compostos fendlicos e flavonoides, que sdo essenciais para o metabolismo do
corpo, principalmente contra os radicais livres (DAVIS; EPP; RIORDAN, 2004; KASIM;
KASIM, 2015).

Os antioxidantes encontrados podem prevenir a formacao
descontrolada de radicais livres e espécies reativas de oxigénio. Os flavonoides séo
antioxidantes presentes no feijdo, de modo que sua concentracdo pode variar de
acordo com o gendtipo (FAN; BETA, 2016; HUANG; BOXIN; PRIOR, 2005). Dentro
dos flavonoides existem subclasses, como as antocianinas, flavonais, flavonas,
isoflavonas e flavononas (CHEYNIER, 2005; ZHANG et al., 2016).

O ambiente de cultivo, os tratos culturais, a nutricdo das plantas, bem
como a cultivar utilizada afetam diretamente os teores de macro e micronutrientes,
proteinas, carboidratos e acidez das vagens (HUSSIEN et al., 2015). Ramirez et al.
(2012) avaliaram a qualidade nutricional de feijdo-de-vagem em dois ambientes
contrastantes e verificaram que houve interacdo entre os locais e 0s teores de
minerais nas vagens, demonstrando que a qualidade nutricional da vagem depende
do local de cultivo.

Pevicharova, Sofkova-Bobcheva e Zsivanovits (2015) também
verificaram variabilidade genética entre genétipos de feijdo-de-vagem para
caracteristicas relacionadas a qualidade da vagem, tais como textura e variaveis
sensoriais. Esses trabalhos demonstram a importancia das avaliacdes pds-colheita na
avaliacdo de germoplasma e consequentemente no desenvolvimento de novas
cultivares de feijao-de-vagem.

A variabilidade genética para os macros e micronutrientes e proteina
na cultura do feijio € muito estudada em todo mundo(CHAVEZ-MENDOZA,
HERNANDEZ-FIGUEROA; SANCHEZ, 2019; DELFINI et al., 2020; MASUM AKOND
et al., 2011). Todavia, muitos desses estudos séo realizadas considerando o grao
inteiro e ndo a vagem imatura. Informacdes em relacao a variabilidade genética no

7

acumulo e distribuicdo de minerais na vagem dessa cultura é essencial para o
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incremento desses minerais em programas de melhoramento genético, uma vez que
0 consumo da vagem vem sendo cada vez mais procurado, devido a disponibilidade
de nutrientes minerais essenciais a dieta humana (BLAIR, 2013; FIGUEIREDO et al.,
2017).

O aumento no consumo de alimentos que possuem maior teor de
proteinas, carboidratos, vitaminas, minerais e compostos bioativos, tem sido um dos
focos de paises em desenvolvimento que desejam melhorar a seguranca alimentar da
populacdo. Desse modo, o feijado-de-vagem destaca-se como uma opc¢ao de alimento
gue pode ajudar na diminuicdo da desnutricdo e na qualidade de vida de populacdes
em maior vulnerabilidade (ABU-REIDAH et al., 2013; KWAK et al., 2012).

A caracterizacdo agrondmica € de grande relevancia, pois possibilita
a mensuracao direta de caracteristicas de interesse agrondmico. No entanto, algumas
dessas caracteristicas séo influenciadas pelo ambiente, fato que pode limitar a
utilizacao na diferenciacdo de gendtipos (NADEEM et al., 2020). Além da variabilidade
genética para diferentes habitos de crescimento e porte das plantas, as vagens
imaturas podem apresentar diversidades em cores, formatos e tamanhos, assim
apresentando ampla variabilidade genética, sendo uma ferramenta para o melhorista
(BLAIR et al., 2010; MOREIRA et al., 2009).
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3. ARTIGO A - DIVERSIDADE GENETICA DE FEIJAO-DE-VAGEM POR MEIO DE
DESCRITORES MORFOAGRONOMICOS E MARCADORES MOLECULARES

3.1. REsumo

Considerando a importancia da caracterizacdo dos bancos de germoplasma para o
inicio de um programa de melhoramento genético e o potencial comercial e nutricional
do feijdo para consumo de vagens, objetivou-se no presente estudo caracterizar a
diversidade genética dos acessos de feijdo-de-vagem do banco de germoplasma do
IDR-Parana por meio de descritores morfoagrondémicos e marcadores moleculares
AFLP. Foram avaliados 102 acessos de feijao-de-vagem, 60 com hébito de
crescimento determinado e 42 com habito indeterminado. Para a caracterizacao
morfoagrondmica foram utilizados 60 descritores, os quais foram avaliados nas safras
das aguas de 2017 e 2018, em delineamento em blocos ao acaso com trés repeticoes.
A caracterizacdo molecular foi realizada por meio de marcadores AFLP. Os 102
acessos foram cultivados em vasos com capacidade de 5 L em casa de vegetacdo
com trés plantas por vaso e o primeiro trifoliolo de 12 plantas de cada acesso foi
coletado para extracdo do DNA em bulk. Fragmentos provenientes de quatro
combinacdes de primers foram combinados em uma matriz binaria de presenca (1) e
auséncia (0). Para os descritores morfoagronémicos foi realizada analise descritiva,
andlise de divergéncia genética, de modo que para os descritores quantitativos foi
aplicada a metodologia de modelos mistos REML/BLUP, matriz de distancia Gower,
agrupamento hierarquico de Ward e correlacdo de Pearson. Na analise de diversidade
genética com os dados moleculares foi elaborada a matriz de similaridade de Jaccard,
agrupamento de Neighbour-joining, analise de componentes principais, estrutura
genética da populacdo e indice de diversidade genética (Fst). Com os dados da
caracterizacdo morfoagronémica e molecular foi realizada andlise de correlacdo entre
as matrizes de Gower e Jaccard. A utilizacdo de descritores morfoagrondémicos e
marcadores moleculares AFLP foram eficientes na caracterizagdo do banco de
germoplasma de feijdo-de-vagem do IDR-Parana. A utilizacdo de 60 descritores
morfoagrondémicos permitiu uma andlise de diversidade robusta, fato que foi
corroborado pela correlacéo significativa entre as matrizes de Gower e Jaccard. Foi
observado maior variabilidade genética dentro do grupo de acessos com habito de
crescimento indeterminado. A distancia genética média do banco de germoplasma foi
de 0,57, tanto na caracterizacdo morfoagrondmica, quanto molecular. As ferramentas
utilizadas permitiram caracterizar a variabilidade genética do banco de germoplasma.
Os acessos divergentes geneticamente e com caracteristicas agrondémicas desejaveis
poderdo ser utilizados em cruzamentos para criagdo de variabilidade e inicio de um
programa de melhoramento.

Palavras-chave: Phaseolus vulgaris L.; melhoramento genético; fenotipagem;
genotipagem; olericultura.
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3.2. ABSTRACT

Considering the importance of the characterization of germplasm banks for the
beginning of a breeding program and the commercial and nutritional potential of snap
beans, The aim of this study was to characterize the genetic diversity of snap bean
accessions from the IDR-Parana germplasm bank using morphoagronomic descriptors
and AFLP molecular markers. 102 accessions of snap beans were evaluated, 60
determinate (bush) and 42 indeterminate (climbing) growth habit. For the morpho-
agronomic characterization, 60 descriptors were used, which were evaluated in two
rainy seasons, 2017 and 2018, in a randomized block design with three replications.
Molecular characterization was performed using AFLP markers. The 102 accessions
were sown in pots with a capacity of 5 L in a greenhouse and the first trifoliolus of 12
plants from each access was collected for bulk DNA extraction. Fragments from four
primer combinations were transformed into a binary matrix of presence (1) and
absence (0). Descriptive analysis, genetic divergence analysis, Gower's distance
matrix, Ward's hierarchical grouping and Pearson's correlation were performed for the
morpho-agronomic descriptors. For the quantitative descriptors the methodology of
mixed models REML / BLUP was applied. For the analysis of genetic diversity with the
molecular data, the Jaccard similarity matrix, Neighbor-joining grouping, principal
component analysis, population genetic structure and genetic diversity index (Fst)
were elaborated. With the data of the morpho-agronomic and molecular
characterization, a correlation analysis was performed between the Gower and
Jaccard matrices. The use of morpho-agronomic descriptors and AFLP molecular
markers were efficient for the characterization of the IDR-Parana snap beans
germplasm bank. The use of 60 morpho-agronomic descriptors allowed a robust
diversity analysis, a fact that was corroborated by the significant correlation between
the Gower and Jaccard matrices. Greater genetic variability was observed for
indeterminate growth habit accessions. The average genetic distance from the
germplasm bank was 0.57, both in morphological and molecular characterization. The
tools used allowed to characterize the genetic variability of the germplasm bank and
the accessions with genetic variability and desirable agronomic characteristics can be
used in crossings to create variability and start a breeding program.

Keywords: Phaseolus vulgaris L.; plant breeding; phenotyping; genotyping;
olericulture.
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3.3. INTRODUCAO

O feijado comum (Phaseolus vulgaris L.) é uma das principais
leguminosas cultivadas no mundo em termos de rendimento total e area cultivada
(FAOSTAT, 2021). A espécie P. vulgaris L. pode ser cultivada para atender a demanda
de mercado de gréos secos ou de vagem, a qual € consumida como uma hortalica
(FUKUJI et al., 2019; MYERS et al., 2019). O feijao-de-vagem é um alimento com alta
qualidade nutricional, sendo uma importante fonte de fibras, minerais e vitaminas,
além de ser rico em compostos bioativos que tem impacto positivo na satude e bem-
estar dos consumidores devido as suas atividades antioxidantes, hipolipémicas e
anticarcinogénicas (CHAURASIA, 2020).

Em 2017 foram cultivados 1.601.434 ha de feijao-de-vagem no
mundo, com produtividade média de 15,7 t ha' e valor bruto de producédo de
aproximadamente 9,1 bilh6es de ddlares. Os principais paises produtores sao China,
Indonésia, india, Turquia, Tailandia, Egito e Marrocos (FAOSTAT, 2021). Em paises
em desenvolvimento o feijdo-de-vagem é cultivado principalmente por agricultores
familiares, sendo considerado uma importante fonte de renda e uma alternativa na
diversificacao da producdo (ANDRADE et al., 2016).

No Brasil as principais cultivares utilizadas pelos agricultores sao de
hébito de crescimento indeterminado e a maior parte da producao é destinada para o
consumo in natura (VAZ; MORAIS JUNIOR; PEIXOTO, 2017). No entanto, 0 mercado
de vagens processadas (enlatadas ou congeladas) é considerado promissor e vem
crescendo nos ultimos anos, tanto para mercado nacional como internacional. Nos
EUA, na safra 2019, o feijdo-de-vagem ocupou uma area de aproximadamente 80 mil
hectares e teve um valor de produgédo de US$ 303 milhdes, sendo que 40% desse
valor foi oriundo do mercado de processamento (USDA, 2020).

Para a industria, as cultivares arbustivas de feijao-de-vagem séo as
mais adequadas quando comparadas com as de habito indeterminado, pois séao
adaptadas a mecanizacao intensiva, da semeadura a colheita, reduzindo o custo de
producdo e facilitando o escalonamento da producédo (KLEINTOP et al., 2016;
KRAUSE et al., 2009; VAZ; MORAIS JUNIOR; PEIXOTO, 2017). Ja as cultivares de

habito de crescimento indeterminado s&o mais utilizadas pelos agricultores brasileiros,
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pois estdo inseridas dentro de um sistema de rotacdo de cultivos que aproveita a
estrutura de tutoramento de espécies como pepino e tomate de mesa (FRANCELINO
et al., 2011; GOMES et al., 2016; SANTOS et al., 2012).

Nesse contexto, o desenvolvimento de cultivares mais produtivas,
com adequadas caracteristicas comerciais de vagem, porte de planta para
mecanizacdo, resistentes a estresses bidticos e adaptadas as condicdes
edafocliméaticas brasileiras € considerado um dos principais desafios para o
melhoramento.

No melhoramento genético varias etapas sdo necessarias para o
desenvolvimento de novas cultivares. A primeira etapa consiste na exploracdo da
variabilidade existente em bancos de germoplasma, a fim de conhecer o potencial
genético de alguns acessos para as etapas futuras do programa de melhoramento
(DELFINI et al., 2020).

O Instituto de Desenvolvimento Rural do Parana — IAPAR — EMATER
(IDR-IAPAR-EMATER) possui uma colegéo de 14.234 acessos de Phaseolus vulgaris
L. introduzidos por diferentes instituicbes de pesquisa e Universidades, bem como
linhagens melhoradas pelo proprio instituto (MODA-CIRINO et al., 2012). Esses
acessos vém sendo amplamente caracterizados e utilizados, de modo que o IDR-
Parana se destaca como uma das principais instituicdes de melhoramento de feijao
comum, com o langamento de 39 cultivares. No entanto, para o melhoramento de
feijdo-de-vagem a variabilidade do banco foi pouco explorada.

A caracterizacdo e avaliacdo do germoplasma sédo realizados com
auxilio de um conjunto de descritores, tais como os fenotipicos e os moleculares, e
Sdo essenciais para conservacdo do banco e utilizagdo em programas de
melhoramento (ARUNGA et al., 2015; MOREIRA et al., 2018). Para o uso eficiente da
variabilidade genética é preciso caracterizar os bancos de germoplasma e identificar
0S acessos promissores. Esta etapa, denominada de pré-melhoramento, possibilita a
selecdo de gendtipos com caracteristicas necessarias para o desenvolvimento de
cultivares mais produtivas e menos sensiveis a condigdes desfavoraveis de cultivo
(SHARMA et al., 2013).

Descritores morfoagronémicos sdo utilizados na caracterizagdo de
acessos de feijao de colecdes ou bancos de germoplasma e consistem no registro de

caracteristicas que séo altamente herdaveis, que podem ser facilmente observaveis e
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gue sdo expressas em qualquer ambiente (RANA et al., 2015). O emprego dos
descritores minimos de feijao é especifico para a espécie P. vulgaris L. e sua
metodologia de aplicacdo € descrita pela Unido Internacional para a Protecdo de
Novas Variedades de Plantas (UPOV), Bioversity International (IPGRI, 2001) e
Servico Nacional de Protecéo de Cultivares - SNPC (BRASIL, 2015).

A caracterizacao fenotipica € de grande relevancia, pois possibilita a
mensuracgao direta de descritores de interesse agrondmico. No entanto, alguns desses
descritores séo influenciadas pelo ambiente, fato que pode limitar a utilizacdo na
diferenciacdo dos acessos (NADEEM et al., 2020). Por sua vez, os marcadores
moleculares permitem a caracterizacdo e a realizacdo de estudos de divergéncia
genética com alto grau de precisdo, pois ndo sofrem interferéncia de fatores
ambientais, e os dados obtidos séo estaveis e reproduziveis (ADHIKARI et al., 2017).

A caracterizacdo do germoplasma de feijdo-de-vagem, aliada a
meétodos estatisticos adequados permite a identificacdo de genitores divergentes. Os
cruzamentos destes individuos poderao resultar em combinac¢ées genicas favoraveis,
acarretando caracteristicas importantes como o aumento de produtividade, resisténcia
a patégenos e tolerancia a condicbes ambientais adversas (FASAHAT et al., 2016;
GOVINDARAJ; VETRIVENTHAN; SRINIVASAN, 2015).

Considerando a importancia da caracterizacéo de colecfes de bancos
de germoplasma para o inicio de um programa de melhoramento genético e o
potencial nutricional e comercial do feijdo para consumo de vagens, objetivou-se no
presente estudo caracterizar a diversidade genética entre acessos de feijao-de-vagem

por meio de descritores fenotipicos e moleculares.
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3.4. MATERIAL E METODOS

Um total de 102 acessos de feijao-de-vagem provenientes do Banco
de Germoplasma do IDR-Parana, dos quais 60 sdo de habito de crescimento
determinado e 42 de habito indeterminado, foram caracterizados por meio de
descritores morfoagrondmicos e moleculares. Esses acessos sdo compostos por
linhagens melhoradas, introduzidas do Centro Internacional de Agricultura Tropical —
CIAT (Cali, Colébmbia), cultivares e variedades tradicionais do Brasil e introduzidas de
outros paises (Apéndice A, pagina 149).

Todos os acessos foram regenerados e multiplicados em ambiente
protegido na Estacdo da Sede de Pesquisa do IDR-Parand em Londrina, Paran4,
Brasil, latitude de 23°21'23.81"S, longitude de 51°9'41.02"W e altitude de 589 m. As
etapas de regeneracdo e multiplicacdo foram realizadas entre setembro de 2016 e
junho de 2017.

3.4.1. FENOTIPAGEM

Para a caracterizagdo morfoagrondmica foram estabelecidos dois
ensaios, um para os acessos de habito de crescimento determinado e outro para 0s
acessos de habito indeterminado (Apéndice A, pagina 149). Os ensaios foram
semeados na mesma data e conduzidos lado a lado na Estacdo de Pesquisa da Sede
de Pesquisa do IDR-Parana na safra das aguas de 2017, com semeadura em 5 de
setembro, e na safra das aguas de 2018, com semeadura em 13 de agosto (Apéndice
B, pag. 152). As duas safras foram conduzidas no mesmo talhdo, em local com altitude
de 585 m, latitude de 23°21'43.13"S e Longitude de 51° 9'52.63"W.

O delineamento experimental foi o de blocos ao acaso com trés
repeticdes, sendo que para o ensaio com 0s acessos de habito determinado cada
parcela foi composta por trés linhas de um metro com 0,5 m entre linhas e 10 plantas
por metro linear e para o ensaio com acessos de habito indeterminado cada parcela
por constituida por uma linha de 1,5 m com 1,2 m entre linhas e com sete plantas por
metro linear.

Os acessos foram caracterizados por meio de 60 descritores

morfoagrondémicos (Apéndice C, pag. 153), sendo a maioria desses descritores sao
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propostos pela Unido Internacional para a Protecdo de Novas Variedades de Plantas
(UPOV) e pelo Servico Nacional de Protecao de Cultivares — SNPC/MAPA (BRASIL,
2015) para a protecao de cultivares de feijdo e pelo Bioversity International (IPGRI,
2001) para estudos de diversidade genética em feijao.

Na semeadura foi utilizado 350 kg ha! de adubo na formulacéo 4-30-
10 (N - P20s - K20). A adubacdo de cobertura foi efetuada no estadio de
desenvolvimento V4 (terceiro trifoliolo completamente expandido), com 40 kg ha! de
N, fonte sulfato de amodnio. O controle de doencas, pragas e plantas invasoras foi
efetuado em conformidade com as recomendacdes técnicas para a cultura.

O experimento foi conduzido em condi¢cdes de campo aberto e o
suprimento de agua foi realizado por meio de irrigacdo por aspersao convencional,
com duas linhas de irrigacéo dispostas em paralelo, de modo que os aspersores foram
posicionados para que houvesse sobreposicdo e uma irrigacdo uniforme em toda a
area experimental. A frequéncia de irrigacdo, bem como a duracéao, foi dependente do

estadio de desenvolvimento da cultura, umidade do solo e condi¢gdes meteoroldgicas.

3.4.2. GENOTIPAGEM

A caracterizacdo molecular foi realizada por meio de marcadores
AFLP (Amplified fragment length polymorphism). Os 102 acessos foram cultivados em
vasos com capacidade de 5 L e cultivados em casa de vegetagdo. O primeiro trifoliolo
de 12 plantas de cada acesso foi coletado para extracdo do DNA em bulk.

A extracdo de DNA foi realizada conforme o protocolo de Ferreira e
Grattapaglia (1998) com algumas modificacdes. Para o rompimento das paredes e
membranas celulares, os tecidos foliares foram macerados utilizando o aparelho
Retsch MM400 Mixer Mill em tubos de 2 mL e, apGs a maceracéao, foram adicionados
em cada amostra 1000 pl de tampédo de extracdo CTAB 2% com 2% de [-
mercaptoetanol. A integridade do DNA foi confirmada por eletroforese em gel de
agarose 1% e a concentracdo do DNA, bem como a pureza, foram determinadas por
espectrofotometria, utilizando o Nano Drop® 2000/2000c (Thermo Fisher Scientific).

As amostras foram incubadas a 65 °C por 30 minutos sob agitacéo,
resfriadas a temperatura ambiente e acrescidas de 600ul de cloroférmio: alcool

isoamilico (24:1). Apés agitacdo por inversdo durante 5 minutos, as amostras foram
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centrifugadas a 14000 rpm por 5 minutos. O sobrenadante foi isolado em tubos de 1,5
mL, sobre o qual 400 ul de isopropanol gelado foi adicionado. Apds incubacéo a -20
°C por 20 minutos, as amostras foram centrifugadas por 5 minutos a 10000 rpm. O
precipitado foi lavado com alcool 70% por duas vezes e colocado para secar em
temperatura ambiente. Em seguida, o DNA precipitado foi ressuspendido com 50ul de
TE 1%, tratado com 3,5 ul de RNAse 110 ng/ul, incubado por 40 minutos a 37 °C,
deixado overnight a temperatura de 5 °C e armazenado a -20 °C até o uso.

O protocolo AFLP foi adaptado de Vos et al. (1995) e a restricao de
DNA e ligagéo dos adaptadores foram realizadas simultaneamente. Aproximadamente
700 ng de DNA foram digeridos com 5 U de enzima EcoRI e 1 U de enzima Msel a 37
°C por 4 h, seguido de ligacdo dos adaptadores utilizando 2 U T4 DNA ligase a 22 °C
por 1 h. Por fim, foi realizada uma incubacdo a 70 °C por 10 min para inativagéo
térmica das enzimas de restricao.

A reacdo de amplificacdo pré-seletiva foi realizada utilizando os
primers EcoRI + A e Msel + C, em um volume de 10 uL, contendo 3 pL template diluido
1x. A condi¢des da PCR foram as seguintes: 72 °C por 2 min, seguido por 20 ciclos
de 94 °C por 1 s, 56 °C por 30 s e 72 °C por 2 min, com uma extensao final de 30
minutos a 60 °C.

A reacéo seletiva foi conduzida com os pares de primers FAN-Eco +
AAG / Mse + CTC; VIC-Eco + ACT / Mse + CTT,; NED-Eco + ACA / Mse + CAC; PET-
Eco + AGC / Mse + CTGA com 2,5 uL de template diluido 6x e em um volume final de
10 pL. As condicbes de amplificagdo seguiram um ciclo inicial de 94 °C por 2 min,
seguido por 65 °C por 30 s, 72 °C por 2 min, oito ciclos de 94 °C por 1 s, 64 °C por 30
s (com diminuicao de 1 °C por ciclo) e 72 °C por 2 min, 23 ciclos de 94 °C por 1 s, 56
°C por 30 s e 72 °C durante 2 min, com uma extensao final 30 min a 60 °C. Os produtos
de PCR foram separados por eletroforese capilar usando um sistema ABI 3500 xL
(Applied Biosystems), com GS-600 LIZ (Applied Biosystems) como um marcador de
peso molecular.

A deteccdo de picos dos eletroferogramas gerados pela técnica de
AFLP e determinacgao dos fragmentos foram realizadas pelo software GeneMaPPer®
v.4.1 (Applied Biosystems). Fragmentos de 75 a 500 pares de bases, provenientes
das quatro combinacdes de primers, foram combinados em uma Unica matriz binaria

de presenca (1) e auséncia (0).
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3.4.3. ANALISE DE DADOS

Para os descritores fenotipicos quantitativos foi realizada anélise
descritiva (Box-plot) e os acessos foram agrupados de acordo com sua origem em
linhagem, cultivar e variedade tradicional. A analise de box-plot foi realizada utilizando-
se o software R (R CORE TEAM, 2020) e os pacotes Tidyverse (WICKHAM et al.,
2019), Ggpubr (KASSAMBARA, 2020) e RColorBrewer (NEUWIRTH, 2014).

Para a analise de divergéncia genética foram utilizados todos os
descritores, de modo que para os descritores quantitativos foi aplicada a metodologia
de modelos mistos (modelo 21), estimativa de parametros genéticos por maxima
verossimilhanca restrita (REML) e predicao de valores genéticos pelo procedimento
da melhor predicdo linear ndo viciada (BLUP), por meio do software Selegen
REML/BLUP (RESENDE, 2016). O modelo estatistico adotado foiy = Xr + Zg + Wi +
e, ha qual y é o vetor de dados, r o vetor de efeito de repeticdo (considerado como
fixo) adicionado a média geral, g o vetor de efeito do gendtipo (considerado como
variavel), i o vetor da interacdo entre gendtipo x ambiente (aleatério) e e o vetor do
erro (aleatério). X, Z e W representam as matrizes de incidéncia sobre os efeitos
descrito anteriormente.

Com os dados genotipicos quantitativos e fenotipicos qualitativos foi
realizada a analise multivariada usando o procedimento Ward-MLM utilizando os
procedimentos CLUSTER e IML do programa SAS (SAS, 2000). Para uso do método
de agrupamento Ward, a matriz de distancia foi obtida pelo algoritmo de Gower
(GOWER, 1971). O numero ideal de grupo foi definido de acordo com os critérios
pseudo-F e pseudo-T2 conjuntamente com o perfil de verossimilhanga associado ao
teste da razdo de verossimilhanca. Com os valores genotipicos preditos dos
descritores quantitativos também foi realizada anélise de correlacdo de Pearson. Para
gerar 0 agrupamento de Ward e fazer a analise de correlacéo de Pearson foi utilizado
o software R (R CORE TEAM, 2020) e os pacotes Corrplot (WEI; SIMKO, 2017),
Cluster (MACHLER et al., 2019) e Rcmdr (FOX; BOUCHET-VALAT, 2020).

Para a analise de diversidade genética com os dados moleculares,
matriz binaria de presenca (1) e auséncia (0), foi utilizado o programa Past 3.24
(HAMMER; HARPER; RYAN, 2001) para a elaboracdo da matriz de similaridade de

Jaccard e para a andlise de componentes principais (ACP). Os marcadores
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monomaorficos para todos os acessos foram eliminados. Para o calculo do indice de
diversidade genética (Fst) foi utilizado a matriz binaria e o software AFLPsurv 1.0. O
dendograma foi elaborado por meio do agrupamento de Neighbour-joining com pacote
Cluster (MACHLER et al., 2019) e a figura da ACP foi gerada com os pacotes
Tidyverse (WICKHAM et al., 2019) e Ggrepel (SLOWIKOWSKI, 2020). Para essas
analises foi utilizado o software R (R CORE TEAM, 2020).

Com a matriz de dissimilaridade de Gower e a matriz de
dissimilaridade de Jaccard (1 - similaridade), foi realizada andlise de correlagédo entre
as matrizes. A significancia da analise foi verificada pelo teste t e teste de Mantel
baseado em 10.000 simulagBes. A analise foi realizada no programa Genes (CRUZ,
2013).

A estrutura genética dos acessos por meio dos dados moleculares foi
calculada a partir do algoritimo de agrupamento sNMF (sparse non-negative matrix
factorization algorithms) implementado com o pacote LEA (FRICHOT; FRANCOIS,
2015). O numero de grupos (K) foi determinado por meio do critério de cross-entropy
(CEC), no qual o menor valor indica 0 niamero mais provavel de agrupamentos
(FRICHOT et al., 2014). Foi estimado K variando entre 1 a 10 grupos com 100
repeticbes por K. Por fim, a melhor corrida das 100 repeticbes (menor CEC)
correspondente ao K selecionado, foi utilizada para a representacdo grafica da

estrutura populacional.
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3.5. RESULTADOS
3.5.1. FENOTIPAGEM

A maioria dos descritores avaliados apresentaram variacdes para 0s
acessos de feijdo-de-vagem, exceto o descritor textura da superficie da vagem (PST),
com todos os acessos sendo classificados com vagem lisa. Outros trés descritores
apresentaram variacdo em apenas trés acessos: presenca de cor secundéaria da
vagem (PPSC), cor secundéaria da vagem (PSC) e densidade das manchas da cor
secundaria da vagem (SCD), evidenciando que a maioria dos acessos possuem
apenas uma cor na vagem.

Considerando a predominancia dos descritores multicategoricos, 0s
acessos do banco de germoplasma de feijdo-de-vagem do IDR-Parana pode ser
descrito com as seguintes caracteristicas: auséncia de folha rugosa (80,4% dos
acessos); forma terminal do foliolo central de circular a quadrangular (80,4%);
bracteas médias (44,1%); cor da asa branca (63,7%); vagem eliptica em secéo
transversal (36,3%); vagem com coloracdo verde médio (48%); perfil da vagem
semiarqueado (92,2%); presenca de fio na sutura ventral da vagem (63,7%); vagem
com grau de curvatura fraca (61,8%); dente apical da vagem com curvatura fraca
(55,9%); constricdo média na vagem seca (54,9%); forma reniforme da semente em
secao longitudinal (65,7%); semente com apenas uma cor (84,3%); semente de cor
branca (49%); venacao da semente ausente ou muito fraca (43,1%); semente opaca

(49%); semente com auséncia de halo (87,3%) (Figura 3.1).
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Figura 3.1 - Caracterizacdo predominante dos acessos do banco de germoplasma de
feijjdo-de-vagem do IDR-Paranda considerando os principais descritores
morfoagrondémicos multicategoricos.
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Na andlise de maxima verossimilhanca restrita (REML) foram
estimados os parametros genéticos dos 22 descritores quantitativos utilizados na
caracterizacdo dos 102 acessos do banco de germoplasma (Tabela 3.1). Apenas 0s
descritores comprimento do dente apical (ALP) e comprimento da semente (SL)
apresentaram baixa herdabilidade (h?%g) e acurécia (Ac), indicando alta influéncia do
ambiente nesses descritores (Tabela 3.1). Para os demais descritores a h?g e Ac

variou de 0,57 a 0,94 e 0,89 a 0,98, respectivamente.
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Tabela 3.1 - Estimativa de componentes de variancia e predicdo de valores e
parametros genéticos pelo método da méxima verossimilhanca restrita (REML) e
melhor predicdo linear ndo viesada (BLUP) de 22 descritores morfoagronémicos
utilizados na caracterizagéo de 102 acessos do banco de germoplasma de feijao-de-
vagem do IDR-Parana.

Descritorest Vg2 Ve Vi h%, Ac CVe% Média
LL 1,69 0,47 2,16 0,78 0,96 6,21 12,10
LW 0,99 0,73 1,72 0,58 0,90 10,37 9,02
PL 4,78 0,49 5,27 0,91 0,98 6,21 13,21
PW 2,57 0,53 3,10 0,83 0,97 7,37 11,30
PT 1,19 0,53 1,71 0,69 0,93 9,45 8,50
PT/PW 0,03 0,01 0,04 0,78 0,96 11,79 0,95
ALP 2,19 81,39 83,58 0,03 0,27 585,91 1,72
W1000 4.802,1 570,59 5.372,7 0,89 0,98 9,53 313,53
ST 0,27 0,09 0,36 0,75 0,95 5,95 5,49
SwW 0,62 0,14 0,76 0,81 0,96 6,04 6,94
SL 9,16 128,78 137,94 0,07 0,42 88,61 13,53
SL/SW 0,09 0,01 0,10 0,91 0,98 4,90 2,22
ST/SW 0,01 0,00 0,01 0,82 0,97 5,38 0,90
FC 26,63 4,81 31,43 0,85 0,97 5,52 44,36
HAC 25,58 7,28 32,86 0,78 0,96 4,65 62,63
LNP 0,61 0,30 0,91 0,67 0,93 9,61 6,34
SNP 0,53 0,40 0,93 0,57 0,89 11,83 5,88
TPM 124.759,8 7.313,92 132.073,7 0,94 0,99 26,97 645,95
TPN 4.801,61 362,12 5.163,72 0,93 0,99 29,77 127,86
CPM 89.828,9 6.752,41 96.581,31 0,93 0,99 29,94 551,66
CPN 3.682,79 353,90 4.036,69 0,91 0,98 34,06 111,40
PMA 2,33 1,08 3,40 0,68 0,93 19,08 6,72

Y'LL: comprimento do foliolo central (cm); LW: largura do foliolo central (cm); PL: comprimento de vagem (cm);
PW: largura de vagem (mm); PT: espessura de vagem (mm); PT/PW: raz&o entre espessura e largura da vagem;
ALP: comprimento do dente apical (cm); W1000: massa de mil sementes (g); ST: espessura da semente (mm);
SW: largura da semente (cm); SL: comprimento da semente(cm); SL/SW: razdo entre comprimento e largura da
semente; ST/SW: razéo entre espessura e largura da semente; FC: ciclo até inicio do florescimento (dias); HAC:
ciclo até inicio da colheita (dias); LNP: namero de l6cus por vagem; SNP: nimero de sementes por vagem; TPM:
massa total de vagens (g); TPN: numero total de vagens; CPM: massa comercial de vagens (g); CPN: nimero
comercial de vagens; PMA: massa por unidade de vagem.

2/ Vg: variancia genotipica; Ve: variancia ambiental; V: variancia fenotipica individual; h%: herdabilidade da média
de gendtipo; Ac: acurdcia da selecao de gendtipos; CVg%: coeficiente de variagdo genotipica; CVe%: coeficiente
de variagao residual; Média: Média geral dos gendtipos.

Os descritores com maior h?g e Ac, indicando menor influéncia do
ambiente, foram: comprimento de vagem (PL), razdo entre espessura e largura da
semente (SL/SW), massa total (TPM) e comercial (CPM) de vagens e namero total
(TPN) e comercial (CPN) de vagens (Tabela 3.1).

Com base no método de melhor predigéo linear ndo viesada (BLUP)

foram preditos os valores genéticos para cada um dos descritores. Considerando 0s
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102 acessos do banco de germoplasma, foi observado massa média de 250,6 g para
cada mil sementes, ciclo de 39,7 até inicio do florescimento e de 58 dias até inicio da
colheita, 5,3 sementes por vagem, 274 g por planta de massa comercial de vagens,
55 vagens comerciais por planta e 5,43 g de massa média por vagem.

Os acessos com habito de crescimento determinado apresentaram
maiores valores para comprimento (LL) e largura (LW) do trifoliolo, espessura da
vagem (PT) e espessura da semente (ST). Os acessos com hébito indeterminado
tiveram maiores valores para ciclo até o florescimento (FC), ciclo até o inicio da
colheita (HAC), massa comercial de vagens (CPM) e numero comercial de vagens
(CPN) (Figura 3.2).
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Figura 3.2 - Boxplot da caracterizacdo do banco de germoplasma de feijao-de-vagem
do IDR-Parand considerando o0s principais descritores morfoagrondmicos
guantitativos.
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LL: comprimento do foliolo central (cm); LW: largura do foliolo central (cm); PL: comprimento de vagem (cm); PT:
espessura de vagem (mm); W1000: massa de mil sementes (g); ST: espessura da semente (mm); FC: ciclo até
inicio do florescimento (dias); HAC: ciclo até inicio da colheita (dias); CPM: massa comercial de vagem (g); CPN:
namero comercial de vagens.

Os acessos com habito determinado foram divididos em trés grupos:
linhagem, cultivar e variedade tradicional (variedade). As linhagens tiveram maior

comprimento (LL) e largura (LW) do trifoliolo e comprimento de vagem (PL). Por sua
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vez, as cultivares apresentaram maior ciclo até o florescimento (HAC) e numero
comercial de vagens (CPN) e as variedades tradicionais tiveram maior massa de mil
sementes (W1000) e espessura da semente (ST) (Figura 3.2).

Os acessos com habito de crescimento indeterminado foram divididos
em dois grupos: cultivar e variedade tradicional (landraces). Nas cultivares foi
observado maior comprimento de vagem (PL), espessura de vagem (PT), ciclo até
inicio do florescimento (FC), ciclo até inicio da colheita (HAC) e massa comercial de
vagens (COM), enquanto para as variedades tradicionais foi notado maior massa de
mil sementes (W1000) e espessura da semente (ST) (Figura 3.2).

A dispersao, simetria e valores discrepantes (outliers) do conjunto de
dados dos outros 12 descritores morfoagrondmicos quantitativos, 0s quais
demonstraram menor variabilidade entre os grupos de acessos, podem ser
observados na anélise de box-plot apresentada no Apéndice D (pag. 158).

Pela analise de correlacdo de Pearson entre os 22 descritores
quantitativos (Figura 3.3) foi observado que largura (LL) e comprimento (LW) do foliolo
central correlacionaram-se positivamente e tiveram correlacdo negativa com numero
total (TPN) e comercial (CPN) de vagens e massa total (TPM) e comercial (CPM) de
vagens. A duracdo do ciclo produtivo (FC e HAC) e os descritores relacionados a
componentes de producédo (TPM, TPN, CPM e CPN) também se correlacionaram
positivamente. Comprimento do dente apical (ALP) teve correlacdo positiva com
comprimento da semente (SL) e comprimento de vagem (PL) demonstrou correlagcéo
positiva com numero de sementes por vagem (SNP), numero de I6culos por vagem
(LNP) e massa por unidade de vagem (PMA). Foi observado correlacao negativa entre
espessura da vagem (PT) e ciclo até inicio do florescimento (FC), ciclo até inicio da
colheita (HAC), massa total de vagens (TPM), niumero total de vagens (TPN), massa

comercial de vagens (CPM) e numero comercial de vagens (CPN) (Figura 3.3).
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Figura 3.3 - Correlacdo de Pearson (p<0,05) entre os 22 descritores
morfoagrondmicos quantitativos utilizados na caracterizagdo dos acessos de feijao-
de-vagem do banco de germoplasma do IDR-Parana.

o Ciclo
© Componentes de Produgéo
© Morfologica

Correlacdo minima significativa de 0,25 e maxima de 0,99.

LL: comprimento do foliolo central (cm); LW: largura do foliolo central (cm); PL: comprimento de vagem (cm); PW:
largura de vagem (mm); PT: espessura de vagem (mm); PT.PW: razdo entre espessura e largura da vagem; ALP:
comprimento do dente apical (cm); W1000: massa de mil sementes (g); ST: espessura da semente (mm); SW:
largura da semente (cm); SL: comprimento da semente(cm); SL.SW: razdo entre comprimento e largura da
semente; ST.SW: razéo entre espessura e largura da semente; FC: ciclo até inicio do florescimento (dias); HAC:
ciclo até inicio da colheita (dias); LNP: namero de l6cus por vagem; SNP: nimero de sementes por vagem; TPM:
massa total de vagens (g); TPN: namero total de vagens; CPM: massa comercial de vagens (g); CPN: ndmero
comercial de vagens; PMA: massa por unidade de vagem.

Pelo procedimento do agrupamento Ward-MLM foi determinado que
o numero ideal de grupos foi dois, de acordo com a funcdo de probabilidade
logaritmica (log-likelihood) (Apéndice E, pag. 159). Os descritores quantitativos que
mais contribuiram na discriminacdo dos acessos considerando a primeira variavel
canodnica foram: razdo entre espessura e largura da vagem (PT/PW); razao entre
comprimento e largura da semente (SL/SW); razdo entre espessura e largura da
semente (ST/SW); ciclo até inicio do florescimento (FC); ciclo até inicio da colheita
(HAC); massa total de vagens (TPM); numero total de vagens (TPN); massa comercial
de vagens (CPM); numero comercial de vagens (CPN) (Tabela 3.2).
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Tabela 3.2 - Média (+ desvio padrao, n=102) dos descritores quantitativos para os dois
principais grupos formados pela analise de Ward-MLM e correlagdo com as duas
primeiras variaveis canénicas.

Descritores? Grupos CAN*
G1 G2 CAN1  CAN2
LL 11,05 + 0,61 11,02 + 0,52 0,62 0,00
LW 8,31 + 0,59 8,21 + 0,60 0,29 0,02
PL 11,78 + 0,90 11,25 + 2,06 0,13 -0,03
PW 9,83 + 0,80 9,88 + 1,33 -0,48 -0,04
PT 8,01 + 0,40 7,68 +0,34 0,63 -0,02
PT/PW 0,85 + 0,05 0,81 + 0,06 0,74 -0,02
ALP 1,55 + 0,31 1,54 + 0,63 -0,01 0,00
W1000 253,45 +43,70 250,62 + 52,11 0,04 0,01
ST 5,07 + 0,23 5,05 + 0,39 0,11 0,02
SW 6,22 + 0,40 6,30 + 0,67 -0,55 -0,03
SL 12,85 + 1,14 12,81 + 1,84 0,12 0,02
SL/SW 2,09 +0,12 1,98 + 0,08 0,75 -0,04
ST/SW 0,84 + 0,04 0,82 +0,03 0,71 0,01
FC 39,73 + 1,50 40,07 + 2,92 -0,82 -0,10
HAC 58,03 + 1,39 60,32 + 4,84 -0,71 -0,11
LNP 5,85 + 0,29 5,73 + 0,56 -0,03 -0,01
SNP 5,39 + 0,27 5,33 +0,48 0,04 0,00
TPM 322,69 + 114,71 317,15 + 299,34 -0,74 0,04
TPN 65,02 + 22,58 63,93 + 49,90 -0,79 -0,05
CPM 279,10 + 95,19 274,41 + 239,34 -0,76 0,09
CPN 55,69 + 19,45 55,23 + 45,49 -0,79 0,04
PMA 5,68 + 0,69 5,43 +1,70 0,05 0,00

V' LL: comprimento do foliolo central (cm); LW: largura do foliolo central (cm); PL: comprimento de vagem (cm);
PW: largura de vagem (mm); PT: espessura de vagem (mm); PT/PW: raz&o entre espessura e largura da vagem;
ALP: comprimento do dente apical (cm); W1000: massa de mil sementes (g); ST: espessura da semente (mm);
SW: largura da semente (cm); SL: comprimento da semente(cm); SL/SW: raz&o entre comprimento e largura da
semente; ST/SW: razéo entre espessura e largura da semente; FC: ciclo até inicio do florescimento (dias); HAC:
ciclo até inicio da colheita (dias); LNP: nimero de locus por vagem; SNP: nimero de sementes por vagem; TPM:
massa total de vagens (g); TPN: namero total de vagens; CPM: massa comercial de vagens (g); CPN: nimero
comercial de vagens; PMA: massa por unidade de vagem.

2 Coeficiente de correlag&o das variaveis candnicas 1 (CAN1) e 2 (CAN2).

Para a segunda varidvel canbnica, os descritores que mais

contribuiram foram: ciclo até inicio do florescimento (FC); ciclo até inicio da colheita
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(HAC); massa comercial de vagens (CPM). Os descritores quantitativos que
demonstraram menor capacidade de diferenciacdo dos acessos foram: comprimento
de vagem (PL); comprimento do dente apical (ALP); massa de mil sementes (W1000);
espessura da semente (ST); comprimento da semente (SL); nUmero de l6cus por
vagem (LNP); numero de sementes por vagem (SNP); massa por unidade de vagem
(PMA) (Tabela 3.2).

Na representacao gréafica das duas primeiras variaveis candnicas para
os dois grupos formados pela estratégia Ward-MLM observou-se que o grupo 1 foi
formado majoritariamente por acessos com habito de crescimento determinado e o
grupo 2 por acessos com habito indeterminado (Figura 3.4 A). Os acessos do grupo 1
ficaram agrupados mais préximos, enquanto 0s acessos do grupo 2 apresentaram
uma maior dispersao, principalmente na segunda variavel canénica (Eixo y - CAN 2).
Em ambos grupos ndo houve separacao clara entre cultivares, linhagens e variedades
tradicionais (Figura 3.4 A).

No grupo 1, apenas as variedades tradicionais Gruzinskaya e S-233-
B possuem hébito indeterminado e no grupo 2 as variedades tradicionais Amarillo,
Bomba, Mandarino e Uribe Redondo apresentam habito determinado (Figura 3.4 A).
O enquadramento dos acessos Gruzinskaya e S-233-B no grupo 1 se deve ao fato de
que esses acessos possuem caracteristicas em comum com o grupo, tais como: maior
espessura (PT) e razéo entre espessura e largura da vagem (PT/PW) e menor ciclo
até inicio do florescimento (FC) e colheita (HAC). Entre os descritores com
caracteristicas semelhantes entre os acessos Amarillo, Bomba, Mandarino e Uribe
Redondo e o grupo 2, destacam-se: menor espessura (PT) e razdo entre espessura e
largura da vagem (PT/PW), presenca de fio na sutura ventral da vagem (SPP), menor
razdo entre comprimento e largura da semente (SL/SW) e maior ciclo até inicio do
florescimento (FC) e colheita (HAC).
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Figura 3.4 - Representacéao grafica das duas primeiras variaveis candnicas para os dois grupos formados pela estratégia Ward-MLM
(A) e dendograma formado pelo agrupamento de Ward e matriz de Gower (B) de 102 acessos de feijao-de-vagem por meio de 60

descritores morfoagronémicos quantitativos, binarios e multicategoricos.
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Na analise de dissimilaridade de Gower, a qual levou em
consideracdo os 60 descritores morfoagrondmicos, a distdncia média entre 0s
acessos foi de 0,57, de modo que a maior dissimilaridade foi entre a variedade
tradicional “feijao de vagem café” (habito indeterminado) e a linhagem HAB 413 (habito
determinado), com distancia de 0,78. A menor distancia foi de 0,19 e ocorreu entre as
linhagens HAB 417 e HAB 442. Considerando-se apenas os grupos formado de
acordo com o habito de crescimento, a distancia genética média dos acessos com
hébito determinado foi de 0,56 e a dos acessos com hébito indeterminado foi de 0,60.

No dendograma do agrupamento de Ward, gerado a partir da matriz
de dissimilaridade de Gower, observou-se também a formacéo de dois grupos (Figura
3.4 B), com resultados semelhantes ao observado na representacao gréafica da andlise
de Ward MLM (Figura 3.4 A). O grupo 1, formado por acessos de habito de
crescimento determinado e o acesso Gruzinskaya, de habito indeterminado (cor
vermelho), foi divido em dois subgrupos (Figura 3.4 B). O maior subgrupo (direita) foi
composto apenas por linhagens (HAB) e cultivares e o menor subgrupo (esquerda) foi
formado por linhagens e variedades tradicionais. A distancia genética de Gower média
entre os acessos foi de 0,49. A maior dissimilaridade genética ocorreu entre os a
linhagem HAB 412 (habito determinado) e a variedade tradicional Gruzinskaya, com
distancia de 0,66. A menor distancia foi de 0,19 e foi observada entre as linhagens
HAB 417 e HAB 442.

O segundo grupo (G2), na parte superior da figura, foi formado
principalmente por acessos com habito de crescimento indeterminado (cor azul), com
excecao dos acessos Amarillo, Bomba, Mandarino e Uribe Redondo que apresentam
hébito determinado. Esses acessos foram agrupados junto com o acesso Archer 9893,
que tem habito indeterminado ndo trepador e porte ereto. Pode-se observar que o
primeiro grupo foi formado por dois subgrupos. O menor subgrupo (direita) foi
composto apenas por variedades tradicionais e o maior subgrupo (esquerda) foi
formado por cultivares e variedades tradicionais. Baseado na matriz de dissimilaridade
de Gower a distancia genética média no grupo 2 foi de 0,55. A maior dissimilaridade
ocorreu entre as variedades tradicionais Uribe Redondo (habito determinado) e
Kentucky Wonder 814 (habito indeterminado), com distancia de 0,74. A menor

dissimilaridade foi de 0,23, entre as cultivares Tempesta e Macarrao Atibaia HT.
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Considerando os 102 acessos, a variedade tradicional Feijao de
Vagem 4 (habito indeterminado) foi a que teve maior dissimilaridade genética média
(0,69), enquanto a linhagem HAB 435 (habito determinado) foi a que apresentou a
menor dissimilaridade (0,50). Separando os acessos em cultivares, linhagens e
variedades tradicionais, a distancia genética média das cultivares (n=17) foi de 0,55,

linhagens (n=33) 0,54 e variedades tradicionais (n=52) 0,60.

3.5.2. GENOTIPAGEM

Na caracterizacdo molecular por meio de marcadores dominantes
AFLPs (Amplified Fragment Length Polymorphism), as quatro combinacdes de
primers produziram 968 locos polimorficos (Tabela 3.3), dos quais 130 (13,43%)
foram gerados pelo par de prime FAM-Eco + AAG / Mse + CTC, 222 (22,93%) pelo
par NED-Eco + ACA / Mse + CAC, 424 (43,8%) pelo par PET-Eco + AGC / Mse +
CTGA e 192 (19,84%) pelo par VIC-Eco + ACT / Mse + CTT.

O coeficiente de diferenciacdo genética (Fst) entre populagdes com
habito de crescimento determinado e indeterminado foi de 0,13. Dentro da populacéo
com habito determinado foram gerados 747 locos polimorficos, com Fst de 0,084 entre
as subpopulacdes cultivares, linhagens e variedades tradicionais. Para a populagéo
com hébito indeterminado foram 737 locos polimorficos e Fst de 0,103 entre cultivares
e variedades tradicionais (Tabela 3.3).
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Tabela 3.3 - NUmero de acessos (n), numero de I6cus polimorficos (NLP) e coeficiente
de diferenciacdo genética entre populacbes (Fst) de 102 acessos do banco de
germoplasma de feijdo-de-vagem do IDR-Parana.

Populacao n NLP Fst
Determinado 60
) 968 0,130*
Indeterminado 42
Determinado
Cultivar 9
Linhagem 33 747 0,084*
Variedade tradicional 18
Indeterminado
Cultivar 7
) . 737 0,103~
Variedade tradicional 35

*Teste de permutagdo a 1 % de significAncia para diferenciagdo genética entre popula¢des (10.000
permutacdes).

Pela andlise de componentes principais e pelo agrupamento
hierarquico foi observado a formacéo de quatro grupos. O grupo 1 foi constituido por
acessos de habito de crescimento determinado e o grupo 4 com acessos de habito
indeterminado. Os grupos 2 e 3 demonstraram um perfil de transi¢céo e foram formados
com acessos com diferentes habitos de crescimento (Figura 3.5). A dissimilaridade
genética média (1 - similaridade de Jaccard) considerando os 102 acessos foi 0,57. A
menor distancia genética (0,27) ocorreu entre as cultivares de habito determinado
Macarrdo Rasteiro e Zigane e a maior (0,75) foi observada entre a variedade
tradicional de habito determinado Montcalm 23 e a cultivar de hébito indeterminado
Tempesta. Considerando apenas os grupos formado de acordo com o héabito de
crescimento, o grupo com habito determinado teve distancia genética média de 0,55

e 0 grupo com habito indeterminado de 0,60.
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Figura 3.5 - Andlise de componentes principais (A), dendograma formado pelo agrupamento neighbor-joining e matriz de Jaccard
(B) e estrutura populacional (C) de 102 acessos de feijdo-de-vagem por meio de marcadores moleculares AFLP.
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Considerando-se os 102 acessos, a cultivar de habito de crescimento
indeterminado Malibu teve a maior dissimilaridade genética média (0,66), enquanto a
linhagem de habito determinado HAB 435 apresentou a menor dissimilaridade (0,51).
Quando analisado separadamente os acessos em cultivares, linhagens e variedades
tradicionais, a distancia genética meédia das cultivares (n=17) foi de 0,58, linhagens
(n=33) 0,55 e variedades tradicionais (n=52) 0,58.

O grupo 1 foi formado por 40 acessos, na maioria cultivares ou
linhagens. A dissimilaridade genética média foi de 0,50, com a maior distancia (0,66)
sendo observada entre a cultivar Clarke e a variedade tradicional Idaho Refugee. Os
acessos menos divergentes foram as cultivares Macarrdo Rasteiro e Zigane, com
dissimilaridade de 0,27.

O grupo 2 foi composto por 26 acessos, sendo nove com hébito de
crescimento indeterminado e 15 com habito determinado. A dissimilaridade genética
média do grupo foi de 0,46, com a maior distancia genética (0,60) sendo observada
entre as variedades tradicionais Montcalm 23 e Saxa e a menor distancia (0,36) entre
as variedades tradicionais Black Wonder e Piligue.

O grupo 3 teve apenas nove acessos, dos quais trés com habito
determinado e seis com habito indeterminado. A dissimilaridade genética média foi
0,53, de modo que os acessos Feijao de Vagem 5, variedade tradicional de habito
indeterminado, e Macarrdo Baixo, cultivar de habito determinado, tiveram a maior
distancia (0,60). Os acessos mais semelhantes foram as cultivares com habito
determinado Napoli e Vicenza com distancia genética de 0,45.

O grupo 4, formado por 28 acessos com habito de crescimento
indeterminado, exibiu dissimilaridade genética média de 0,54. A maior distancia
genética (0,67) foi observada entre as variedades tradicionais Lago Azul e S-233-B e
a menor distancia (0,34) entre as variedades tradicionais Bayo e Rayados.

Na andlise da estrutura populacional, baseado no critério de valor
minimo de cross-entropy, 0 numero 6timo de grupos foi cinco (k=5) (Figura 3.5 C). O
primeiro grupo (G1) foi formado por cultivares e linhagens com habito de crescimento
determinado. No G2 o Unico acesso com habito indeterminado foi a cultivar Strada, os
demais acessos do grupo foram cultivares e linhagens com habito determinado. O G3
foi composto principalmente por variedades tradicionais, tanto com habito
determinado, quanto indeterminado. O G4 foi formado por variedades tradicionais com
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habito indeterminado, com excecao do cultivar Macarrao Baixo, o qual possui habito
determinado. O G5 foi composto com cinco das sete cultivares com habito
indeterminado e uma variedade tradicional (Figura 3.5 C).

Comparando-se o agrupamento hierarquico com o a andlise de
estrutura populacional, houve concordancia de 93%. Apenas 0s acessos Feijao de
vagem café, Feijdo de vagem 5, Listrado de Vagem, Macarrdo Baixo, Vagem Italiana,
Saxa e ldaho Refugee ndo apresentaram concordancia nos agrupamentos. O grupo
1 da analise da estrutura populacional teve 29 acessos (100%) alocados no grupo 1
do agrupamento hierarquico, o grupo 2 teve 10 acessos (71,4%) alocados também no
grupo 1 do agrupamento hierarquico, o grupo 3 teve 25 acessos (92,6%) alocados no
grupo 2, o grupo 4 teve 22 acessos (84,6%) alocados no grupo 4 do agrupamento
hierarquico e o grupo 5 teve seis acessos (100%) alocados no grupo 4.

A analise de correlacdo entre as matrizes de dissimilaridade de
Gower, obtida por meio da caracterizacdo com 60 descritores morfoagronémicos, e a
matriz de Jaccard, gerada com os dados da caracterizagdo molecular com
marcadores AFLPs (968 marcas polimérficas), revelou correlacao significativa de 0,43
(Apéndice F, pag. 160).
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3.6. DiscussAo

A estreita base genética de cultivares e a baixa utilizagéo de recursos
genéticos sdo um dos principais fatores que limitam o aumento da produtividade das
leguminosas que ndo sdo commodities. A caracterizacdo da variabilidade genética
presente nos bancos de germoplasma, por meio do pré-melhoramento, possibilita a
introgressdo de genes favoraveis para o desenvolvimento de cultivares mais
produtivas, resistentes e com melhores caracteristicas nutricionais (SHARMA et al.,
2013). A ampla variabilidade observada nos acessos do banco de germoplasmas de
feijdo-de-vagem do IDR-Parand demonstra que o programa de melhoramento tem
potencial para o desenvolvimento de cultivares produtivas e com caracteristicas
adequadas de vagem.

Por ser uma hortalica, a escolha de uma cultivar de feijao-de-vagem
deve considerar aspectos que vao além de produtividade, tais como vagens elipticas
(razdo entre espessura e largura da vagem proximo de 1), longas, nao recurvadas e
com reduzido teor de fibras, auséncia de fio na sutura ventral e sementes brancas e
cilindricas (HAGERTY et al.,, 2016). Considerando as caracteristicas qualitativas
preferenciais, observa-se que os acessos do banco de germoplasma possuem
caracteristicas que atendem as exigéncias do mercado consumidor (Figura 3.1).

Outro fator importante para a sustentabilidade do sistema produtivo
do feijdo-de-vagem é a dependéncia de mao-de-obra. Os tratos culturais representam
um dos principais itens no custo de producao e podem ser realizados manualmente
ou com auxilio de maquinas, de modo que a mecanizacdo tem demonstrado ganhos
significativos de eficiéncia, produtividade e retorno econdémico (IBARROLA-RIVAS;
KASTNER; NONHEBEL, 2016).

Considerando a utilizacéo racional de mao-de-obra, as cultivares de
habito de crescimento determinado representam uma grande vantagem quando
comparadas as cultivares de habito indeterminado, pois possibilitam a completa
mecanizacao da lavoura. O porte arbustivo, 0 menor ciclo e a ndo necessidade de
tutoramento das plantas permitem semeadura, pulverizagdes e colheita mecanizada,
com menor demanda de mao-de-obra e menor custo de producédo (VAZ;, MORAIS
JUNIOR; PEIXOTO, 2017).
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Os parametros genéticos estimados evidenciaram variancia
genotipica (Vg) maior que a variancia ambiental (Ve) para a maioria dos descritores
guantitativos (20 descritores), fato que se refletiu em elevada herdabilidade no sentido
amplo (h?g) e acuracia de selecdo (Ac) (Tabela 3.1). Valores de h?g de moderado a
elevado (69,7% a 96,5%) indicam que a variavel em questdo é pouco influenciada
pelo ambiente e que a selecdo baseada no fendtipo pode acarretar melhorias
significativas (KATUURAMU et al., 2020). Alta h?; e Ac podem estar associadas a
efeitos aditivos dos genes de controle das caracteristicas, portanto tais caracteristicas
podem ser utilizadas para selecdo de acessos ou progénies no programa de
melhoramento (HENRY; EVANS; NELSON, 2019).

Para a definicdo dos descritores a serem utilizados na caracterizagéo
do germoplasma, deve-se considerar principalmente a capacidade de discriminacao
dos gendtipos que o descritor possui (LAURA et al., 2018). Considerando as
estimativas de herdabilidade no sentido amplo, acuracia seletiva e contribuicdo para
a diferenciacdo dos acessos por meio das variaveis canbnicas (Tabela 3.2), os
descritores quantitativos que devem ser priorizados na caracterizagdo de
germoplasma de feijdo-de-vagem sédo: componentes de rendimento (TPM, CPN, CPM
e CPN), ciclo (FC e HC), razdo entre espessura e largura da vagem (PT/PW), razéo
entre comprimento e largura da semente (SL/SW) e razdo entre espessura e largura
da semente (ST/SW).

Descritores com baixa capacidade de diferenciar os acessos de um
banco de germoplasma nédo devem ser empregados, uma vez que a utilizacao de
descritores ndo efetivos implicardo em aumento de custo e tempo na realiza¢do do
trabalho (DELFINI et al., 2017). Em condi¢cbes de baixa disponibilidade de recursos
humanos e financeiros os descritores comprimento do dente apical (ALP), massa de
mil sementes (W1000), numero de Iéculos por vagem (LNP), nimero de sementes por
vagem (SNP) e massa por unidade de vagem (PMA) ndo devem ser utilizados.

Os 60 descritores morfoagronémicos, bem como os marcadores
moleculares AFLP, proporcionaram uma caracterizacao satisfatoria dos acessos do
banco de germoplasma, com a separacdo dos acessos de habito de crescimento
determinado e indeterminado e a formagé&o de subgrupos majoritariamente compostos
por variedades tradicionais, linhagens e cultivares (Figura 3.4). O grupo formado pelos

acessos com habito de crescimento indeterminado na caracterizacéo
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morfoagronémica exibiram maior variabilidade genética (distancia genética média de
0,55) quando comparado aos acessos com habito determinado (distancia genética
média de 0,50), fato que pode ser reforgado pelo maior desvio padrdo do Grupo 2 na
andlise de Ward MLM (Tabela 3.2) e dispersdao dos acessos do Grupo 2 na
representacao grafica das variaveis candnicas (Figura 3.4 A).

Na caracterizacdo morfoagrondbmica, o grupo 1, formado
majoritariamente com acessos de habito de crescimento determinado, teve maior
quantidade de cultivares e linhagens (70%), enquanto o grupo 2, formado
principalmente com acessos de habito indeterminado, apresentou maior quantidade
de variedades tradicionais (83,3%). A base genética de cultivares e linhagens tende a
ser mais estreita e variedades tradicionais propendem a possuir maior variabilidade
genética (SAJGALIK et al., 2019). Essa tendéncia também foi observada no presente
estudo, com cultivares e linhagens apresentando dissimilaridade genética média de
0,55 e 0,54, enquanto as variedades tradicionais demonstraram dissimilaridade de
0,60. Desse modo, a maior variabilidade do grupo 2 pode ser explicada por sua
composicdo de acessos e nao apenas pelo fato de possuir majoritariamente habito de
crescimento indeterminado.

Na caracterizacdo por meio de marcadores moleculares AFLP o
coeficiente de diferenciacdo genética (Fst) estimado (0,130) indica que 87% da
variacdo esta presente dentro das populagdes com hébito de crescimento
determinado e indeterminado e que apenas 13% da variacdo genética ocorre entre
elas (Tabela 3.3). O Fst esta diretamente ligado a variacdo na frequéncia alélica entre
populacdes, de modo que quanto maior for o Fst, maior sera a diferenciacdo genética
entre as populacdes analisadas e menor a diferenciacdo dentro de cada populagéao
(BASHIR et al., 2020).

Analisando-se apenas a populacdo com habito determinado, verifica-
se uma menor diversidade (Fst = 0,084) entre os grupos cultivar, linhagem e variedade
tradicional, uma vez que 91,6% da variacao genética foi observada dentro de cada um
dos grupos. Na populacdo com habito indeterminado o Fst estimado (Fst = 0,103)
sugere que 90,7% da variacdo genética esta presente dentro de cultivar e variedade
tradicional e apenas 10,3% entre elas (Tabela 3.3). Em popula¢gbes de espécies
autdgamas como o feijdo € comum que o coeficiente de diferenciacdo genética seja

baixo (<0,05) ou moderado (>0,05 a <0,15), uma vez que ha uma menor migragao de
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genes e as populacdes tendem a homozigose (BASHIR et al., 2020; BRADSHAW,
2016; PIPAN; MEGLIC, 2019).

A analise de componentes principais, o dendograma formado pelo
agrupamento neighbor-joining e matriz de jaccard, bem como a estrutura populacional
(Figura 3.5), apresentaram semelhancas entre si e coeréncia com o0s resultados
obtidos por meio dos descritores morfoagronémicos. Andrade e colaboradores (2016),
ao utiizarem os mesmos primers AFLP do presente estudo para fazer a
caracterizacdo de acessos de feijdo-de-vagem com habito de crescimento
determinado e indeterminado, observaram dissimilaridade genética média de 0,48,
com os acessos de habito indeterminado apresentando maior variabilidade do que os
acessos de habito determinado.

Estudos sugerem que acessos de feijao-de-vagem com habito de
crescimento determinado podem estar mais proximos do centro de origem andino,
enguanto os acessos com habito indeterminado podem ter uma associagcdo mais
estreita com o centro de origem mesoamericano (ANDRADE et al., 2016; BLAIR et al.,
2010). Considerando os indicios de existéncia de maior variabilidade genética no
centro de origem mesoamericano quando comprado ao andino (BITOCCHI et al.,
2012, 2013; KWAK; GEPTS, 2009), a maior divergéncia genética dos acessos com
habito indeterminado pode estar associada ao centro de origem e a caracteristicas
evolutivas.

Em estudo realizado na Universidade de Oregon (USA), Wallace e
colaboradores (2018) observaram base genética mais estreita para o feijdo-de-vagem
guando comparado ao feijdo comum. Os autores também encontraram evidéncias da
possibilidade de combinagdes Unicas em cruzamentos entre feijao-de-vagem e feijao
comum. Essas informac¢des demonstram o potencial dos acessos de feijado-de-vagem
para programas de melhoramento genético de feijdo para consumo de graos secos e
a necessidade de manutencdo ou ampliacdo da base genética nos programas de
melhoramento de feijao-de-vagem.

A correlagcdo existente entre os dados morfoagrondmicos e
moleculares podem ser relacionado ao niumero de descritores utilizados. No presente
estudo foram utilizados 60 descritores morfoagronémicos. Os resultados do presente
estudo indicam a necessidade de utilizacdo de maior quantidade de descritores

morfoagrondmicos com capacidade de discriminacdo dos acessos, uma vez que
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estudos de caracterizacdo de germoplasma que utilizaram marcadores moleculares e
poucos descritores morfoagronémicos ndo encontram correlacao significativa entre a
fenotipagem e a genotipagem (ARUNGA et al., 2015; BABA et al., 2016; DELFINI et
al., 2017; GHALMI et al., 2010; MARAS et al., 2016; ROLDAN-RUIZ et al., 2001).

Mesmo com o crescente uso de marcadores moleculares para
caracterizar e estimar a diversidade genética de colecdes, a avaliacéo fenotipica ainda
é crucial para determinar a adaptacdo local e o potencial agrondmico dos recursos
fitogenéticos (CHAVEZ-SERVIA et al., 2016). A combinacdo da caracterizacio
morfoagronémica e molecular evidenciam ser o melhor caminho para estudos
completos de diversidade genética em bancos de germoplasma (GUIDOTI et al.,
2018).
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3.7. CONCLUSOES

Os resultados demonstraram a existéncia de variabilidade genética no
banco de germoplasma de feijdo-de-vagem do IDR-Parana.

As ferramentas utilizadas para a fenotipagem e genotipagem,
descritores morfoagronémicos e marcadores moleculares AFLP, foram eficientes e
possibilitaram a caracterizagao dos acessos do banco de germoplasma.

A utilizacéo de 60 descritores morfoagronémicos permitiu uma analise
de diversidade robusta, fato que foi corroborado pela correlacao significativa entre a
matriz de distancia gerada com os dados morfoagronédmicos e a matriz oriunda dos
dados com marcadores moleculares.

Maior variabilidade genética foi observada dentro do grupo de
acessos com habito de crescimento indeterminado, quando comparado ao grupo com
habito determinado.

A distancia genética média dos acessos do banco de germoplasma
de feijdo-de-vagem do IDR-Parand foi de 0,57, tanto na caracterizagdo
morfoagronémica quanto molecular.

Acessos divergentes geneticamente e com caracteristicas
agrondmicas desejaveis poderdo ser utilizados em cruzamentos para criacdo de

variabilidade e inicio de um programa de melhoramento.
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4. ARTIGO B — FENOTIPAGEM E SELECAO DE ACESSOS DE FEIJAO-DE-
VAGEM DE HABITO DE CRESCIMENTO DETERMINADO PARA POTENCIAL
AGRONOMICO E QUALIDADE NUTRICIONAL

4.1. RESumMO

Considerando a necessidade de identificar acessos que permitam o desenvolvimento
de cultivares mais produtivas e adaptadas as condi¢des regionais de cultivo, objetivou-
se com o trabalho avaliar a diversidade genética, produtividade de vagens,
componentes de producdo e teor nutricional de 60 acessos de feijdo-de-vagem de
hébito de crescimento determinado do Banco de Germoplasma do IDR-Parana e
efetuar a selecéo de acessos promissores. O delineamento experimental foi de blocos
ao acaso com trés repeticbes, de modo que foram realizados dois ensaios na Estacéo
de Pesquisa de Londrina do Instituto de Desenvolvimento Rural do Parana — IAPAR —
EMATER (IDR-Parand), o primeiro na safra das aguas de 2017 e o segundo na safra
de outono inverno de 2019. Foram avaliadas quatro variaveis qualitativas e 29
variaveis quantitativas: componentes de producao (15 variaveis), produtividade, teor
de proteina e nutrientes na vagem (P, K, Ca, Mg, S, Cu, Zn, Mn e Fe) e compostos
bioguimicos (fenodis, flavonoides e atividade antioxidante). Para as variaveis
guantitativas foi aplicada a metodologia de modelos mistos. Com os valores
genotipicos preditos foi realizada andlise descritiva (box-plot), correlacdo de Pearson,
componentes principais (ACP), analise de agrupamento de mapa de calor (heatmap)
e importancia relativa dos caracteres para divergéncia entre 0s genaétipos. Para a
elaboracdo do mapa de calor, as médias foram padronizadas, a matriz de
dissimilaridade foi gerada por meio da distancia euclidiana média e o dendograma
pelo agrupamento UPGMA. A herdabilidade média e acuracia de sele¢do para as
variaveis morfoagrondémicas foi 0,66 e 0,80, para os teores de nutrientes na vagem foi
0,40 e 0,62 e para os compostos bioquimicos foi 0,10 e 0,29. A analise de deviance
indicou efeito significativo (P < 0.05) de genotipo e da interacdo gendtipo x ambiente
(GxA) para a maioria das variaveis. Na andlise de correlagdo de Pearson observou-
se que Fe foi a Unica variavel que ndo apresentou correlacéo significativa (p<0,01).
Na representacdo gréafica dos dois principais componentes a maioria dos acessos foi
agrupado de acordo com seu status bioldgico (cultivar, linhagem e variedade
tradicional). A dissimilaridade genética média entre os 60 acessos foi de 0,34. O grupo
de acessos de cultivares (n=10) teve distancia genética média de 0,356, linhagens
(n=33) 0,314 e variedades tradicionais (n=17) 0,364. As variaveis que mais
contribuiram para a divergéncia genética entre os acessos foram massa média de
vagens, largura de vagem, ciclo até a colheita, raz&o entre espessura e largura da
vagem, teor de Cu e Mn e massa total de vagens. A caracterizacdo permitiu a selecao
de gendtipos divergentes, com caracteristicas agronémicas e nutricionais desejaveis,
0S quais poderéao ser avaliados em mais ambientes ou utilizados como genitores para
inicio de um programa de melhoramento genético de feijdo-de-vagem.

Palavras-chave: Phaseolus vulgaris L.; Germoplasma; Melhoramento genético;
Modelos mistos.
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4.2. ABSTRACT

Considering the need to identify genotypes that enable the development of more
productive cultivars and adapted to regional cultivation conditions, The objective of the
present work was to evaluate the genetic diversity, productivity, production
components and nutritional content of 60 snap beans accessions of determined growth
habit of the Germplasm Bank of IDR-Paran& and to select promising accessions. The
experimental design was a randomized block with three replications, so that two
experiments were carried out at the Londrina Research Station of the Instituto de
Desenvolvimento Rural do Parana — IAPAR — EMATER (IDR-Parana), the first in the
rainy season of 2017 and the second in winter season 2019. Four qualitative variables
and 29 quantitative variables were evaluated: production components (15 variables),
yield, protein and nutrient content in the pod (P, K, Ca, Mg, S, Cu, Zn, Mn and Fe) and
biochemical compounds (phenols, flavonoids and antioxidant activity). For the
quantitative variables, the mixed model methodology was applied. Descriptive analysis
(box-plot), Pearson correlation, main components (ACP), heatmap cluster analysis
(heatmap) and relative importance of characters for divergence between genotypes
were performed with the predicted genotypic values. For the elaboration of the heat
map, the averages were standardized, the dissimilarity matrix was generated through
the average Euclidean distance and the dendrogram by the UPGMA cluster. The mean
of heritability and accuracy of selection for the morpho-agronomic variables was 0.66
and 0.80, for the nutrient contents in the pod it was 0.40 and 0.62 and for the
biochemical compounds it was 0.10 and 0.29. Deviance analysis indicated a significant
effect (P < 0.05) of genotype and genotype x environment (GXE) interaction for most
variables. In Pearson's correlation analysis, it was observed that Fe was the only
variable that did not show significant correlation (p<0.01). In the graphic representation
of ACP, the two main components grouped the majority of accessions according to
biological status (cultivar, line and landraces). The average genetic dissimilarity among
the 60 accessions was 0.34. The accession group of cultivars (n = 10) had an average
genetic distance of 0.356, lines (n = 33) 0.314 and landraces (n = 17) 0.364. The
variables that most contributed to the genetic divergence between accessions were
average pod mass, pod width, cycle until harvest, ratio between pod thickness and
width, Cu and Mn content and total pod mass. Phenotyping allowed the selection of
divergent genotypes, with desirable agronomic and nutritional characteristics, which
could be evaluated in more environments or used as parents to start a snap bean
breeding program.

Keywords: Phaseolus vulgaris L.; Germplasm; Plant breeding; mixed models.
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4.3. INTRODUGCAO

O feijao-de-vagem (Phaseolus vulgaris L.) € considerado uma
importante olericola cultivada no mundo. Ao contrario do feijdo comum, no qual séo
comercializados os graos secos, no feijdo-de-vagem sédo consumidas as vagens
imaturas com as sementes em desenvolvimento (MYERS et al., 2019). Essa olericola
possui alta qualidade nutricional, sendo considerada uma importante fonte de
vitaminas, minerais e fibras, além de ser rica em compostos bioativos (CHAURASIA,
2020).

As cultivares de feijdo-de-vagem sao divididas em dois grupos quanto
ao hébito de crescimento, determinado e indeterminado. No Brasil as cultivares de
hébito indeterminado sdo as mais utilizadas pelos agricultores, pois estao inseridas
dentro de um sistema de rotacdo de cultivos que aproveita a estrutura de tutoramento
de espécies como pepino e tomate de mesa. No entanto, o maior ciclo de produtivo,
apesar de proporcionar maior producgéo, acarreta maior demanda de mé&o de obra para
o tutoramento e colheita e expde as plantas a maior incidéncia de pragas e doencas
(FRANCELINO et al., 2011; GOMES et al., 2016; SANTOS et al., 2012).

As plantas de feijdo-de-vagem de habito determinado (arbustiva)
possuem caule curto, ereto, ramificado, emitem inflorescéncias terminais, apresentam
menor ciclo, dispensam o tutoramento e proporcionam colheitas concentradas e
adaptadas a mecanizacédo intensiva, reduzindo o custo de producéo e facilitando o
escalonamento da producdo (VAZ; MORAIS JUNIOR; PEIXOTO, 2017; VIDAL et al.,
2007). No entanto, o numero limitado de cultivares € considerado uma importante
barreira para o uso desse tipo de cultivar no Brasil (MAPA, 2021).

O desenvolvimento de cultivares arbustivas de feijao-de-vagem mais
produtivas, com caracteristicas comerciais adequadas, porte de planta para
mecanizacao, resistente a estresses bidticos e com alta qualidade nutricional é
considerado um importante desafio para o melhoramento de plantas. Nesse contexto,
a caracterizagdo da variabilidade genética existente nos bancos de germoplasma tem
um importante papel para o fornecimento de informacgdes uteis para os programas de
melhoramento (DELFINI et al., 2020; MADAKBAS et al., 2016).

O uso eficiente da variabilidade genética so € possivel por meio da
caracterizacdo do germoplasma. Essa etapa permite a selecdo de acessos que
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apresentam atributos necessarios para o desenvolvimento de novas cultivares que
atendam as demandas dos agricultores e do mercado consumidor (BRADSHAW,
2017). A caracterizagdo dos componentes de producédo e do rendimento possibilita a
mensuracao direta das caracteristicas de interesse agronémico e da adaptacéo local
dos acessos (CHAVEZ-SERVIA et al., 2016).

Para que uma cultivar cumpra seu papel de tecnologia inovadora, é
necessario que tenha atributos além de maior produtividade, no caso do feijao-de-
vagem, a cultivar precisa ter qualidade nutricional. A biofortificagdo de alimentos
consiste no aumento do teor de nutrientes e compostos bioativos em culturas
alimenticias por meio do melhoramento genético (GARG et al., 2018) e pode ser uma
forma viavel para combater a desnutricdo, principalmente em paises em
desenvolvimento (BLAIR, 2013; JHA; WARKENTIN, 2020; SIWELA et al., 2020).

O feijdo-de-vagem, além de ser uma hortalica rica em macronutrientes
e micronutrientes essenciais para a dieta humana, apresenta teores elevados de
compostos fendlicos, flavonoides e atividade antioxidante com efeitos benéficos na
saude humana, principalmente por atuarem como anticarcinogénicos e anti-
inflamatdrios (GARCIA-DIAZ et al., 2018; MYERS et al., 2019).

Considerando a necessidade de identificar acessos que permitam o
desenvolvimento de cultivares mais produtivas, com maior qualidade nutricional e
adaptadas as condi¢cOes regionais de cultivo, objetivou-se com o presente trabalho
avaliar a diversidade genética, produtividade de vagens, componentes de producéo e
teor nutricional de acessos de feijdo-de-vagem com habito de crescimento
determinado (arbustivos) do Banco de Germoplasma do Instituto de Desenvolvimento
Rural do Parani — IAPAR — EMATER (IDR-Parand) e efetuar a selecao de acessos

promissores.



70

4.4, MATERIAL E METODOS

Foram avaliados 60 acessos de feijao-de-vagem de habito de
crescimento determinado (arbustivo), os quais estdo separados em linhagens
melhoradas (n = 31) introduzidas do Centro Internacional de Agricultura Tropical —
CIAT (Cali, Colémbia), cultivares (n = 12) e variedades tradicionais (n = 17) do Brasil

ou introduzidas de outros paises (Apéndice A, pag. 149).

4.4.1. Avaliacdo agronbmica

Para a avaliagdo agronGmica foi estabelecido um ensaio com 0s
acessos semeados em duas épocas na Estacdo de Pesquisa de Londrina (altitude de
585 m, latitude de 23°21'43.13"S e Longitude de 51° 9'52.63"W) do Instituto de
Desenvolvimento Rural do Parana — IAPAR — EMATER (IDR-Parana).

A primeira época (ambiente 1) foi semeada na safra das aguas de
2017 na data de 5 de setembro e a segunda época (ambiente 2) foi semeada na safra
de outono inverno de 2019 na data de 27 de marco (Apéndice G, pag. 161). O solo do
talhdo de cultivo apresentou 79% de argila, 15% de silte e 6% de areia. A analise
qguimica do solo do ambiente 1 teve as seguintes caracteristicas: pH (H20) = 6,07,
CTC = 13,21 cmolc dm3; V% = 58; Al% = 0 cmolc dm3; P = 12,1 ppm; Ca = 4,17 cmolc
dm-3; Mg = 3,08 cmolc dm3; k = 0,41 cmolc dm™3. A andlise quimica do solo do ambiente
2 foi: pH (H20) = 6,35; CTC = 12,89 cmolc dm3; V% = 65; Al% = 0 cmolc dm3; P = 16,7
ppm; Ca = 4,33 cmolc dm3; Mg = 3,42 cmolc dm; k = 0,63 cmolc dm™3,

A semeadura da safra das aguas de 2017 teve temperatura média de
22,8°C, temperatura maxima média de 30,2°C, temperatura minima média de 16,5°C,
umidade relativa do ar média de 64,5% e precipitacdo pluvial acumulada de 489 mm.
A safra de outono inverno de 2019 apresentou temperatura média de 21,9°C,
temperatura maxima média de 28,1°C, temperatura minima meédia de 17,2°C,
umidade relativa do ar média de 82,3% e precipitacdo pluvial acumulada de 219 mm
(Apéndice H, pag. 162).

O delineamento experimental adotado foi de blocos ao acaso com trés

repeticdes. A parcela experimental do ensaio foi constituida de trés linhas de um metro
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de comprimento, com espacamento de 0,5 metro entre linhas e dez plantas por metro
linear. A parcela util foi composta pelas dez plantas da linha central.

Na semeadura foram utilizados 350 kg ha' de adubo na formulacéo
4-30-10 (N -P205-K20). Foram realizadas duas adubacodes de cobertura, a primeira no
estadio de desenvolvimento V3, quando a segunda folha trifoliolada estava
completamente expandida, com 40 kg ha! de N, fonte sulfato de amoénio (20% de N),
e a segunda no estadio R5, quando 50% das plantas estavam com botdes florais, com
200 kg ha! de adubo formulado 20-05-20 (N - P20s - K20), totalizando em cobertura
80 kg ha' de N, 10 kg ha' de P20s e 40 kg ha' de K20. O controle quimico de
doencas, pragas e plantas invasoras foi efetuado em conformidade com as
recomendacdes técnicas para a cultura.

O experimento foi conduzido em condi¢bes de campo e o suprimento
de agua foi realizado por meio de irrigacdo por aspersdao convencional, com duas
linhas de irrigacdo dispostas em paralelo, de modo que os aspersores foram
posicionados com sobreposicdo para que houvesse irrigacao uniforme em toda a area
experimental. A frequéncia de irrigacdo, bem como a duracéo, foi dependente do
estadio de desenvolvimento da cultura, umidade do solo e condi¢des meteoroldgicas.

As variaveis guantitativas relacionadas a componentes de producéo
foram:

Altura de planta (PH): quando as plantas atingiram o estadio de
desenvolvimento R5 (pelo menos uma flor aberta em 50% das plantas da parcela) a
altura de plantas foi mesurada com auxilio de uma vareta régua de 1,5 metro graduada
em centimetros, medindo-se do colo da planta até a extremidade da haste principal.
A avaliacao foi realizada em cinco plantas da linha central de cada parcela.

Numero de n6s (NN): foi avaliado o numero de nds na haste principal,
do colo da planta até a extremidade. A avaliacéo foi realizada na colheita das vagens
em 5 plantas da linha central.

Altura de insercao da primeira vagem (PIH): a altura de insercao foi
determinada medindo-se a distancia entre o colo da planta e a inser¢éo (pedunculo)
da vagem mais baixa. A medic¢éo foi efetuada em cinco plantas da linha central com o
auxilio de uma trena de 1 metro graduada em cm.

Ciclo até o florescimento (FC): numero de dias da emergéncia até o
estadio de desenvolvimento R6.
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Ciclo até a colheita (HC): numero de dias da emergéncia até a colheita
das vagens. A colheita das vagens foi realizada de acordo com o0s critérios
estabelecidos pelas Normas de Classificagdo de Vagem do Programa Brasileiro para
a Modernizagéo da Horticultura (PBMH, 2010), entre os graus de tenrura 1 e 2, ou
seja, até a ocupacéo de ¥ do espaco do l6culo pela semente.

Comprimento (PL), largura (PW) e espessura (PT) de vagem: as
avaliacOes foram realizadas com auxilio de uma régua graduada em centimetros para
a variavel PL e com um paquimetro digital graduado em milimetros para as variaveis
PW e PT. Foram avaliadas 10 vagens por parcela.

Relacéo entre espessura e largura de vagem (PT/PW): foi obtida pela
divisdo de PT por PW.

NUmero total de vagens por planta (TPN) e massa total de vagens por
planta (TPM): quando as plantas atingiram o ponto de colheita, todas as vagens de
cinco plantas da linha central foram retiradas, contadas e medidas a massa. O valor
de TPM foi expresso em gramas (g).

Numero comercial de vagens por planta (CPN) e massa comercial de
vagens por planta (CPM): todas as vagens colhidas das sete plantas da linha central
foram submetidas aos critérios estabelecidos pelas Normas de Classificacdo de
Vagem do Programa Brasileiro para a Modernizacao da Horticultura (PBMH, 2010).
As vagens com padrdo comercial foram contadas e pesadas com auxilio de uma
balanca semianalitica. O valor de CPM foi expresso em gramas (g).

Massa média de vagem: foi obtida pela razdo entre CPM e CPN.

Porcentagem de vagens comerciais (PCP): foi obtida pela divisdo de
CPM por TPM e multiplicado por 100.

Para a estimativa de produtividade (PROD) foram consideradas 200
mil plantas por hectare e foi utilizando o valor de CPM. O valor de PROD foi expresso
emtha?l.

Foram avaliadas quatro variaveis qualitativas de acordo com o0s
critérios estabelecidos pela Unido Internacional para a Protecdo de Novas Variedades
de Plantas (UPOV) e pelo Servigo Nacional de Protecdo de Cultivares — SNPC/MAPA
(BRASIL, 2015) para a protecdo de cultivares de feijdo. As variaveis qualitativas

avaliadas foram:
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Forma da vagem em sessao transversal: foi realizado um corte
transversal na vagem através da semente e 0s acessos foram classificados de acordo
com o enquadramento em: achatada, periforme, eliptica, Octomorfa e circular.

Cor da vagem: as vagens colhidas foram classificadas como: verde
clara, verde médio, verde escuro, amarela, rajada e roxa.

Presenca de fio: cinco vagens de cada parcela foram quebradas ao
meio para verificar a presenga ou auséncia de fio na sutura ventral.

Grau de curvatura da vagem: as vagens colhidas de cada parcela
foram classificadas de acordo com o grau de curvatura: ausente ou muito fraca, fraca,

média, forte e muito forte.

4.4.2. Avaliacdo Nutricional

Uma amostra de 20 vagens de cada parcela experimental com
uniformidade de tamanho, sem injurias e incidéncia de patdgenos foi retirada, lavada
em agua corrente, seca em estufa com circulagédo de ar a 65°C por 72 horas e moida.
Com a farinha obtida foram mensurados os teores de fosforo, potassio, calcio,
magneésio, cobre, zinco, manganés, ferro, enxofre e proteina (%).

O teor de proteina foi quantificado por espectrofotometria pelo método de
Kjeldahl, como descrito por Miyazawa (1999). Foi realizada a leitura de N no
espectrofotometro UV-VIS, utilizado o fator 6,25 para converter o nitrogénio total da
vagem em proteina bruta (N x 6,25) e o valor final foi expresso em porcentagem de
proteina corrigida para base seca. Para a determina¢do dos teores dos minerais foi
utilizada a metodologia descrita por Miyazawa et al. (1999), que consiste na digestao
nitroperclérica com a solu¢do de HNO3:HCIO4 na proporc¢éo 3:1 de 0,4 g da farinha
de cada amostra em um tubo digestor de 80 ml. Os minerais foram determinados em
espectrofotdometro de emissao atdbmica (ICP).

Para a quantificacdo de compostos fendlicos totais (FEN), flavonoides
totais (FLA) e atividade antioxidante (DPPH), foram separadas 20 vagens de cada
parcela experimental com uniformidade de tamanho, sem injurias e incidéncia de
patdgenos. As vagens foram lavadas em aguas corrente, secas com papel toalha e

conservadas em freezer -24°C até a realizagdo das analises.
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O extrato utilizado para a quantificacdo de FEN, FLA e DPPH foi
preparado a partir de 1 g da farinha suspensa em 10 mL de etanol a 70% (v/v),
deixando a suspensdo sob agitacdo por duas horas (Orbital-Nova Organica) em
temperatura ambiente (x 25°C). Em seguida, o extrato foi separado por centrifugacéo
1013xg (Excelsa 2 Fanem modelo 205N) por cinco minutos, seguida de filtracdo
(VAZQUEZ et al., 2008).

Para determinacdo do teor de compostos fendlicos, 1 mL de extrato
etandlico foi misturado a 1 mL etanol, 1 mL de reagente Folin-Ciocalteau 0,2 N e 1 mL
de carbonato de sodio 10% (m/v). A mistura foi deixada em repouso por 30 min no
escuro a temperatura de 25°C. Posteriormente a absorbancia foi medida em
comprimento de onda de 765 nm em um espectrofotometro (Micronal, AJX-1600). O
acido gadlico foi utilizado como padrdo nas concentracdes 10 a 100 mg L e os
resultados expressos como mg equivalentes de acido gélico por 100 g de amostra
(SWAIN; HILLIS, 1959).

A quantificacéo de flavonoides totais foi realizada a partir de 1 mL do
extrato metanolico, adicionado de 1 mL de cloreto de aluminio 5% (m/v) e 2 mL de
metanol, deixando-se por 30 minutos no escuro. Posteriormente foi realizado a leitura
em espectrofotdbmetro (Micronal, AJX-1600) com comprimento de onda de 425 nm. A
Quercetina foi utilizada como padrdo nas concentracdes de 50 a 500 mg.L! e os
resultados foram expresso em mg de equivalente de quercetina (QE) por 100 g de
amostra (LEE; HOWARD; VILLALON, 1995).

Para a determinacdo da atividade antioxidante pelo sequestro do
radical 2,2- Diphenyl-1-picryl-hidrazil (DPPH), 50 uL do extrato etandlico foram
misturados a 1,0 mL de tampdao acetato 100 mM (pH 5,5), 1,0 mL de etanol e 0,5 mL
de solugcao etandlica de DPPH 250,0 uM. Os tubos foram mantidos a temperatura
ambiente por 15 min no escuro. A absorbéancia do radical DPPH remanescente foi
determinada em espectrofotometro (Thermo- Genesys) no comprimento de onda de
517 nm, realizadas em trés repeticdes. A curva analitica foi preparada utilizando Trolox
(6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilchroman-2-acido carboxilico) como padrédo, e o0s
resultados foram expressos em porcentagem de sequestros de radicais livres
(BRAND-WILLIAMS; CUVELIER; BERSET, 1995).
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4.4.3. Andlise dos dados

Para as quatro variaveis qualitativas foi realizada analise descritiva
dos dados. Para as 29 variaveis quantitativas foi aplicada a metodologia de modelos
mistos (modelo 25), estimativa de parametros genéticos por maxima verossimilhanca
restrita (REML) e predicéo de valores genéticos pelo procedimento da melhor predicéo
linear ndo viciada (BLUP), por meio do software Selegen REML/BLUP (RESENDE,
2016) e do software R com o pacote ‘ime4’ (BATES et al., 2014). A anélise de deviance
(ANADEV) foi realizada considerando o seguinte modelo estatistico:

y =Xr+Zg+Wi+e

Em que y € o vetor de dados, r € o vetor dos efeitos de locais e de
repeticbes dentro de locais (fixos) somados a média geral, g é o vetor dos efeitos
genotipicos (aleatérios), i é o vetor dos efeitos da interacdo gendtipo x ambiente
(aleatorios) e e € o vetor de erros (aleatérios). As letras mailsculas representam as
matrizes de incidéncia para os referidos efeitos. Os efeitos de gendtipo e da interacao
genotipo x ambiente foram testados por meio do teste da razdo da verossimilhanca
(LRT) em nivel de 5% de probabilidade.

Com os valores genotipicos preditos de produtividade de vagens,
componentes de producao, teor de minerais e compostos bioquimicos na vagem foi
realizada analise descritiva (box plot), correlacdo de Pearson, componentes principais
(ACP) e andlise de agrupamento de heatmap. Para a elaboracdo do heatmap foi
utilizado a distancia euclidiana média padronizada e o agrupamento hierarquico
UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean). Foi realizada também
analise de importancia relativa dos caracteres de Singh (1981) para divergéncia entre
0S genotipos (matriz da distancia euclidiana média).

As analises foram realizadas no software R (R CORE TEAM, 2020),
de modo que para o box-plot foram usados os pacotes Tidyverse (WICKHAM et al.,
2019), Ggpubr (KASSAMBARA, 2020) e RColorBrewer (NEUWIRTH, 2014), para a
analise de correlacdo de Pearson o pacote Corrplot (WEI; SIMKO, 2017), para a
analise de componentes principais o pacote Factoextra (KASSAMBARA; MUNDT,
2017) e para a analise de agrupamento de mapa de calor o pacote Pheatmap (KOLDE,
2019).
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4.5. RESULTADOS

As avaliacGes de caracteristicas qualitativas revelaram que 58% dos
acessos de feijdo-de-vagem com habito de que crescimento determinado possuem
forma da vagem em sesséo transversal eliptica, 48% possuem vagens com coloracao
verde médio, 78% nao apresentam fio na sutura ventral da vagem e 62% exibem grau

de curvatura da vagem fraco (Figura 4.1).
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Figura 4.1 - Forma da vagem em sessao transversal (A), cor da vagem (B), presenca de fio na sutura ventral da vagem (C) e grau
de curvatura da vagem (D) de 60 acessos de feijdo-de-vagem de habito de crescimento determinado.

A B Amarela_
3%

Cc D Muito Fraca
3% |
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A andlise de deviance (ANADEYV) indicou efeito significativo (p < 0,05)
para interacao genotipo x ambiente (GxA) para a maioria das variaveis, exceto para
namero de nés na haste principal (NN), espessura da vagem (PT), proteina (PR) e os
nutrientes P, K, Ca, Mg, S, Cu, Zn e Fe. Para efeito dos genoétipos também foi
observado efeito significativo (p < 0,05) para a maioria das caracteristicas avaliadas,
com excecao para porcentagem de vagens comerciais (PCP), os nutrientes P, K, Mg,
Zn, Mn e Fe e fendis totais (FEN), flavonoides totais (FLA) e atividade antioxidante
(DPPH) (Tabela 4.1).
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Tabela 4.1 - Estimativa de parametros genéticos por maxima verossimilhanca restrita
(REML) e predigéo de valores genéticos pelo procedimento da melhor predigcéo linear
nao viciada (BLUP) de 29 variaveis utilizadas na avaliacdo de 60 genotipos de feijao-
de-vagem de habito de crescimento determinado.

Descritores  h%, % Ac  Rgloc CVe% G GxXxA Média Min Max
PH 0,64 0,80 0,59 7,79 14,59*7 23,79* 48,41 46,20 52,99
NN 0,68 0,82 0,97 9,57 1320,6** 0,00 7,37 7,06 8,57
PIH 0,71 0,84 0,74 12,16 21,1** 9,2** 17,13 15,90 19,81
FC 0,75 0,87 0,72 4,34 167,1** 17,5** 33,52 32,39 35,98
HC 0,43 0,66 0,33 3,87 4,71 38,7** 53,49 52,60 54,87
PL 0,93 0,97 0,95 5,63 86,8** 541* 13,55 1255 14,53
PW 0,95 0,97 0,95 6,90 14,6 23,7 11,22 9,74 14,02
PT 0,69 0,83 0,75 8,31 19,26** 1,39 8,66 8,29 9,27

PT/PW 0,90 0,95 0,90 10,19 62,9 10,52** 0,98 0,88 1,06
TPN 0,75 0,87 0,67 14,03 26,3** 554** 17,25 14,87 22,58
TPM 0,59 0,77 0,47 12,12 11,5%* 94,6 92,54 84,19 106,73
CPN 0,54 0,73 0,41 14,37 8,67 120,0* 13,39 11,98 16,84
CPM 0,42 0,65 0,28 11,39 4,22 155,9** 75,33 70,29 85,72
PMA 0,81 0,90 0,77 9,84 36,8** 23,8** 6,72 6,10 7,33
PCP 0,36 0,60 0,31 6,68 2,9 25,9 85,24 83,80 87,80
PROD 0,42 0,65 0,28 11,37 4,22* 156,5** 15,07 14,06 17,15

PR 0,58 0,76 0,81 9,07 10,7+ 0,44~ 17,61 17,08 18,83
P 0,33 0,57 0,36 11,93 2,3™ 3,44" 4,08 3,99 4,35
K 0,27 0,52 0,90 13,62 0,46™ 0,00 24,76 24,40 25,56
Ca 0,60 0,77 0,64 18,23 11,7 1,43™ 5/18 4,79 6,02
Mg 0,33 0,57 0,45 1251 2,31 0,15 3,31 3,24 3,44
S 0,59 0,77 0,85 15,94 11,7** 0,2m 1,97 1,86 2,43
Cu 0,69 0,83 0,96 18,36 20,3** 0,0 8,82 8,15 9,77
Zn 0,35 0,59 0,53 16,53 2,7 0,77 36,03 35,04 38,58
Mn 0,15 0,39 0,13 26,87 0,4 23,1* 64,61 63,00 67,62
Fe 0,16 0,41 0,26 25,58 0,5™ 1,45™ 97,73 95,90 100,98
FEN 0,02 0,13 0,01 5,25 0,1 1271** 13,45 13,29 14,09
FLA 0,16 0,40 0,09 6,10 0,5™ 599** 42,00 40,43 47,27

DPPH 0,11 0,33 0,06 4,66 0,2"™ 724,6** 48,80 47,69 50,25

Y PH: altura de planta; NN: nimero de nés na haste principal; PIH: altura de insercdo da primeira vagem: FC: ciclo
até inicio do florescimento (dias); HAC: ciclo até inicio da colheita (dias); PL: comprimento de vagem (cm); PW:
largura de vagem (mm); PT: espessura de vagem (mm); PT/PW: razdo entre espessura e largura da vagem; TPN:
numero total de vagens; TPM: massa total de vagens; CPN: nimero comercial de vagens; CPM: massa comercial
de vagens (g); PMA: massa por unidade de vagem; PCP: porcentagens de vagens comerciais; PROD:
produtividade de vagens comerciais (t.ha'); PR: teor de proteina na vagem (%); P: teor de fésforo na vagem (g.ka-
1); K: potassio (g.ka); Ca: Célcio (g.ka'); Mg: magnésio (g.ka?); S: enxofre (g.ka); Cu: cobre (mg.kg?); Zn:
zinco (mg.kg?); Mn: Manganés (mg.kg?); Fe: ferro (mg.kg™); FEN: compostos fendlicos (mg.100g); FLA:
flavonoides (mg.100g'); DPPH: atividade antioxidante (% de radicais livres neutralizados).

2/ h?%y: herdabilidade da média de gendtipo; Ac: acurdcia da selecdo de gendtipos; Rgloc: correlagdo entre
ambientes; CVe%: coeficiente de variagdo ambiental; G: efeito de gendétipos; GxA: efeito da interagdo entre
gendtipo e ambiente; Média: Média geral dos gendtipos; Min: valor minimo dos genétipos; Max: valor méximo dos
genaotipos.

3/ significativo a 1% de probabilidade pelo Teste da Raz&do da Verossimilhanga (LRT); * significativo a 5% de
probabilidade pelo Teste da Raz&o da Verossimilhanca (LRT); " N&o significativo.
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O ensaio cultivado na safra das aguas (ambiente 1) exibiu maior
namero total (TPN) e comercial de vagens (TPM), massa total (CPN) e comercial de
vagens (CPM), produtividade (PROD), Ca, Mg, Zn e Fe que o ensaio cultivado na
safra de outono-inverno (ambiente 2). No entanto, o ensaio de outono inverno
demonstrou maior altura de planta (PH), altura de insercéo da primeira vagem (PIH),
comprimento de vagem (PL), teor de proteina (PR), P, K, Cu, Mn e flavonoides (FLA).
A dispersao, simetria e valores discrepantes (outliers) do conjunto de dados das 29
varidveis morfoagronémicas, nutricionais e bioquimicas, tanto do ambiente um, quanto
do ambiente dois, podem ser observados na andlise de boxplot apresentada no
Apéndice J (pag. 165) e no Apéndice K (pag. 166).

Na andlise de maxima verossimilhanca restrita (REML) foram
estimados os parametros genéticos das 29 variaveis morfoagronémicas, nutricionais
e bioquimicas utilizadas na avaliacdo dos 60 acessos de feijao-de-vagem de habito
de crescimento determinado cultivados em duas safras (Tabela 4.1). Para as variaveis
morfoagronémicas a herdabilidade (h?g) variou de 0,36 a 0,95 e a acurécia de selecédo
(Ac) de 0,60 a 0,97, sendo os maiores valores observados para as caracteristicas
comprimento de vagem (PL), largura de vagem (PW), massa por unidade de vagem
(PMA), numero total de vagens (TPN) e ciclo até o inicio do florescimento (FC). Para
teor de nutrientes e compostos bioguimicos a h%gvariou de 0,02 a 0,69 e a Ac de 0,13
a 0,83, com os maiores valores sendo observados para Cu, Ca, S e proteina (PR). As
variaveis que demonstraram menores valores de h?g e Ac foram compostos fenélicos
(FEN), atividade antioxidante (DPPH) e Fe (Tabela 4.1)..

A correlacdo média entre os dois ambientes (Rgloc) foi 0,56, variando
de 0,28 a 0,97 para as variaveis morfoagronébmicas e de 0,01 a 0,96 para as
caracteristicas nutricionais e bioquimicas. As variaveis com maior Rgloc foram niumero
de nés (NN), comprimento da vagem (PL), largura da vagem (PW), teor de K e
proteina (PR), engquanto as variaveis com menor Rgloc foram compostos bioquimicos
(FEN, FLA e DPPH), Mn, Fe e Produtividade (PROD). O coeficiente de variacao
residual (CVe%) foi menor que 30% para todas as variaveis analisadas (Tabela 4.1).

Na analise de correlagdo de Pearson das 29 variaveis
morfoagronémicas, nutricionais e bioquimicas, foi observado que Fe foi a Unica
variavel que ndo apresentou correlacdo significativa (p<0,01) com as demais

caracteristicas. Dentro do grupo de variaveis morfoagronémicas, comprimento de
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vagem (PL) demonstrou forte correlacdo positiva com massa media de vagem (PMA)
e altura de insercéo da primeira vagem (PIH) correlacionou-se com altura de plantas
(PH). Numero total de vagens (TPN), massa total de vagens (TPM), nUmero comercial
de vagens (CPN), massa comercial de vagens (CPM) e produtividade de vagens
comerciais (PROD) exibiram elevada correlacdo entre si. Foi observado correlacéo
negativa entre massa média de vagem (PMA) e numero total e comercial de vagens

(TPN e CPN) e entre ciclo até a colheita (HC) e espessura de vagem (PT) (Figura 4.2).

Figura 4.2 - Analise de correlagcao de Pearson (p<0,01) de 60 acessos de feijao-de-
vagem de habito de crescimento determinado por meio de variaveis
morfoagronémicas, nutricionais e bioguimicas.

o Bioquimica
© Morfoagrondémica
© Nutricional

Minimum: 0.33 Cutoff: 0.3% Maximum: 1

PH: altura de planta; NN: nimero de nds na haste principal; PIH: altura de inser¢éo da primeira vagem: FC: ciclo
até inicio do florescimento (dias); HAC: ciclo até inicio da colheita (dias); PL: comprimento de vagem (cm); PW:
largura de vagem (mm); PT: espessura de vagem (mm); PT/PW: razdo entre espessura e largura da vagem; TPN:
namero total de vagens; TPM: massa total de vagens; CPN: nimero comercial de vagens; CPM: massa comercial
de vagens (g); PMA: massa por unidade de vagem; PCP: porcentagens de vagens comerciais; PROD:
produtividade de vagens comerciais (t.ha'); PR: teor de proteina na vagem (%); P: teor de fésforo na vagem (g.ka-
1); K: potassio (g.ka); Ca: Célcio (g.ka'); Mg: magnésio (g.ka?); S: enxofre (g.ka); Cu: cobre (mg.kg?); Zn:
zinco (mg.kg'); Mn: Manganés (mg.kg?); Fe: ferro (mg.kg'); FEN: compostos fendlicos (mg.100gt); FLA:
flavonoides (mg.100g'); DPPH: atividade antioxidante (% de radicais livres neutralizados).

No grupo de variaveis nutricionais, S demonstrou correlacao positiva
com proteina (PR), K, Mn, Mg, Ca e P. Observou-se também elevada correlacdo entre

Mg e Ca e entre P e PR. Quanto aos compostos bioquimicos, compostos fendlicos
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(FEN) e flavonoides (FLA) demonstraram correlacdo positiva com atividade
antioxidante (DPPH).

Verificou-se também correlagbes significativas entre os grupos de
varidveis morfoagronémicas e nutricionais/bioquimicas. Ca demonstrou correlacao
positiva com ciclo até a colheita (HC) e numero total e comercial de vagens (TPN e
CPN). Mg teve correlacao positiva com ciclo até o florescimento (FC) e ciclo até a
colheita (HC) e numero de nds (NN) demonstrou correlacdo com Zn e proteina (PR).

A anadlise de componentes principais (ACP) revelou que os dois
primeiros componentes somados explicam 38,3% da variacdo dos resultados. As
variaveis que mais contribuiram para a formacédo do componente 1, representado pelo
eixo X, foram: TPN, CPN, TPM, PROD, CPM, Ca, HC, PW, Mg e PT/PW. Para a
formacdo do componente 2, representado pelo eixo Y, as varidveis que mais
contribuiram foram: P, S, PR, K, Mg, Mn, PT, Ca, Zn e NN (Figura 4.3 B).
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Figura 4.3 - Analise de componentes principais de 60 acessos de feijao-de-vagem de habito de crescimento determinado por meio
de varidveis morfoagronémicas, nutricionais e bioquimicas. Representacdo grafica dos dois principais componentes (A) e
contribuicdo das variaveis para a formacdo dos componentes um e dois (B).
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PH: altura de planta; NN: nimero de nés na haste principal; PIH: altura de insercdo da primeira vagem: FC: ciclo até inicio do florescimento (dias); HAC: ciclo até inicio da
colheita (dias); PL: comprimento de vagem (cm); PW: largura de vagem (mm); PT: espessura de vagem (mm); PT/PW: raz&o entre espessura e largura da vagem; TPN: niumero
total de vagens; TPM: massa total de vagens; CPN: nimero comercial de vagens; CPM: massa comercial de vagens (g); PMA: massa por unidade de vagem; PCP: porcentagens
de vagens comerciais; PROD: produtividade de vagens comerciais (t.ha); PR: teor de proteina na vagem (%); P: teor de fésforo na vagem (g.kal); K: potassio (g.ka); Ca:
Caélcio (g.kal); Mg: magnésio (g.ka!); S: enxofre (g.kat); Cu: cobre (mg.kg?); Zn: zinco (mg.kg™t); Mn: Manganés (mg.kg?); Fe: ferro (mg.kg™); FEN: compostos fendlicos
(mg.100gY); FLA: flavonoides (mg.100g™); DPPH: atividade antioxidante (% de radicais livres neutralizados).
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Na representacéo grafica dos dois principais componentes a maioria
dos acessos foi agrupado de acordo com seu status bioldgico (cultivar, linhagem e
variedade tradicional). As variedades tradicionais foram alocadas mais a esquerda e
divididas em dois grupos, com o grupo alocado na parte inferior da representacao
grafica tendo maior teor de flavonoides (FLA), massa média de vagem (PMA),
espessura de vagem (PT) e menor ciclo até o florescimento (FC) e até a colheita (HC).
O grupo de variedades tradicionais posicionado na parte superior teve maior largura
de vagem (PW), altura de planta (PH) e altura de inser¢céo da primeira vagem (PIH).
De modo geral as variedades tradicionais demonstraram menor ciclo, potencial
produtivo e teor de nutrientes nas vagens. Os gendtipos Idaho Refugee e Saxa se
destacaram das demais variedades tradicionais pela maior produtividade, de modo
que o ldaho Refugee também demonstrou maior teor de proteina (PR), P, K, S, Zn e
Mn (Figura 4.3).

As linhagens foram agrupadas mais ao centro na ACP, indicando
valores intermediarios para as caracteristicas analisadas. Dentro do grupo de
linhagens, destacaram-se: HAB 440, HAB 441, HAB 443, HAB 447, HAB 407, HAB
432, HAB 404 e UEL 2, as quais demonstraram maior potencial produtivo, ciclo e
teores de Ca e Mg. As cultivares foram alocadas mais a direita na ACP, com excecao
do gendtipo Manteiga Baixo, o qual ficou mais a esquerda da figura. De modo geral o
grupo formado por cultivares demonstrou maior potencial produtivo, ciclo e teores de
Ca, Mg e S (Apéndice J, pag.165 e Apéndice K, pag. 166), com os acessos Macarréo
rasteiro, Napoli, Vicenza e Zigane se destacando pelos maiores valores de niumero de
nos (NN), proteina (PR), P, K, Mn e Zn.

A dissimilaridade genética média entre os 60 acessos foi de 0,34, com
a menor distancia (0,10) sendo observada entre as linhagens HAB 403 e HAB 442 e
a maior distancia (0,58) entre a linhagem HAB 447 e a variedade tradicional
Mandarino.

O grupo de acessos formado por cultivares (n=10) teve uma distancia
genética média de 0,356, com a cultivar Manteiga baixo apresentando o menor valor
(0,32) e a Napoli o maior (0,41). As linhagens (n=33) tiveram distancia genética média
de 0,314, com a menor distancia sendo observada na HAB 413 (0,275) e a maior
distancia na HAB 447 (0,40). O grupo com maior distancia genética meédia foi o
formado por variedades tradicionais, com valor de 0,364. A variedade Montdor
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demonstrou a menor distancia (0,30) e Mandarino a maior (0,449) (Apéndice L, pag.
167).

Na andlise de agrupamento de UPGMA expressa por meio do mapa
de calor (Figura 4.4), observa-se a formacéo de trés grupos de acessos, 0s quais
demonstram concordancia com a analise de componentes principais (Figura 4.3). O
primeiro grupo (G1) teve a maior dissimilaridade genética média (0,34) e foi formado
por seis acessos: trés variedades tradicionais (Amarillo, Idaho Refugee e Mandarino),
duas cultivares (Macarrdo Rasteiro e Zigane) e uma linhagem (HAB 409). Esse grupo
se destacou por apresentar valores inferiores de massa total (TPM), massa comercial
de vagens (CPM) e produtividade (PROD) e maior altura de planta (PH), nimero de
nés (NN), altura de insercao da primeira vagem, maior teor de proteina (PR), P, K, Mg,
S, Zn, Mn e compostos fendlicos (FEN) (Figura 4.5).
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Figura 4.4 - Mapa de calor gerado a partir da matriz de distancia euclidiana média e
agrupamento UPGMA de 60 acessos de feijao-de-vagem de habito de crescimento
determinado por meio de variaveis morfoagronémicas, nutricionais e bioquimicas.
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PH: altura de planta; NN: nimero de nés na haste principal; PIH: altura de insergcdo da primeira vagem: FC: ciclo
até inicio do florescimento (dias); HAC: ciclo até inicio da colheita (dias); PL: comprimento de vagem (cm); PW:
largura de vagem (mm); PT: espessura de vagem (mm); PT/PW: razdo entre espessura e largura da vagem; TPN:
namero total de vagens; TPM: massa total de vagens; CPN: nimero comercial de vagens; CPM: massa comercial
de vagens (g); PMA: massa por unidade de vagem; PCP: porcentagens de vagens comerciais; PROD:
produtividade de vagens comerciais (t.ha!); PR: teor de proteina na vagem (%); P: teor de fésforo na vagem (g.ka
1); K: potassio (g.ka?); Ca: Célcio (g.kal); Mg: magnésio (g.ka'); S: enxofre (g.kal); Cu: cobre (mg.kg?); Zn:
zinco (mg.kg?); Mn: Manganés (mg.kg?); Fe: ferro (mg.kg?t); FEN: compostos fendlicos (mg.100g™); FLA:
flavonoides (mg.100gt); DPPH: atividade antioxidante (% de radicais livres neutralizados).
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Figura 4.5 - Média e desvio padrédo dos trés grupos (G1, G2 e G3) formados pela
matriz média euclidiana de dissimilaridade e agrupamento UPGMA de 60 acessos de
feijdo-de-vagem de habito de crescimento determinado.
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PH: altura de planta; NN: nimero de nés na haste principal; PIH: altura de insercdo da primeira vagem: FC: ciclo
até inicio do florescimento (dias); HAC: ciclo até inicio da colheita (dias); PL: comprimento de vagem (cm); PW:
largura de vagem (mm); PT: espessura de vagem (mm); PT/PW: razdo entre espessura e largura da vagem; TPN:
namero total de vagens; TPM: massa total de vagens; CPN: nimero comercial de vagens; CPM: massa comercial
de vagens (g); PMA: massa por unidade de vagem; PCP: porcentagens de vagens comerciais; PROD:
produtividade de vagens comerciais (t.ha!); PR: teor de proteina na vagem (%); P: teor de fésforo na vagem (g.ka
1); K: potassio (g.kat); Ca: Célcio (g.kal); Mg: magnésio (g.ka'); S: enxofre (g.kal); Cu: cobre (mg.kg?); Zn:
zinco (mg.kg?); Mn: Manganés (mg.kg?); Fe: ferro (mg.kg?t); FEN: compostos fendlicos (mg.100g7?); FLA:
flavonoides (mg.100gt); DPPH: atividade antioxidante (% de radicais livres neutralizados); DIVER: distancia
genética média obtida por meio da matriz de dissimilaridade Euclidiana.
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O segundo grupo (G2) apresentou dissimilaridade genética média de
0,341 e foi formado por 15 acessos: sete cultivares (Alessa, Clarke, Macarréo,
Macarrao Baixo, Napoli, Savannah e Vicenza) e oito linhagens (HAB407, HAB432,
HAB440, HAB441, HAB445, HAB447, UEL 1 e UEL). De modo geral esse grupo
apresentou maior numero total (TPN) e comercial de vagens (CPN), massa total (TPM)
e comercial de vagens (CPM), produtividade (PROD), ciclo até a colheita (HC) e teor
de Cu nas vagens (Figura 4.5).

O terceiro grupo (G3) foi o que teve maior quantidade de acessos
(n=39) e menor dissimilaridade genética média (0,33). Os acessos do G3
demonstraram valores intermediarios para a maioria das variaveis e maior
comprimento (PL) e espessura (PT) de vagem, teor de flavonoides (FLA) e atividade
antioxidante (DPPH) (Figura 4.5).

As variaveis que mais contribuiram para a divergéncia genética entre
0s acessos foram massa média de vagens (PMA), largura de vagem (PW), ciclo até a
colheita (HC), razédo entre espessura e largura da vagem (PT/PW), teor de Cue Mn e
massa total de vagens (TPM). As varidveis que demonstraram menor importancia
relativa foram: ciclo até o florescimento (FC), teor de proteina (PR), Zn e S na vagem

e numero de ndés na haste principal (NN) (Figura 4.6).
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Figura 4.6 - Importancia relativa dos caracteres (%) de Singh (1981) para divergéncia
genética entre 60 acessos de feijdo-de-vagem de hébito de crescimento determinado
por meio de variaveis morfoagronémicas, nutricionais e bioquimicas.
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PH: altura de planta; NN: nimero de nés na haste principal; PIH: altura de inser¢@o da primeira vagem: FC: ciclo
até inicio do florescimento (dias); HAC: ciclo até inicio da colheita (dias); PL: comprimento de vagem (cm); PW:
largura de vagem (mm); PT: espessura de vagem (mm); PT/PW: razdo entre espessura e largura da vagem; TPN:
namero total de vagens; TPM: massa total de vagens; CPN: nimero comercial de vagens; CPM: massa comercial
de vagens (g); PMA: massa por unidade de vagem; PCP: porcentagens de vagens comerciais; PROD:
produtividade de vagens comerciais (t.ha); PR: teor de proteina na vagem (%); P: teor de fésforo na vagem (g.ka-
1); K: potassio (g.ka?); Ca: Calcio (g.ka'); Mg: magnésio (g.ka?); S: enxofre (g.ka!); Cu: cobre (mg.kg?); Zn:
zinco (mg.kg'); Mn: Manganés (mg.kg?); Fe: ferro (mg.kg'); FEN: compostos fendlicos (mg.100gt); FLA:
flavonoides (mg.100gt); DPPH: atividade antioxidante (% de radicais livres neutralizados).

A caracterizacdo fenotipica permitiu a selecdo de 20 gendtipos
divergentes, com caracteristicas agronémicas e nutricionais desejaveis, 0s quais
poderdo ser avaliados em mais ambientes ou utilizados como genitores para inicio de
um programa de melhoramento genético de feijdo-de-vagem. Foram selecionados
duas variedades tradicionais: Idaho Refugee e Saxa; sete cultivares: Alessa, Clarke,
Macarrdo Baixo, Napoli, Savannah, Vicenza e Zigane; e 11 linhagens: HAB404,
HAB407, HAB415, HAB427, HAB428, HAB432, HAB440, HAB441, HAB443, HAB447
e UEL 2.

Na Figura 4.7 é apresentado o Boxplot de comparacdo dos 20
acessos de feijado-de-vagem de habito de crescimento determinado selecionados (G1)
e nao selecionados (G2) com relagdo as variaveis morfoagronémicas, nutricionais e

bioquimicas. Foi observado que os acessos selecionados apresentam menor altura
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meédia de planta, maior nimero de nads, ciclo até o florescimento e até a colheita, maior
relacdo entre espessura e largura de vagem, niamero total e comercial de vagens,
maior massa total e comercial de vagens, produtividade e maior teor de Ca, Mg, S e
Cu nas vagens. Os acessos selecionados também demonstraram maior divergéncia
genética (DIVER), com distancia genética média de 0,353 contra 0,326 dos acessos

nao selecionados.
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Figura 4.7 — Média e desvio padréo dos 20 acessos de feijdo-de-vagem de habito de
crescimento determinado selecionados (G1) e os 40 nédo selecionados (G2) com
relacdo as variaveis morfoagrondmicas, nutricionais e bioquimicas.

489 755 17.50 f— p—
34.0
; ==
4856 7.50 1728 53,5 | I
.y _ 338 £
E 7.45 E
Daga = = 4] 8] -
T Z 740 T 17.00 w336 T 58
o o T
48.0 7.35
334
16.75 | E— 53.4
7.30
47.7 —- 33.2
G1 G2 G1 G2 G1 G2 G G2 G G2
— 11.75 —
1.01
13.65 11.50 I 19{
— 870 1.00
= 11.25 -
E 1360 E E =
8 —— E £ & 09 E 1al
1 13.55 11.00 - = =
o E Qg5 2 998
1350/ 10.75 17
1 —|— 0.97
13.45 et 16l ——
G1 G2 G1 G2 G1 G2 []] G2 G1 G2
100 ] 80! 6.80
% 145 + + _ 85.4
675 _
— 78 — —B5.3
CE = 140 o K] =
670 bt
s o = < 0852
o o o 76 S [E—— T
= 135 o o b ——
92 6.65 851
13.0 74
—_— —_— e 560 1 B5.0 1
G1 G2 ) G1 ] ) G1 G2 G1 G2 G1 G2

17.70

=2}
.

17.65
24.76

17.60
2472

PROD (t/ha)
2 o 5
PR (%)

| |
. Ptsr'jg)
3 8
K {g/kg)

| ‘ |
Ca (g/kg)

|

|

3.30

by
©
@

E— 1755
G1 G2 G1 G2 408 G G2 G1 G2 G1 G2
3.35 1 204 —
3.24 90 362 848
201 f— —_ — -
=333 =2 o o
5 — ——
= 4 X390 = 361 <
B2 5 g 2 | —— Zoa6
= Diaa E E E
331 ) = c =
(5] N =

o
o
w
&
=]
@
B
e

3.29 0.2

E &7
G2

2

Fe img/kg)
g g
= (=]
+ g
FEN (mg EAG/100g)

G1 G1 G2 G1 G1 G2

13.500

13475

FLA (mg QE/100g)
5 &
o N
DPPH (%)
& &
L ] =]
}—I—i 8
DIVER
¥ 8 8

97,6 13.4501
e 418
974 13,425 485 — 033
416
97.2 — P 032
G1 G2 G1 G2 G1 G2 G1 G2 G G2

PH: altura de planta; NN: nimero de nés na haste principal; PIH: altura de insercdo da primeira vagem: FC: ciclo
até inicio do florescimento (dias); HAC: ciclo até inicio da colheita (dias); PL: comprimento de vagem (cm); PW:
largura de vagem (mm); PT: espessura de vagem (mm); PT/PW: razdo entre espessura e largura da vagem; TPN:
namero total de vagens; TPM: massa total de vagens; CPN: nimero comercial de vagens; CPM: massa comercial
de vagens (g); PMA: massa por unidade de vagem; PCP: porcentagens de vagens comerciais; PROD:
produtividade de vagens comerciais (t.ha); PR: teor de proteina na vagem (%); P: teor de fésforo na vagem (g.ka-
1); K: potassio (g.ka?); Ca: Célcio (g.ka); Mg: magnésio (g.ka?); S: enxofre (g.ka); Cu: cobre (mg.kg?); Zn:
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4.6. DiscussAo

Para a defini¢céo da cultivar de feijdo-de-vagem a ser utilizada, deve-
se considerar caracteristicas que vao além da produtividade e componentes de
rendimento, tais como: coloracdo e formato da vagem, menor espessura e maior
suculéncia da vagem, reduzido teor de fibra da parede e auséncia de fio na sutura
ventral (HAGERTY et al., 2016). Nos paises tropicais os padrées de qualidade de
feijdo-de-vagem n&o estdo claramente estabelecidos como em paises de zonas
temperadas. Quando a producéo de feijdo-de-vagem € destinada ao mercado externo,
utiliza-se normalmente cultivares de habito de crescimento determinado, uma vez que
esses genotipos tendem a produzir vagens de melhor qualidade (BLAIR et al., 2010).

O mercado consumidor internacional tem preferéncia por vagens com
forma em sessao transversal eliptica, coloracdo verde escura, sem fio na sutura
ventral e pouco recurvadas (HAGERTY et al., 2016; PEVICHAROVA; SOFKOVA-
BOBCHEVA; ZSIVANOVITS, 2015). Considerando esses critérios, apenas sete
acessos apresentaram as quatro caracteristicas qualitativas desejaveis, sendo todas
cultivares: Clarke e Savannah da empresa HM Clause, Macarrdo Rasteiro e Zigane
da empresa TopSeed, Macarrdo da empresa Horticeres, Macarrdo Baixo da empresa
ISLA e Napoli da empresa Feltrin (Apéndice |, pag. 163). Esse fato pode ser explicado
pelo cuidado que as empresas de melhoramento possuem com relacdo as exigéncias
do mercado consumidor, sendo o padrdo comercial um critério decisivo para a
definicdo de lancamento de uma nova cultivar.

A demanda de mao-de-obra é outro fator que deve ser considerado
com atencao na definicdo do sistema produtivo. As opera¢gdes manuais sdo um dos
principais itens dentro do custo de producdo e podem ser realizadas com auxilio de
maquinas, de modo que a mecanizacao tem demonstrado ganhos significativos de
eficiéncia, produtividade e retorno econdmico (IBARROLA-RIVAS; KASTNER;
NONHEBEL, 2016).

Para a colheita mecanizada do feijdo-de-vagem ha a necessidade de
gue a cultivar seja de habito de crescimento determinado, tenha porte ereto e
producéo uniforme (VAZ; MORAIS JUNIOR; PEIXOTO, 2017; VIDAL et al., 2007). As

cultivares também devem ter altura de inser¢cdo da primeira vagem acima de 12 cm
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(OLIVEIRA et al., 2014). Neste contexto, todos os acessos avaliados demonstraram
aptidao para colheita mecanica (Tabela 4.1).

Com o intuito de simular a condicdo de colheita mecanizada, foi
realizada apenas uma colheita em cada um dos experimentos. Desse modo, 0s
acessos com maior producédo comercial de vagens (CPN, CPM, CPC e PROD) podem
ter apresentado esse desempenho devido, entre outros fatores, a maior uniformidade
de floracdo e producdo. Nesse sentido, 0s acessos que mais se destacaram com
relacdo a produgédo comercial de vagens foram: 11 linhagens (HAB404, HAB407,
HAB415, HAB427, HAB428, HAB432, HAB440, HAB441, HAB443, HAB447 e UEL 2)
e cinco cultivares (Alessa, Clarke, Napoli, Savannah e Vicenza). Dentro do grupo de
variedade tradicionais destacou-se 0 acesso Saxa (Figura 4.3 e Figura 4.4).

Embora represente uma das caracteristicas de maior interesse para o
agricultor, as variaveis relacionadas com a producdo (CPN, CPM, PCP e PROD)
tiveram baixa herdabilidade e acuracia quando compradas as outras variaveis de
componentes de producdo, demostrando que a expressdo do fendtipo para essas
caracteristicas tendem a ter maior influéncia do ambiente. Variaveis relacionadas a
produtividade sdo controladas por varios genes e portanto, tendem a ser mais
influenciadas pelo ambiente (ASSEFA et al., 2019; RESENDE et al., 2018).

A herdabilidade pode ser classificada como baixa (h?%g < 0,15),
média/moderada (0,15 < h%g > 0,50) ou alta magnitude (h%,> 0,50) (RESENDE, 2009).
A maioria das 29 variaveis utilizadas no presente trabalho apresentaram parametros
genéticos adequados para emprego na selecdo de gendtipos, com excecdo de teor
de Mn, Fe, FEN, FLA e DPPH, as quais tiveram baixa h’ge Ac (Tabela 4.1). A h?%g
classificada como moderada, aliada a acuracia seletiva, sugere que a avaliacdo
fenotipica pode permitir ganhos de selegcdo com melhorias no desempenho das
variaveis e selecao de individuos agronomicamente superiores (KATUURAMU et al.,
2020; SOUZA et al., 2018).

A maioria das variaveis analisadas tiveram efeito significativo para a
interacdo genaotipo x ambiente (Tabela 4.1), fato que esta diretamente relacionado a
resposta diferencial dos genétipos de acordo com o local de cultivo (TEIXEIRA et al.,
2004). O maior potencial produtivo dos acessos na safra das aguas pode estar
associado as caracteristicas do ambiente, tais como: temperatura média um pouco

superior e menor umidade relativa do ar média (Apéndice H, pag. 162).
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A espécie Phaseolus vulgaris L. é sensivel a altas temperaturas no
florescimento, condicdo que pode causar abortamento floral e diminuicdo da
produtividade (SILVA et al., 2020). No entanto essa condi¢cdo n&o foi observada na
safra das 4guas de 2017 durante o periodo de florescimento dos acessos, uma vez
gue a semeadura foi realizada dentro do zoneamento agricola indicado para a espécie
(MAPA, 2015).

Outra estratégia para selecdo com objetivo de ganho para
caracteristicas que sdo mais influenciadas pelo ambiente é a utilizacdo da selecéo
indireta (ARAUJO et al., 2012; RIBEIRO et al., 2019). O teor de enxofre, por exemplo,
exibiu elevada herdabilidade e acuracia, sendo pouco influenciada pelo ambiente, e
teve alta correlagdo positiva com a maioria dos outros nutrientes e com proteina.
Numero total de vagens (TPN) e massa total de vagens (TPM) também demonstraram
elevada h?g e Ac e alta correlagdo com produtividade (PROD). Desse modo, a sele¢éo
para alto teor de enxofre na vagem poderad ser eficiente para aumentar as
concentracdes de proteina (PR), K, Mn, Mg, Ca e P, bem como a selecao para TPN e
TPM podem ser mais eficientes na identificagcdo de acessos mais produtivos.

Na andlise de agrupamento expressa pelo mapa de calor (Figura 4.4)
€ possivel observar que o grupo 1 (G1) foi o que exibiu maior quantidade de nutrientes
e proteina nas vagens (Figura 4.4). Os acessos com maior teor de proteina na vagem
foram as variedades tradicionais Mandarino (18,8%) e Idaho Refugee (18,3) e a
cultivar Zigane (18,4%), todas agrupadas no G1l. Considerando a tendencia de
aumento do consumo de proteina vegetal com o intuito de garantir 0 uso mais
sustentavel dos recursos naturais, o feijdo-de-vagem torna-se uma opcao atrativa,
pois pode ser preparado mais rapido do que outras leguminosas de graos secos,
encaixando-se nos habitos de consumo dos consumidores modernos que preferem
alimentos mais nutritivos e faceis de serem preparados (NTATSI et al., 2018).

Os acessos do G1 podem ser utilizados em cruzamentos de
programas de biofortificacdo de alimentos para aumentar o teor nutricional de feijao-
de-vagem. O desenvolvimento de cultivares que possam suprir parte das caréncias
nutricionais da populagao faz parte das prioridades de diversos programas ao redor
do mundo, desse modo a biofortificacdo € uma alternativa para melhorar a qualidade

nutricional dos alimentos e uma forma viavel de combater a desnutricdo
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principalmente em paises em desenvolvimento (BLAIR, 2013; PETRY et al., 2015;
RIBEIRO, 2010).

O grupo 2 (G2) demonstrou maior potencial agronémico (Figura 4.5),
produtividade média de 15,8 t hal, com destaque para as linhagens HAB 447 (17,1 t
ha') e HAB 407 (16,9 t ha') e a cultivar Clark (16,6 t ha!). O G2 também exibiu vagens
mais cilindricas (PT/PW proximo de 1), sendo essa uma caracteristica comercial
desejavel, além de maior periodo do florescimento até a colheita. O G2 foi 0 segundo
grupo com menor dias até o florescimento e o que demonstrou maior tempo para inicio
da colheita. Esse maior periodo produtivo entre florescimento e colheita pode estar
associado a maior produtividade do grupo e pode ser uma variavel adicional em
estudos de avaliagédo agrondmica de acessos de feijao-de-vagem.

Gomes e colaboradores (2020) estudaram a produtividade de
cultivares e linhagens de feijao-de-vagem de habito determinado em diferentes safras
de cultivo e encontraram maior rendimento de vagens na safra das aguas, com a
linhagem UEL 2 e a cultivar Napoli exibindo maior potencial produtivo. Vaz, Morais
Junior e Peixoto (2017) realizaram a caracterizacdo de 29 acessos de feijado-de-vagem
de habito determinado de diferentes paises origem e constaram ampla variabilidade
para os caracteres avaliados, comprimento de vagem médio de 14,75 cm, 18 vagens
comerciais por planta e produtividade média de 11,85 t hal. Os dados referenciados
reforcam o potencial agronémico dos acessos do grupo 2, uma vez que demonstraram
produtividade média superior.

O grupo 3 (G3), formado pela maioria dos acessos, destacou-se
principalmente pelos maiores teores de compostos bioquimicos. Devido a baixa
contribuicdo dos compostos bioquimicos para a formacdo dos dois primeiros
componentes na ACP, essa analise nao foi efetiva para identificacdo dos acessos com
maior teor de FEN, FLA e DPPH (Figura 4.3). Os acessos com maior teor de
compostos fendlicos (FEN) foram as variedades tradicionais Saint Marcelilin e Saxa.
Para flavonoides (FLA) destacaram-se as variedades tradicionais Black Wonder,
Piligue e Saxa. Para atividade antioxidante (DPPH), valores superiores foram
verificados na cultivar Manteiga Baixo, linhagem HAB 429 e variedades tradicionais
Montcalm 23, Idaho Refugee e Saxa.

Destaca-se que para as variaveis relacionadas a compostos

bioguimicos (FEN, FLA e DPPH) foi observado efeito significativo apenas para a
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interacdo genotipo x ambiente e que essas caracteristicas foram altamente
influenciadas pelo ambiente, apresentando baixa h?g e Ac.

Normalmente verifica-se variabilidade genética para teor de
nutrientes, proteina, FEN, FLA e DPPH, caracteristicas que apresentam heranca
guantitativa e moderada a alta influéncia do ambiente e da interacdo gendtipo x
ambiente (MYERS et al., 2019; PEREIRA et al., 2017; RIBEIRO et al., 2011, 2019).
Assim, recomenda-se que a sele¢do de gendtipos para maior qualidade nutricional
seja feita com dados obtidos de varios ambientes (RIBEIRO, 2010).

Kleintop e colaboradores (2016) avaliaram a concentracdo de
compostos fenodlicos (FEN) em uma colecdo de feijao-de-vagem e identificaram
grande variabilidade para essa caracteristica, com apenas 16% dos genétipos sendo
agrupados com teor intermediario ou alto de FEN, de modo que um desses acessos
foi a variedade tradicional Idaho Refugee. Os acessos do G3 podem ser utilizados em
cruzamentos com foco no desenvolvimento de produtos nutracéuticos, os quais
podem ser consumido diretamente ou utilizado como matéria prima pela industria
farmacéutica (ALCAZAR-VALLE et al., 2020).

O agrupamento efetivo dos acessos de acordo com caracteristicas
comuns s6 foi possivel devido a quantidade de variaveis utilizadas, as quais
demonstraram capacidade satisfatoria de discriminacdo dos genétipos (Figura 4.6).
No entanto, caso o foco do trabalho seja avaliar a divergéncia genética de acessos e
haja escassez de recursos humanos e financeiros, as varidveis com menor
contribuicéo relativa poderao retiradas das analises (DELFINI et al., 2017).

Com o intuito de iniciar um programa de melhoramento genético de
feijdo-de-vagem, foram selecionados 20 acessos considerando-se as caracteristicas
comerciais, agronémicas e nutricionais, de modo que o grupo foi formado com
genaotipos dos trés grupos da analise de agrupamento (Figura 4.4). Considerando que
para o desenvolvimento de cultivares mais produtivas e adaptadas € necessario a
variabilidade genética (CHAVEZ-SERVIA et al., 2016), a selecdo efetuada
proporcionou aumento de produtividade (Figura 4.7) sem estreitar a base genética,
uma vez que a distancia genética média dos 20 acessos selecionados foi de 0,353,
enguanto a distancia genética média dos 60 acessos foi de 0,34.

A caracterizagcdo dos acessos de feijdo-de-vagem permitiu a

identificacdo de gendtipos divergentes, com caracteristicas agrondmicas e nutricionais
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desejaveis, de modo que esses acessos poderao ser utilizados como genitores para
inicio de um programa de melhoramento genético. Os cruzamentos destes individuos
poderdo resultar em combinacfes genicas favoraveis, acarretando caracteristicas
importantes como 0 aumento de produtividade e melhoria da qualidade nutricional e
comercial (FASAHAT et al., 2016; GOVINDARAJ; VETRIVENTHAN; SRINIVASAN,
2015).
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4.7. CONCLUSOES

A fenotipagem para componentes de producdo, produtividade e
qualidade nutricional possibilitou a diferenciagdo genética dos 60 acessos de feijao-
de-vagem de habito de crescimento determinado.

As variaveis de componentes de producdo e produtividade exibiram
maior herdabilidade e acuracia e as relacionadas a qualidade nutricional foram mais
influenciadas pelo ambiente.

A dissimilaridade genética média entre os 60 acessos foi de 0,34. O
grupo de acessos de cultivares (n=10) teve distancia genética meédia de 0,356,
linhagens (n=33) 0,314 e variedades tradicionais (n=17) 0,364. Variedades
tradicionais demonstraram maior dissimilaridade genética, no entanto cultivares e
linhagens foram mais produtivas.

De acordo com os dados fenotipicos, os acessos foram agrupados em
trés grupos, de modo que o grupo 1 (n=6) se destacou pelo maior teor de nutrientes e
proteina na vagem, o grupo 2 (n=15) pela maior produtividade e o grupo 3 (n=39) pela
maior quantidade de compostos bioquimicos e atividade antioxidante.

Considerando os resultados das avaliacbes qualitativas,
agrondmicas, nutricionais e bioquimicas, bem com a diversidade genética entre os
acessos avaliados, foram selecionados 20 acessos para serem utilizados em
programas de melhoramento genético de feijao-de-vagem. Foram selecionadas duas
variedades tradicionais: ldaho Refugee e Saxa; sete cultivares: Alessa, Clarke,
Macarrdo Baixo, Napoli, Savannah, Vicenza e Zigane; e 11 linhagens: HAB404,
HAB407, HAB415, HAB427, HAB428, HAB432, HAB440, HAB441, HAB443, HAB447
e UEL 2.
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5. ARTIGO C - DIVERGENCIA GENETICA, ADAPTABILIDADE E ESTABILIDADE
DE ACESSOS DE FEIJAO-DE-VAGEM DE HABITO DE CRESCIMENTO
DETERMINADO PARA POTENCIAL AGRONOMICO E NUTRICIONAL

5.1. REsSumMO

Considerando a crescente demanda de alimentos com elevado teor nutricional, o
potencial econdmico do cultivo de feijdo-de-vagem e a necessidade de cultivares com
adaptabilidade e estabilidade produtiva, objetivou-se avaliar a diversidade genética e
a adaptabilidade e estabilidade para desempenho agronémico e a qualidade
nutricional de 20 acessos de feijdo-de-vagem de habito de crescimento determinado,
bem como selecionar genitores para inicio de um programa de melhoramento
genético. Os acessos foram avaliados em cinco ambientes do Estado do Paran4,
Brasil. O delineamento experimental foi de blocos ao acaso com trés repeticdes e as
variaveis (29) mensuradas foram: componentes de producdo (15 variaveis),
produtividade, teor de proteina e nutrientes na vagem (P, K, Ca, Mg, S, Cu, Zn, Mn e
Fe) e compostos bioquimicos (fendis, flavonoides e atividade antioxidante). Também
foi realizada a caracterizacdo molecular por meio de marcadores AFLP. Fragmentos
provenientes de quatro combinac¢des de primers foram combinados em uma matriz
binaria de presenca (1) e auséncia (0). Para as variaveis quantitativas foi aplicada a
metodologia de modelos mistos. Com o0s valores genotipicos preditos foi realizada
analise de adaptabilidade e estabilidade para todas as variaveis respostas por meio
da média harménica da performance relativa dos valores genéticos (MHPRVG). As
médias de MHPRVG foram utilizadas nas andlises descritivas (box plot), correlacdo
de Pearson, componentes principais (ACP), agrupamento de mapa de calor (heatmap)
e indice de selecdo baseado na soma de ranks. Na analise de deviance (ANADEV)
foram observados efeitos significativos (P < 0,05) de genétipos para 13 das 29
variaveis analisadas e para a interacdo genétipo x ambiente (GxA) a Unica variavel
gue nao exibiu efeito significativo foi comprimento de vagem (PL). A herdabilidade
genotipica (h%) considerando todas as variaveis foi de 0,69, variando de 0,10 para
teor de Mn na vagem a 0,98 para razdo entre espessura e largura da vagem. A
utilizacéo da estratégia de modelos mistos aliada a adaptabilidade e estabilidade por
meio da média harmdnica da performance relativa dos valores genéticos (MHPRVG)
mostrou-se uma ferramenta eficaz para a selecdo de gendtipos promissores. A
fenotipagem possibilitou a selecdo de gendtipos divergentes geneticamente e com
caracteristicas agrondmicas e nutricionais desejaveis. Para maior potencial
agrondmico foram selecionados os acessos HAB 428, HAB 440, HAB 441, HAB 443,
Clark e Napoli. Considerando o teor nutricional nas vagens foram selecionados os
acessos HAB 440, HAB 441, Idaho Refugee, Napoli, Savannah e Vicenza. Os acessos
HAB 440, HAB 441 e Napoli foram selecionados tanto para melhoria do desempenho
agrondmico, quanto para aumento do teor nutricional das vagens. Os gendtipos
selecionados poderao ser utilizados como genitores para inicio de um programa de
melhoramento genético e as cultivares indicadas para cultivo na regiao.

Palavras-chave: Phaseolus vulgaris L.; melhoramento genético; modelos mistos;
fenotipagem; genotipagem; recursos geneéticos.
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5.2. ABSTRACT

Considering the growing demand for foods with a high nutritional content, the economic
potential of the snap bean cultivation and the need for cultivars with productive
adaptability and stability, the objective was to evaluate genetic diversity and
adaptability and stability for agronomic performance and nutritional quality of 20 bush
snap beans accessions and select parents to start a plant breeding program. The
accessions were evaluated in five environments in the State of Parana, Brazil. The
experimental design was randomized block design with three replications and the
variables (29) measured were: production components (15 variables), yield, protein
and nutrient content in the pod (P, K, Ca, Mg, S, Cu, Zn, Mn and Fe) and biochemical
compounds (phenols, flavonoids and antioxidant activity). Molecular characterization
was also performed using AFLP markers. Fragments from four primer combinations
were combined in a binary matrix of presence (1) and absence (0). For the quantitative
variables, the mixed model methodology was applied. With the predicted genotypic
values, adaptability and stability analysis was performed for all response variables
using harmonic mean of the relative performance of genetic values (HMRPGV).
HMRPGV means were used to perform descriptive analyzes (box-plot), Pearson
correlation, main components (ACP), heat map clustering and selection index based
on the ranks sum. In the analysis of deviance significant effects (P < 0.05) of genotypes
were observed for 13 of the 29 variables analyzed and for the genotype x environment
interaction (GxE) the only variable that did not show significant effect was pod length.
Genotypic heritability considering all variables was 0.69, ranging from 0.10 for Mn
content in the pod to 0.98 for ratio between thickness and width of the pod. The use of
the mixed model strategy combined with adaptability and stability through the harmonic
mean of the relative performance of genetic values proved to be an effective tool for
the selection of promising genotypes. Phenotyping enabled the selection of divergent
genotypes with desirable agronomic and nutritional characteristics. The selected
accessions with the greatest agronomic potential were HAB 428, HAB 440, HAB 441,
HAB 443, Clark and Napoli. Considering the nutritional content in the pods were
selected HAB 440, HAB 441, ldaho Refugee, Napoli, Savannah and Vicenza.
Accessions HAB 440, HAB 441 and Napoli were selected both to improve agronomic
performance and to increase the nutritional content of the pods. The selected
genotypes can be used as parents to start a breeding program and the cultivars
indicated for cultivation in the region.

Keywords: Phaseolus vulgaris L.; Plant breeding; Mixed models; Phenotyping;
Genotyping; Genetic resources.
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5.3. INTRODUCAO

O Feijao-de-vagem (Phaseolus vulgaris L.) € uma importante olericola
cultivada no Brasil, apresentando alto valor agregado quando direcionado para o
mercado fresco, sendo uma alternativa para os agricultores na diversificacdo da
producdo (ANDRADE et al., 2017). Além disso, a vagem também pode ser processada
e congelada, o que garante maior tempo de pos-colheita e possibilidade de exportacao
(FERREIRA et al.,, 2006; MANZOOR et al., 2019). Essa olericola possui elevados
teores de proteinas, vitaminas, minerais e menor teor de fibra que o feijdo comum
(MYERS et al., 2019).

O sucesso do cultivo do feijdo-de-vagem depende da utilizacdo de
cultivares adaptadas as condi¢des locais, uma vez que o posicionamento inadequado
da cultivar tende a diminuir o potencial produtivo da cultura (SANTHI et al., 2015). No
entanto, para a definicdo da cultivar a ser utilizada deve-se considerar caracteristicas
além da produtividade. O mercado consumidor tem preferéncia por vagens com maior
teor nutricional, menor espessura, pouco recurvadas, maior suculéncia, forma eliptica,
reduzido teor de fibra e sem fio na sutura ventral (HAGERTY et al., 2016; NTATSI et
al., 2018; PEVICHAROVA; SOFKOVA-BOBCHEVA; ZSIVANOVITS, 2015).

O feijdo-de-vagem é dividido em dois grupos quanto ao habito de
crescimento da planta, determinado e indeterminado. As cultivares com habito
indeterminado possuem maior ciclo de vida e demandam maior quantidade de méo-
de-obra, devido principalmente ao tutoramento e a colheita (FRANCELINO et al.,
2011; GOMES et al., 2016; SANTOS et al., 2012). Todos os sistemas produtivos
agricolas altamente exigentes em mao-de-obra tendem a apresentar dificuldades de
manuten¢cdo ao longo do tempo, por outro lado a mecanizagcdo tem demonstrado
ganhos significativos de eficiéncia, produtividade e retorno econémico (IBARROLA-
RIVAS; KASTNER; NONHEBEL, 2016).

As cultivares de habito determinado permitem a total mecanizagéao da
lavoura, apresentam menor ciclo e dispensam o tutoramento, proporcionando
colheitas concentradas, menor utilizacdo de mé&o-de-obra e, consequentemente,
menor custo de producéo (VAZ; MORAIS JUNIOR; PEIXOTO, 2017; VIDAL et al.,
2007). Quando a producdo de feijao-de-vagem é destinada ao mercado externo,
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utiliza-se normalmente cultivares de habito de crescimento determinado, as quais
tendem a produzir vagens de melhor qualidade (BLAIR et al., 2010).

O cultivo de feijao-de-vagem é altamente influenciado por variacées
no ambiente e a interagcdo do gendtipo com o ambiente (GxA) representa um dos
principais desafios para os programas de melhoramento, uma vez que dificulta o
processo de selecao (VILELA et al., 2011). Visando amenizar os efeitos da interacao
GxA, busca-se identificar gendtipos com alto potencial produtivo, ampla
adaptabilidade e maior estabilidade fenotipica, ou seja, obter cultivares com alto
desempenho médio em diferentes ambientes de cultivo (CRUZ; CARNEIRO;
REGAZZI, 2014).

Uma das estratégias para melhorar a eficiéncia na selecdo de
genotipos é a utilizacdo dos modelos mistos, o qual estima os parametros genéticos,
prediz os valores genotipicos e possibilita 0 estudo do comportamento das cultivares
sem a influéncia da interacdo genoétipo x ambiente (GOMES et al., 2018). Com os
valores genotipicos preditos é possivel calcular a média harmdnica da performance
relativa dos valores genéticos (MHPRVG) e assim, avaliar simultaneamente os efeitos
da adaptabilidade, estabilidade e produtividade com resultados na prépria grandeza
ou escala do carater avaliado (RESENDE, 2009; SANTOS et al., 2018).

Considerando a crescente demanda por alimentos com elevado teor
nutricional, o potencial econémico do cultivo de feijdo-de-vagem e a necessidade do
desenvolvimento de cultivares produtivas e estaveis, objetivou-se avaliar a
diversidade genética e a adaptabilidade e estabilidade para desempenho agronémico
e a qualidade nutricional de 20 acessos de feijdo-de-vagem de habito de crescimento
determinado, bem como selecionar genitores para inicio de um programa de

melhoramento genético.
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5.4. MATERIAL E METODOS

5.4.1. Material vegetal e ambientes

Foram avaliados 20 acessos de feijao-de-vagem de habito de
crescimento determinado em cinco ambientes do estado do Parand, Brasil, safra das
aguas de 2017 e 2018 em Londrina, safra de outono inverno de 2019 em Londrina,
Cambara e Umuarama, Parana, Brasil (Apéndice M, p4g. 168). Os acessos avaliados
sdo compostos por linhagens melhoradas do Centro Internacional de Agricultura
Tropical — CIAT (Cali, Colébmbia), cultivares e variedades tradicionais. As informacdes
dos acessos, tais como nome, pais de origem, Instituicdo de introducédo ou Empresa
obtentora, status biolégico, sessao transversal, cor, curvatura e fio na sutura ventral
da vagem podem ser analisadas no Apéndice N (pag. 169).

O ensaio foi estabelecido nas EstacGes de Pesquisa do IDR-Parana
nas cidades de Londrina, Cambara e Umuarama, Parand, Brasil. As coordenadas
geograficas, altitude e os dados de temperatura média, temperatura maxima média,
temperatura minima média, umidade relativa do ar, precipitacdo acumulada, teor de
areia, silte e argila do solo, pH, saturacdo de bases (V%) e aluminio, concentracdo de
P, Ca, Mg e K do solo de cada ensaio estdo descritos na Tabela 5.1. Os dados diarios
de temperatura média, temperatura maxima, temperatura minima, umidade relativa do

ar e precipitacdo de cada ensaio podem ser analisados no Apéndice O (pag. 170).
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Tabela 5.1 - Caracteristicas dos ambientes de avaliacdo dos 20 acessos de feijao-de-
vagem de habito de crescimento determinado no Estado do Parand, Brasil.

Caracteristica Londrina Londrina Londrina Cambara Umuarama
2017 2018 2019 2019 2019

Safra Aguas Aguas Outonol/inverno Outono/inverno Outono/inverno

Semeadura 05/09 03/09 26/03 06/04 11/04

Latitude 23°21'43.13"S  23°22'6.89"S  23°21'43.13"S  23°0'26.34"S  23°47'31.04"S

Longitude 51°9'52.63"W  51°9'46.58"W  51°9'52.63"W  50°2'18.46"W 53°15'11.52"W

Altitude 585 m 559 m 585 m 416 m 391 m

T-média 22,8°C 21,8°C 21,9°C 21,0°C 22,0°C

T-méx 30,2°C 28,2°C 28,1°C 28,9°C 27,9°C

T-min 16,5°C 16,7°C 17,2°C 15,3°C 17,8°C

UR 64,5% 76,8% 82,3% 77,7% 79,2%

Precip 489 mm 383 mm 219 mm 228 mm 284 mm

Areia 6% 5% 6% 17% 71%

Silte 15% 15% 15% 10% 4%

Argila 79% 80% 79% 73% 25%

pH 6,07 6,14 6,35 5,22 4,91

CTC 13,21 11,48 12,89 9,21 4,13

V% 58 62 65 66 31

Al% 0,0 0,0 0,0 2,72 28,7

P (ppm) 12,1 18,4 16,7 7,19 99,1

Ca (cmol dm) 4,17 4,23 4,33 4,38 0,79

Mg (cmol dm) 3,08 2,35 3,42 1,29 0,26

K (cmol dm) 0,41 0,54 0,63 0,40 0,21

T-média: temperatura média durante o cultivo; T-méax: temperatura maxima média; T-min: temperatura minima
média; UR: umidade relativa do ar média; Precip: precipitacdo acumulada; CTC: Capacidade de troca catibnica
(cmol dm3); V%: saturacdo de bases (Ca, Mg e K); Al%: saturacéo de aluminio; P: teor de fésforo no solo (ppm)
extraido pelo método Mehlich 1.

5.4.2. Avaliacdo agronémica

O delineamento experimental adotado foi o de blocos ao acaso com
trés repeticbes, com parcela de quatro linhas de dois metros de comprimento, com
espacamento de 0,5 metro entre linhas e dez plantas por metro linear. A parcela util
foi composta pelas duas linhas centrais.

Na semeadura foi utilizado 350 kg ha! de adubo na formulacéo 4-30-
10 (N -P20s-K20). Foram realizadas duas adubacdes de cobertura, a primeira no
estddio de desenvolvimento V3, quando a segunda folha trifoliolada estava
completamente expandida, com 40 kg ha* de N, fonte sulfato de amonio (20% de N),
e a segunda no estadio R5, quando 50% das plantas estavam com botdes florais, com
200 kg ha de adubo formulado 20-05-20 (N - P20s - K20), totalizando em cobertura
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80 kg ha' de N, 10 kg ha' de P20s e 40 kg ha' de K20. O controle quimico de
doencas, pragas e plantas invasoras foi realizado em conformidade com as
recomendacdes técnicas para a cultura.

O experimento foi conduzido em condi¢cdo de campo e o suprimento
de agua foi realizado por meio de irrigacdo por aspersdao convencional, com duas
linhas de irrigacdo dispostas em paralelo, de modo que os aspersores foram
posicionados com sobreposicdo para maior uniformidade da irrigacdo em toda a area
experimental. A frequéncia de irrigacdo, bem como a duracéo, foi dependente do
estadio de desenvolvimento da cultura, umidade do solo e condi¢cdes meteoroldgicas.

As variaveis analisadas foram:

Altura de planta (PH): quando as plantas atingiram o estadio de
desenvolvimento R6 (pelo menos uma flor aberta em 50% das plantas da parcela) a
altura de plantas foi mesurada com auxilio de uma vareta régua de 1,5 metro graduada
em centimetros, medindo-se do colo da planta até a extremidade da haste principal.
A Avaliacao foi realizada em cinco plantas da linha central.

Ciclo até o florescimento (FC): numero de dias da emergéncia até o
estadio de desenvolvimento R6.

Ciclo até a colheita (HC): numero de dias da emergéncia até a colheita
das vagens.

Numero de nés (NN): foi avaliado o numero de nés na haste principal,
do colo da planta até a extremidade. A avaliacéo foi realizada na colheita das vagens
em 5 plantas da linha central.

Altura de insercdo da primeira vagem (PIH): a altura de insercao foi
determinada medindo-se a distancia entre o colo da planta e a insercdo (pedunculo)
da vagem mais baixa. A medicéo foi efetuada em cinco plantas da linha central com o
auxilio de uma trena de 1 metro graduada em cm.

Comprimento (PL), largura (PW) e espessura (PT) de vagem: as
avaliacoes foram realizadas com auxilio de uma régua graduada em centimetros para
a variavel PL (cm) e com um paquimetro digital graduado em milimetros para as
variaveis PW (mm) e PT (mm). Foram avaliadas 10 vagens por parcela.

Relac&o entre largura e espessura de vagem (PT/PW): foi obtida pela
divisdo de PT por PW.
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Numero comercial de vagens por planta (CPN) e massa comercial de
vagens por planta (CPM): a colheita das vagens foi realizada de acordo com os
critérios estabelecidos pelas Normas de Classificacdo de Vagem do Programa
Brasileiro para a Modernizagdo da Horticultura (PBMH, 2010), entre os graus de
tenrura 1 e 2, ou seja, até que a semente tenha ocupado % do espago do léculo.
Foram colhidas sete plantas da linha central e as vagens com padrao comercial foram
contadas e pesadas com auxilio de uma balanca semianalitica.

Massa seca da parte aérea (SDW): as sete plantas colhidas da linha
central foram acondicionadas em sacos de papel, secas em estufa com circulacdo de
ar a 65°C por 72 horas e pesadas em balanca analitica. Para as andlises dos dados
foi considerado a média aritmética das sete plantas.

Massa seca de vagem (PDM): uma amostra com 20 vagens foi
separada e seca em estufa com circulacdo de ar a 65°C por 72 horas e pesadas em

balanca analitica. Para as andlises dos dados foi considerado a média aritmética das

20 vagens.
Massa média de vagem (PMA): foi obtida pela divisdo de CPM por
CPN.
indice de colheita (HI): foi mensurado por meio da seguinte formula:
PDM x CPN
SDW

Para a estimativa de produtividade (PROD) foram consideradas 200
mil plantas por hectare e foi utilizando o valor de CPM. O valor de PROD foi expresso

em t hal.

5.4.3. Avaliacéo Nutricional

Uma amostra de 20 vagens da parcela experimental atil com
uniformidade de tamanho, sem injurias e incidéncia de patdgenos foi retirada, lavada
em agua corrente, seca em estufa com circulagéo de ar a 65°C por 72 horas e moida.
Com a farinha obtida foram mensurados os teores de fosforo, potassio, calcio,
magnesio, enxofre, cobre, zinco, manganés, ferro e proteina (%).

O teor de proteina foi quantificado por espectrofotometria pelo método

de Kjeldahl, como descrito por Miyazawa (1999). Foi realizada a leitura de N no
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espectrofotometro UV-VIS, utilizado o fator 6,25 para converter o nitrogénio total da
vagem em proteina bruta (N x 6,25) e o valor final foi expresso em porcentagem de
proteina corrigida para base seca. Para a determinacdo dos teores dos minerais foi
utilizada a metodologia descrita por Miyazawa et al. (1999), que consiste na digestao
nitroperclérica com a solucdo de HNO3:HCIO4 na proporcéo 3:1 de 0,4 g da farinha
de cada amostra em um tubo digestor de 80 ml. Os minerais foram determinados em
espectrofotometro de emisséo atomica (ICP).

Para a quantificacdo de compostos fendlicos totais (FEN), flavonoides
totais (FLA) e atividade antioxidante (DPPH), foram separadas 20 vagens de cada
parcela experimental com uniformidade de tamanho, sem injurias e incidéncia de
patégenos. As vagens foram lavadas em aguas corrente, secas com papel toalha e
conservadas em freezer -24°C até a realizagdo das andlises.

O extrato utilizado para a quantificacdo de FEN, FLA e DPPH foi
realizado a partir de 1 g da farinha suspensa em 10 mL de etanol a 70% (v/v), deixando
a suspensao sob agitacao por duas horas (Orbital-Nova Orgéanica) em temperatura
ambiente (x 25°C). Em seguida, o extrato foi separado por centrifugacdo 1013xg
(Excelsa 2 Fanem modelo 205N) por cinco minutos, seguida de filtracdo (VAZQUEZ
et al., 2008).

Para determinacdo do teor de compostos fendlicos, 1 mL de extrato
etandlico foi misturado a 1 mL etanol, 1 mL de reagente Folin-Ciocalteau 0,2 N e 1 mL
de carbonato de sé6dio 10% (m/v). A mistura foi deixada em repouso por 30 min no
escuro a temperatura de 25°C. Posteriormente a absorbancia foi medida em
comprimento de onda de 765 nm em um espectrofotdmetro (Micronal, AJX-1600). O
acido galico foi utilizado como padrdo nas concentracdes 10 a 100 mg L e os
resultados expressos como mg equivalentes de acido gélico por 100 g de amostra
(SWAIN; HILLIS, 1959).

A quantificacao de flavonoides totais foi realizada a partir de 1 mL do
extrato metandlico, adicionado de 1 mL de cloreto de aluminio 5% (m/v) e 2 mL de
metanol, deixando-se por 30 minutos no escuro. Posteriormente foi realizado a leitura
em espectrofotdbmetro (Micronal, AJX-1600) com comprimento de onda de 425 nm. A
Quercetina foi utilizada como padrdo nas concentracdes de 50 a 500 mg.L! e os
resultados foram expresso em mg de equivalente de quercetina (QE) por 100 g de
amostra (LEE; HOWARD; VILLALON, 1995).
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Para a determinacdo da atividade antioxidante pelo sequestro do
radical 2,2- Diphenyl-1-picryl-hidrazil (DPPH), 50 uL do extrato etandlico foram
misturados a 1,0 mL de tampdao acetato 100 mM (pH 5,5), 1,0 mL de etanol e 0,5 mL
de solugado etandlica de DPPH 250,0 uM. Os tubos foram mantidos a temperatura
ambiente por 15 min no escuro. A absorbancia do radical DPPH remanescente foi
determinada em espectrofotometro (Thermo-Genesys) no comprimento de onda de
517 nm, realizadas em trés repeti¢cdes. A curva analitica foi preparada utilizando Trolox
(6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilchroman-2-acido  carboxilico) como padrdo, e o0s
resultados foram expressos em porcentagem de sequestros de radicais livres
(BRAND-WILLIAMS; CUVELIER; BERSET, 1995).

5.4.4. Divergéncia genética por meio de marcadores moleculares AFLP

A caracterizacdo molecular foi realizada por meio de marcadores
AFLP (Amplified fragment length polymorphism). Os 20 acessos foram semeados em
vasos com capacidade de 5 L contendo solo, em casa de vegetagdo e o primeiro
trifoliolo de 12 plantas de cada acesso foi coletado para extracdo do DNA em bulk.

A extracdo de DNA foi realizada conforme o protocolo de Ferreira e
Grattapaglia (1998) com algumas modificacdes. Para o rompimento das paredes e
membranas celulares, os tecidos foliares foram macerados utilizando o aparelho
Retsch MM400 Mixer Mill em tubos de 2 mL e, apds a maceracao, foram adicionados
em cada amostra 1000 pl de tampédo de extracdo CTAB 2% com 2% de [-
mercaptoetanol. A integridade do DNA foi confirmada po eletroforese em gel de
agarose 1% e a concentracdo do DNA, bem como a pureza, foram determinadas por
espectrofotometria, utilizando o Nano Drop® 2000/2000c (Thermo Fisher Scientific).

As amostras foram incubadas a 65 °C por 30 minutos sob agitacéo,
resfriadas a temperatura ambiente e acrescidas de 600ul de cloroférmio: alcool
isoamilico (24:1). Ap6s agitacao 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 400 ul de isopropanol gelado foi adicionado. Apés incubacéo a -20
°C por 20 minutos, as amostras foram centrifugadas por 5 minutos a 10000 rpm. O
precipitado foi lavado com alcool 70% por duas vezes e colocado para secar em

temperatura ambiente. Em seguida, o DNA precipitado foi ressuspendido com 50ul de
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TE 1%, tratado com 3,5 ul de RNAse 110 ng/ul, incubado por 40 minutos a 37 °C,
deixado overnight a temperatura de 5 °C e armazenado a -20 °C até o uso.

O protocolo AFLP foi adaptado de Vos et al. (1995) e a restricdo de
DNA e ligacao dos adaptadores foram realizadas simultaneamente. Aproximadamente
700 ng de DNA foram digeridos com 5 U de enzima EcoRI e 1 U de enzima Msel a 37
°C por 4 h, seguido de ligagao dos adaptadores utilizando 2 U T4 DNA ligase a 22 °C
por 1 h. Por fim, foi realizada uma incubacdo a 70 °C por 10 min para inativacédo
térmica das enzimas de restricao.

A reacdo de amplificacdo pré-seletiva foi realizada utilizando os
primers EcoRI + A e Msel + C, em um volume de 10 L, contendo 3 pL template diluido
1x. A condicdes da PCR foram as seguintes: 72 °C por 2 min, seguido por 20 ciclos
de 94 °C por 1 s, 56 °C por 30 s e 72 °C por 2 min, com uma extensao final de 30
minutos a 60 °C.

A reacéo seletiva foi conduzida com os pares de primers FAN-Eco +
AAG / Mse + CTC; VIC-Eco + ACT / Mse + CTT; NED-Eco + ACA / Mse + CAC; PET-
Eco + AGC / Mse + CTGA com 2,5 uL de template diluido 6x e em um volume final de
10 pL. As condigbes de amplificagdo seguiram um ciclo inicial de 94 °C por 2 min,
seguido por 65 °C por 30 s, 72 °C por 2 min, oito ciclos de 94 °C por 1 s, 64 °C por 30
s (com diminuicao de 1 °C por ciclo) e 72 °C por 2 min, 23 ciclos de 94 °C por 1 s, 56
°C por 30 s e 72 °C durante 2 min, com uma extensao final 30 min a 60 °C. Os produtos
de PCR foram separados por eletroforese capilar usando um sistema ABI 3500 xL
(Applied Biosystems, EUA), com GS-600 LIZ (Applied Biosystems) como um marcador
de peso molecular.

A deteccdo de picos dos eletroferogramas gerados pela técnica de
AFLP e determinacao dos fragmentos foram realizadas pelo software GeneMaPPer®
v.4.1 (Applied Biosystems). Fragmentos de 75 a 500 pares de bases, provenientes
das quatro combinac¢des de primers, foram combinados em uma Unica matriz binaria

de presenca (1) e auséncia (0).

5.4.5. Analise dos dados

Para as 29 variaveis quantitativas foi aplicada a metodologia de

modelos mistos (modelo 54), estimativa de parametros genéticos por maxima
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verossimilhanca restrita (REML) e predicdo de valores genéticos pelo procedimento
da melhor predicdo linear ndo viciada (BLUP), por meio do software Selegen
REML/BLUP (RESENDE, 2016) e do software R com o pacote ‘ime4’ (BATES et al.,
2014). A analise de deviance (ANADEYV) foi realizada considerando o seguinte modelo
estatistico:
y =Xr+Zg+Wi+e

Em que y € o vetor de dados, r € o vetor dos efeitos de locais e de
repeticdes dentro de locais (fixos) somados a média geral, g é o vetor dos efeitos
genotipicos (aleatérios), i é o vetor dos efeitos da interacdo genoétipo x ambiente
(aleatorios) e e € o vetor de erros (aleatérios). As letras mailsculas representam as
matrizes de incidéncia para os referidos efeitos. Os efeitos de gendtipo e da interacao
genadtipo x ambiente foram testados por meio do teste da razdo da verossimilhanca
(LRT) em nivel de 5% de probabilidade.

Com os valores genotipicos preditos de produtividade, componentes
de producao, teor de minerais e compostos bioquimicos na vagem foi realizada a
analise de adaptabilidade estabilidade para todas as variaveis respostas por meio da
meédia harmbnica da performance relativa dos valores genéticos (MHPRVG), a qual
foi realizada por meio do software Selegen REML/BLUP (RESENDE, 2016). O
método HMRPGV foi utilizado pois capitaliza os efeitos da adaptabilidade e

estabilidade simultaneamente por meio da seguinte equacao:

o
[ (v)|

em que n € o numero de ambientes onde se avaliou a cultivar i, Vg;; € o valor

HMRPGY; =

genotipico da cultivar i no ambiente j e Vg ; € a média geral genotipica no ambiente j.

Com os valores de média harmbnica da performance relativa dos
valores genéticos (MHPRVG) das 29 variaveis foi realizada analise descritiva (box
plot), correlacdo de Pearson, componentes principais (ACP) e analise de agrupamento
de mapa de calor (heatmap). Para a elaboracdo do mapa de calor, as médias foram
padronizadas, a matriz de dissimilaridade foi gerada por meio da distancia euclidiana
meédia e o dendograma pelo agrupamento UPGMA.

Para o teste da razdo da verossimilhanca (LRT) foi utilizado o pacote
‘ime4’ (Bates et al., 2007), para anélise de boxplot foram usados os pacotes ‘tidyverse’
(WICKHAM et al., 2019), ‘Ggpubr (KASSAMBARA, 2020) e ‘RColorBrewer’
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(NEUWIRTH, 2014), para a analise de correlacédo de Pearson o pacote ‘Corrplot’ (WEI,
SIMKO, 2017), para a analise de componentes principais o0 pacote ‘Factoextra’
(KASSAMBARA; MUNDT, 2017) e para a analise de agrupamento de mapa de calor
o pacote ‘Pheatmap’ (KOLDE, 2019). Todas as analises descritas anteriormente foram
realizadas no software R (R CORE TEAM, 2020).

Foi realizado também o indice de sele¢do baseado na soma de ranks
(MULAMBA; MOCK, 1978), o qual hierarquiza os gendtipos de acordo com as
varidveis selecionadas, sentido de selecdo das varaveis e peso de importancia de
cada variavel (Apéndice P, pag. 171). O indice de selec&o foi realizado no programa
Genes (CRUZ, 2013).

Para a andlise de diversidade genética por meio dos marcadores
moleculares AFLPs, os marcadores monomorficos para todos os acessos foram
eliminados e os dados binarios de presenca (1) e auséncia (0) foram utilizados para
gerar a matriz de dissimilaridade de Jaccard (1 - similaridade) e posteriormente o
agrupamento hierarquico de Ward. O dendograma foi elaborado por meio dos pacotes
Cluster (MACHLER et al., 2019) e Rcmdr (FOX; BOUCHET-VALAT, 2020) do software
R (R CORE TEAM, 2020).
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5.5. RESULTADOS

Na andlise de deviance (ANADEV) foram observados efeitos
significativos (P < 0.05) de gendtipos para 13 das 29 variaveis analisadas, com
destaque para as variaveis morfoagrondbmicas, uma vez que para as variaveis
nutricionais a maioria ndo demonstrou efeito significativo para genétipo. As variaveis
significativas foram: nimero de nés na haste principal (NN); altura de insercdo da
primeira vagem (PIH): ciclo até inicio do florescimento (FC); ciclo até inicio da colheita
(HC); comprimento de vagem (PL); largura de vagem (PW); espessura de vagem (PT);
razao entre espessura e largura da vagem (PT/PW); numero comercial de vagens
(CPN); massa comercial de vagens (CPM); massa por unidade de vagem (PMA);
produtividade de vagens comerciais (PROD) e teor de proteina na vagem (PR).
Quanto a interacdo genotipo x ambiente (GxA), a Unica variavel que ndo exibiu efeito

significativo (P < 0.05) foi comprimento de vagem (PL) (Tabela 5.2).
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Tabela 5.2 - Estimativa de parametros genéticos por maxima verossimilhanca restrita
(REML) e predicdo de valores genéticos pelo procedimento da melhor predi¢céo linear
nao viciada (BLUP) de 29 variaveis utilizadas na avaliacdo de 20 genotipos de feijao-
de-vagem de habito de crescimento determinado.

Var* h%/? Ac Rgloc CVe% G?” GxA  Média Min Max
PH 0,81 0,90 0,58 7,40 0,64ns 143,1** 44,88 42,80 49,41
NN 0,80 0,89 0,55 8,39 16,6** 52,8 7,53 7,14 8,66
PIH 0,73 0,85 0,58 11,76 14,2 527 15,73 15,11 16,40
FC 0,89 0,94 0,67 3,53 15,7 70,9 33,47 32,31 35,58
HC 0,94 0,97 0,81 2,49 34,2 198,3** 58,22 5553 62,52
PL 0,97 0,99 0,97 5,78 103,6** 1,94ns 14,31 13,41 14,95
PW 0,97 0,99 0,92 5,01 121,9** 18,24** 9,96 9,03 11,43
PT 0,90 0,95 0,82 6,43 47,1 11,9** 8,82 8,44 9,11
PT/PW 0,98 0,99 0,96 5,85 1441* 13,8** 1,03 0,95 1,11
CPN 0,79 0,89 0,49 12,83 11,1 127,7* 14,99 13,46 17,43
CPM 0,85 0,92 0,61 12,25 17,1** 101,6** 89,24 80,29 106,73
SDW 0,78 0,88 0,50 13,05 0,11ns 192,2** 16,51 15,30 17,77
PDM 0,41 0,64 0,16 13,37 1,66ns 58,6** 0,76 0,74 0,77
PMA 0,90 0,95 0,72 9,79 53,2** 49,4** 6,82 6,15 7,46
HI 0,51 0,71 0,21 20,47 1,86ns 98,03** 0,74 0,69 0,79
PROD 0,85 0,92 0,61 12,25 17,1 101,6* 17,85 16,06 21,35
PR 0,59 0,77 0,39 8,59 4,54* 9,28** 16,89 16,54 17,18
P 0,54 0,73 0,40 11,20 0,0lns 75,9* 3,89 3,81 3,99
K 0,64 0,80 0,78 10,04 0,004ns 88,2** 25,75 25,18 26,30
Ca 0,65 0,81 0,45 13,72 0,001ns 109,2** 5,49 5,25 5,87
Mg 0,75 0,87 0,69 10,27 3,38ns 19,4** 3,08 2,96 3,21
S 0,71 0,84 0,52 10,75 0,01ns 84,2 2,14 2,06 2,29
Cu 0,69 0,83 0,51 17,48 0,001lns 122,2** 7,12 6,72 7,66
Zn 0,64 0,80 0,53 14,44 0,04ns 32,3** 34,10 32,87 35,69
Mn 0,10 0,32 0,04 21,82 0,00lns 79,0 63,61 63,12 64,75
Fe 0,23 0,48 0,11 21,83 0,00ns 68,2** 90,09 88,68 91,41
FEN 0,50 0,71 0,17 4,77 1,82ns 702,6** 11,35 10,35 12,90
FLA 0,34 0,58 0,09 5,01 0,001ns 565,5** 49,30 47,53 52,33
DPPH 0,46 0,68 0,15 5,43 3,43ns 488,7** 43,59 41,12 47,35

UPH: altura de planta; NN: nimero de nds na haste principal; PIH: altura de insercéo da primeira vagem: FC: ciclo
até inicio do florescimento (dias); HC: ciclo até inicio da colheita (dias); PL: comprimento de vagem (cm); PW:
largura de vagem (mm); PT: espessura de vagem (mm); PT/PW: razdo entre espessura e largura da vagem; CPN:
namero comercial de vagens; CPM: massa comercial de vagens (g); SDW: massa seca da parte aérea (g); PDM:
massa seca de vagem (g); PMA: massa por unidade de vagem; HI: indice de colheita; PROD: produtividade de
vagens comerciais (t.hal); PR: teor de proteina na vagem (%); P: teor de fésforo na vagem (g.ka?); K: potassio
(9.kat); Ca: Calcio (g.ka); Mg: magnésio (g.kal); S: enxofre (g.kal); Cu: cobre (mg.kg'); Zn: zinco (mg.kg™);
Mn: Manganés (mg.kg™?); Fe: ferro (mg.kg?); FEN: compostos fendlicos (mg.100g1); FLA: flavonoides (mg.100g
1); DPPH: atividade antioxidante (% de radicais livres neutralizados).

2h2y: herdabilidade da média de gendtipo; Ac: acuracia da selecdo de genotipos; Rgloc: correlacdo entre
ambientes; CVe%: coeficiente de variagdo ambiental; G: efeito de gendtipos; GxA: efeito da interacdo entre
gendtipo e ambiente; Média: Média geral dos genétipos; Min: valor minimo dos genétipos; Max: valor maximo dos
genatipos.

3% significativo a 1% de probabilidade pelo Teste da Raz&o da Verossimilhanca (LRT); * significativo a 5% de
probabilidade pelo Teste da Razdo da Verossimilhanca (LRT); " N&o significativo.
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O ambiente Londrina aguas/2017 (21,25 t hal), seguido de Londrina
outono inverno/2019 (20,27 t hal) obtiveram maior produtividade, seguido pelos
ambientes Cambara outono inverno/2019 (18,35 t ha?), Umuarama outono
inverno/2019 (15,98 t ha') e Londrina 4guas/2018 (15,94 t hal). A disperséo, simetria
e valores discrepantes (outliers) do conjunto de dados das 29 variaveis
morfoagronémicas, nutricionais e bioquimicas, nos cinco ambientes de cultivo, podem
ser observados na andlise de boxplot apresentada no Apéndice Q (pag. 172) e
Apéndice R (pag. 173).

Na analise de adaptabilidade e estabilidade por meio da média
harménica da performance relativa dos valores genéticos (MHPRVG), a qual fornece
o valor genotipico médio penalizado pela instabilidade e capitalizado pela
adaptabilidade, foram estimados os parametros genéticos das 29 variaveis
morfoagronémicas, nutricionais e bioquimicas utilizadas na avaliagcdo dos 20 acessos
de feijao-de-vagem de habito de crescimento determinado cultivados em cinco
ambientes (Tabela 5.2).

A herdabilidade genotipica (h?g) média foi de 0,69, variando de 0,41 a
0,98 para as variaveis morfoagronémicas e de 0,10 a 0,75 para as variaveis
relacionadas a qualidade nutricional. As variaveis morfoagrondmicas que
demonstraram maior h?g foram comprimento (PL) e largura da vagem (PW), ciclo até
o florescimento (HF) e colheita (HC), massa por unidade de vagem (PMA) e
produtividade de vagens (PROD). Para qualidade nutricional as varidveis com maior
h?q foram teor de Mg, S, Cu, Ca, K e Zn (Tabela 5.2).

A acuricia seletiva (Ac) média foi 0,81, com as variaveis
morfoagronémicas variando de 0,64 a 0,99 e as variaveis nutricionais de 0,32 a 0,87.
Os menores valores de Ac foram observados para massa seca de vagem (PDM),
indice de colheita (HI), teor de Mn, Fe e flavonoides totais (FLA). A correlacdo média
entre ambientes (Rgloc) foi de 0,52, com variagdo de 0,16 a 0,97 para as variaveis
morfoagronémicas e de 0,04 a 0,78 para as nutricionais. O coeficiente de variacao
residual (CVe%) médio foi 10,55%, de modo que as variaveis com maior CVe% foram
teor de Fe na vagem (21,83%), Mn (21,82%) e indice de colheita (20,47%) (Tabela
5.2).

Pela andlise de correcdo de Pearson foi observado que o teor de

cobre na vagem (Cu) foi a Unica variavel que néo apresentou correlacéo significativa
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maior que 0,5. Flavonoides total (FEN), Fe, Zn e Ca também demonstraram correlacéo

com poucas variaveis (Figura 5.1).

Figura 5.1 - Analise de correlagdo de Pearson (p<0,01) de variaveis
morfoagronémicas, nutricionais e bioguimicas utilizadas na avaliacdo de 20 acessos
de feijao-de-vagem de habito de crescimento determinado cultivados em cinco
ambientes.

© Bioquimica
© Morfoagrondémica
© Nutricional

Correlagao minima significativa representada = 0,5

PH: altura de planta; NN: nimero de n6s na haste principal; PIH: altura de insercdo da primeira vagem: FC: ciclo
até inicio do florescimento (dias); HC: ciclo até inicio da colheita (dias); PL: comprimento de vagem (cm); PW:
largura de vagem (mm); PT: espessura de vagem (mm); PT/PW: razdo entre espessura e largura da vagem; CPN:
numero comercial de vagens; CPM: massa comercial de vagens (g); SDW: massa seca da parte aérea (g); PDM:
massa seca de vagem (g); PMA: massa por unidade de vagem; HI: indice de colheita; PROD: produtividade de
vagens comerciais (t.hal); PR: teor de proteina na vagem (%); P: teor de fosforo na vagem (g.kal); K: potassio
(9.kaY); Ca: Calcio (g.kal); Mg: magnésio (g.kal); S: enxofre (g.ka); Cu: cobre (mg.kg); Zn: zinco (mg.kg™);
Mn: Manganés (mg.kg™?); Fe: ferro (mg.kg?); FEN: compostos fendlicos (mg.100g); FLA: flavonoides (mg.100g
1); DPPH: atividade antioxidante (% de radicais livres neutralizados).

Na categoria de variaveis morfoagrondmicas, produtividade (PROD)
teve correlacdo positiva com massa comercial (CPM) e nUmero comercial de vagens
(CPN), comprimento de vagem (PL) e altura de insercédo da primeira vagem (PIH).
Para teor de nutriente na vagem, S e P foram as variaveis que mais se
correlacionaram, com S apresentando correlacdo positiva com Mn, K, P, proteina
(PR), ciclo até inicio do florescimento (FC) e ciclo até a colheita (HC), enquanto P
demonstrou correlacdo positiva com S, K, Mg, Mn, Zn e proteina (PR) e altura de
planta (PH).
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Considerando os compostos bioquimicos, atividade antioxidante
(DPPH) ndo demonstrou correlagdo com compostos fendlicos (FEN) e flavonoides
(FLA) teve correlagdo negativa com massa por unidade de vagem (PMA) e
comprimento de vagem (PL) e correlacdo positiva com nimero de nés na haste
principal (NN). FEN foi correlacionado positivamente com numero (CPN) e massa
comercial de vagens (CPM) e negativamente com massa por unidade de vagem
(PMA).

Na andlise de componentes principais (ACP), os dois primeiros
componentes somados traduzem 45% da variacdo dos resultados (Figura 5.2 A),
engquanto os componentes 1 e 3 explicam 37,2% (Figura 5.2 B), desse modo, o0s trés
principais componentes juntos conseguem explicar 58,6% da variagdo dos resultados.
O componente 1 (23,6%) teve maior contribuicdo de variaveis relacionadas a teor de
nutriente na vagem e ciclo produtivo, com destaque para S, proteina (PR), P, Mn, Ca,
Mg, ciclo até o florescimento (FC) e ciclo até a colheita (HC). O componente 2 (21,4%)
foi formado com maior peso por variaveis de componentes de produ¢do e compostos
bioguimicos, tais como massa por unidade de vagem (PMA), comprimento de vagem
(PL), massa seca de vagem (PDM), largura de vagem (PW), altura de insercédo da
primeira vagem (PIH), atividade antioxidante (DPPH) e compostos fenélicos (FEN). O
componente 3 (13,6%) foi constituido principalmente por variaveis ligadas diretamente
ao potencial agrondmico dos genétipos, com maior contribuicdo de nimero comercial
de vagens (CPN), massa comercial de vagens (CPM), produtividade (PROD) e indice
de colheita (HI) (Figura 5.2 C).
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Figura 5.2 - Andlise de componentes principais de 20 acessos de feijdo-de-vagem de
hébito de crescimento determinado cultivados em cinco ambientes. Representacao
grafica dos componentes 1 e 2 (A), componentes 1 e 3 (B) e contribuicdo das variaveis
morfoagronémicas, nutricionais e bioquimicas para a formag&o dos componentes 1, 2
e 3 (C).

A HAB427.  HpB428 Alocka
HABMS)  fapaor °
iHAB404
2- i
= . | HAB440
> UEL2 '
S Clarke HAB441
@ VT ST WMacarao Bake T TTTTTTTTTTTITTTI I
5 HAB432 HABA443 : .
2 Saxa E .
g' P I Vicenza
Q- ! Savannah .
© ' Napoli
* HAB447 : )
: | Zigane
4- i
Idahc Refugde” Culti
! | ! ultivar
5.0 2.5 0.0 2.5 -
Componente 1 (23,6%) - Variedadetradicional
B 5.0 :, - Linhagem
Clarke
3 25 : Savannah .
g‘ H Napoli
= HAB432 , Macarad Baixo, HAB407
© HAB443 ' < b
% H
E 0.0 === s e o e o e o - g o i I':_‘IAW- S~ r.i-A'B-d:{‘] ------- vl—c-eﬁ'z'- -------------
g Saxa " HAB428
=3 UEL2  HAB413 : HAB440
& HAB427! "HAB404 :
(5] ' Zigane
- - . ' -
25 H Alessa
Idaho Refugee
5.0 25 0.0 25
Componente 1 (23,6%)
C 1.0 1.0-
E CPM CPN

Contrib (%) Contrib (%)

Componente 2 (21,4%)
“NwWwsrOO
Componente 3 (13,6%)

1.0 05 00 05 1.0 1.0 05 00
Componente 1 (23,6%) Componente 1 (23,6%)

PH: altura de planta; NN: nimero de n6s na haste principal; PIH: altura de insercdo da primeira vagem: FC: ciclo
até inicio do florescimento (dias); HAC: ciclo até inicio da colheita (dias); PL: comprimento de vagem (cm); PW:
largura de vagem (mm); PT: espessura de vagem (mm); PT/PW: razao entre espessura e largura da vagem; CPN:
numero comercial de vagens; CPM: massa comercial de vagens (g); SDW: massa seca da parte aérea (g); PDM:
massa seca de vagem (g); PMA: massa por unidade de vagem; HI: indice de colheita; PROD: produtividade de
vagens comerciais (t.hal); PR: teor de proteina na vagem (%); P: teor de fésforo na vagem (g.ka?); K: potassio
(9.kat); Ca: Calcio (g.kal); Mg: magnésio (g.kal); S: enxofre (g.ka!); Cu: cobre (mg.kg); Zn: zinco (mg.kg™);
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Analisando-se o0s dois primeiros componentes, 0S acessos que
exibiram maior adaptabilidade e estabilidade por meio da média harmoénica da
performance relativa dos valores genéticos (MHPRVG) para teor de nutrientes na
vagem foram as cultivares Napoli, Zigane, Vicenza, Alessa e Sanannah e as linhagens
HAB 440 e HAB 441. Para compostos bioquimicos (FLA, FEN e DPPH) os acessos
que demonstraram maior adaptabilidade e estabilidade foram as variedades
tradicionais ldaho Refugee e Saxa e as linhagens HAB 432, HAB 443 e HAB 447
(Figura 5.2 A). Considerando as variaveis relacionadas a componentes de producéo
(PMA, PIH, PL, PW, PDM) e teor de Fe nas vagens, as linhagens HAB 427, HAB 415,
HAB 428, HAB 407 e HAB 404 apresentaram maior adaptabilidade e estabilidade.

Na representacao grafica dos componentes 1 e 3 (Figura 5.2 B),
observa-se que as cultivares Clarke, Savannah, Macarrdo Baixo e Napoli e as
linhagens HAB 407, HAB 441 e HAB 443 exibiram maior adaptabilidade e estabilidade
para potencial agronémico (CPN, CPM, PROD e HI).

Na anadlise de agrupamento representada pela figura de mapa de calor
(Figura 5.3), os 20 acessos foram divididos em trés grupos. O G1 caracterizou-se por
apresentar valores intermediarios ou baixos para a maioria das variaveis, com
excecdo de espessura da vagem (PT), indice de colheita (HI) e teor de Cu na vagem,
as quais o grupo teve uma maior resposta (Apéndice S, pag. 174). O G2 exibiu maior
potencial agronémico (CPN, CPM, PMA e PROD), maior massa seca da parte aérea
(SDW) e de vagem (PDM), massa por unidade de vagem (PMA) e altura de insergao
da primeira vagem (PIH). O G3 distinguiu-se dos demais pela maior qualidade
nutricional das vagens, apresentando elevado teor de proteina (PR), P, K, Ca, S, Mn,
compostos fendlicos (FEN) e atividade antioxidante (DPPH), além de maior ciclo até
inicio do florescimento (FC) e até a colheita (HC) (Apéndice S, pag. 174).
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Figura 5.3 - Mapa de calor gerado pelo agrupamento UPGMA e matriz de distancia euclidiana média de 20 acessos de feijao-de-
vagem de habito de crescimento determinado, avaliados por meio de variaveis morfoagronémicas, nutricionais e bioguimicas e
cultivados em cinco ambientes.
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PH: altura de planta; NN: nimero de nds na haste principal; PIH: altura de insercdo da primeira vagem: FC: ciclo até inicio do florescimento (dias); HAC: ciclo até inicio da
colheita (dias); PL: comprimento de vagem (cm); PW: largura de vagem (mm); PT: espessura de vagem (mm); PT/PW: raz&o entre espessura e largura da vagem; CPN: niUmero
comercial de vagens; CPM: massa comercial de vagens (g); SDW: massa seca da parte aérea (g); PDM: massa seca de vagem (g); PMA: massa por unidade de vagem; HI:
indice de colheita; PROD: produtividade de vagens comerciais (t.hal); PR: teor de proteina na vagem (%); P: teor de fésforo na vagem (g.ka'); K: potassio (g.kat); Ca: Célcio
(g.ka); Mg: magnésio (g.ka?); S: enxofre (g.ka); Cu: cobre (mg.kg™); Zn: zinco (mg.kg?); Mn: Manganés (mg.kg?); Fe: ferro (mg.kg?); FEN: compostos fenélicos (mg.100g-
1); FLA: flavonoides (mg.100g?); DPPH: atividade antioxidante (% de radicais livres neutralizados).
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Visando a selecao de acessos promissores, foi estabelecido o indice
de selecdo de 30% (n=6) para cada uma das 29 variaveis, considerando-se os valores
de adaptabilidade e estabilidade por meio da média harménica da performance
relativa dos valores genéticos (MHPRVG). Os acessos com maior frequéncia entre 0s
selecionados foram: HAB 440, o qual foi selecionado para 16 variaveis, seguido por
Napoli (13 variaveis), HAB443 (11 variaveis), Macarrdo Baixo (11 variaveis), Zigane
(11 variaveis), Savannah (10 variaveis) e Vicenza (10 variaveis). Os valores de
MHPRVG, penalizados pela instabilidade e capitalizados pela adaptabilidade, para as
variaveis morfoagronémicas e nutricionais podem ser analisados no Apéndice T (pag.
175) e no Apéndice U (pag. 176).

Com os valores de MHPRVG foi aplicado o indice de selecdo de
Mulamba e Mock com trés simulagdes de selecdo com pesos diferentes em cada uma
delas (Apéndice P, pag. 171). Na primeira simulacédo, com peso 1 para as 29 variaveis,
0s seis acessos (30%) selecionados foram: Clarke, HAB428, HAB440, HAB441,
Napoli e Savannah. Na segunda simulacdo, com o critério de selecao focado em
desempenho agron6mico, maior peso para as variaveis morfoagronémicas, 0s
acessos selecionados foram: Clark, HAB 428, HAB440, HAB441, HAB443 e Napoli.
Na terceira simulacdo, com o critério de selecdo direcionado para qualidade
nutricional, maior peso para teor de nutrientes e compostos bioguimicos, 0s acessos
selecionados foram: HAB441, HAB440, Idaho Refugee, Napoli, Savannah e Vicenza.

Considerando o critério de sele¢cdo focado em desempenho
agrondmico € possivel visualizar que o0s seis acessos selecionados, quando
comparados aos valores médios dos 20 acessos, podem proporcionar incremento
para a maioria das variaveis morfoagronémicas (Figura 5.4). O incremento médio para
as 16 variaveis morfoagrondmicas foi de 25,8% e para as 13 variaveis nutricionais e
bioquimicas foi de 3,9%. Os acessos Clark, HAB 428, HAB440, HAB441, HAB443 e
Napoli apresentaram produtividade (PROD) 8,3% maior que a média geral (n=20),
além do incremento de 5,9% para numero comercial de vagens (CPN), 2,7% para
altura de plantas (PH), 2,7% para massa seca da parte aérea (SDW), 2,4% para
namero de nds (NN), 1,7% para massa por unidade de vagem (PMA) e 1,3% para

comprimento de vagem (PL) (Figura 5.4).
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Figura 5.4 - Média e desvio padrdo dos acessos selecionados com base no indice de
selecdo de Mulamba e Mock com foco em potencial agrondmico. G1: acessos

selecionados (n=6). G2: todos os acessos (n=20).
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Valores de adaptabilidade e estabilidade para variaveis morfoagrondmicas por meio da média harménica da

performance relativa dos valores genéticos (MHPRVG).

PH: altura de planta; NN: nimero de nés na haste principal; PIH: altura de insercdo da primeira vagem: FC: ciclo
até inicio do florescimento (dias); HAC: ciclo até inicio da colheita (dias); PL: comprimento de vagem (cm); PW:
largura de vagem (mm); PT: espessura de vagem (mm); PT/PW: razao entre espessura e largura da vagem; CPN:
numero comercial de vagens; CPM: massa comercial de vagens (g); SDW: massa seca da parte aérea (g); PDM:
massa seca de vagem (g); PMA: massa por unidade de vagem; Hl: indice de colheita; PROD: produtividade de

vagens comerciais (t.hal);
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Para o critério de selecédo focado em aumento do teor nutricional e de
compostos bioquimicos na vagem, 0S acessos selecionados proporcionaram
incremento para a maioria das variaveis de interesse, com aumento de 10,29% da
qualidade nutricional quando comparado a média geral dos acessos (Figura 5.5). Além
do aumento da qualidade nutricional, houve também melhoria de 3,2% para namero
comercial de vagens (CPN) e 1,01% para produtividade (PROD). Os acessos
HAB441, HAB440, ldaho Refugee, Napoli, Savannah e Vicenza exibiram atividade
antioxidante (DPPH) 3,2% maior que a média geral (n=20), bem como maior teor de
compostos fendlicos (2,1%), Ca (1,9%), Mg (1,7%), P (1,1%) e proteina (1%) (Figura
5.5).
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Figura 5.5 - Média e desvio padrao dos acessos selecionados com base no indice de
selecdo de Mulamba e Mock com foco em qualidade nutricional da vagem. G1.:
acessos selecionados (n=6). G2: todos os acessos (n=20).
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Valores de adaptabilidade e estabilidade para varidveis morfoagrondmicas por meio da média harmonica da
performance relativa dos valores genéticos (MHPRVG).

PR: teor de proteina na vagem (%); P: teor de fésforo na vagem (g.ka?); K: potassio (g.ka?); Ca: Célcio (g.ka);
Mg: magnésio (g.ka); S: enxofre (g.ka); Cu: cobre (mg.kg?); Zn: zinco (mg.kg™); Mn: Manganés (mg.kg?); Fe:
ferro (mg.kg?t); FEN: compostos fendlicos (mg.100g?); FLA: flavonoides (mg.100g?); DPPH: atividade
antioxidante (% de radicais livres neutralizados).
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5.5.1. Divergéncia genética por meio de marcadores moleculares AFLP

Na caracterizagdo molecular por meio de marcadores dominantes
AFLPs (Amplified Fragment Length Polymorphism), as quatro combinacdes de
primers produziram 567 locus polimérficos, dos quais 13,6% foram gerados pelo par
de prime FAN-Eco + AAG / Mse + CTC, 23,8% pelo par NED-Eco + ACA / Mse + CAC,
41,3% pelo par PET-Eco + AGC / Mse + CTGA e 21,3% pelo par VIC-Eco + ACT /
Mse + CTT.

O dendograma formado pelo agrupamento de Ward e matriz de
dissimilaridade de Jaccard (1 — similaridade) formou trés grupos e a dissimilaridade
genética média dos 20 acessos pela dissimilaridade de Jaccard foi 0,59, com a menor
distancia (0,44) sendo observada entre as linhagens HAB 440 e HAB 447 e a maior
distancia (0,75) entre a cultivar Macarrdo Baixo e a linhagem UEL 2 (Figura 5.6). O
Grupo 1 (n=8) foi formado pelas cultivares Alessa e Savannah e pelas linhagens HAB
404, HAB 407, HAB 415, HAB 427, HAB 428 e UEL 2. A dissimilaridade genética
média do grupo foi 0,598, com as linhagens HAB 415 e HAB 427 demonstrando a
menor distancia genética (0,45) e as linhagens HAB 427 e UEL 2 a maior distancia
(0,68).

Figura 5.6 - Dendograma formado pelo agrupamento de Ward e matriz de
dissimilaridade de Jaccard de 20 acessos de feijao de vagem de habito de crescimento
determinado caracterizados por meio de marcadores moleculares AFLP.
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O grupo 2 (n=6) foi formado pelas cultivares Clark, Macarrdo Baixo,
Vicenza, Zigane e Napoli e pela variedade tradicional Saxa. A distancia genética
média do grupo foi 0,6, com a menor distancia (0,49) sendo observada entre as
cultivares Zigane e Napoli e a maior (0,63) entre a variedade tradicional Saxa e a
cultivar Clark. O grupo 3 foi composto pelas linhagens HAB432, HAB440, HAB441,
HAB443, HAB447 e pela variedade tradicional Idaho Refugee. A dissimilaridade
genética média do grupo foi 0,58, a menor (0,44) distancia foi observada entre as
linhagens HAB 440 e HAB 447 e a maior (0,63) entre a variedade tradicional Idaho
Refugee e a linhagem HAB 432 (Figura 5.6).
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5.6. DiscussAo

Na safra das aguas/2018 (Amb2), 36 dias apds a semeadura (DAS),
acorreu uma tempestade em Londrina com rajadas de ventos que atingiram 96km h-!
e precipitacdo de 54 mm (Apéndice O, pag. 170). A tempestade coincidiu com o inicio
da florac&o, ocasionando queda de flores e menor produtividade no referido ambiente.
A safra de outono inverno/2019 em Umuarama (Amb5), além de baixa produtividade,
exibiu o menor teor de Fe nas vagens (Apéndice R, pag. 173), fatos que podem ser
atribuidos, entre outros fatores, ao solo arenoso e a menor fertilidade natural do solo
(Tabela 5.1).

O cultivo de feijdo-de-vagem pode ser altamente influenciado pelas
variacfes do ambiente, desse modo a interacdo do gendtipo com o ambiente dificulta
0 processo de selecao e representa um dos maiores desafios para o desenvolvimento
de novas cultivares (GOMES et al., 2018; SOUSA et al., 2017). Para que um programa
de melhoramento genético promova ganhos é preciso que a selecéo dos individuos,
tanto para genitores quando dentro de geracfes avancadas, seja realizada de modo
eficiente, ou seja, que a selecdo do gendtipo com base no fendtipo seja a mais precisa
possivel.

A estratégia de selecdo por meio de modelos mistos permite o estudo
do desempenho dos genétipos sem a influéncia da interagdo com o ambiente, uma
vez que 0 modelo consegue estimar os parametros genéticos e predizer os valores
genotipicos para cada variavel analisada (CHIORATO et al., 2008). Para os genétipos
avaliados no presente estudo, foi verificado variabilidade genética por meio da analise
de deviance, indicando que podera haver progresso genético no programa de
melhoramento caso a selecdo seja assertiva (Tabela 5.2).

O efeito significativo da interacdo gendtipo por ambiente indica a forte
influéncia dos ambientes sobre os gendtipos (Tabela 5.2). A avaliacdo de cultivares
em diferentes anos e ambientes € mais segura, uma vez que dados obtidos em
apenas um ano ou local de cultivo podem gerar informacdes viesadas (DELFINI et al.,
2017). No desenvolvimento de novas cultivares ha a necessidade de comparacao dos
genotipos em regifes e safras suficiente para representar as possiveis alteracdes
climaticas. Para a correta avaliacdo dos dados obtidos de ensaios multilocais, ha a

necessidade de que seja considerada a variagao dos caracteres quantitativos, aqueles
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controlados por muitos genes e que possuem uma grande interferéncia do ambiente
(EUZEBIO et al., 2018).

Os parametros genéticos h?g, Ac e Rgloc evidenciam que as variaveis
nutricionais e bioquimicas foram mais influenciadas pelo ambiente quando compradas
com as variaveis morfoagronémicas (Tabela 5.2). As variacdes geradas pelo ambiente
devem ser separadas daquelas que sdo garantidas por componentes genéticos, assim
as caracteristicas com maior herdabilidade poder&o ser identificadas e utilizadas para
a selecdo de gendtipos com maior probabilidade de ganho (ARAUS et al., 2018;
SANTOS et al., 2018).

As variaveis teor de nutrientes, proteina, FEN, FLA e DPPH
apresentaram variabilidade genética, fato que aliado a heranca quantitativa e
moderada a alta influéncia do ambiente e da interacdo gendétipo x ambiente pode
dificultar a selecdo de individuos superiores e o ganho genético (MYERS et al., 2019;
PEREIRA et al., 2017; RIBEIRO et al., 2011, 2019).

A herdabilidade (h?%) reflete a proporcéo da variacédo fenotipica que
tem possibilidade de ser herdada e pode ser classificada como baixa (h2 < 0,15),
média (0,15 < h%g > 0,50) ou alta (h’g2 0,50) (RESENDE, 2009). A acuracia seletiva
(Ac) € uma medida de precisdo baseada na correlacdo entre os valores genéticos
preditos e os observados, quanto maior a Ac, maior a confiabilidade dos valores
genéticos preditos e maior a precisao da selecao (PIMENTEL et al., 2014). Segundo
Resende & Duarte (2007) a Ac pode ser classificada como baixa (Ac < 0,50),
moderada (0,70 < Ac = 0,50), alta (0,9 < Ac = 0,70) e muito alta (Ac = 0,90).

A h?%g e Ac classificadas como moderada a alta (Tabela 5.2) indicam
condicao favoravel para a selecdo altamente precisa dos genétipos melhorados
(SANTOS et al., 2018), de modo que as variaveis com esses parametros podem ser
utilizadas em avaliacBes fenotipicas com o intuito de obter ganhos e selecionar
individuos superiores (KATUURAMU et al., 2020; SOUZA et al., 2018). Considerando
os valores de h%g e Ac, espera-se que haja maior ganho na selecédo para componentes
de producédo e rendimento e menor ganho para teor de minerais e compostos
bioquimicos.

O valor da correlacdo genotipica entre os ambientes (Rgloc) fornece
informacgdes para determinar qual a natureza da interacdo genotipo x ambiente (G x

A). O entendimento da interacdo G x A é fundamental para a interpretacdo de
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resultados de adaptabilidade e estabilidade e podem ser de dois tipos: (I) interacédo
simples: ha diferenca de variabilidade entre genotipos sem a alteragcdo do
ranqueamento nos diferentes ambientes; (Il) interacdo complexa: h4 menor correlacéo
entre o desempenho dos gendtipos nos diferentes ambientes e o ranqueamento dos
genotipos € alterado nesses ambientes. A interacdo complexa indica que houve
desempenho irregular dos genétipos, ou seja, inconsisténcia de superioridade com a
variacdo ambiental, tornando mais dificil a selecdo e recomendacdo de gendtipos
(CRUZ; CARNEIRO; REGAZZI, 2014).

Considerando os valores de Rgloc (Tabela 5.2), observa-se que para
a maioria das variaveis houve interacdo G x A complexa. Segundo Santos e
colaboradores (2015) correlagbes genotipicas entre ambientes de 0,39, 0,57 e 0,67
podem ser consideras baixa, moderada e alta. Para Torres et al. (2015), Rgloc de 0,48
apresenta magnitude mediana. Desse modo, variaveis que demonstraram tendéncia
de interacdo G x A simples (Rgloc = 0,67) foram: ciclo até inicio do florescimento (FC),
ciclo até a colheita (HC), largura de vagem (PW), espessura de vagem (PT), razéo
entre espessura e largura de vagem (PT/PW), massa por unidade de vagem (PMA) e
teor de K e Mg na vagem.

Para as variaveis que sdo mais influenciadas pelo ambiente, é
possivel adotar a estratégia de selecdo indireta, ou seja, o incremento de uma
caracteristica por meio da selecao baseada em outra que demonstra correlacdo com
o caréater de interesse (ARAUJO et al., 2012; RIBEIRO et al., 2019). As correlacdes
fornecem informacdes sobre a magnitude e a direcdo de influéncia das variaveis
respostas e possibilitam a sele¢cdo de modo indireto (CRUZ; CARNEIRO; REGAZZI,
2014).

A correlacdo ocorre principalmente devido a pleiotropia, que é a
propriedade de um gene determinar mais de uma caracteristica fenotipica (SINGH,;
GEZAN; VALLEJOS, 2019). Mg e S foram os minerais com maior h’; e Ac e
apresentaram elevada correlagéo positiva com a maioria dos outros nutrientes e com
proteina, bem como namero comercial de vagens (CPN), comprimento de vagem (PL)
e altura de insercdo da primeira vagem (PIH) tiveram correlagdo positiva com
produtividade (PROD). Desse modo, a selecao para alto teor de S e Mg na vagem

podera ser utilizada para a selecao indireta de maior teor de proteina (PR), K, Mn, Ca
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e P e a selecdo para CPN, PL e PIH possibilitara a identificacdo de gendtipos com
maior potencial de rendimento.

Segundo MASUKA et al., (2017) o ganho genético em um programa
de melhoramento pode ser potencializado com algumas estratégias: (I) aumentar o
tamanho do programa para ter maior intensidade de selecéo, (Il) acelerar os ciclos de
reproducdo, (Ill) aumentar a repetibilidade dos ensaios para garantir maior acuracia
de selecéo, (IV) aumentar a quantidade de genes funcionais, aqueles que codificam
caracteristicas de resiliéncia e (V) melhorar as ferramentas de apoio a deciséo.
Independentemente da estratégia a ser adotada, a precisdo das avaliacbes
fenotipicas irdo influenciar direta ou indiretamente na amplitude do ganho. Observa-
se no presente estudo que o coeficiente de variagdo residual (CVe%) foi baixa para a
maioria das variaveis, indicando elevada precisdo experimental.

Uma das estratégias para superar as dificuldades impostas pelas
variacfes do ambiente é a utilizacdo de cultivares com elevado potencial produtivo,
estabilidade e adaptabilidade. A média harmonica da performance relativa dos valores
genéticos (MHPRVG) possibilita avaliar simultaneamente os efeitos da estabilidade,
adaptabilidade e varidveis respostas na prépria grandeza do carater avaliado,
penalizando os genotipos por sua instabilidade nos diferentes locais e capitalizando a
habilidade de resposta a melhoria do ambiente (RESENDE, 2009; SANTOS et al.,
2018).

Os valores de MHPRVG para caracteristicas de componentes de
producdo e rendimento (Apéndice T, pag. 175), juntamente com as analises
multivariadas (Figura 5.2 e Figura 5.3) e 0 emprego do indice de selecdo de Mulamba
e Mock para selecao de gendtipos com maior potencial agronémico (Apéndice P, pag.
171), permitiram a selecao dos acessos Clark, HAB 428, HAB440, HAB441, HAB443
e Napoli. As duas cultivares e as quatro linhagens selecionadas apresentaram um
ganho de selecéo predito para potencial agronémico 25,8% maior que a populacdo
original (Figura 5.4).

Em trabalho que objetivou selecionar progénies F2 de feijao-de-vagem
por meio do procedimento REML/BLUP, o ganho genético aditivo predito com a
selecao foi de 33,5% para a producado de vagens verdes. Os autores concluiram que

a selecdo via BLUP possibilitou a predicdo e obtencdo de ganhos genéticos
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significativos para o melhoramento do feijdo-vagem nas proximas geracoes (SOUSA
et al., 2017).

Gomes et al., (2018) avaliaram quatro indices de sele¢do e o método
REML/BLUP na avaliagdo de ganhos genéticos preditos das caracteristicas de
interesse do programa de melhoramento de feijdo-de-vagem. O método REML/BLUP
permitiu selecionar linhagens com desempenhos relativos altos e obter ganhos
simultaneos entre as caracteristicas avaliadas, 6,31% para produtividade de vagens
e 14,10% para numero de vagens por planta, sendo a metodologia de modelos mistos
superior em relacéo aos indices de selecéo testados que utilizam valores fenétipos.

A metodologia REML/BLUP foi eficiente na selecdo de progénies
superiores e proporcionou ganhos significativos ao melhoramento do feijado-de-vagem
em estudo que utilizou intensidade de selecéo de 10,6% (CRUZ et al., 2018). Com
base nos maiores valores genéticos foi possivel obter um ganho de selecdo predito
de 15,8% para massa de vagem por planta e 14,3% para numero de vagem por planta
em relacdo a média da populacéo original.

Embora o potencial agronGmico de uma cultivar seja um dos principais
fatores ponderado pelo agricultor, outras caracteristicas devem ser consideradas no
momento da escolha da cultivar, principalmente aquelas ligadas ao mercado
consumidor e que podem representar um diferencial no momento da comercializacéo
e na agregacao de valor do produto (ALEMU, 2018).

O feijao-de-vagem é considerado uma leguminosa com elevada
qualidade nutricional e com potencial para auxiliar na melhoria de habitos alimentares
mais saudaveis, no entanto as caracteristicas nutricionais tendem a serem afetadas
por diversos fatores, tais como: cultivar, caracteristicas do ambiente, estacdo de
cultivo e estadio fenolégico da planta no momento da colheita (GARTNER et al., 2020;
NTATSI et al., 2018).

Considerando os valores genotipicos de adaptabilidade e estabilidade
para teor nutricional e compostos bioativos (Apéndice U, pag. 176), bem como as
analises de componentes principais (Figura 5.2), agrupamento de mapa de calor
(Figura 5.3) e indice de selecdo de Mulamba e Mock com maior peso para as variaveis
relacionadas a qualidade nutricional (Apéndice P, pag. 171), os acessos selecionados

foram: HAB441, HAB440, Idaho Refugee, Napoli, Savannah e Vicenza, os quais
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apresentam um ganho de selecdo médio para teor de nutrientes e compostos
bioquimicos de 10,29% (Figura 5.5).

Os acessos selecionados poderao ser utilizados em cruzamentos de
programas de melhoramento genéticos focados na biofortificagdo de alimentos
(KUMAR; PANDEY, 2020; RORIZ et al., 2020), que consiste em melhorar o teor
nutricional das culturas alimenticias por meio do desenvolvimento de novas cultivares,
por melhoramento convencional ou biotecnologia, ou préticas agricolas (GARG et al.,
2018).

Segundo a Organizacdo das Nacdes Unidas para Alimentacdo e
Agricultura — FAO, estima-se que 1 a cada 9 pessoas no mundo, aproximadamente
792 milhdes de pessoas, tém problemas de desnutricdo, desse modo as deficiéncias
minerais nos seres humanos representam um dos principais problemas de saude
coletiva (MCGUIRE, 2015). A utilizacdo dos genétipos de feijdo-de-vagem
selecionados com foco na melhoria da qualidade nutricional pode proporcionar o
desenvolvimento de cultivares com capacidade de suprir parte das caréncias
nutricionais da populagéo, sendo uma alternativa eficiente para melhorar a qualidade
nutricional da alimentacdo e uma forma viavel de combater a desnutricao,
principalmente em paises em desenvolvimento (BLAIR, 2013; JHA; WARKENTIN,
2020; SIWELA et al., 2020).

De modo geral, os acessos de feijao-de-vagem estudados
apresentaram menor teor de compostos fenélicos, flavonoides e atividade antioxidante
guando comparado ao feijdo comum (gréos secos). Esses resultados podem estar
associados ao fato de que todos os 20 acessos avaliados possuem tegumento da
semente de cor branca e pouca variacdo no formato da semente. Alcazar-Valle et al.
(2020) observaram maiores concentracdes de compostos fendlicos e atividade
antioxidante em acessos de P. vulgaris com tegumento vermelho e preto. Resultados
semelhantes foram encontrados em estudo que avaliou acessos de feijao de
diferentes origens, o qual constatou correlacdo positiva entre polifenois totais,
atividade antioxidante e antocianina, de modo que os acessos de feijao-de-vagem
com graos brancos demonstraram baixos valores dos compostos avaliados (AKOND
etal., 2011).

Garcia-Diaz et al. (2018) avaliaram a composicdo de polifenadis,

flavonoides, antocianinas, atividade antioxidante e parametros de cor das sementes
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em populacdes de feijao e verificaram que a origem geografica das populacdes e a
época de cultivo afetaram significativamente a composicdo dos tegumentos e
cotilédones. Entre as populacdes, a concentracdo de compostos fendlicos e atividade
antioxidante foi maior em tegumentos escuros ou pigmentados.

O mercado consumidor tem preferéncia por feijdo-de-vagem com
graos brancos e alongados (BLAIR et al., 2010), caracteristicas que parecem estar
associadas com menor teor de compostos bioativos e atividade antioxidante. Caso o
programa de melhoramento tenha o objetivo de obter maiores ganhos para essas
caracteristicas, devera explorar a variabilidade genética de acessos que estdo fora
dos padrbes comerciais e tentar, por meio de retrocruzamentos, melhorar o teor de
compostos bioativos e atividade antioxidante nas cultivares comerciais.

O objetivo final de um programa de melhoramento € o langamento de
cultivares superiores as que ja existem no mercado, as quais devem reunir
caracteristicas exigidas pelos agricultores e consumidores. Para que esse objetivo
seja atingido os genitores que irdo dar inicio ao programa de melhoramento precisam

ser cuidadosamente escolhidos.



133

5.7. CONCLUSOES

A utilizacdo da estratégia de modelos mistos aliada a adaptabilidade
e estabilidade por meio da média harménica da performance relativa dos valores
genéticos (MHPRVG) mostrou-se uma ferramenta eficaz para a selecao de genaotipos
promissores.

Para maior potencial agronémico foram selecionados os acessos HAB
428, HAB 440, HAB 441, HAB 443, Clark e Napoli. Considerando o teor nutricional
nas vagens foram selecionados os acessos HAB 440, HAB 441, Ildaho Refugee,
Napoli, Savannah e Vicenza. Os acessos HAB 440, HAB 441 e Napoli foram
selecionados tanto para melhoria do desempenho agronémico, quanto para aumento
do teor nutricional.

Os acessos Clark, Napoli, Savannah e Vicenza s&o cultivares
registradas no Registro Nacional de Cultivares — RNC/MAPA e podem ser utilizadas
pelos agricultores para aumentar a produtividade da cultura e melhorar a qualidade
nutricional e comercial das vagens ofertadas para os consumidores.

Considerando os acessos selecionados e a diversidade genética por
meio de marcadores moleculares AFLP, recomenda-se 0s seguintes cruzamentos: (i)
aumento do potencial agronémico - HAB 428 x HAB 440, Clark x HAB 441 e Napoli x
HAB 443; (ii) melhoria do teor nutricional nas vagens - Savannah x Idaho Refugee,
Vicenza x HAB 440 e HAB 441 x Napoli; (iii) melhoria do teor nutricional em genotipo
produtivo - Clark x Idaho Refugee.

Os cruzamentos propostos poderao resultar em combinacdes genicas
favoraveis com o aumento de produtividade e melhoria da qualidade nutricional das

vagens.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

A caracterizacédo dos acessos do Banco de Germoplasma de feijao-
de-vagem do IDR-Parand possibilitou o conhecimento da variabilidade genética
presente no banco, o entendimento mais aprofundado sobre a cultura e suas
oportunidades, bem como o estabelecimento de estratégias para inicio de um
programa de melhoramento genético de feijao-de-vagem, o qual podera contar com a
expertise que o IDR-Parana possui com Phaseolus vulgaris L. direcionado para graos
secos.

Considerando a demanda dos agricultores por sistemas produtivos
mais eficientes e com menor custo de producdo, uma das estratégias é direcionar o
programa de melhoramento para o desenvolvimento de cultivares com habito de
crescimento determinado, porte ereto e uniformidade de producado, possibilitando
assim semeadura, pulverizacdes e colheita mecanizada.

O potencial econdmico do cultivo de feijao para o consumo de vagem
€ notorio, uma vez que € uma cultura de ciclo curto (58 dias da semeadura até a
colheita), tem elevado potencial produtivo (17,8 t ha'), demanda proporcionalmente
Menos recursos naturais, é um alimento de facil preparo e que tem elevado teor de
proteina, minerais e compostos antioxidantes, caracteristicas que estdo em total
harmonia com as necessidades dos consumidores modernos.

O banco de germoplasma de feijao-de-vagem do IDR-Parana
apresenta ampla variabilidade genética e acessos com caracteristicas agronédmicas,
nutricionais, bioquimicas e comerciais desejaveis. Os genotipos selecionados poderdo
utilizados em cruzamentos, os quais deverdo resultar em combinagdes genicas
favoraveis com o aumento de produtividade e melhoria da qualidade nutricional das

vagens.
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Apéndice A - Nome do acesso, pais de origem, instituicdo ou empresa de introducao,
natureza do material e habito de crescimento de 102 acessos de feijao-de-vagem do
banco de germoplasma do IDR-Parana.

N | Acesso Pais de origem ﬁ{:gfj?ggg Status Biologico cHrik')sI(t:?mdeento
1 502 - G6639 Haiti CIAT Variedade tradicional | Determinado
2 | Alessa Brasil EIIEOS AGRO- Cultivar Determinado
3 | Amarillo Peru CIAT Variedade tradicional | Determinado
4 Black Wonder Africa do Sul CIAT Variedade tradicional | Determinado
5 Bomba Ucrania CIAT Variedade tradicional | Determinado
6 Clarke Brasil HM Clause Cultivar Determinado
7 HAB402 Coldmbia CIAT Linhagem Determinado
8 HAB403 Coldmbia CIAT Linhagem Determinado
9 HAB404 Coldmbia CIAT Linhagem Determinado
10 |HAB405 Coldmbia CIAT Linhagem Determinado
11 |HAB407 Coldmbia CIAT Linhagem Determinado
12 |HAB408 Coldmbia CIAT Linhagem Determinado
13 |HAB409 Coldmbia CIAT Linhagem Determinado
14 |HAB411 Coldmbia CIAT Linhagem Determinado
15 |HAB412 Coldmbia CIAT Linhagem Determinado
16 |HAB413 Coldmbia CIAT Linhagem Determinado
17 |HAB415 Coldmbia CIAT Linhagem Determinado
18 |HAB416 Coldmbia CIAT Linhagem Determinado
19 |HAB417 Coldmbia CIAT Linhagem Determinado
20 |HAB424 Colémbia CIAT Linhagem Determinado
21 |HAB425 Coldmbia CIAT Linhagem Determinado
22 |HAB427 Colémbia CIAT Linhagem Determinado
23 |HABA428 Coldmbia CIAT Linhagem Determinado
24 |HAB429 Coldmbia CIAT Linhagem Determinado
25 |HAB431 Colémbia CIAT Linhagem Determinado
26 |HABA432 Coldmbia CIAT Linhagem Determinado
27 |HABA435 Colémbia CIAT Linhagem Determinado
28 |HABA436 Coldmbia CIAT Linhagem Determinado
29 |HAB437 Colémbia CIAT Linhagem Determinado
30 |HABA438 Coldmbia CIAT Linhagem Determinado
31 |HAB440 Coldmbia CIAT Linhagem Determinado
32 |HAB441 Coldmbia CIAT Linhagem Determinado
33 |HAB442 Colémbia CIAT Linhagem Determinado
34 |HAB443 Coldmbia CIAT Linhagem Determinado
35 |HAB445 Colémbia CIAT Linhagem Determinado
36 |HAB446 Colémbia CIAT Linhagem Determinado
37 |HAB447 Coldmbia CIAT Linhagem Determinado
38 |ldaho Refugee EUA Embrapa Variedade tradicional | Determinado

(Continua)
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N | Acesso Pais de origem ﬁ{:gfj?ggg Status Biologico cHrik')sI(t:?mdeento
39 | Ligth Red Kidney EUA CIAT Variedade tradicional | Determinado
40 | Macarréo Baixo Brasil ISLA Cultivar Determinado
41 | Macarrdo Rasteiro | Brasil TOP SEED Cultivar Determinado
42 | Macarrdo Brasil Horticeres Cultivar Determinado
43 | Mandarino Colémbia CIAT Variedade tradicional | Determinado
44 | Manteiga Baixo Brasil ISLA Cultivar Determinado
45 | Mont d'or Franca CIAT Variedade tradicional | Determinado
46 | Montcalm 23 EUA CIAT? Variedade tradicional | Determinado
47 | Napoli Brasil Feltrin Cultivar Determinado
48 | Noorinbee Austrélia CIAT Variedade tradicional | Determinado
49 | Piligue Guatemala CIAT Variedade tradicional | Determinado
50 |Sacavem 1776 Brasil CIAT Variedade tradicional | Determinado
51 | Sacavem 69 Brasil CIAT Variedade tradicional | Determinado
52 | Sacavem 84 Brasil CIAT Variedade tradicional | Determinado
53 | Saint marcellin Chile CIAT Variedade tradicional | Determinado
54 | Savannah Brasil HM Clause Cultivar Determinado
55 | Saxa Polbnia CIAT Variedade tradicional | Determinado
56 |UEL1 Brasil UEL Cultivar Determinado
57 |UEL 2 Brasil UEL Cultivar Determinado
58 | Uribe Redondo Colémbia CIAT Variedade tradicional | Determinado
59 |Vicenza Brasil Feltrin Cultivar Determinado
60 |Zigane Brasil TOPSEED Cultivar Determinado
61 ¢gzgg1rho Brasil Embrapa Variedade tradicional | Indeterminado
62 | Archer 9893 Etiopia CIAT Variedade tradicional | Indeterminado
63 |Bayo México CIAT Variedade tradicional | Indeterminado
64 |Black Valentine EUA CIAT Variedade tradicional | Indeterminado
65 |Branco de Vagem | Brasil Embrapa Variedade tradicional | Indeterminado
66 | Cachamundinho Portugal CIAT Variedade tradicional | Indeterminado
67 \C/ZV:?]I:IZrma Small EUA CIAT Variedade tradicional | Indeterminado
68 |Chu-Naga Japéao CIAT Variedade tradicional | Indeterminado
69 [B)ﬁ”\]/;r%;m Brasil Embrapa Variedade tradicional | Indeterminado
70 E:;Jééo de vagem Brasil Embrapa Variedade tradicional | Indeterminado
71 gregggode vagem Brasil Embrapa Variedade tradicional | Indeterminado
72 Ereéjtf?)o de vagem Brasil Embrapa Variedade tradicional | Indeterminado
73 | Feijao de vageml |Brasil Embrapa Variedade tradicional | Indeterminado
74 | Feijao de vagem?2 | Brasil Embrapa Variedade tradicional | Indeterminado
75 | Feijao de vagem3 | Brasil Embrapa Variedade tradicional | Indeterminado

(Continua)
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. . Origem de C Habito de
N | Acesso Pais de origem introducgo Status Biolégico crescimento
76 | Feijdo de vagem4 | Brasil Embrapa Variedade tradicional | Indeterminado
77 |Feijao de vagem5 | Brasil Embrapa Variedade tradicional | Indeterminado
78 | Genfor Markt Alemanha CIAT Variedade tradicional | Indeterminado
79 | Gruzinskaya Gedrgia CIAT Variedade tradicional | Indeterminado
80 |HT 30 Brasil Hortec Cultivar Indeterminado
81 |Kentucky Wonder | EUA CIAT Variedade tradicional | Indeterminado
82 ngtUCky Wonder EUA CIAT Variedade tradicional | Indeterminado
83 |Lago Azul Coldmbia Agricultor Variedade tradicional | Indeterminado
84 | Listrado de Vagem | Brasil Embrapa Variedade tradicional | Indeterminado
85 I\H/I?carrao Atibaia Brasil Hortec Cultivar Indeterminado
86 | Macarrdo Imperial | Brasil Master seeds | Cultivar Indeterminado
87 | Malhado de vagem | Brasil Embrapa Variedade tradicional | Indeterminado
88 | Malibu Brasil HM Clause Cultivar Indeterminado
89 | Marrom de vagem | Brasil Embrapa Variedade tradicional | Indeterminado
90 |Moncure 16 Guatemala CIAT Variedade tradicional | Indeterminado
91 |Msu C-20 EUA CIAT Variedade tradicional | Indeterminado
= . N&o . . .
92 |Nepl7l N&o determinado determinado Variedade tradicional | Indeterminado
93 | Pompadour H Rep. Dominicana | CIAT Variedade tradicional | Indeterminado
94 Pr~eto Vagem de Brasil Embrapa Variedade tradicional | Indeterminado
Sao Paulo
95 | Rayados Chile CIAT Variedade tradicional | Indeterminado
96 |S-233-B El Salvador CIAT Variedade tradicional | Indeterminado
97 |Strada Brasil TOPSEED Cultivar Indeterminado
98 | Tempesta Brasil Feltrin Cultivar Indeterminado
99 Torino Macarrao Brasil Feltrin Cultivar Indeterminado
Trepador
: ~ . N&o . . .
100 | Vagem lItaliana N&o determinado determinado Variedade tradicional | Indeterminado
101 | Vagem Trepadeira | Brasil Embrapa Variedade tradicional | Indeterminado
102 White Kentucky EUA CIAT Variedade tradicional | Indeterminado
Wonder
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Apéndice B - Visdo geral dos ensaios de caracterizacdo morfoagronémica dos
acessos de feijao-de-vagem de hébito de crescimento determinado e indeterminado
conduzidos lado a lado na safra das aguas de 2017 (A) e 2018 (B). Ensaio com
acessos de habito de crescimento indeterminado (C) e ensaio com acessos com
habito determinado (D).
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Apéndice C - Descritores morfoagrondmicos utilizados na caracterizacdo do banco

de germoplasma de feijdo-de-vagem do IDR-Parana.
N° | Descritor Descricao da caracteristica
1 Plantula: pigmentacdo antocianinica no hipocétilo 1- ausente
QL VG? 2- presente
Plantula: intensidade da pigmentag&o antocianinica no 1- fraca
2 | hipocotilo 2- média
ON VG 3- forte
3 Planta: habito de crescimento 1- determinado
QL VG (a)? 2- indeterminado
1-prostado
Planta: porte ]
4 2-arbustivo
QL VG (a) 3-trepador
Somente para cultivares com porte trepador: 1-piramidal
5 Planta: forma 2-terangular
QL VG (a)
Folha: intensidade da cor verde 3- clara
6 |QONVG(a) 5-média
7-escura
7 Folha rugosidade (a ser avaliada no terco médio da planta) 1l-ausente
QL VG (a) 2-presente
Folha: Largura foliculo central (no 6° né da planta) .
8 Centimetros
QN MI
Folha: Largura foliculo central (no 6° n6é da planta) .
9 Centimetros
QN Ml
Foliculo terminal: forma 1-triangular
PQ VG (a) 2-triangular e circular
10 3-circular
4-circular e quadrangular
5-quadrangular
Foliolo terminal: comprimento do apice 1-curto
11 |ON VG (a) 2-médio
3-longo
Somente para habito determinado 1-dentro da Folhagem
12 | Inflorescéncias: localizac¢éo (no florescimento pleno) 2-intermediarias
QN VG 3-acima da folhagem
Flor: tamanho das bracteas 3-pequeno
13 |QON VG 5-médio
7-grande
Flor: cor das estandarte 1-branca
14 PQ VG 2-branca rosada
3-rosa
4-violeta

(Continua)
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N° | Descritor Descrigdo da caracteristica
Flor: cor da asa 1-branca
15 PQ VG 2-branca rosada
3-rosa
4-violeta
Vagem: comprimento (excluindo o bico) .
16 Milimetros
QN Ml (b)
Vagem: largura o
17 Milimetros
QN Ml (b)
Vagem: espessura .,
18 Milimetros
QN Ml (b)
Vagem: forma da sessao transversal (através da semente) 1l-achatada
PQ VG (b) 2-periforme
19 3-eliptica
4-octomorfa
5-circular
Vagem: razao espessural/largura o
20 Milimetros
QN Ml (b)
Vagem: cor primaria 1-verde clara
PQ VG (b) 2-verde médio
21 3-verde escura
4-amarela
5-rajada
6-roxa
Vagem: peffil 1-reto
22 PQ VG (b) 2-semiarqueado
3-arqueado
4-recurvado
Grupo comercial 1-holandesa
23 PQ VG (b) 2-macarréo
3-manteiga
4-outro
04 Vagem: cor secundéria 1l-ausente
QL VG (c) 2-presente
Vagem: cor secundaria 1-rosa
25 |PQ VG (c) 2-vermelha
3-roxa
Vagem: densidade das manchas da cor Secundaria 3-esparsa
26 |QN VG (c) 5-média
7-densa
7 Vagem: fio da sutura ventral 1l-ausente
QL VG (b) 2-presete

(Continua)
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N° | Descritor Descrigdo da caracteristica
Vagem: grau da curvatura 1l-ausente ou muito fraca
QN VG (b) 3-fraca
28 5-média
7-forte
9-muito forte
Vagem: forma da curvatura 1-cbncava

29 |PQ VG (b) 2-forma de “S”
3-convexa
Vagem: forma da parte distal (excluindo o dente apical) l-aguda
30 [PQ VG (b) 2-aguda e truncada
3-truncada
Vagem: comprimento do dente apical .
31 Milimetros
QN MI/NVG (b)
Vagem: curvatura do dente apical 1-ausente ou muito fraca
QN VG (b) 3-fraca
32 5-média
7-forte
9-muito forte
33 Vagem: posi¢éo dente apical 1-marginal
QL VG (c) 2-ndo marginal
Vagem: textura da superficie 1-lisa ou ligeiramente rugosa
34 |QN VG (b) 2-moderadamente rugosa
3-muito rugosa
Vagem: constricdes (vagem seca) 1-ausente ou muito fracas
35 [QN VS (c) 2-médias
3-fortes
Semente: peso de 1000 sementes
36 Gramas
QN MG (d)
Semente: forma em secao longitudinal 1-circular
PQ VG (d) 2-circular a eliptica
37 3-elipita
4-reniforme
5-retangular
Somente semente reniforme: Semente: grau da curvatura 3-fraco
38 |QN VG (d) 5-médio
7-forte
Semente: espessura .
39 Milimetros
QN Ml (d)
Semente: largura o
40 Milimetros
QN MI (d)

(Continua)
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N° | Descritor Descrigdo da caracteristica
Semente: comprimento .
41 Milimetros
QN MI/NVG (d)
Semente: relagdo comprimento/largura .
42 Milimetros
QN MI/NVG (d)
Semente: relagdo espessura/largura .
43 Milimetros
QN MI/NG (d)
Semente: niimero de cores 1-uma
44 | QL VG (d) 2-duas
3-mais de duas
Semente: cor principal (que cobre a maior area) 1-branca
PQ VG (d) 2-verde ou esverdeada
3-cinza
4-amarela
45 5-bege
6-marrom
7-vermelha
8-violeta
9-preta
Semente: cor secundaria 1-cinza
PQ VG (d) 2-amarela
3-bege
46 4-marrom
5-vermelha
6-violeta
7-preta
Semente: distribuicdo da cor secundaria 1-ao arredor do hilo
47 | QL VG (d) 2-na metade da semente
3-por toda semente
Semente: venacao 1-ausente ou muito fraca
QN VG (d) 3-fraca
48 5-média
7-forte
9-muito forte
Semente: brilho 3-opaco
49 |QN VG (d) 5-intermediario
7-brilhante
Semente: cor da area ao redor do hilo 1-mesma cor da semente
50 2-diferente da semente

QN VG (d)

(halo)

(Continua)
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(Continuacao)

N° | Descritor Descrigdo da caracteristica
Semente: cor do halo 1-branca
PQ VG (d) 2-amarela
3-laranja
51
4-marrom
5-violeta
6-preta
Ciclo até o florescimento (50% com ao menos uma flor) .
52 Dias
QN MG
53 Ciclo total (da emergéncia ao ponto de colheita da vagem) Dias
i
QN MG
Numero de lécos por vagem .
54 ON MI (e) Unidade
NUmero de sementes por vagem .
55 ON MI (€) Unidade
Numero total de vagens por planta .
56 ON MG (b) Unidade
Massa total de vagens por planta
57 ON MG (b) Gramas
Numero comercial de vagens por planta .
58 ON MG (b) Unidade
Massa comercial de vagens por planta
59 ON MG (b) Gramas
Massa média de cada vagem
60 ON MG (b) Gramas

1Categoria da caracteristica a ser avaliada: QL - Caracteristica qualitativa; PQ - Caracteristica pseudoqualitativa;
QN - Caracteristica quantitativa

2Métodos recomendados para a observagéo das caracteristicas: MG: Mensuragéo Unica de um grupo de plantas
ou partes de plantas; - MI: Mensurag¢des de um numero de plantas ou partes de plantas, individualmente; - VG:
Avaliagdo visual Unica de um grupo de plantas ou partes dessas plantas; - VI: Avaliagdes visuais em plantas ou
partes dessas plantas, individualmente.

3As caracteristicas com as codificagbes “a”, “b”, “c” e “d” foram examinadas como indicado a seguir: (a) Planta e
Folhas: as observacdes foram realizadas no florescimento pleno (todas as plantas com pelo menos uma flor
aberta); (b) Vagem: as observacg6es foram realizadas quando as vagens estavam aptas para o consumo, antes da
maturacao fisiologica; (c) Vagem: as observagdes foram realizadas no ponto de colheita (quando as sementes
estavam completamente desenvolvidas e secas); (d) Semente: as observac¢des foram realizadas nas sementes
completamente desenvolvidas e secas, logo apoés a colheita das parcelas; (e) planta: as observagfes foram
realizadas na planta ou partes da planta no ponto de colheita, logo apds a colheita das parcelas.
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Apéndice D - Boxplot da caracterizacdo do banco de germoplasma de feijao-de-
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PW: largura de vagem (mm); PT.PW: raz&o entre espessura e largura da vagem; ALP: comprimento
do dente apical (cm); ST: espessura da semente (mm); SW: largura da semente (cm); SL: comprimento
da semente(cm); SL.SW: raz&do entre comprimento e largura da semente; ST.SW: raz&do entre
espessura e largura da semente; LNP: nimero de l6cus por vagem; SNP: nimero de sementes por
vagem; TPM: massa total de vagens; TPN: nimero total de vagens; PMA: massa por unidade de

vagem.
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Apéndice E - Numero de grupos formados pela analise de Ward-MLM, baseado na
funcéo de probabilidade logaritmica (log-likelihood) e seu incremento.

NUmero de grupos Log-likelihood Incremento

1 -3435,51 0

2 -3314,04 121,46*
3 -3228,85 85,19

4 -3178,76 50,10

5 -3117,46 61,30

6 -3070,07 47,39

7 -3055,19 14,88

8 -3001,37 53,82

*Maior incremento
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Apéndice F - Correlacéo entre a matriz de dissimilaridade de Gower, obtida por meio
da caracterizacdo com descritores morfoagronémicos, e a matriz de Jaccard, obtida
por meio da caracterizacdo molecular com marcadores AFLPs.

1

0,9

0,8

0,7

0,6

0,5

0,4

Matriz de Jaccard

0,3

0,2
Correlacdo = 0.4263*

0,1

0

o o1 02 03 04 05 06 07 08 09 1
Matriz de Gower

* Significativo a 1 % de probabilidade pelo teste t e 1% pelo teste de Mantel baseado em 10.000 simulagées
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Apéndice G - Ensaio de fenotipagem de 60 acessos arbustivos de feijdo-de-vagem
conduzido na safra das aguas de 2017 (A) e na safra de outono inverno de 2019 (B).
Vista aérea do ensaio de outono inverno de 2019 com a identificacdo das trés
repeticdes (C). Vagens de alguns acessos em ponto de colheita (D).

A — B
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Apéndice H - Precipitacdo (Prec), Temperatura média (T-média), temperatura
méaxima (T-max), temperatura minima (T-min) e umidade relativa do ar (UR) do ensaio
da safra das aguas de 2017 (A) e do ensaio de outono-inverno de 2019 (B). Estado
do Parané - Brasil.
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Apéndice | - Status biologico, sessao transversal, cor, curvatura e fio na sutura ventral
da vagem de 60 acessos de feijdo-de-vagem de hébito de crescimento determinado.

Gendtipo Status Sessédo Cor da Curvatura |Fio na

biol6gico transversal da |vagem davagem |sutura

vagem ventral
502 - G6639 Tradicional* | Achatada Verde médio | Muito Fraca | Presente
Alessa Cultivar Achatada Verde clara |Média Ausente
Amarillo Tradicional |Achatada Verde clara |Fraca Presente
Black Wonder Tradicional | Eliptica Verde médio | Média Ausente
Bomba Tradicional |Achatada Verde clara |Fraca Presente
Clarke Cultivar Eliptica Verde escuro | Fraca Ausente
HAB402 Linhagem | Eliptica Verde clara |Fraca Presente
HAB403 Linhagem | Periforme Verde clara |Fraca Ausente
HAB404 Linhagem | Eliptica Verde médio |Fraca Ausente
HAB405 Linhagem | Eliptica Verde médio |Fraca Ausente
HAB407 Linhagem | Eliptica Verde médio | Média Ausente
HAB408 Linhagem | Eliptica Verde médio | Média Ausente
HAB409 Linhagem | Periforme Verde médio | Média Ausente
HAB411 Linhagem | Periforme Verde clara |Fraca Ausente
HAB412 Linhagem | Eliptica Verde clara |Fraca Ausente
HAB413 Linhagem | Eliptica Verde médio |Fraca Ausente
HAB415 Linhagem | Periforme Verde clara |Média Ausente
HAB416 Linhagem | Eliptica Verde médio | Média Ausente
HAB417 Linhagem | Periforme Verde médio |Fraca Ausente
HAB424 Linhagem | Periforme Verde médio |Fraca Ausente
HAB425 Linhagem | Periforme Verde médio |Fraca Ausente
HAB427 Linhagem | Periforme Verde clara |Fraca Ausente
HAB428 Linhagem | Periforme Verde médio |Fraca Ausente
HAB429 Linhagem | Eliptica Verde médio | Média Presente
HAB431 Linhagem | Eliptica Verde médio |Fraca Ausente
HABA432 Linhagem | Eliptica Verde médio | Média Ausente
HAB435 Linhagem | Eliptica Verde médio | Média Ausente
HAB436 Linhagem | Eliptica Verde médio | Média Ausente
HABA437 Linhagem | Eliptica Verde médio | Média Ausente
HAB438 Linhagem | Eliptica Verde médio |Fraca Ausente
HAB440 Linhagem | Eliptica Verde médio | Média Ausente
HAB441 Linhagem | Eliptica Verde médio |Fraca Ausente
HAB442 Linhagem | Periforme Verde médio |Fraca Ausente
HAB443 Linhagem | Eliptica Verde médio |Fraca Ausente
HAB445 Linhagem | Eliptica Verde clara |Média Ausente
HAB446 Linhagem | Periforme Verde clara |Média Ausente
HAB447 Linhagem | Eliptica Verde clara |Fraca Ausente
Idaho Refugee Tradicional | Eliptica Verde clara |Média Ausente
Ligth Red Kidney | Tradicional |Achatada Verde clara |Fraca Presente

(Continua)
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Genotipo Status Sesséo Cor da Curvatura |Fio na

biolégico transversal da |vagem davagem |sutura

vagem ventral
Macarréao Cultivar Eliptica Verde escuro | Fraca Ausente
Macarrédo Baixo Cultivar Eliptica Verde escuro | Fraca Ausente
Macarrédo Rasteiro | Cultivar Eliptica Verde escuro | Fraca Ausente
Mandarino Tradicional |Achatada Verde médio | Média Ausente
Manteiga Baixo Cultivar Eliptica Amarela Média Ausente
Mont d'or Tradicional |Periforme Verde clara |Fraca Presente
Montcalm 23 Tradicional |Achatada Verde clara |Fraca Presente
Napoli Cultivar Eliptica Verde escuro | Fraca Ausente
Noorinbee Tradicional |Periforme Verde médio |Fraca Presente
Piligue Tradicional |Achatada Verde clara |Fraca Presente
Sacavem 1776 Tradicional |Periforme Verde clara |Fraca Presente
Sacavem 69 Tradicional | Eliptica Verde clara |Fraca Ausente
Sacavem 84 Tradicional |Eliptica Verde clara |Fraca Ausente
Saint Marcellin Tradicional | Eliptica Verde clara |Fraca Presente
Savannah Cultivar Eliptica Verde escuro | Fraca Ausente
Saxa Tradicional | Eliptica Verde clara |Média Ausente
UEL 1 Linhagem | Periforme Verde médio |Fraca Ausente
UEL 2 Linhagem | Periforme Verde médio | Média Ausente
Uribe Redondo Tradicional |Achatada Verde médio | Muito Fraca | Presente
Vicenza Cultivar Eliptica Amarela Fraca Ausente
Zigane Cultivar Eliptica Verde escuro | Média Ausente

*Tradicional: Variedade tradicional ou crioula
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Apéndice J - Boxplot dos dados de avaliacdo de 60 acessos de feijao-de-vagem de
hébito de crescimento determinado por meio de variaveis morfoagrondmicas. Amb_1.:
Ambiente 1 - safra das aguas 2017; Amb_2: Ambiente 2 — Safra de outono inverno
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PH: altura de planta; NN: nimero de nés na haste principal; PIH: altura de insercdo da primeira vagem: FC: ciclo
até inicio do florescimento (dias); HAC: ciclo até inicio da colheita (dias); PL: comprimento de vagem (cm); PW:
largura de vagem (mm); PT: espessura de vagem (mm); PT/PW: razdo entre espessura e largura da vagem; TPN:
numero total de vagens; TPM: massa total de vagens; CPN: nimero comercial de vagens; CPM: massa comercial
de vagens (g); PMA: massa por unidade de vagem; PCP: porcentagens de vagens comerciais; PROD:
produtividade de vagens comerciais (t.ha?).
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Apéndice K - Boxplot dos dados de avaliacdo de 60 acessos de feijdo-de-vagem de
hébito de crescimento determinado por meio de variaveis nutricionais e bioquimicas.
Amb_1: Ambiente 1 - safra das aguas 2017; Amb_2: Ambiente 2 — Safra de outono

inverno 2019.
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PR: teor de proteina na vagem (%); P: teor de fosforo na vagem (g.ka?); K: potassio (g.ka?); Ca: Calcio (g.kal);
Mg: magnésio (g.kal); S: enxofre (g.ka); Cu: cobre (mg.kg™); Zn: zinco (mg.kg™); Mn: Manganés (mg.kg?); Fe:
ferro (mg.kg?t); FEN: compostos fendlicos (mg.100g?); FLA: flavonoides (mg.100g?); DPPH: atividade
antioxidante (% de radicais livres neutralizados).
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Apéndice L - Distancia genética média gerada a partir da matriz de distancia
euclidiana média de 60 acessos de feijdo-de-vagem de habito de crescimento
determinado por meio de variaveis morfoagronémicas, nutricionais e bioquimicas.

Napoli
Zigane 0.398

Macarrao Rasteiro
Vicenza 0.373
Clarke 0.347

Savannah
Macarrao 0.331

Alessa

Macarrao Baixo
Manteiga Baixo
HAB447
HAB443
HAB440
HAB429

UEL 2
HAB407
HAB409
HAB441
HAB424
HAB432
HAB445
HAB404
HAB428
HAB446
HAB427
HAB431
HAB403
HAB416
HAB425
HAB412
HAB436
HAB411
HAB402

UEL 1
HAB437
HAB415
HAB405
HAB408
HAB438
HAB442
HAB417
HAB435
HAB413
Mandarino
Idaho Refugee
Uribe Redondo
Amarillo
Montcalm 23
Piligue
Noorinbee
Saxa

Bomba

Black Wonder
Sacavem 84
Saint marcellin
502 G6639
Sacavem 69
Sacavem 1776
Ligth Red Kidney
Montdor

-Cultivar
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Apéndice M - Ensaio de adaptabilidade e estabilidade de acessos de feijdo-de-vagem
de hébito de crescimento determinado para potencial agrondmico e qualidade
nutricional cultivados em cinco ambientes. Londrina-PR safra das aguas de 2017 (A),
safra das aguas 2018 (B) e safra de outono inverno 2019 (C). Cambara-PR safra de
outono inverno 2019 (D). Umuarama-PR safra de outono inverno de 2019 (E). Vagens
em ponto de colheita (F).

A
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Apéndice N - Nome do acesso, pais de origem, Instituicdo de introducédo ou Empresa obtentora, status biolégico, sesséo transversal,
cor, curvatura e fio na sutura ventral da vagem de 20 acessos de feijao-de-vagem de hébito de crescimento determinado do banco

de germoplasma do IDR-Parana.

Genotipo Pa_us de Instituicao S.tat,u s tsrzrizsgrsal da |Cor davagem Curvatura Ellﬁur;g
origem biolégico vagem da vagem ventral

Alessa Brasil Pesagro - RIO | Cultivar Achatada Verde clara Média Ausente
Clarke Brasil HM Clause Cultivar Eliptica Verde escuro Fraca Ausente
HAB402 Colombia CIAT Linhagem Eliptica Verde clara Fraca Presente
HAB407 Colombia CIAT Linhagem Eliptica Verde médio Média Ausente
HAB415 Colombia CIAT Linhagem Periforme Verde clara Média Ausente
HAB427 Colombia CIAT Linhagem Periforme Verde clara Fraca Ausente
HAB428 Colombia CIAT Linhagem Periforme Verde médio Fraca Ausente
HAB432 Colombia CIAT Linhagem Eliptica Verde médio Média Ausente
HAB440 Colombia CIAT Linhagem Eliptica Verde médio Média Ausente
HAB441 Colombia CIAT Linhagem Eliptica Verde médio Fraca Ausente
HAB443 Colombia CIAT Linhagem Eliptica Verde médio Fraca Ausente
HAB447 Colombia CIAT Linhagem Eliptica Verde clara Fraca Ausente
Idaho Refugee EUA Embrapa Tradicional* Eliptica Verde clara Média Ausente
Macarréo Baixo Brasil ISLA Cultivar Eliptica Verde escuro Fraca Ausente
Napoli Brasil Feltrin Cultivar Eliptica Verde escuro Fraca Ausente
Savannah Brasil HM Clause Cultivar Eliptica Verde escuro Fraca Ausente
Saxa Polbnia CIAT Tradicional Eliptica Verde clara Média Ausente
UEL 2 Colombia CIAT Linhagem Periforme Verde médio Média Ausente
Vicenza Brasil Feltrin Cultivar Eliptica Amarela Fraca Ausente
Zigane Brasil TOPSEED Cultivar Eliptica Verde escuro Média Ausente

Tradicional: variedade tradicional ou crioula
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Apéndice O -Precipitacdo (Prec), Temperatura média (T-média), temperatura maxima
(T-méx), temperatura minima (T-min) e umidade relativa do ar (UR) dos ensaios em
Londrina na safra das aguas de 2017 (A) e 2018 (B) e dos ensaios de outono-inverno
de 2019 em Londrina (C), Cambara (D) e Umuarama (E). Estado do Parana - Brasil.
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Apéndice P - Variaveis, sentido da selecdo das variaveis e peso das variaveis no
indice de Selecéo de soma de ranks de Mulamba e Mock aplicado em 20 gendtipos
de feijao-de-vagem de habito de crescimento determinado cultivados em cinco
ambientes.

Selecao para

. g Selecéo para Selecao para teor
Variaveis Sggrg%ga prOdLrj]tL\{'r?C?gﬁ a? teor produtividade nutricional
Peso Peso Peso

PH Superior 1 3 1
NN Superior 1 3 1
PIH Superior 1 3 1
FC Superior 1 2 1
HC Superior 1 2 1
PL Superior 1 3 1
PW Superior 1 2 1
PT Superior 1 2 1
PT.PW Superior 1 2 1
CPN Superior 1 3 1
CPM Superior 1 3 1
SDW Superior 1 2 1
PDM Superior 1 2 1
PMA Superior 1 2 1
HI Superior 1 3 1
PROD Superior 1 4 1
PR Superior 1 1 4
P Superior 1 1 2
K Superior 1 1 2
Ca Superior 1 1 2
Mg Superior 1 1 2
S Superior 1 1 2
Cu Superior 1 1 2
Zn Superior 1 1 3
Mn Superior 1 1 2
Fe Superior 1 1 4
FEN Superior 1 1 3
FLA Superior 1 1

DPPH Superior 1 1 4

PH: altura de planta; NN: nimero de nés na haste principal; PIH: altura de insercdo da primeira vagem: FC: ciclo
até inicio do florescimento (dias); HAC: ciclo até inicio da colheita (dias); PL: comprimento de vagem (cm); PW:
largura de vagem (mm); PT: espessura de vagem (mm); PT/PW: razdo entre espessura e largura da vagem; CPN:
numero comercial de vagens; CPM: massa comercial de vagens (g); SDW: massa seca da parte aérea (g); PDM:
massa seca de vagem (g); PMA: massa por unidade de vagem; HI: indice de colheita; PROD: produtividade de
vagens comerciais (t.hal); PR: teor de proteina na vagem (%); P: teor de fésforo na vagem (g.ka?); K: potassio
(9.kaY); Ca: Calcio (g.kal); Mg: magnésio (g.kal); S: enxofre (g.ka); Cu: cobre (mg.kg'); Zn: zinco (mg.kg™);
Mn: Manganés (mg.kg™?); Fe: ferro (mg.kg?); FEN: compostos fenélicos (mg.100g); FLA: flavonoides (mg.100g
1); DPPH: atividade antioxidante (% de radicais livres neutralizados).
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Apéndice Q - Boxplot dos dados de variaveis morfoagronémicas da avaliacdo de 20
gendtipos de feijdo-de-vagem de hébito de crescimento determinado cultivados em
cinco ambientes.
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PH: altura de planta; NN: nimero de n6s na haste principal; PIH: altura de insercdo da primeira vagem: FC: ciclo
até inicio do florescimento (dias); HAC: ciclo até inicio da colheita (dias); PL: comprimento de vagem (cm); PW:
largura de vagem (mm); PT: espessura de vagem (mm); PT/PW: razdo entre espessura e largura da vagem; CPN:
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Apéndice R - Boxplot dos dados de variaveis nutricionais e bioquimicas da avaliacao
de 20 gendtipos de feijao-de-vagem de habito de crescimento determinado cultivados
em cinco ambientes.
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Amb1: safra das aguas de 2017 em Londrina; Amb2: Safra das aguas de 2018 em Londrina; Amb3: safra de
outono inverno de 2019 em Londrina; Amb4: safra de outono inverno de 2019 em Cambara; Amb5: safra de
outono inverno de 2019 em Umuarama.

PR: teor de proteina na vagem (%); P: teor de fésforo na vagem (g.ka?); K: potassio (g.ka?); Ca: Célcio (g.ka);
Mg: magnésio (g.kal); S: enxofre (g.ka); Cu: cobre (mg.kg'); Zn: zinco (mg.kg?); Mn: Manganés (mg.kg™?); Fe:
ferro (mg.kg'); FEN: compostos fendlicos (mg.100g?); FLA: flavonoides (mg.100g7t); DPPH: atividade
antioxidante (% de radicais livres neutralizados).
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Apéndice S - Média e desvio padrao dos trés grupos (G1, G2 e G3) formados pela
matriz média euclidiana de dissimilaridade e agrupamento UPGMA de 20 acessos de
feijdo-de-vagem de habito de crescimento determinado cultivados em cinco
ambientes.
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PH: altura de planta; NN: nimero de nés na haste principal; PIH: altura de insercdo da primeira vagem: FC: ciclo
até inicio do florescimento (dias); HAC: ciclo até inicio da colheita (dias); PL: comprimento de vagem (cm); PW:
largura de vagem (mm); PT: espessura de vagem (mm); PT/PW: razdo entre espessura e largura da vagem; CPN:
namero comercial de vagens; CPM: massa comercial de vagens (g); SDW: massa seca da parte aérea (g); PDM:
massa seca de vagem (g); PMA: massa por unidade de vagem; HI: indice de colheita; PROD: produtividade de
vagens comerciais (t.hal); PR: teor de proteina na vagem (%); P: teor de fosforo na vagem (g.kal); K: potassio
(g.kat); Ca: Célcio (g.kal); Mg: magnésio (g.kal); S: enxofre (g.ka); Cu: cobre (mg.kg?); Zn: zinco (mg.kg?);
Mn: Manganés (mg.kg?); Fe: ferro (mg.kg?); FEN: compostos fendlicos (mg.100g™?); FLA: flavonoides (mg.100g
1); DPPH: atividade antioxidante (% de radicais livres neutralizados).
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Apéndice T - Adaptabilidade e estabilidade por meio média da harmdnica da performance relativa dos valores genéticos (MHPRVG)
de variaveis morfoagronémicas de 20 acessos de feijdo-de-vagem de habito de crescimento determinado cultivados em cinco
ambientes.

Genotipo PH NN PIH FC HC PL PW PT | PT/PW | CPN CPM SDW | PDM | PMA HI PROD
Alessa 45,03 | 7,33 | 15,60 | 32,84 | 58,19 | 14,93 | 11,43 | 8,44 0,95 13,83 | 83,96 | 16,58 | 0,757 | 7,13 | 0,699 | 16,79
Clarke 43,90 | 7,30 | 15,78 | 33,51 | 58,59 | 14,50 | 9,18 | 8,67 1,05 17,08 | 106,73 | 16,67 | 0,763 | 6,88 | 0,787 | 21,35
HAB404 45,69* | 7,28 | 16,01 | 33,28 | 57,08 | 14,63 | 10,25 | 9,03 1,02 13,58 | 84,47 | 16,98 | 0,761 | 7,19 | 0,694 | 16,89
HAB407 44,41 | 7,14 | 16,35 | 32,91 | 56,70 | 14,56 | 10,10 | 8,96 1,02 15,41 | 97,18 | 17,77 | 0,768 | 7,08 | 0,743 | 19,44
HAB415 44,24 | 7,40 | 16,21 | 33,04 | 57,84 | 14,68 | 10,91 | 8,64 0,97 13,70 | 90,39 | 16,90 | 0,766 | 7,46 | 0,714 | 18,08
HAB427 4486 | 7,44 | 16,12 | 32,98 | 56,54 | 14,95 | 11,05 | 8,71 0,98 13,46 | 87,07 | 16,78 | 0,772 | 7,33 | 0,731 | 17,41
HAB428 44770 | 7,48 | 15,73 | 33,11 | 57,30 | 14,77 | 10,59 | 8,81 1,00 14,69 | 95,27 | 17,36 | 0,770 | 7,37 | 0,725 | 19,05
HAB432 42,80 | 7,19 | 15,36 | 32,76 | 55,96 | 13,83 | 9,86 | 9,11 1,05 1489 | 87,98 | 1545 | 0,755 | 6,75 | 0,769 | 17,60
HAB440 49,41 | 8,12 | 16,40 | 33,38 | 57,55 | 14,72 | 9,76 | 9,09 1,07 14,21 | 91,46 | 17,18 | 0,759 | 7,25 | 0,708 | 18,29
HAB441 47,26 | 7,93 | 15,50 | 33,65 | 59,07 | 14,25 | 9,50 | 8,74 1,03 16,16 | 99,92 | 17,65 | 0,754 | 6,94 | 0,736 | 19,98
HAB443 46,08 | 7,83 | 15,94 | 34,56 | 59,38 | 14,41 | 9,59 | 9,00 1,05 15,63 | 92,77 | 16,38 | 0,767 | 6,82 | 0,781 | 18,55
HAB447 43,68 | 7,26 | 15,28 | 33,19 | 59,80 | 13,56 | 9,41 | 8,86 1,06 16,64 | 83,46 | 17,07 | 0,747 | 6,22 | 0,752 | 16,69
Idaho Refugee 46,54 | 8,66 | 15,20 | 34,22 | 56,38 | 13,41 | 9,97 | 8,90 1,03 13,95 | 80,29 | 16,04 | 0,739 | 6,15 | 0,719 | 16,06
Macarréo Baixo 43,22 | 7,54 | 15,64 | 32,69 | 56,89 | 14,84 | 9,67 | 9,05 1,06 14,08 | 85,02 | 15,30 | 0,765 | 7,02 | 0,766 | 17,00
Napoli 45,20 | 7,61 | 15,88 | 33,97 | 61,03 | 14,33 | 9,03 | 8,51 1,04 17,43 | 93,82 | 16,50 | 0,737 | 6,37 | 0,757 | 18,76
Savannah 43,44 | 7,36 | 15,57 | 35,02 | 61,52 | 14,00 | 9,11 | 8,93 111 15,23 | 89,07 | 15,89 | 0,752 | 6,59 | 0,763 | 17,81
Saxa 44,10 | 7,17 | 15,68 | 32,31 | 55,53 | 13,71 | 10,40 | 9,11 1,02 1435 | 82,48 | 15,59 | 0,772 | 6,52 | 0,776 | 16,50
UEL 2 43,01 | 7,22 | 15,44 | 32,57 | 56,19 | 14,08 | 10,71 | 8,56 0,99 15,09 | 85,62 | 15,73 | 0,750 | 6,67 | 0,772 | 17,12
Vicenza 4455 | 7,67 | 15,83 | 33,81 | 60,41 | 14,16 | 9,33 | 8,60 1,04 15,84 | 86,30 | 16,15 | 0,744 | 6,45 | 0,748 | 17,26
Zigane 4541 | 7,74 | 15,11 | 35,58 | 62,52 | 13,92 | 9,25 | 8,78 1,08 1452 | 81,50 | 16,26 | 0,742 | 6,29 | 0,703 | 16,30
Média 44,88 | 7,53 | 15,73 | 33,47 | 58,22 | 14,31 | 9,96 | 8,82 1,03 14,99 | 89,24 | 16,51 | 0,757 | 6,82 | 0,742 | 17,85

*Valores em negrito representam os acessos entre os 30% com maior valor de MHPRVG.

PH: altura de planta; NN: numero de nés na haste principal; PIH: altura de insercdo da primeira vagem: FC: ciclo até inicio do florescimento (dias); HAC: ciclo até inicio da
colheita (dias); PL: comprimento de vagem (cm); PW: largura de vagem (mm); PT: espessura de vagem (mm); PT/PW: razao entre espessura e largura da vagem; CPN: nimero
comercial de vagens; CPM: massa comercial de vagens (g); SDW: massa seca da parte aérea (g); PDM: massa seca de vagem (g); PMA: massa por unidade de vagem; Hl:
indice de colheita; PROD: produtividade de vagens comerciais (t.hal).
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Apéndice U - Adaptabilidade e estabilidade por meio média da harménica da performance relativa dos valores genéticos (MHPRVG)
de varidveis nutricionais e bioquimicas de 20 acessos de feijdo-de-vagem de habito de crescimento determinado cultivados em cinco
ambientes.

Genotipo PR P K Ca Mg S Cu Zn Mn Fe FEN FLA DPPH
Alessa 17,05* | 3,98 25,90 587 | 3,20 | 2,11 | 7,52 34,14 64,24 90,13 11,17 49,11 41,47
Clarke 16,81 3,89 25,33 536 | 3,18 | 2,10 | 6,81 34,80 63,51 90,49 12,90 49,31 42,04
HAB404 16,89 3,93 25,94 527 | 3,00 | 2,14 | 7,09 34,50 63,71 90,82 10,61 50,69 43,05
HAB407 16,92 3,94 25,80 529 | 3,05 | 2,18 | 7,01 35,66 63,29 89,94 10,49 47,53 41,29
HAB415 16,67 3,85 25,75 541 | 2,98 | 2,08 | 6,97 33,78 63,60 89,01 10,35 48,74 44,25
HAB427 16,77 3,87 25,84 534 | 3,04 | 209 | 7,13 34,04 63,38 90,63 10,68 47,91 41,65
HAB428 17,01 3,90 26,11 531 | 3,08 | 2,09 | 7,17 34,62 63,55 90,23 10,94 48,40 41,84
HAB432 16,59 3,81 25,38 539 | 2,96 | 2,07 | 7,21 33,20 63,26 90,35 11,32 48,23 41,12
HAB440 17,14 3,99 26,23 565 | 3,16 | 2,23 | 7,36 34,25 63,93 89,69 10,55 47,73 43,68
HAB441 16,85 3,91 25,49 5652 | 3,11 | 2,11 | 7,42 33,68 63,66 91,00 10,84 48,56 43,94
HAB443 16,54 3,83 25,43 546 | 3,01 | 2,12 | 7,25 33,44 63,21 89,37 11,68 49,76 43,35
HAB447 16,74 3,82 25,18 556 | 2,99 | 2,13 | 7,33 32,87 63,33 88,84 11,05 48,07 45,16
Idaho Refugee 17,08 3,92 25,61 548 | 3,09 | 2,16 | 7,29 35,69 63,43 89,85 12,35 49,63 47,35
Macarréo Baixo 16,98 3,86 25,55 571 3,21 2,20 6,92 35,09 63,47 91,41 11,92 50,37 42,25
Napoli 17,18 3,97 26,30 577 | 3,12 | 2,25 | 6,72 33,88 64,05 89,53 12,82 48,94 45,85
Savannah 17,16 3,89 25,67 560 | 3,15 | 2,15 | 6,76 33,32 63,83 91,23 12,23 51,19 42,78
Saxa 16,63 3,84 25,26 525 | 3,06 | 2,06 | 7,06 33,06 63,17 89,20 12,52 52,33 47,24
UEL 2 16,70 3,86 26,00 550 | 3,03 | 2,10 | 7,66 33,96 63,12 91,41 10,42 50,09 42,49
Vicenza 16,96 3,96 26,05 554 | 3,13 | 2,17 | 6,85 34,37 64,75 90,04 10,76 49,52 46,32
Zigane 17,15 3,88 26,17 544 | 3,02 | 2,29 | 6,89 33,57 63,77 88,68 11,49 49,90 44,65
Média 16,89 3,89 25,75 549 | 3,08 | 2,14 | 7,12 34,10 63,61 90,09 11,35 49,30 43,59

*Valores em negrito representam os acessos entre os 30% com maior valor de MHPRVG.

PR: teor de proteina na vagem (%); P: teor de fésforo na vagem (g.ka); K: potassio (g.ka); Ca: Célcio (g.ka); Mg: magnésio (g.kal); S: enxofre (g.ka?); Cu: cobre (mg.kg-
1); Zn: zinco (mg.kg'); Mn: Manganés (mg.kg); Fe: ferro (mg.kgt); FEN: compostos fenélicos (mg.100gt); FLA: flavonoides (mg.100g); DPPH: atividade antioxidante (% de
radicais livres neutralizados).



