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RESUMO

MEDEIRQOS, E. C. N. Caracterizagao citogenética e morfolégica de acessos de
feijao-fava (Phaseolus lunatus L.) do banco de germoplasma da UFPI. 64p.
Dissertacdo (Mestrado em Genética e Melhoramento) — UFPI, Teresina, 2017.

O presente trabalho teve como objetivo caracterizar citogeneticamente diferentes
acessos da espécie P. lunatus L. (feijao-fava) provenientes do Banco de
Germoplasma da Universidade Federal do Piaui (BAG-UFPI) e classificar as
sementes, dos mesmos acessos, morfologicamente quanto ao seu local de origem
(Batata, Sieva ou Grande Lima). As analises citoldégicas basearam-se nas técnicas
de coloragcdo convencional com Giemsa e no bandeamento com os fluorocromos
CMA e DAPI. A caracterizagdo das sementes foi feita com base no comprimento,
largura, espessura e peso das mesmas. Todos os acessos de feijdo-fava
apresentaram um conjunto cromossOmico com 2n=22, tamanho cromossémico
variando de 0,85 a 3,14 um e féormulas cariotipicas com 11M, 10M + 1SM, 9M +
2SM, 8M + 3SM, 6M + 5SM e 7M + 4SM refor¢gando e corroborando com sugestdes
prévias de estabilidade cariotipica. Em todos os acessos, foram encontrados blocos
de heterocromatina pericentromérica, além de pelo menos dois blocos de HC
(heterocromatina) CMA terminal correspondentes aos locais flanqueadores de
regides organizadoras de nucléolo (RONs). As bandas de CMA apresentaram brilho
e intensidades diferentes e geraram diversas férmulas quanto a marcagéo
CMA/DAPI, o que permitiu estabelecer uma relagao entre o padrao de coloracio e a
possivel classificacdo das sementes. Nas sementes “Grande Lima” predominaram
as férmulas 22CMA™/DAPI" e 22CMA/DAPI", enquanto as sementes “Sieva” tiveram
as formulas 20CMA/DAPI/2CMA™/DAPI" e 20CMA/DAPI/2CMA*/DAPI" e “Batata”
tiveram as formulas 20CMA/DAPI72CMA*/DAPI" e 20CMA/DAPI/2CMA™/DAPI". A
caracterizagado das sementes sugere que no BAG-UFPI ha representantes dos dois
grupos: andino e mesoamericano, com predominancia de sementes pertencentes ao
grupo “Grande Lima” (14 acessos). Caracteristicas citologicas como numero,
tamanho cromossémico e padrdo de bandas de HC sugere que todos os acessos
compartiiham um ancestral comum. O estudo do germoplasma do feijdo-fava é
importante para o conhecimento da diversidade do grupo e pode gerar informagdes
uteis para programas de melhoramento de P. lunatus visando a conservagao dos
recursos genéticos vegetais e um maior entendimento sobre a espécie e o género.

Palavras-Chave: Analise cariotipica, fluorocromos CMA e DAPI e caracterizagao

das sementes.
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ABSTRACT

MEDEIRQOS, E. C. N. Cytogenetics and morphological characterization of bean
lima (Phaseolus lunatus L.) accesses from the germplasm bank of the UFPI.
64p. Dissertation (Master in Genetics and Breeding) - UFPI, Teresina, 2017

The objective of this work was to characterize cytogenetically different accesses of
the Phaseolus lunatus L. species (lima bean) from the germplasm bank of the
Federal University of Piaui (BAG - UFPI) and to classify the seeds of the same
accesses, morphologically. Cytological analyzes were based on conventional staining
techniques with Giemsa and on the banding with the fluorochromes CMA and DAPI.
The characterization of the seeds was based on the length, width, thickness and
weight. All lima bean accesses presented a chromosomal set with 2n = 22,
chromosome size ranging from 0.85 to 3,14 um and karyotypic formulas with 11M,
10M + 1SM and 9M + 2SM, reinforcing and corroborating with previous suggestions
that this group have a strong karyotypic stability. In all accesses, blocks of
pericentromeric heterochromatin were found, in addition to at least two blocks of HC
(heterochromatin) terminal CMA corresponding to NORs. The CMA bands presented
different brightness and intensity and generated several formulas from the CMA/DAPI
marking, which allowed establishing a relationship between the staining pattern and
the possible classification of the seeds. In the "Big Lima" seeds, formulas
predominated was the 22CMA™*/DAPI" and 22CMA/DAPI’, while the "Sieva" seeds
had the formulas 20CMA/DAPI/2CMA™/DAPI" and 20CMA/DAPI/2CMA*/DAPI" and
"Potato” seeds presented the formulas 20CMA/DAPI72CMA*/DAPI" and
20CMA/DAPI/2CMA™/DAPI". The characterization of the seeds suggests that in the
BAG-UFPI there are representatives of the two groups: Andean and Mesoamerican,
according to Mackie, although with majorly seeds belonging to the "Big Lima" group
(14 accessions). Cytological features such as number, chromosome size and pattern
of HC bands suggest that all accesses share a common ancestor. The study of the
lima bean germplasm is important for the knowledge of the group diversity and can
generate useful information for breeding programs of the P. lunatus species aiming at
the conservation of the vegetal genetic resources and a greater understanding on the
species and the genus.

Key words: Karyotypic analysis, CMA and DAPI fluorochromes and seed

characterization.
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1. INTRODUGAO

O género Phaseolus, originario nas Ameéricas, € uma leguminosa pertencente
a familia Fabaceae (Leguminoseae) em que o feijdo-fava (Phaseolus lunatus L.)
destaca-se como a segunda espécie mais cultivada do género depois do feijao-
comum (Phaseolus vulgaris L.). A diversidade genética do feijao-fava € organizada
em pools génicos e possui duas linhagens geograficas evolutivamente distintas:
Montanhas Andinas da América do Sul e a regido Mesoamericana, englobando o
México e América Central (BAUDOIN et al., 2001).

Devido a sua elevada concentragao de proteina, tal como a faseolina, o feijao-
fava tornou-se um importante componente presente na dieta de muitos paises,
incluindo o Brasil. Sendo o feijdo-fava tem grande importancia social, econébmica e
cultural (DA SILVA; CHAVES FILHO; DE MELO, 2010)

No nordeste brasileiro, o cultivo do feijao-fava € uma importante fonte de
renda para alguns estados nordestinos, onde embora a maior parte de sua produgao
seja para consumo préprio, uma parte é comercializada em feiras livres, sendo o
cultivo de feijdo-fava bastante praticado por familias de baixa renda por ser uma
fonte rica em nutrientes (BAUDOIN, 1988).

A importancia econbmica e social do feijdo-fava estd embasada na sua
rusticidade, permitindo colheita prolongada, além disso, pode ser utilizado no
consumo humano, na alimentagdo animal, adubo verde e como cultura de cobertura
para prote¢ao contra erosido do solo (DE AZEVEDO, 2003).

A caracterizagdo morfolégica € a primeira etapa realizada em bancos de
germoplasma e é fundamental para conservacdo e melhoramento do material
genético e para se conhecer a viabilidade de acessos que s&o depositados nas
colegdes, o que facilita o registro de caracteres de identificagdo (DE OLIVEIRA et al.,
2010).

Além das informagdes geradas pelos dados morfolégicos, moleculares e
agrondmicos, a citogenética também tem sua importancia como parte da
caracterizagao de genaotipos, visto que € possivel por meio de diferentes técnicas de
bandeamento cromossOmico associadas a analise convencional a caracterizacao de
diferentes grupos de plantas. Em conjunto, estas técnicas permitem o pareamento

cromossOmico e a montagem de caridtipos, em que cada par cromossémico
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apresenta um padré&o distinto e bem caracteristico de bandas (GUERRA, 1988) além
de permitir a realizacdo da morfometria e a contagem cromossémica.

Considerando a importancia da cultura e cultivo do feijao-fava para o mundo e
em especial, para o nordeste do Brasil, o presente trabalho teve como objetivo
realizar uma analise citogenética convencional com Giemsa e com fluorocromos
CMA e DAPI para caracterizagado dos cariétipos de 21 acessos de feijao-fava (P.
lunatus) pertencentes ao Banco Ativo de Germoplasma da Universidade Federal do
Piaui (BAG — UFPI) e avaliar os grupos de origem dos mesmos com base na

caracterizagdo morfolégica das sementes.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 O género Phaseolus

Em 1753, Linnaeus determinou em sua obra original a existéncia de onze
espécies de Phaseolus que estariam distribuidas no Velho e no Novo mundo. O
primeiro trabalho taxondémico foi realizado por Hooke em 1879 onde encontra-se a
classificagdo de cerca de 15 espécies indianas do género Phaseolus (SARBHOY,
1977). No entanto, estudos posteriores determinaram que o género compreende
cerca de 70 a 80 espécies (FREYTAG; DEBOUCK, 2002).

Phaseolus € um importante género da familia Fabaceae (Leguminosae), a
terceira maior familia das angiospermas (JUDD et al., 2009), sendo cultivado nos
tropicos, subtrépicos e zonas temperadas dos Hemisférios Norte e Sul (DA SILVA e
COSTA, 2003). Pertence a uma subtribo economicamente importante Phaseolinae
(tribo Phaseoleae), possuindo mais de 80 espécies silvestres localizadas nas
Américas (exceto Alaska, oeste e norte do Canada, oeste dos EUA, Chile e sul da
Argentina) do sudeste do Canada, sudeste e sudoeste dos EUA, México, América
Central, indias Ocidentais e na maior parte do leste da América do Sul, em que
pouco mais de 60 espécies encontra-se em terras altas mexicanas (DELGADO-
SALINAS, 2014), sendo importantes economicamente na nutricdo humana e animal,
como forragem para gado e como plantas ornamentais.

De todas as espécies, originarias do continente americano somente cinco
foram domesticadas e utilizadas para o cultivo: Phaseolus vulgaris L., Phaseolus
lunatus L., Phaseolus coccineus L., Phaseolus acutifolius A. Gray e Phaseolus
dumosus Macfadyen (DELGADO-SALINAS, 2014; GEPTS, 2014).

O feijao-comum (P. vulgaris) é cultivado em todo o mundo; o feijao-fava (P.
lunatus) é uma espécie versatil que ocorre em florestas sazonalmente secas ou
umidas; o feijdo ayocote (P. coccineus) possui belas flores, bem adaptado a
ambientes frios temperados; o feijao tepari (P. acutifolius A. Gray) é bem adaptado
para locais aridos; e o feijao-ano ou gordo (Phaseolus dumosus Macfadyen) € bem
adaptado aos locais temperado-umidos, localmente importantes para diferentes
grupos humanos, porém ainda negligenciado (DELGADO-SALINAS, 2014).

Filogenicamente, Phaseolus € um género monofilético, determinado por
caracterizagdo molecular e morfolégica (DELGADO-SALINAS, 2014). P. vulgaris
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possui como parentes mesoamericanos mais proximos as espécies P. dumosus e P.
coccineus, constituindo em conjunto o complexo "vulgaris”, entretanto, dados de
sequéncia do gene inibidor da a-amilase indicaram que P. vulgaris divergiu de P.
dumosus e P. coccineus (BELLUCI et al., 2014).

2.2 A espécie Phaseolus lunatus L.

Phaseolus lunatus L. é conhecido popularmente como feijdo-fava-de-
manteiga, feijdo-fava-de-Sieva, feijdo-fava-de-lima, feijdo-fava ou simplesmente fava
e constitui uma das cinco espécies do género Phaseolus exploradas comercialmente
por ser uma importante fonte de nutrientes para a maioria da populacdo mundial
(BAUDOIN, 1988) e pela sua capacidade de adaptacdo mais ampla que outras
espécies do mesmo género em relagdo a climas quentes e umidos (LYMMAN,
1983).

De acordo com Fonseca e Castro (1983), o feijao-fava € geralmente cultivado
quando o cultivo de feijao-comum nao pode ser realizado, sendo que em algumas
regides a fava é a unica fonte de nutrientes para familias de baixa renda. Seu tipo de
crescimento pode ser determinado ou indeterminado e seu cultivo ocorre junto as
cercas, muro ou telas de arame que dao sustentacdo as suas ramas, podendo
encobrir toda a extensao de cerca.

O feijdo-fava possui germinagdo epigea em que os seus cotilédones
emergem acima da superficie do solo e suas folhas s&o geralmente mais escuras
quando comparadas as demais espécies. Possuem vagens bastante compridas de
forma geralmente oblonga e recurvada com duas alturas distintas, ventral e dorsal, e
0 seu numero de sementes varia de duas a quatro. Caracteriza-se ainda por ser uma
planta perene (ZIMMERMANN;TEIXEIRA, 1996), anual ou bianual, eretas, ou quase
prostradas (ARTILLES; MATOS, 2004), trepadeira e que contém graos comestiveis
(DE AZEVEDO, 2003).

A adaptabilidade do feijao-fava a diversos ecossistemas é mais ampla que a
do feijoeiro-comum, ainda que sua utilizagdo seja relativamente menor, sendo esta
caracteristica atribuida a aspectos inerentes a cultura, como por exemplo, a
habilidade de ser mais tolerante a seca, menos suscetivel as enfermidades que séo

corriqueiras ao feijoeiro comum e ao fato dessa cultura se desenvolver bem em
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regides que apresentam climas tropicais quentes e umidos (ZIMMERMANN e
TEIXEIRA, 1996).

2.2.1 Importancia socioecondmica

As leguminosas estdo entre as mais importantes familias de plantas, sendo
excelente fonte de alimento, proporcionando 65% de proteina por dia em dietas
humanas, funcionam como forragem para animais e tem uso amplo na cultura
industrial. Entretanto, alguns fatores como a predacdo de insetos e doengas
dificultam o melhoramento de espécies pertencente a essa familia (WELSH, 2014).

Dentre as leguminosas cultivadas de Phaseolus, o feijdo-fava destaca-se
como a segunda espécie mais utilizada para o consumo humano, estando feijao-
comum como primeira opgdo (MAQUET et al., 1999). Devido a sua elevada
concentragédo de proteina, como a faseolina, o feijdo-fava tornou-se um importante
componente presente na dieta de muitos paises, incluindo o Brasil (ALMEIDA,
2006).

O Brasil cresceu bastante no comércio internacional desde o final dos anos de
1990, tornando-se um dos lideres mundiais na producado e exportagcao de produtos
agropecuarios. Com isso o cultivo do feijao-fava tornou-se uma importante fonte de
renda para alguns estados nordestinos brasileiros, onde embora a sua produgao
seja para consumo proprio na pratica da cultura de subsisténcia, parte da produgéo
€ destinada a comercializacdo em feiras livres. Devido a rusticidade do cultivo em
regides semi-aridas do nordeste brasileiro, o feijao-fava tem uma grande importancia
para familias mais carentes, possibilitando assim prolongar a sua colheita em
periodo seco (DE AZEVEDO, 2003).

A capacidade de adaptar-se e conseguir desenvolver-se em regiées que
apresentam déficit hidrico acentuado sao caracteristicas importantes pertencente a
cultura do feijado-fava tornando o cultivo desta leguminosa na regido Nordeste do
Brasil mais favoravel. O Ceara é o estado do nordeste brasileiro que apresenta a
maior produgdo desta leguminosa, estando o Piaui em quarto lugar, podendo-se
destacar ainda a existéncia do cultivo do feijdo-fava nos estados de Minas Gerais e
Rio Grande do Sul (IBGE, 2015) (Tabela 1). De acordo com dados do Instituto
Brasileiro de Geografia e Estatistica - IBGE (2015) o Brasil possui produtividade de
217 kg/ha, onde a regido Nordeste teve um rendimento médio de produgéo de 215
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kg/ha, a regido Sudeste obteve produtividade igual 143 kg/ha e a regido Sul
apresentou 1.926 kg/ha.

Tabela 1 - Area, produgéo e produtividade de feijao-fava nos principais estados produtores no ano de
2015.

Unidades das Area (ha) Producao Produtividade
Federagoes Produtoras Plantada Colhida (t) Kg ha™
Maranhao 288 288 95 330
Piaui 2.207 1.855 316 170
Ceara 6.650 6.621 1483 224
Rio grande do Norte 1.309 293 84 287
Paraiba 8.254 7.180 1.439 200
Pernambuco 1.985 1.873 406 217
Alagoas 199 197 87 442
Sergipe 67 155 154 435
Minas Gerais 255 133 19 143
Rio Grande do Sul 27 27 52 1.926

Fonte: IBGE, 2015

O feijao-fava pode ser consumido na forma de grdos maduros ou imaturos e
como vagens, necessitando-se para esta ultima situacdo uma colheita precoce, com
até 2 meses depois do plantio da cultura. No Brasil os graos de feijao-fava séo
cozidos antes de ser consumido devido seu gosto amargo causado pela presenca
do acido cianidrico (VIEIRA et al., 1992). Dessa forma necessita-se que as sementes
sejam submetidas a um maior tempo de cocgdo em comparagao ao feijao-comum,
por trés a cinco vezes, com total substituicdo da agua utilizada (DE AZEVEDO,
2003).

De acordo com Almeida (2006), Phaseolus tem recebido nos ultimos anos
uma relativa atencdo no que se refere ao seu melhoramento genético visando
aumentar o cultivo de feijdo-fava em outras regides e o desenvolvimento de
cultivares que estejam cada vez mais de acordo com o interesse do mercado
consumidor. As principais caracteristicas de interesse avaliadas s&o: qualidade dos
graos, valor nutricional, concentragcdo de sais e vitaminas, resisténcia a doencgas e
variabilidade genética. Além de ser consumido na dieta humana e como forragem
para animal, é utilizado ainda como adubo verde e como cultura de cobertura para a

protegéo contra a erosdo do solo (SILVA, 2010).
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2.2.2 Centro de origem, dispersao e diversidade do género Phaseolus

Ao longo dos estudos sobre Phaseolus diversas teorias foram propostas para
se estabelecer o seu centro de origem. Em 1883, De Candolle citado por Lopes et al.
(2010), sugeriu uma origem Americana, considerando-se conhecimentos em
taxonomia, fitogeografia e arqueologia, entre outros. Sabe-se ainda que as
sementes de feijdo-fava foram levadas pelos espanhdis por meio do Oceano
Pacifico, para as Filipinas e, em seguida para a Asia e também do Peru para
Madagascar. Por intermédio do comércio de escravos, o feijado-fava foi levado do
Brasil para a Africa (EVANS, 1980).

Para Esquivel et al (1990), a teoria de Mackie (1943) é mais completa, pois
supde que o feijao-fava é originario da Guatemala, de onde se dispersou em trés

diregdes, possivelmente seguindo as rotas de comércio:
1. Ramificagéo Hopi, seguindo para o norte, atingindo os Estados Unidos;

2. Ramificagao Caribe, seguindo para o leste, atingindo as Antilhas e, dai, para o

norte da América do Sul,
3. Ramificagéo Inca, seguindo para o sul, atingindo a Colémbia, Equador e Peru.

Dessa forma, o feijao-fava pode ser dividido em trés grupos: Sieva—
proveniente da ramificacdo Hopi; Batata — proveniente da ramificacdo Caribe;
Grande lima — proveniente da ramificagdo Inca. O grupo Sieva caracteriza-se por
apresentar variedades que sao mais resistentes ao calor, conferindo-lhes uma maior
dispersdo em regides como América do Norte, América do Sul, América Central e
Ocidente. A forma de semente de batata sdo mais circulares e foi selecionada por
criadores de plantas antigas. Ja as sementes das variedades de grande lima s&o
claramente maiores e geralmente possuem radiagdes mais distintas do hilo.
(MACKIE, 1943).

Em 1935, Vavilov, citado por Maquet et al. (1999), considerou dois centros de
origem para as formas cultivadas de feijao-fava: a) Centro Mesoamericano, para as
formas cultivadas com sementes pequenas e; b) Centro Andino, para as formas com
sementes grandes.

Estudos sobre diversidade de nucleotideos no feijoeiro e a estruturagao
populacional na regido da Mesoamérica indicaram origem mesoamericana para a

cultura e que provavelmente tenha ocorrido no México, a partir de onde o feijoeiro se
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expandiu para diversos continentes. Paises e continentes como Brasil, China,
Centro-Leste e Sul da Africa e Europa sdo considerados como centros secundarios
de diversificagado para o feijoeiro (BELLUCI et al., 2014).

Dados arqueoldgicos relatam que a domesticagdo do feijoeiro aconteceu a
cerca de 10.000 a. C, e que a disseminacdo dessa cultura foi favorecida pelas
guerras, atingindo as regides mais remotas do planeta, sendo considerado um dos
alimentos mais antigos, ndo havendo duvidas que a dispersao de Phaseolus ocorreu
através da intervencdo humana (MACKIE, 1943).

Caracteristicas como a dorméncia (reducdo), dispersdo de sementes
(redugao ou eliminac&o), habito de crescimento (mais compacto), sensibilidade ao
fotoperiodo (reducdo ou eliminagdo), tamanho das sementes (aumento),
concentragdo de compostos toxicos ou anti-nutricionais (reduzidos) e
susceptibilidade a patdégenos ou pragas foram fortemente alteradas como
consequéncia das pressdes de selecdo de domesticagao (GEPTS, 2014).

O conhecimento acerca do conjunto génico de uma espécie possibilita a
estruturagdo da diversidade genética, estimulando a sua utilizagdo (DA SILVA;
COSTA, 2003). O conjunto génico do feijdo-fava compreende espécies silvestres e
domesticadas (BAUDOIN et al., 2004) e é dividido em dois grupos principais, 0
Mesoamericano e Andino, e um pequeno grupo contendo gendtipos com
caracteristicas intermediarias (CAICEDO et al., 1999; LIOI; GALASSO, 2002).

Adicionalmente, existem dois principais genes pools Mesoamericanos (Ml e
MIl) que s&o geograficamente e geneticamente distintos, em que foi mostrada
também a possibilidade da existéncia de dois subgrupos em MI, chamados de Mla e
Mlb (ANDUEZA-NOH et al., 2013; MARTINEZ-CASTILLO, et al., 2014).

O Gene pool Andino pode ser considerado ancestral ao MIl, que por sua vez
divergiram para formar MI. Assim, os acessos MIl estariam mais relacionados aos
acessos Andinos e MI seria mais derivado que MIl, embora o estudo da diversidade
genética mostre niveis muito similares de diversidade nestes dois pools génicos
(ANDUEZA-NOH et al., 2013; MARTINEZ-CASTILLO, et al., 2014).

2.3 Conservagao dos recursos genéticos vegetais e bancos de germoplasma

Recursos genéticos correspondem a diversidade de espécies vegetais,

animais e de microorganismos existentes na natureza e que possuem valor
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econdmico e social que pode ser utilizado em programas de melhoramento genético,
biotecnologia e demais areas afins (VALOIS, 2004). Os recursos genéticos vegetais
sao utilizados de diferentes formas, como por exemplo, combustivel, vestuario,
medicamentos e habitagdo podendo ser organizados e disponibilizados no Brasil em
colegdes ou bancos de germoplasma (MARTINS NETTO, 2010).

A conservagao dos recursos genéticos vegetais pode ser realizada de duas
maneiras: in Situ ou ex situ. A conservagdo do germoplasma in situ ocorre quando
uma determinada espécie € mantida no seu local de origem, em contrapartida, a
conservagao de germoplasma é considerada ex situ em que as amostras do material
genético sdo mantidas em ambientes diferentes do local em que foram coletados
(MARTINS NETTO, 2010), ou seja, em bancos de germoplasma.

Germoplasma ¢é a fonte de variabilidade genética disponivel para o
melhoramento de plantas, tendo diante disso a necessidade de caracterizagdo do
material genético para que se realize a conservagao dos recursos genéticos. Banco
de germoplasma refere-se ao local em que o material genético de espécies de
interesse € armazenado, oriundos de diversas regides geograficas e ambientais e
que constitui o principal elemento de estudo para programas de melhoramento
(RAMALHO et al.,2004).

De acordo com Teixeira et al. (2005), a criagdo de bancos de germoplasma
tem o intuito de preservar a variabilidade genética de diversas espécies. Dessa
forma, o conhecimento sobre a variabilidade genética de uma espécie de interesse,
seja ele agrondmico e/ou econdémico, é beneficiado pela caracterizagdo morfoldgica
da espécie em estudo, visto que tal conhecimento auxilia na caracterizacdo do
germoplasma e contribui para o conhecimento da divergéncia genética existente
entre os diferentes acessos. Técnicas de biologia molecular e citogenética tém
auxiliado consideravelmente na caracterizagio dessas espécies (GUIMARAES et al.,
2007).

Variedades uniformes sédo exigidas pelo mercado consumidor na agricultura
moderna, entretanto, espécies de interesse econdmico necessitam ter variabilidade
genética, pois a sua auséncia pode leva-las a extincdo (RODRIGUES et al., 2002).

Programas de melhoramento de feijdo-fava visam obter cultivares que
apresentem alta produtividade, que seja resistente a pragas e doengas,
apresentando caracteristicas que sejam aceitas pelos consumidores. Dessa forma

podem-se utilizar métodos, tais como, introduzir novas cultivares, selecionar em
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populagdo constituida por uma mistura de linhagens puras e realizar hibridizagao
com as geragdes segregantes (RAMALHO; DOS SANTOS, 1982).

Existem alguns paises que possuem bancos de germoplasma de feijao-fava,
como por exemplo, Brasil, México, Coldmbia (CIAT) e principalmente nos Estados
Unidos. No Brasil, o Banco Ativo de Germoplasma de feijao-fava € mantido pela
Embrapa e coordenada pela Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia. O BAG
— Feijao-fava é responsavel por inserir, coletar, armazenar em condi¢des controladas
(ex situ), multiplicar, avaliar e caracterizar os genotipos oriundos de institutos de
pesquisas ou coletas, atendendo pedido dos pesquisadores. Para isso, o BAG-
Feijdo-fava realiza as seguintes atividades: introdugdo dos acessos, expedi¢cdes de
coletas, conservagao, multiplicacdo e regeneragao, controle de qualidade,
caracterizagao e avaliacao, intercambio, documentagao e arquivamento dos dados
do material genético (GUSMAO et al., 2008).

Em 2005 a Universidade Federal do Piaui (UFPI) implantou um Banco Ativo
de Germoplasma de Feijao-fava (BAG — UFPI) que esta localizado no Laboratério de
Recursos Genéticos Vegetais, no departamento de Fitotecnia. Na sua implantagao, o
banco de germoplasma contava com 211 acessos de feijao-fava oriundos de
comunidades locais, feiras e mercados do Piaui, Maranhdo, Bahia e Pernambuco
mediante a aquisicao de variedades crioulas da espécie. Atualmente, o banco de
germoplasma esta localizado no Laboratério de Sementes, no departamento da
Fitotecnia na UFPI e dispbe de 1.221 acessos de feijdo-fava, sendo possivel
encontrar amostras de diferentes estados brasileiros e inclusive do exterior, como
por exemplo, do México. No departamento San Martin, no Peru € possivel coletar
amostras de material genético para fins de colegdo germoplasma (BASURTO et al.,
2005). Nos dias atuais, o germoplasma de Phaseolus é bastante preservado ao
redor do mundo, sendo o NPGS (National Planta Servico de Germoplasma, Estados
Unidos) e os 11 centros do CGIAR (Grupo Consultivo para a Investigagao Agricola
Internacional) que detém as maiores cole¢des de germoplasma do género (WELSH,
2014).

Segundo estudos de Knudesn (2000) e de acordo com os dados do
Internacional Institute of Plant Genetic Resources (IPIGRI), atualmente denominado
Bioversity International pode-se encontrar bancos de germoplasma de Phaseolus
lunatus nas seguintes instituigdes: Estacion Experimental Agropecuaria Salta - INTA

(Argentina), Instituto de Investigacion Agricolas “El Vallecito” — Universidad
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Auténoma Gabriel René Moreno (Bolivia), Departamento de Fitotecnia -
Universidade Federal de Vigosa — UFV (Brasil), EMBRAPA — Centro Nacional de
Pesquisa de Recursos Genéticos e Biotecnologia — CENARGEN (Brasil), Facultad
de Ciencias Agrarias — Universidade Austral de Chile (Chile), Centro Internacional de
Agricultura Tropical — CIAT (Colémbia), Centro Agronémico Tropical de Investigacion
y Ensefianza — CATIE (Costa Rica), Universidad de Costa Rica — UCR — Escuela de
Biologia (Costa Rica), Instituto de Investigaciones Fundamentales em Agricultura
Tropical — INIFAT- (Cuba), Estacion Experimental Portoviejo — INIAP- (Equador),
Centro Universitario de Sur Occidente — CUNSUROC — Universidade de San Carlos
(Guatemala), Ciencias Agropecuarias — Instituto de Ecologia Aplicada de Guerrero —
INEAGRO - (México), Universidad Autéonoma Chapingo (México), Estacion
Experimental Agropecuaria La Molina — INIA — PRONAGERB - (Peru), Universidad
Nacional Agraria La Molina (Peru), Universidad Nacional Hermilio Valdizan
(UNHEVAL - Peru).

2.4 Caracterizagao citogenética e evolugao cromossomica do género
Phaseolus

A analise citogenética tem grande importédncia quando se pretende avaliar o
grau de parentesco entre espécies, sendo fundamental em trabalhos em que se
deseja realizar a caracterizagdo de gendtipos em bancos de germoplasma. Além do
mais, informacdes citogenéticas aliadas as técnicas moleculares/citomoleculares da
origem a uma linha de pesquisa recente chamada “citofilogenia” e os dados gerados
por esta sobreposicao sao bastante informativos quando se pretende estabelecer
relagdes filogenéticas entre espécies (STACE, 2000; SOUZA et al., 2016).

As técnicas de observacdo de cromossomos podem ser divididas em
convencionais, em que se tem uma coloragcdo mais rapida e bem definida, utilizando-
se corantes acéticos ou Giemsa no estudo da morfologia e numero do cariétipo e
coloracdo diferencial até uso de sondas com fluorocromos, possibilitando a
identificacdo de regides mais especificas de DNA e até de genes (GUERRA;
SOUZA, 2002). Assim, temos as técnicas utilizadas para a observagao de
Cromossomos, no caso a coloracdo convencional, o bandeamento C-Giemsa, a
coloragéo com fluorocromos e a Hibridizag&o in situ fluorescente (Fluorescent in situ

hibridization-FISH), que permite desde a visualizagdo de um cromossomo inteiro a
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regides especificas, como teldbmeros e centrbmeros, e até mesmo genes cdpia
unica.

A analise de cromossomos mitéticos € geralmente realizada por meio da
coloragao convencional. Nesta técnica os cromossomos sdo corados como um todo,
sem preferéncias por regides especificas da cromatina, com intuito de analisar a
morfologia e o numero do conjunto cromossémico, podendo em algumas situagdes
detectar a constricdo secundaria dos mesmos. A vantagem da utilizagcdo da
coloracao convencional & a possibilidade de um rapido resultado e uma coloragao
bem definida dos cromossomos, o que permite a facil reproducdo desta técnica
(GUERRA; SOUZA, 2002).

As primeiras analises cromossémicas de Phaseolus foram realizadas em
1925 por Karpetschenko, obtendo-se um total de 2n = 22 para a maioria das
espécies, tais como P. acutifolius A. Gray, P. coccineus L., P. lunatus L. e P. vulgaris
L. (MERCADO-RUARO; DELGADO-SALINAS, 2000), ampliando os estudos na area
da citogenética, em que foi estabelecido um numero basico de cromossomos n = 11.
Entretanto, ha a possibilidade de se encontrar espécies de Phaseolus com numero
cromossOmico variavel, levando-se em consideracéo as diversas formas de habitat,
caracteres e habitos em que os pertencentes deste género estejam inseridos
(SARBHOY, 1977) como relatados por Mercado-Ruaro; Delgado-Salinas (1998) em
um estudo onde foi analisado um total de dez espécies, no qual duas possuiam
cariotipo 2n = 20.

Estudos cromossOmicos realizados previamente através da coloragéo
convencional mostraram que os cromossomos de Phaseolus possuem tamanho
pequeno (ZHENG, et al., 1993; MERCADO-RUARO; DELGADO-SALINAS, 1998,
2000, 2009; MOSCONE et al.,, 1999), podendo variar de 0,70 a 2,36 ym de
comprimento (MERCADO-RUARO; DELGADO-SALINAS, 2009).

Cromossomos metacéntricos e submetacéntricos caracterizam o conjunto
cromossémico encontrado em analises citogenéticas de Phaseolus, exceto da
espécie P. microcarpus que possuem cromossomos exclusivamente metacéntricos
(MERCADO-RUARO; DELGADO-SALINAS, 2009).

Moscone et al. (1999) ao aplicarem a técnica de FISH (Hibridizagdo in situ
fluorescente) com o intuito de mapear os genes DNAr 18S-25S em quatro espécies
de Phaseolus e detalhar o padrao de distribuicdo de heterocromatina para trabalhos

futuros de mapeamento molecular e citogenético no género, puderam confirmar o
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pequeno tamanho dos cromossomos de Phaseolus e que o cariétipo € formado
predominantemente por cromossomos metacéntricos

Diferentemente da coloracdo convencional, a coloracao diferencial identifica
partes especificas dos cromossomos, ou seja, um tipo especifico de cromatina,
tratando-se de técnicas que constituem os chamados bandeamentos
cromossOmicos. O bandeamento C-Giemsa permitiu a identificacdo da
heterocromatina constitutiva em cromossomos metafasicos, em contrapartida a
coloragcao com fluorocromos possibilitou a identificacdo da constituicdo bioquimica
dos blocos heterocromaticos ao longo dos cromossomos (GUERRA FILHO, 1983;
GUERRA; SOUZA, 2002). Dentre os fluorocromos bastante utilizados para este tipo
de bandeamento cromossémico, tem-se a Cromomicina Az (CMA3) que tem
afinidade preferencialmente por regides ricas em GC e 4’, 6-diamidino-2-phenilindol
(DAPI) que marca regides ricas em AT.

A heterocromatina pode ser classificada como constitutiva ou facultativa e sua
distribuicdo ao longo dos cromossomos tem reforgado a similaridade cariotipica em
Phaseolus pela formagao de blocos de CMA na regido pericentromérica da maioria
dos cromossomos (MOK; MOK, 1976; ZHENG, et al., 1991; ZHENG, et al., 1993).
Além do mais, Zheng et al. (1991) aplicando o método de banda C para classificagao
taxondmica de seis espécies, sendo quatro do género Phaseolus e duas do género
Vigna, encontrou uma pequena regido satélite na extremidade distal dos bragos
curtos de um par de cromossomos de feijao-fava.

A heterocromatina constitutiva caracteriza-se por estar permanentemente
condensada durante todo o ciclo celular e em todas as células do organismo;
apresenta-se em forma de blocos localizados preferencialmente em regides
terminais e pericentroméricas dos cromossomos; a heterocromatina facultativa pode
se apresentar como heterocromatina, estando condensada durante todo o ciclo
celular, com replicagao tardia e auséncia de atividade génica ou como eucromatina,
distinguindo-se da heterocromatina constitutiva por estar presente em apenas um
dos homodlogos do par cromossOémico, ndo se apresentar em forma de blocos, mas
em todo o cromossomo (GUERRA, 1988).

Moscone et al. (1996) ao estudarem seis espécies cultivadas de Capsicum,
observaram que todos as espécies apresentam cromatina constitutiva CMA*/DAPI".
Foi observado ainda um numero variavel de outras bandas distais menores e

maiores, exceto em C. annuum var. Annuum, € uma banda intercalar. Na espécie C.
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pubescens, foi visualizado uma banda terminal CMAYDAPI*, ou seja, cromomicina
neutra e DAPI brilhante.

Ao se estabelecer um estudo comparativo de mapas citogenéticos entre P.
vulgaris e P. lunatus foram observadas regides pericentroméricas ricas em blocos de
heterocromatina CMA'/DAPI" de diferentes tamanhos e intensidades, além disso,
bandas de terminais puderam ser detectadas em um par de cromossomos, sendo
frequentemente distendidas, correspondendo, assim, a regido organizadora de
nucléolos (NOR) (BONIFACIO et al, 2012).

Em estudos de analises cromossdmicas, a hibridizacdo in situ (HIS) foi
utilizada pela primeira em 1969 por Gall e Pardue, tornando-se uma das técnicas
citolégicas mais valiosas. Com o aprofundamento de técnicas -citogenéticas
moleculares, a FISH (Fluorescent in situ Hybridization) tem sido extensamente
aplicada na caracterizagdo de espécies vegetais e animais por permitir a localizagéo
de sequéncias de DNA (genes ou sequéncias repetitivas) nos cromossomos. O
principio da técnica consiste no fato de que o DNA é formado por duas fitas
complementares, as quais por meio de aquecimento podem ser facilmente
separadas em fitas simples, ou desnaturadas, e em seguida renaturadas, voltando a
ser fita dupla. Se no momento da renaturagao do DNA houver uma sonda disponivel
em solugdo, as sondas competirdo com as fitas de DNA cromossémico e poderao
ser hibridizadas ao DNA alvo, ao invés da fita complementar original (GUERRA,
2004).

Os fragmentos de DNA ribossomal (DNAr) 18S e 25S (ou a unidade inteira, o
DNAr 18S - 5,8S - 25S, chamada de DNAr 45S) e 5S s&o os mais utilizados,
gerando marcadores uteis para a identificagdo cromossdmica e proporcionando
informacgdes valiosas sobre as relagbes evolutivas e filogenéticas entre géneros e
espécies. Entretanto, tem-se sugerido uma proposta de mudanga na denominagéo
do DNAr 45S para DNAr 35S (18S, 5.8S e 25/ 28S) com base em uma nova medida
de unidades de sedimentagao (VOLKOV, 2007).

Os sitios de DNAr 5S e 45S séao localizados por FISH, em diversos grupos
vegetais, tais como em pteridéfitas (MARCON et al., 2003; 2005); gimnospermas
(JACOBS et al., 2000; LIU et al., 2003) e inumeras angiospermas (PEDROSA-
HARAND et al., 2006; SOUZA et al., 2009, 2010; FEITOZA et al., 2010; FEITOZA;
GUERRA, 2011; BORGES et al., 2012) e apresenta uma ampla variagdo no numero

e localizagdo conforme revisado extensivamente por Roa et al. (2012). Almeida;
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Pedrosa-Harand (2010) encontraram em cromossomos de feijao-fava sitios de DNAr
45S e 5S que sdo homedlogos para os cromossomas 6 e 10 de P. wulgaris,
respectivamente.

As sondas sao derivadas a partir de fragmentos de DNA ou RNA que foram
isolados, purificados e amplificados para uso. A localizagdo dos genes de DNAr 5S e
45S em quatro espécies cultivadas e silvestres permitiu uma comparacido mais
detalhada dos caridtipos, entretanto, essas marcagdes ndo detectaram homologias
claras entre feijao-fava e espécies relacionadas (MOSCONE et al., 1999). Portanto,
DNAr-FISH tem sido usado como uma ferramenta para identificar e entender a
organizagdo cromossdmica, analisar as relagdes filogenéticas e estudar a evolugéo
cromossOmica dentro e entre as espécies relacionadas (IWATA et al., 2013).

Moscone et al. (1999) ao aplicarem a técnica de FISH com o intuito de mapear
os genes DNAr 18S-25S em quatro espécies de Phaseolus e detalhar o padréao de
distribuicdo de heterocromatina para trabalhos futuros de mapeamento molecular e
citogenético no género observaram também blocos na regido terminal que
provavelmente correspondem aos sitios de DNAr 45S vistos na hibridizagao in situ.

Fonseca et al. (2010) utilizaram a técnica de BAC-FISH para ampliar a analise
do mapa cromossémico dos 8 pares restantes de cromossomos do feijoeiro. Os
autores observaram que, ao se considerar a bandas CMA" e DAPI", ap6s FISH como
sendo sinais indicativos de heterocromatina constitutiva, cerca de 48% de DNA de
feijao-comum é heterocromatica e que além de ser enriquecida em sequéncias
repetitivas é também constituida por sequéncias de copia unica e provavelmente por
genes, ja que os marcadores de copia unica estao presentes nas insergbes de BAC
mostrando distribuicdo de heterocromatina.

A fim de contribuir para a compreensdo da evolugcdo da fracdo repetitiva de
rDNA em espécies de Phaseolus, Almeida e Pedrosa-Harand (2010) estabeleceram
um mapa citogenético comparativo entre P. vulgaris e P. lunatus e determinaram a
distribuicao e variagcao dos sitios de DNAr 5S e 45S em 17 acessos de P. lunatus
pertencentes a diferentes centros de domesticacdo. Os autores encontraram que
todos os acessos utilizados na pesquisa apresentaram pelo menos 1 sitio de DNAr
5S e 45S, ao contrario do que se observa em P. vulgaris, que apresenta diversos
sitios ao longo dos cromossomos. Quatro acessos cultivados (FA02, FA14, FAO8 e
FA15) apresentaram uma duplicacédo do sitio de rDNA 5S na regidao proximal do

brago longo no mesmo cromossomo (10), podendo ser relacionada a uma possivel
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inversao pericentromérica. Além disso, os marcadores especificos de cromossomos
permitiram identificar que os cromossomos de P. lunatus que transportam os sitios
de DNAr 45S e 5S sdo homologos aos cromossomos 6 e 10 de P. vulgaris.

Embora o feijao-fava e feijao-comum tenham uma ampla similaridade cariotipica,
estudos revelaram que para Phaseolus a distribuicdo dos sitios 5S e especialmente
0 45S DNAr sao bastante diversificados (ALMEIDA; PEDROSA-HARAND, 2010).

Bonifacio et al (2012) realizaram uma analise comparativa do genoma de feijao-
fava usando hibridagdo fluorescente in situ de clones de BAC previamente
mapeados no feijoeiro. Os autores observaram que os BACs contendo repetigbes
pericentroméricas apresentaram padrbes muito semelhantes aos padrdes de bandas
CMA/DAPI, marcando todos os cromossomos € variando apenas em intensidade,
com apenas uma excegao observada no cromossomo 6 que além da marcagao
pericentromérica apresentou uma banda CMA" extra, que co-localizou com o DNAr
45S, na extremidade do brago curto, em que houve auséncia de sinais BACs
repetitivos.

Utilizando clones de BACs (BAC-FISH), previamente mapeados no feijoeiro,
regides heterocromaticas pericentroméricas ricas em CMA*/DAPI’, formando blocos
de diferentes tamanhos e intensidades no foram encontradas no feijao-fava. Além
disso, foram observadas ainda, em um dos pares de cromossomos, regides
frequentemente distendidas correspondendo a regido organizadora do nucléolo
(RON) (ALMEIDA; PEDROSA-HARAND, 2013). A ideia do trabalho foi detectar
regides cromossdmicas homeodlogas e mecanismos evolutivos que provavelmente
moldaram esses caridtipos, como por exemplo, translocacdes e/ou inversdes

pericentromeéricas.
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Tabela 2 - Namero diploide, formula cariotipica e localizagdo da heterocromatina CMA positiva no género

Phaseolus.
Nome da espécie 2n Formula Distribuigao de Referéncia
Cariotipica Heterocromatina
Karpetschenko em
Mercado-Ruaro;
P. lunatus 22 6M + 5SM - Delgado-Salinas, 2000.
Sarbhoy,1997.
P. lunatus 22 11M Telomérica Mosconeet al., 1999
P. lunatus 22 - Pericentromérica Bonifacio et al, 2012
P. lunatus 22 - Pericentromérica Almeida; Pedrosa-
Harand, 2013
Mosconeet al., 1999
P. vulgaris 22 8M + 3SM Karpetschenko em
- Mercado-Ruaro;
Delgado-Salinas, 2000.
P. vulgaris‘Saxa’ 22 6M + 4SM + 1ST Centromérica Mosconeet al., 1999
P. vulgaris Wax’ 22 7™ + 4SM Centromérica Mosconeet al., 1999
P. vulgaris - - Pericentromérica Fonseca et al., 2010
P. acutifolius 22 5M + 6SM Sarbhoy, 1977
P. acutifolius var. 22 10M + 1SM Pericentromérica Mosconeet al., 1999
latifolius
Mercado-Ruaro;
P. microcarpus 22 11M - Delgado-Salinas, 2009
Mercado-Ruaro;
P. coccineus 22 10 m+1sm - Delgado-Salinas, 2009
Pericentromérica
P. coccineus 22 6M + 3SM + 2ST Mosconeet al., 1999
Mercado-Ruaro;
P. leptostachyus 20 7™ + 3SM - Delgado-Salinas, 1998
Bentham
Mercado-Ruaro;
P. macvaughii A. 20 9M + 1SM - Delgado-Salinas, 1998




31

2.5 Caracterizagao Morfoldgica

A variabilidade genética pode ser obtida pela conservagdo de gendtipos de
interesse nos bancos de germoplasma, sendo possivel a obtencdo de espécies
melhoradas no que se refere a aspectos como produtividade, qualidade de gréos,
concentracdo de nutrientes, entre outros. O conhecimento sobre a variabilidade
genética de uma espécie de interesse seja ele agrondmico e/ou econbébmico é
beneficiado pela caracterizagdo morfologica da espécie em estudo, visto que tal
conhecimento auxilia na caracterizagdo do germoplasma e contribui para o
conhecimento da divergéncia genética existente entre os diferentes acessos
(GUIMARAES, 2007).

E a partir da morfologia das plantas incorporadas aos bancos de germoplasma
que podera ser realizado a descri¢ao, identificacdo e diferenciagdo de acessos de
uma mesma espécie e tais observagdes sao realizados a partir de caracteres
morfolégicos, denominados descritores morfolégicos (BURLE e DE OLIVEIRA,
2010). Conhecendo-se a morfologia da planta podem-se inferir quais s&o os
genotipos mais favoraveis para a realizagcdo do melhoramento através do estudo dos
caracteres que contribuem para a diversificacdo genética dos genétipos (COELHO et
al., 2010).

De acordo com o Internacional Institute of Plant Genetic Resources - IPGRI
(2001), sendo denominado  atualmente por  Bioversity International
(www.bioversityinternational.org) os descritores morfolégicos podem  ser
quantitativos ou qualitativos. Dentre os descritores que podem ser utilizados para a
realizagcado da caracterizagdo morfologica tem-se o habito de crescimento, periodo de
florescimento, periodo de germinagéo, produtividade, comprimento e largura de
vagens e de sementes, peso de 100 sementes, numero de grdos por vagem, etc.
Entretanto, sugere-se a utilizagdo daquelas caracteristicas que sejam mais
representativas da amostra de forma que se utilize de dados que ndo sejam
passiveis de duvidas (BURLE e DE OLIVEIRA, 2010).

As caracteristicas fenotipicas das plantas sdo bastante informativas para se
realizar a selecdo de amostras que apresentam caracteres vantajosos para o
desenvolvimento de novas cultivares. O conjunto de atributos genéticos, fisicos,
fisiologicos e sanitarios que influenciam na capacidade de originar uma lavoura

constituida por plantas vigorosas e representativas da cultivar, livres de fatores que
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possam comprometer a cultura sdo fundamentais para a qualidade das sementes
(POPINIGIS, citado por BRAGANTINI, 1996). A qualidade das sementes tem sido
atribuida a sua pureza fisica, elevado potencial genético, alta germinagao e vigor,
auséncia de danos mecénicos, boa sanidade e uniformidade de tamanho
(CANGUSSU et al., 2013).

Em um estudo de caracterizagdo da diversidade genética em gendtipos de
feijao-fava crioulo realizado por Coelho et al. (2010) foi observado que o carater mais
informativo para o estudo referiu-se ao peso de 100 sementes, em que no ano 1
todos os gendtipos do grupo | apresentaram sementes com peso igual ou inferior a
25,65 g e no grupo Il todos os gendtipos tiveram peso igual ou superior a 32,99 g.
No ano 2 todos os gendtipos do grupo | apresentaram peso de 100 sementes entre
36,27g a 43,64 g.

O banco de germoplasma de feijdo-fava da UFPI permitiu a realizagdo de
varios trabalhos como o de Silva (2007) que caracterizaram 118 subamostras
incorporadas ao BAG-UFPI, oriundas da Escola Familia Agricola do Soinho (EFA-
Soinho), tomando-se por base os seguintes descritores morfolégicos: cor de fundo
da semente, cor padrdo da semente, segunda cor padréo, padrdo do tegumento da
semente, forma da semente, comprimento da semente e largura da semente,
verificando uma grande variabilidade entre as subamostras estudadas.

Sousa et al. (2015) utilizaram 24 acessos pertencentes ao BAG-UFPI de
feijao-fava para estimar a diversidade genética com base em descritores
morfoagronémicos. Verificaram o fato dos acessos apresentarem diferengas entre si,
indicando variabilidade genética. Por exemplo, a caracteristica peso de 100 variou
de 103,00 (UFPI 666) a 101,53 g (UFPI 777), respectivamente e 0 acesso com
menor média foi UFPI-777, com 21,1g.

Silva et al., (2017) avaliaram a diversidade genética de 166 acessos de feijéo-
fava com base em caracteres morfologicos e fenoldgicos, em que 157 acessos
pertencem a colegdo da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia e 9 acessos
foram obtidos do Centro Internacional de Agricultura Tropical (CIAT, Cali, Colémbia).
Quanto ao carater comprimento, largura e espessura as sementes avaliadas
variaram de 8,43 a 22,53 mm, 6,59 mm a 14,177 mm e3,52 a 7,32 mm,
respectivamente, o que possibilitou a classificagdo quanto a forma e perfil das
sementes, indicando a presenca de variabilidade genética para as subamostras.

Esses resultados permitiram a identificacdo da formagcdo de trés grupos de
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individuos, em que o grupo | foi composto por 74 acessos com sementes pequenas,
semi-achatadas e esféricas em que tais caracteristicas eram semelhantes ao pool
genético mesoamericano. O grupo Il reuniu 90% dos acessos, sendo encontradas
caracteristicas de sementes de ambos os pools de genes, andino e mesoamericano.
E o grupo lll apresentou acessos com sementes predominantemente grandes,

caracteristicas semelhantes as do pool génico andino.

3. MATERIAL E METODOS

3.1 Caracterizagao da area de estudo

Neste trabalho foram caracterizados cito- e morfologicamente 21 acessos de
feijdo-fava (P. lunatus) do Banco de Germoplasma da Universidade Federal do Piaui
(BAG-UFPI), conforme descrito na tabela 3. As analises citolégicas foram realizadas
no Laboratorio de Recursos Genéticos Vegetais, no Centro de Ciéncias Naturais
(CCN), enquanto as analises morfologicas realizaram-se no Laboratério de
Sementes (LaSem), no Centro de Ciéncias Agrarias (CCA), ambos localizados na
Universidade Federal do Piaui. Foram utilizados acessos de feijao-fava coletados em
cinco estados brasileiros (Piaui, Maranhdo, Ceara, Paraiba e Tocantins). Ver tabela

3, figura 1.
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Tabela 3 - Identificacdo de 21 acessos de feijao-fava (Phaseolus Ilunatus L.)
provenientes do Banco Ativo de Germoplasma de Feijao-fava da Universidade Federal
do Piaui (BAG-UFPI).

Nome Cientifico N° de identificagao Nome vulgar Procedéncia
UFPI 790 Branquinha Teresina-PlI
UFPI 793 Fava branca Buriti Bravo-MA
UFPI 794 Boca de mocga Tanque-PI
UFPI 795 Fava branca Esperantina-PI
UFPI 796 Fava branca Riachdo-MA
UFPI 797 Fava branca Riachdo-MA
UFPI 799 Fava branca Nova Colina-MA
UFPI1 800 Fava branca José De Freitas-PI

Phaseolus lunatus L. UFPI 801 Fava branca Sao Pedro-PI
UFPI 803 Fava branca Agua Branca-PI
UFPI 804 Boca de moga Angical-PI
UFPI 806 Boca de mocga Palmeiras-PI
UFPI 807 Boca de mocga Amarante-PI
UFPI 809 Fava branca Angical-PI
UFPI 810 Fava vermelha Agua Branca-PI
UFPI 814 Orelha de vo Remigio-PB
UFPI 815 Fava branca Picui-PB
UFPI 816 Rosinha Remigio-PB
UFPI 817 Cara larga Remigio-PB
UFPI 852 Fava branca Palmas-TO
UFPI 857 Fava preta Campos Sales-CE

Fonte: BAG — UFPI — Banco Ativo de Germoplasma de feijao-fava da Universidade Federal do Piaui
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A distribuicdo geografica dos acessos foi visualizada com o auxilio do

programa Qgis (Figura 1):

Legenda
[ Phaseotus lunatus

1:500000

Figura 1 — Distribuigdo geografica de 21 acessos de feijao-fava (Phaseolus lunatus L.).

3.2 Germinagao

Com o intuito de diminuir a contaminagdo das sementes por agao fungica,
procedeu-se a lavagem com hipoclorito de sédio a 70% por 10s. Em seguida foram
lavadas com agua destilada por 10s e, embebidas em placa de Petri com papel-filtro
e algodao umedecidos, permanecendo neste local até o surgimento do hipocétilo.
Quando as raizes atingiram o tamanho adequado de aproximadamente 1 cm
procedeu-se a coleta para a realizagado do pré- tratamento das mesmas com inibidor

de fuso mitdtico.

3.3 Pré-tratamento e fixagao das células

Ao atingirem cerca de 1 cm, as radiculas foram coletadas e pré-tratadas em
solugdo de 8-hidroquinolina (0,002 M), por 18 horas na B.O.D a temperatura de

cerca de 10° C. Em seguida, foram fixadas em solu¢gdo Carnoy (etanol absoluto e
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acido aceético glacial na proporgao de 3:1 v/v), e estocadas em freezer a -20°C por 2
a 20 horas.

3.4 Coloragao convencional com Giemsa

Apos a fixagdo em Carnoy, as raizes foram lavadas em agua destilada,
hidrolisadas com HCL 5N por 20 minutos e novamente lavadas em agua destilada.
Um total de 7 laminas por acesso foram preparadas destacando pontas das
radiculas, que foram maceradas em acido acético glacial a 45%, com o auxilio de
seringas e lupas, posteriormente cobertas com laminula 20x20 mm e esmagadas
levemente com o polegar. O conjunto lamina/laminula foi mergulhado em nitrogénio
liquido por 3 minutos para a remog¢ao das laminulas e as laminas foram secas ao ar.
Logo apds este procedimento foram coradas em solugdo de Giemsa a 2%, por 30
minutos e montadas com Entellan (Merck®) (GUERRA, 1983).

3.5 Bandeamento com fluorocromos CMA e DAPI

Para uma melhor visualizacdo dos blocos heterocromaticos foi realizada a
técnica de bandeamento com fluorocromos Cromomicina Az (CMA3) e 4'-6-
diamidino-2-fenilindol (DAPI), que seguiu o protocolo de Schweizer e Ambros (1994).
Um total de 3 laminas por cada acesso foram preparadas com as enzimas celulase
2% (Onozuka R-10) e pectinase 20% (Sigma), e envelhecidas por trés dias. Em
seguida procedeu-se a pré-selecdo das laminas para garantir a qualidade dos
resultados. Dessa forma, as laminas foram coradas com 10 pyL do corante DAPI e as
metafases foram analisadas com o auxilio do microscopio de epifluorescéncia. As
melhores laminas foram descoradas e deixadas para envelhecer por 3 dias para que
se pudesse realizar a coloracado definitiva. Apds o periodo de envelhecimento, as
laminas foram coradas com 10 pL de CMA (0,5 mg/ml) e mantidas no escuro em
camara umida por uma hora. Apos este periodo, foram lavadas com agua destilada
e seca com bomba de ar. Posteriormente foram coradas com 10 yL DAPI (2 pg/ml)

por 30 minutos, lavadas, secas e montadas em tampao Mcllvaine- glicerol (1:1 v/v).
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3.6 Fotodocumentacao e morfometria

Os resultados obtidos pela analise convencional foram fotografados por meio
de tablet acoplado em microscopio optico no Laboratério de Recursos Genéticos
Vegetais, enquanto os resultados do bandeamento CMA/DAPI e da técnica de
imunocoloragao foram fotografados em camera digital Leica DFC345Fx acoplada em
microscopio de epifluorescéncia Leica DM2500, na Universidade Federal de
Pernambuco (UFPE). As imagens tiveram alteracdo de brilho e contraste no
programa Adobe Photoshop com o suporte do Paint Shop Pro 5. Para a morfometria,
foram utilizadas imagens de cinco metafases bem espalhadas e com mesmo padrao
de condensacao da cromatina (REIS et al., 2015).

O tamanho dos cromossomos foi determinado por meio do programa
Micromeasure 3.3, complementado pelo Microsoft Excel 2010. Osidiogramas foram
desenhados no programa Corel DRAW X7.

Com os caridtipos mensurados foi possivel determinar os valores do intervalo
do tamanho cromossémico (ITC), razédo entre os bragos longo e curto de cada par
cromossémico (r = BL/BC), foérmula cariotipica (FC), comprimento total
cromossbmico (CTC = BL + BC), comprimento médio cromossémico (CMC) e
comprimento total do lote haploide (CTLH = 2CT) (GUERRA, 1988b).

3.7 Caracterizagao morfolégica da semente

Para a realizagao a caracterizagdo morfoldgica das sementes, foram realizadas
mensuragdes acerca do comprimento, largura e espessura, sendo utilizadas 10
sementes tomadas ao acaso e as medi¢gdes determinadas em milimetros com o
auxilio de paquimetro digital conforme IPGRI (2001). Quanto ao peso, 100 sementes
foram tomadas ao acaso e estabelecido o valor em gramas de acordo com Mackie
(1943).

A forma da semente é baseada nos conceitos dos coeficientes J e H de
Puerta Romero (1961) citado por Vilhordo (1996), em que:

Comprimento Espessura

Largura Largura
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Segundo o coeficiente J que € dado em milimetros (mm), as sementes podem
ter as seguintes formas: esférica (J = 1,16 — 1,42), eliptica (J = 1,43 a 1,65), oblonga
ou reniforme curta (J = 1,66 a 1,85), oblonga ou reniforme média (J = 1,86 a 2,00) e
oblonga ou reniforme longa (J > 2,00). De acordo com o coeficiente H (mm) as
sementes podem ser classificadas em: achatada (H < 0,69), semi-achatada (H =0,70
a 0,79) e cheia (H > 0,80). Por fim, os valores obtidos pela medicdo de sementes
foram submetidos ao teste de Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade.

Algumas das sementes utilizadas no estudo podem ser faciimente
distinguiveis, entretanto, outros acessos possuem caracteristicas bem semelhantes

entre si (Figura 2):
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Figura 2 - Imagens de acessos de feijao-fava (Phaseolus lunatus L.) utilizados no estudo.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Caracterizagao citogenética com Giemsa confirma estabilidade cariotipica
nos acessos de Phaseolus lunatus L. do BAG-UFPI

A analise cariotipica, por meio da técnica de coloracdo convencional com
Giemsa dos 21 acessos de feijao-fava permitiu uma descricdo detalhada do numero,
morfologia e tamanho cromossémico (Tabela 4; Figura 3). Dessa forma, o numero
cromossémico encontrado em todos os acessos de feijdo-fava estudados foi 2n=22
(Tabela 4), sendo em sua maioria metacéntricos e simétricos e com cromossomos
variando de 0,85um (UFPI 790) a 3,14um (UFPI 799), diferindo entre si apenas em
relagdo ao comprimento e a posicao do centrébmero.

Os acessos foram classificados quanto a posicdo do centrdbmero, de forma
gue os mesmos podem ser metacéntricos (M), submetacéntricos (SB), acrocéntricos
(AC) e telocéntricos (TC). Quanto a posigdo do centrdbmero os acessos UFPI 793,
794, 796, 799, 800, 801, 803, 807, 810 e 814 apresentaram formula cariotipica 11M,
enquanto os acessos UFPI 790, 795, 804, 809, 852 e 857 apresentaram férmula
cariotipica 10M + 1SM. Os acessos UFPI 797 e 806 apresentaram férmula
cariotipica 9M + 2SM, enquanto os acessos UFPI 815, 816 e 817, apresentaram
férmula cariotipica 8M + 3SM, 6M +5SM e 7M + 4SM, respectivamente. As formulas
cariotipicas (Tabela 4) mostradas para estes acessos diferem rapidamente de
férmulascariotipicas encontradas em outros estudos para espécies relacionadas,
sendo constituidos em sua maioria por cromossomos metacétricos (MERCADO-
RUARO; DELGADO-SALINAS, 2009).

O numero cromossOmico € um parametro bastante util quando aliado a outros
caracteres citologicos, permitindo a delimitagdo e conhecimento a cerca da evolugéo
de grupos taxonémicos (PEDROSA et al., 1999; 2009). Repetidamente tem sido
observada uma forte estabilidade cariotipica no género Phaseolus, corroborando os
primeiros estudos citolégicos realizados por Karpetschenko, em 1925.

Esta estabilidade foi reforcada por Bonifacio et al., (2012) que além de
identificar regides homeologas entre feijdo-comum e feijao-fava, confirmaram o
numero cariotipico igual a 2n=22 cromossomos, sendo em sua maioria formados por

metacéntricos.



Tabela 4 - Numero cromossémico diploide, intervalo do tamanho cromossémico (ITC), média da razdo entre os bragos do cromossomo (r), férmula cariotipica (FC),
comprimento total cromossémico (CTC), comprimento médio cromossémico (CMC), comprimento total do lote haploide (CTLH) e numero de bandas CMA/DAPI
(CMA3/DAPI) dos 21 acessos de feijao-fava pertencentes ao BAG-UFPI. ++ representam bandas CMA mais fortemente coradas e bandas +, bandas CMA
medianamente coradas e CMA/DAPI-, bandas fracamente coradas. 0 representa banda AT neutra e -, banda AT reduzida.
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Nome cientifico Acesso 2n ITC (um) r FC CTC (um) CMC (um) CTLH (um) CMA;/DAPI
UFPI 790 20 CMA’/DAPI-
22 085-160 1,37 10 M + 1 SM 26,10 1,19 13,05 > CMA™ IDAPI
UFPI 793 22 20 CMA'/DAPI-
1,31-2,14 1,26 11 M 38,22 1,74 19,11 > CMA™ IDAP[
UFPI794 22 20 CMA/DAPI-
1,10-1,92 1,30 11 M 32,89 1,49 16,44 > CMA™ IDAP[
UFPI 795 22 _ 20 CMA/DAPI-
1,03-1,73 1,36 10 M + 1 SM 29,23 1,33 14,62 > CMAIDAPI
UFPI796 22 090-1,49 1,29 11 M 26,71 1,21 13,36 22 CMA™/DAPI-
UFPI797 22 115-236 1,44 9M +2 SM 38,11 1,73 19,06 22 CMA™/DAPI-
UFPI 799 22 _ 20 CMA'/DAPI-
1,81-3,14 1,31 11 M 52,91 2,41 26,46 > CMA™ IDAPI
UFPI800 22 154-242 1,26 11 M 43,86 1,99 21,93 22 CMA™/DAPI-
UFPI 801 22 20 CMA'/DAPI-
1,41-247 1,28 11 M 41,87 1,90 20,93 > CMA™ IDAPI
Phaseolus lunatus ~ UFPI803 22 169-274 1,28 11 M 48,57 2,21 24,29 22 CMA™/DAPI-
L. UFPI 804 22 20 CMA'/DAPI-
1,51-2,79 1,34 10 M + 1SM 46,48 2,12 23,29 > CMA™ IDAPI
UFPI806 22 159-281 143 9M+2SM 48,64 2,21 24,32 22 CMA™/DAPI-
UFPI 807 22 161-288 1,26 11 M 49,42 2,25 24,71 -
UFPI809 22 092-160 1,36 10 M + 1 SM 27,02 1,23 13,51 22 CMA™/DAPI-
UFPI810 22 161-2,78 1,29 11 M 48,06 2,18 24,03 22 CMA/DAPI-
UFPI 814 22 131-2,12 1,24 11 M 37,73 1,71 18,86 22 CMA™/DAPI-
UFPI815 22 134-242 1,39 8 M + 3 SM 40,97 1,86 20,48 22 CMA™/DAPI-
UFPI 816 22 20 CMA/DAPI-
143-2,69 1,49 6 M +5SM 45,66 2,08 22,83 2 CMA'/DAPI
UFPI817 22 _ 20 CMA/DAPI-
165-2,97 1,48 7M+4SM 51,27 2,33 25,64 > CMA*DAPT
UFPI 852 22 _ 20 CMA™"/DAPI-
1,11-2,15 1,31 10 M + 1 SM 33,32 1,51 16,66 5 OMA*DAPT
UFPI857 22 161-252 1,35 10 M + 1 SM 44,63 2,03 22,31 22 CMA™/DAPI-
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O intervalo do tamanho cromossdémico (ITC) dos acessos variou de 0,85 um
(UFP1 790) a 3,14 um (UFPI 799), sendo um valor comum observado em Phaseolus
(MERCADO-RUARO; DELGADO-SALINAS, 2009). O comprimento total
cromossémico (CTC) variou de 26,10 um(UFPI 790) a 52,91um (UFPI 799). Os
mesmos autores relataram para espécies relacionadas ao feijao-fava valores de
19,81um (P. microcarpus), 23,32 um (P. xanthotrichus), 26,0 um (P. maculatus),
27,66 um (P.dumosus), 28,64 um (P. oligospermus) e 29,74 um (P. coccineus).
Outros estudos foram relatados para quatro espécies cultivadas de Phaseolusem
que P. vulgaris apresentou tamanho de 23,83 um para a variedade ‘Saxa’ e 24,64
para a variedade ‘Wax’, P. coccineus apresentou 29,07 um, P. acutifolius variedade
latifolius obteve valor de 28,78 um e P. lunatus teve como resultado 27,38 um de
comprimento total cromossémico (MOSCONE et al., 1999).

O pequeno tamanho dos cromossomos de Phaseolus foi também,
anteriormente, relatado na literatura, em que foram encontrados cromossomos
variando de 1,00um a 2,40um, 0,70um a 2,36um e 0,70um a 1,60um (MERCADO-
RUARO; DELGADO-SALINAS, 1998, 2009; SARBHQY, 1977), respectivamente. Foi
mostrado ainda, para duas variedades da espécie de P. vulgaris (P. vulgaris climbing
e P. vulgaris dwarf), tamanho cromossdmico de 3,00um (SARBHOY, 1977). Um
estudo de quatro espécies cultivadas de Phaseolusmostrou que 0S cromossomos
mitéticos em metafase variaram de 1,7um a 3,5um (MOSCONE et al., 1999),
podendo explicar o tamanho médio incomum dos cromossomos do acesso UFPI 799
(3,14um) (Tabela 4).

A coloragao convencional ainda € comumente utilizada na citogenética porque
permite uma facil manipulacédo e resultados rapidos, informativos, de boa qualidade
e alta reprodutibilidade (PENALOZA; VALLS, 2005). E amplamente utilizada em
plantas como no caso do tamarindo (Tamarindus indica) (Fabaceae) em que foi
possivel ampliar informacdes existentes sobre o caridtipo da espécie, como por
exemplo, numero cromossOmico igual a 2n=2x=24 e cariotipo pequeno,
caracteristica que €& compartilhada pela maioria das leguminosas (TAPIA-
PASTRANA et al., 2012).
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Figura 3 - Analise cariotipica em acessos de feijao-fava (Phaseolus lunatus L.)

por meio da técnica de coloragdo convencional com Giemsa. Barra = 10 um
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4.2 Dupla coloragio com fluorocromos CMA e DAPI revela regioes
pericentroméricas e terminais ricas em GC nos acessos

Nos 20 acessos de feijdo-fava analisados com fluorocromosno presente
trabalho, foram observados blocos de heterocromatina pericentromérica, altamente
rica em GC, de diferentes tamanhos e intensidades (Tabela 4). Blocos de
heterocromatina ricos em AT ndo foram observados pela técnica. A presenca de
polimorfismos de bandas gerou categorias citologicas (CMA™*/DAPI) para regides
altamente ricas em GC e reduzidas em AT, (CMA'/DAPI) para regides
moderadamente ricas em GC e reduzidas em AT e (CMA/DAPI’) para regides com
pouca quantidade de GC e reduzidas em AT (Tabela 4; Figura 4). Adicionalmente,
todos os acessos apresentaram pelo menos um bloco CMA® terminal,
correspondendo provavelmente aos locais que flanqueam regides organizadoras de
nucléolo (RONs) onde ficam situados os genes de DNAr 35S repetidos em tandem
(VOLKOV et al.,, 2007). Assim, o padrdao de bandas gerou as formulas (20
CMA*/DAPI/ 2CMA™/DAPI’) nos acessos UFPI 790, 793, 799, 801 e 804). A férmula
(20 CMA/DAPI/ 2CMA*/DAPI’) foi observada nos acessos UFPI 816 e 817, e (20
CMA/DAPI7 2CMA™/DAPI") foi vista nos acessos UFPI 794 e 795. Nos acessos
UFPI 796, 797, 800, 803, 806, 809, 814, 815, 857 foram observados a formula
(22CMA™/DAPI'). O acesso 810 apresentou 22 bandas CMA/DAPI" e o 852
apresentou 22 bandas CMA™*/DAPI72CMA*/DAPI".

O padrao de distribuicdo de heterocromatina pericentromérica em feijao-fava
e em Phaseolus como um todo, além de géneros proximos como Vigna, por
exemplo, tem sido extensivamente relatado na literatura (GALASSO et al,
1992;1993; PIGNONE et al., 1995; MOSCONE et al., 1999; PEDROSA-HARAND et
al., 2009; BONIFACIO et al., 2012, ALMEIDA e PEDROSA-HARAND, 2013).

Além do mais, nove clones de DNA repetitivo de feijdo-comum foram
hibridizados via BAC-FISH na regido pericentromérica de feijao-fava sugerindo que
essa fragdo mais condensada, rica em GC e CMA®, compartilhe sequéncias em
comum entre as duas espécies (PEDROSA-HARAND et al, 2013).
Semelhantemente, Bonifacio et al., (2012) usaram sete clones de feijao-comum na
regido pericentromérica de feijdo-fava e todos os clones marcaram as regides
pericentroméricas ricas em CMA®, confirmando forte semelhanga e estabilidade
entre essas sequéncias. Em P. vulgaris, a regidao pericentromérica, que também é

heterocromatica e CMA positiva, apresenta forte supressdo de recombinagao e isso
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sugere que no feijao-fava, devido as mesmas caracteristicas citologicas, esta
mesma regido também seja suprimida de recombinagéo via processos epigenéticos
como hipermetilacdo e hipoacetilagédo (FEITOZA; GUERRA,2011; FONSECA et al.,
2015; PEDROSA-HARAND et al., 2009).

Estudos evolutivos no género Phaseolus mostraram que P. vulgaris, P.
coccineus e P. acutifolius formam um clado (o grupo Vulgaris), enquanto P. lunatus e
outras espécies foram colocadas em outro grupo, o que justificaria as pequenas
variagbes citoldgicas nestas espécies observadas por FISH (Fluorescencein situ
hybridization) (DELGADO-SALINAS et al. 2006).

A variacdo de marcacdo com CMA permitiu gerar categorias citologicas,
tornando possivel caracterizar o grupo de sementes andinas € mesoamericanas,
embora alguns padrées de bandas estivessem presentes em um grupo e outro de
sementes. De uma maneira geral, as formulas (22CMA**/DAPI") e (22CMA/DAPI”,
foram predominantes nas sementes “Grande Lima” (UFP 796, 797, 803, 806, 809,
814, e 857) e (UFPI 810), respectivamente, embora tenha sido observada também
em cariotipos de duas sementes tipo “Sieva” (UFPI 800 e 815). A férmula (20
CMA'/DAPI/ 2CMA™/DAPI) foi vista em acessos de sementes do grupo Grande
Lima (UFPI 790, 801 e 804), Batata (UFPI 799) e Sieva (UFPI 793). A férmula (20
CMA/DAPI/ 2CMA*/DAPI’) incluiu os acessos UFPI| 816 (Batata) e 817 (Batata),
enquanto (20 CMA/DAPI/ 2CMA™/DAPI’) foi vista nos acessos UFPI 794 (Grande
Lima) e 795 (Sieva).

Para uma maior clareza sobre o padrdao de distribuicdo de bandas
fluorescentes, bem como tamanho, morfologia e numero do conjunto cromossémico,
tem-se representado no esquema, em forma de idiogramas, o conjunto hapléide dos

cromossomos de feijao-fava (Figura 5).
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Figura 5 - Idiograma representando o tamanho, morfologia e distribuicdo de bandas CMA nos
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4.3 Diversidade genética por meio de caracteristicas morfolégicas das
sementes

Em adigdo a caracterizagdo citogenética, também foi tracado um perfil
morfolégico das mesmas sementes pertencentes aos acessos avaliados
anteriormente.

Para as diferentes variedades estudadas, péde-se observar uma variagcdo em
funcdo do comprimento, largura e espessura das sementes. Considerando o
comprimento meédio das sementes, a variedade fava branca (UFPI 852) diferiu
estatisticamente da variedade branquinha (UFPlI 790) e ambas apresentaram
sementes mais longas, com valores de 21,82 mm e 19,58 mm, respectivamente. Os
acessos com menores comprimentos foram UFPI 817 e UFPI 816, com 11,97 e
11,03, respectivamente, ndo diferindo estatisticamente entre si (Tabela 5). Para a
largura das sementes, cuja média geral foi 11,08, as sementes mais largas foram
observadas nos acessos UFPI 852 (14,06 mm) e UFPI 790 (12,77 mm), enquanto
que os acessos UFPI 817 (9,02 mm) e UFPI 816 (8,20 mm) apresentaram sementes
mais estreitas (Tabela 5). Ambas as variedades apresentaram diferengas estatisticas
entre si.

Santos et al., (2002) ao realizar um estudo sobre produtividade e morfologia
de vagens e sementes em feijdo-fava encontraram que o comprimento das
sementes variou de 7,8 mm a 17, 5 mm, sendo as variedade Orelha-de-v6 e Raio-
de-Sol que apresentaram maiores valores, 17,5 mm e 17,1 mm, respectivamente.
Nobre et al., (2012) ao caracterizar a morfologia externa de sementes de feijao-fava
encontraram para as variedades estudadas valores para comprimento, largura e
espessura variando de 9,04 a 18,88 mm, 7,72 a 12, 49 mm e de 5,37 a 6,52 mm,
respectivamente.

Os resultados obtidos no presente estudo, que mostraram a variedade
Orelha-de-v6 (UFPI 814) obteve valores de comprimento e largura iguais a 17,17
mm e 12,27 mm, respectivamente. Concordando com Advincula et al., (2015) que
encontraram no estudo sobre a qualidade fisica e fisioldégica de sementes de feijao-
fava que a variedade Orelha-de-v6 teve maior comprimento e largura, 17,45 mm e
11,45 mm, respectivamente.

Segundo Silva et al., (2017) o trabalho com feijdo-fava mostraram uma ampla
diversidade quanto ao comprimento e a largura da semente, sendo as caracteristicas

que mais contribuiram para a variabilidade genética. Este estudo mostrou ampla
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variagdo morfologica, com valores de 8,28 a 22,53 mm e de 6,54 a 14,17 mm para
comprimento e largura de sementes, respectivamente.

Os resultados encontrados para morfologia das sementes de feijao-fava
(Tabela 5) indicam que ha heterogeneidade entre os acessos de feijdo-fava
pertencentes ao BAG-UFPI, podendo-se inferir que ha variabilidade entre as

sementes quanto aos parametros analisados.

Tabela 5 - Medi¢cdo das sementes quanto ao comprimento, largura e espessura de
21 acessos de feijdo-fava (Phaseolus lunatus L.) pertencentes ao Banco de
Germoplasma de feijdo-fava da Universidade Federal do Piaui (BAG — UFPI).

Nome Acesso Comprimento Médio Largura Espessura

Cientifico (mm) Média Média
(mm) (mm)

UFPI 790 19,58 b 12,77 b 5.68 b

UFPI 793 14,16 e 10,03 d 6,72 a

UFPI 794 17,29 d 10,82 ¢ 6,04 a

UFPI 795 15,28 e 11,35¢ 6,22 a

UFPI 796 15,65 e 10,44 d 6,01 a

UFPI 797 17,32 d 11,88 ¢ 577b

UFPI 799 12,04 f 9,30 e 5,97 a

UFPI 800 14,75 e 11,15¢ 6,45 a

Phaseolus UFPI 801 17,18 d 11,28 ¢ 6,03 a
lunatus L. UFPI 803 17,07 d 11,56 ¢ 5,56 b
UFPI 804 18,38 ¢ 11,39 ¢ 6,31 a

UFPI 806 18,46 c 11,54 ¢ 6,36 a

UFPI 807 16,89 d 10,78 ¢ 6,13 a

UFPI 809 17,45d 11,72 ¢ 6,35 a

UFPI 810 15,95 e 11,31 ¢ 6,09 a

UFPI 814 17,17d 12,27 c 6,01 a

UFPI 815 15,64 e 10,51 d 573b

UFPI 816 11,03 f 8,20 f 537b

UFPI 817 11,97 f 9,02e 6,06 a

UFPI 852 21,82 a 14,46 a 5,78 a

UFPI 857 15,29 e 11,48 ¢ 6,26 a

Média Geral 15,29 11,08 6,03

Médias seguidas de mesma letra na coluna nao diferem estatisticamente entre si pelo teste Scott-
Knott, a 5% de probabilidade.

As sementes foram classificadas a partir das medicdes em que foram
estabelecidos os coeficientes J (Comprimento/Largura) e H (Espessura/Largura)
(Tabela 6).

Quanto ao coeficiente J, os acessos que apresentaram maiores valores foram

UFPI 804 e UFPI 806 e os menores valores foram apresentados pelos acessos UFPI
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803 e UFPI 799. Para o coeficiente H obteve-se os maiores valores para os acessos
UFPI 793, UFPI 816 e UFPI 817 e os menores valores foram atribuidos aos acessos
UFPI 852 e UFPI 790 (Tabela 6).

Os resultados obtidos para o coeficiente J resultaram em sementes
predominantemente de formato Esférico (UFPI 793, 795, 797, 799,800, 803, 810,
814, 816, 817, 852 e 857) e formato Eliptico (UFPI 790, 794, 796, 801, 804, 806,
807, 809 e 815) e perfil achatado (todos os acessos) (Tabela 6).

Tabela 6 - Classificagdo das sementes quanto a forma e perfil de 21 acessos de feijao-
fava (Phaseolus lunatus L.) pertencentes ao Banco de Germoplasma de feijao-fava da
Universidade Federal do Piaui (BAG — UFPI).

Nome Acesso Comprimento/ Espessura/ Forma Perfil
Cientifico Largura Largura
() (H)

UFPI 790 1,53 0,44 Eliptica Achatada
UFPI 793 1,40 0,66 Esférica Achatada
UFPI 794 1,59 0,55 Eliptica Achatada
UFPI 795 1,34 0,54 Esférica Achatada
UFPI 796 1,46 0,57 Eliptica Achatada
UFPI 797 1,42 0,48 Esférica Achatada
UFPI 799 1,29 0,64 Esférica Achatada
UFPI 800 1,31 0,57 Esférica Achatada

Phaseolus UFPI 801 1,52 0,51 Eliptica Achatada

lunatus L. UFPI 803 1,17 0,47 Esférica Achatada
UFPI 804 1,61 0,55 Eliptica Achatada
UFPI 806 1,60 0,55 Eliptica Achatada
UFPI 807 1,57 0,56 Eliptica Achatada
UFPI 809 1,48 0,53 Eliptica Achatada
UFPI 810 1,41 0,53 Esférica Achatada
UFPI 814 1,39 0,48 Esférica Achatada
UFPI 815 1,47 0,53 Eliptica Achatada
UFPI 816 1,33 0,65 Esférica Achatada
UFPI 817 1,32 0,65 Esférica Achatada
UFPI 852 1,51 0,39 Esférica Achatada
UFPI 857 1,33 0,54 Esférica Achatada

Neste trabalho a variedade branquinha (UFPI 790) e boca-de-moga (UFPI
794, 804, 806 e 807) apresentaram formato elipitico, ja o acesso orelha-de-vé (UFPI
814) apresentou formato esférico. O resultados relatados no presente estudo diferem
dos encontrados por Santos et al., (2002) em que obtiveram sementes de formato
esférico para as variedades amarela-cearense, branquinha e olho-de-peixe, oblongo
para boca-de-moca e eliptico para morord, olho-de-ovelha, orelha-de-vo e raio-de-
sol. Quanto ao perfil das sementes os autores encontraram sementes achatadas

(Amarela-cearense, Moror6, Olho-de-ovelha, Orelha-de-vé e Raio-de-sol), semi-
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cheia ou semi-achatada (Boca-de-moga) e cheia (Branquinha e Olho-de-peixe),
diferindo novamente dos resultados encontrado neste trabalho, em que foi
observados sementes predominantemente de perfil achado.

Quanto ao peso, as sementes podem ser enquadradas em trés grupos:
Batata (sementes pequenas, pesando de 35 a 50 g para um total de 100 sementes),
Sieva (sementes médias, com peso variando de 50 a 70 g para um total de 100
sementes) e por fim Grande Lima (sementes grandes podendo pesar de 70 a 110 g
para um total de 100 sementes) de acordo com os estudos de Baudet (1977) e
Castineiras (1991).

Neste trabalho, o acesso UFPI 816 foi o de menor valor (36,10 g) e 0 acesso

UFPI 806 (91,45 g) foi o de maior valor quanto ao peso de 100 sementes (Tabela 7).

Tabela 7 - Classificacdao das sementes quanto ao peso de 100 sementes de 21
acessos de feijao-fava (Phaseolus Iunatus L.) pertencentes ao Banco de
Germoplasma de feijdo-fava da Universidade Federal do Piaui (BAG — UFPI).

Nome Cientifico Acesso Peso (g) Grupo
UFPI 790 90,91 Grande Lima
UFPI 793 63,36 Sieva
UFPI 794 71,76 Grande Lima
UFPI 795 65,62 Sieva
UFPI 796 70,15 Grande Lima
UFPI 797 85,08 Grande Lima
UFPI 799 41,01 Batata
UFPI 800 60,21 Sieva
Phaseolus UFPI 801 79,58 Grande Lima
lunatus L. UFPI 803 70,59 Grande Lima
UFPI 804 81,30 Grande Lima
UFPI 806 91,45 Grande Lima
UFPI 807 71,97 Grande Lima
UFPI 809 84,50 Grande Lima
UFPI 810 75,90 Grande Lima
UFPI 814 78,30 Grande Lima
UFPI 815 66,73 Sieva
UFPI 816 36,10 Batata
UFPI 817 40,47 Batata
UFPI 852 87,03 Grande Lima
UFPI 857 72,10 Grande Lima

Acessos classificados de acordo com o informado por Baudet, (1977) e Castineiras, (1991), quanto ao
tamanho das sementes.

Com base nos padrbes avaliados (forma, perfil e peso das sementes),
percebeu-se a predominancia de sementes pertencentes ao grupo “Grande Lima”
(UFPI 790, 794, 796, 797, 801, 804, 806, 807, 809, 810, 814, 852 e 857), tratando-se
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especificamente de sementes achatadas e elipticas. O acesso UFPI 803 também
pertence ao grupo Grande Lima e possui perfil achatado, entretanto, apresentou
forma esférica. As demais pertenceram aos grupos “Sieva” (UFPI 793, 795, 800 e
815) e “Batata” (UFPI 799, 816 e 817) (Tabela 7). O grupo "Grande Lima” representa
o conjunto génico Andino, enquanto que os grupos “Sieva” e “Batata” representam o
conjunto génico Mesoamericano (MARTINEZ-CASTILHO et al., 2008; 2014).

Trabalhos anteriores utilizando 24 acessos pertencentes ao BAG-UFPI
encontraram o0s maiores valores para o peso médio de 100 sementes iguais a
103,00 g (UFPI-666) e 101,53 g (UFPI-622). Em contrapartida, o0 acesso com menor
média para este mesmo carater refere-se ao acesso UFPI-777, apresentando valor
igual a 21,1 g (SOUSA et al., 2015), confirmando consideravel polimorfismo quanto a
morfologia das sementes do BAG-UFPI. No estudo realizado por Santos et al.,
(2002) o peso médio de 100 sementes variou de 32,6 g (Branquinha e Olho-de-
peixe) a 79,5 g (Orelha-de-vo). Nobre et al., (2012) encontrou um valor médio para o
peso de mil sementes de 573, 70 gramas, que corresponde a 57,37 g para cada
100 sementes.

Silva et al., (2017) observaram a formacg&o de trés grupos de individuos, em
que o grupo | (74 acessos), apresentou sementes pequenas, semi-achatadas e
esféricas, com menores valores médios de comprimento e largura, que s&o
caracteristicas semelhantes a acessos encontrados no pool génico mesoamericano.
O grupo Il 90% dos acessos apresentou caracteristicas de sementes de ambos os
pools de genes, andino e mesoamericano. E o grupo lll foi constituido por acessos
com maiores valores médios para comprimento e largura de sementes, sendo
predominantemente grandes, caracteristicas marcantes do pool génico andino.
Dessa forma, os autores concluiram que os acessos representam ambos pools
génicos: andino e mesoamericano.

As caracteristicas de sementes grandes e achatadas avaliadas no presente
trabalho sugerem que essas subamostras pertencem também ao conjunto génico
Andino. Sabe-se que acessos pertencentes ao conjunto génico Andino sao restritos,
geograficamente, ao Equador e norte do Peru e se adaptam melhor a regides secas
(BAUDOIN et al., 2004). Entretanto, resultados sugeriram que no Brasil ha uma
predominéancia do conjunto génico Mesoamericano (SILVA et al., 2017). Além disso,
ha estudos que reforcam a tese de que o grupo Mesoamericano parece apresentar
distribuicdo mais ampla que o grupo Andino (ANDUEZA-NOH et al., 2013).
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Embora os padrées de HC pericentromérica (22CMA™'/DAPI) e
(22CMA/DAPI’), tenha sido predominante nas sementes pertencentes ao grupo
“Grande Lima” e o padrdo de HC (20 CMA/DAPI/ 2CMA*/DAPI’) predominasse nos
grupos Sieva e Batata, formulas citoldgicas como (20 CMA*/DAPI/ 2CMA™/DAPI’) e
(20 CMA/DAPI/ 2CMA™/DAPI’), foram encontrados nos grupos “Grande Lima”,
‘Batata” e “Sieva”, corroborando a idéia anterior de que o Gene pool Andino possa
ser considerado ancestral ao grupo mesoamericano. Andueza-Noh et al., (2013)
eMartinez-Castillo et al. (2014), por meio de marcadores moleculares observaram
que algumas caracteristicas citolégicas s&o compartilhadas por acessos
pertencentes aos dois pool génicos.
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5. CONCLUSOES

v" A coloracdo com Giemsa confirmou o tamanho cromossémico reduzido e um
conjunto dipléide de 2x = 2n = 22 cromossomos simétricos, confirmando a

estabilidade cariotipica sugerida previamente para o feijado-fava.

v" A técnica de bandeamento cromossdémico com fluorocromos CMA e DAPI
permitiu a identificagcdo do padrdo de bandas (pericentroméricas e terminais)
e mostrou que existem pequenas variagdes nas formulas cariotipicas dos
acessos do BAG-UFPI.

v A heterocromatina pericentromérica CMA® no feijdo-fava apresenta
caracteristicas citologicas semelhantes ao observado em espécies proximas,

como a do feijdo-comum.

v’ Existe variabilidade quanto ao comprimento, largura e espessura da semente
entre os acessos estudados pertencentes ao BAG - UFPI, sendo possivel a
utilizacdo desta informacédo para subsidiar programas de melhoramento

vegetal da espécie.

v" A morfologia das sementes, avaliadas na pesquisa, sugere que existem
amostras representativas dos trés grupos descritos por Mackie (Batata, Sieva
e Grande Lima).

v" Embora as sementes pertencentes ao grupo “Grande Lima” tenham
apresentando uma maior diferenciagao cariotipica, caracteristicas citolégicas
em comum foram compartilhadas por acessos pertencentes aos trés grupos
(Batata, Sieva e Grande Lima), reforcando os dados moleculares prévios de

que existe uma relagao de ancestralidade na evolugédo desses grupos.
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