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RESUMO

O feijdo vulgar (Phaseolus vulgaris L.) é uma espécie com centros de diversidade primarios
localizados no continente americano. Esta leguminosa constitui o alimento mais difundido no
mundo, dado que é uma importante fonte de proteinas, aminoacidos e calorias para as
populagBes carenciadas, especialmente da América Latina e Africa. A existéncia de diversidade
genética é condicdo essencial para a existéncia de um programa de melhoramento genético da
cultura, visto que aumenta as possibilidades de selec¢do de cultivares superiores. Desta forma,
este trabalho teve como objectivo avaliar a diversidade genética de 43 gendtipos de feijdo
vulgar existentes em Mocambique, usando marcadores morfolégicos e marcadores moleculares
microssatélites. Um experimento foi conduzido nos campos da Direc¢do de Ciéncias Animais,
na Provincia de Maputo. O delineamento usado foi o de blocos completos casualizados, com 43
tratamentos (genotipos) em trés repeticbes. Para a andlise morfoldgica, 6 caracteres
quantitativos e 4 qualitativos foram analisados segundo os descritores para o feijdo vulgar
desenvolvidos pelo IPGRI e CIAT. Os resultados mostraram a existéncia de efeitos
significativos do factor gendtipo, nas varidveis numero de dias até a floragdo, peso de 100
sementes e o rendimento do grdo. Ainda nas variaveis em anéalise, houve correlacdo positiva
forte apenas entre o peso da semente e o rendimento do gréo. Os coeficientes de herdabilidade
no sentido lado (H?) variaram de 12 a 99,9%; tendo a caracteristica altura da planta apresentado
0 maior coeficiente (99,9%) seguido do rendimento do gréo e peso de 100 sementes com 41,4 e
35,7% respectivamente, enquanto 0 nimero de sementes por vagem e a altura da planta
tiveram os coeficientes mais baixos, 16 e 12%, respectivamente. Pela analise de variancia, 0s
genotipos testados tiveram diferencas significativas no nimero de dias até a floracéo, o peso da
semente e rendimento do grdo, sendo que os genotipos CIM-RM-03-42-14, Seq. 1003 e Bat
447 florido mais cedo, relativo ao peso da semente o feijdo branco teve maior peso em
detrimento do BF 13607-9, que teve o0 peso mais baixo e, consequentemente, o feijado branco
teve maior rendimento em relacdo ao BF 13607-9. A amplificacdo do ADN atraves dos
marcadores moleculares microssatélites (SSRs), foi realizada através de reac¢Ges em cadeia de
polimerase (PCR) e os fragmentos amplificados foram separados em gel de poliacrilamida. Os
SSRs empregues para a obtencdo da diversidade genética foram pouco informativos e ndo

foram capazes de gerar o polimorfismo adequado do ADN para a distingdo dos gendtipos.

Palavras-chave: Phaseolus vulgaris L., diversidade genética, marcadores morfoldgicos SSR.
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ESTRUTURA DA DISSERTACAO

A presente dissertacdo esta organizada em capitulos e contém 4, que por sua vez encontram-

se subdivididos em sub-capitulos e sub-unidades. Os capitulos estdo organizados da seguinte

forma:

>

Capitulo I: Introducdo geral da dissertacdo que consiste de generalidades sobre o
feijdo vulgar, o problema e justificagdo do estudo, os objectivos do estudo, divididos
em gerais e especificos.

Capitulo 11: Revisdo bibliografica que consiste na descri¢do da cultura, a origem e
distribuicdo da cultura, a morfologia, a producéo e consumo, a diversidade genética
do feijdo vulgar, o uso de marcadores moleculares na cultura, com énfase para os
marcadores morfoldgicos e microssatélites.

Capitulo 111: Avaliacao da diversidade genética de 43 gendtipos de feijdo vulgar com
base em marcadores morfoldgicos. Este capitulo apresenta uma introdugdo do estudo,
materiais e métodos, resultados, discussdo, conclusdes e recomendacdes.

Capitulo 1V: Avaliacdo da diversidade genética de 43 gendtipos de feijdo vulgar com
base em marcadores microssatélites. Este capitulo, a semelhanca do anterior,
apresenta uma introducdo do estudo, materiais e métodos, resultados, discusséo,
concluses e recomendagdes.

Finalmente é apresentado o Sumadrio da dissertacao
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CAPITULO I: INTRODUCAO

1.1 Generalidades sobre a cultura do feijdo vulgar

O feijdo vulgar (Phaseolus vulgaris L.) é uma importante cultura alimentar, principalmente para
as populagdes mais desfavorecidas. E uma leguminosa cultivada, principalmente, nas zonas
tropicais e sub-tropicais para a obtengéo de gréo seco, vagens verdes e, em menor escala, para
uso do gréao fresco descascado (Rulkens, 1996). Dada a sua riqueza em proteinas (cerca de 25%
de peso seco), o feijdo vulgar é uma importante componente da dieta humana, especialmente
para as populagdes africanas e latino-americanas de baixa renda, cujas dietas sdo essencialmente
a base de cereais, raizes e tubérculos, pobres em proteinas (Evans & Bandemer, 1967; CIAT,
1990; Debouck, 1999; Gepts et al., 2008). A cultura é também rica em aminoacidos essenciais
como lisina e treonina, possui quantidades consideraveis de vitaminas (folatos) e minerais (Ca,
Cu, Fe, Mn, Mg, Zn) (Miklas, 2006). Os maiores produtores de feijio vulgar sdo a india e o
Brasil, localizados na Asia e América, respectivamente. Na Africa tropical, o feijio vulgar é
maioritariamente cultivado na parte oriental: Quénia, Etiépia, Uganda, Ruanda, Burundi, Zaire e
ocidental: Tanzénia, Malawi, Zimbabwe e Mogambique.

Em Mocambique, o feijdo vulgar é a terceira leguminosa mais importante depois do amendoim e
do feijio nhemba (Garreth, 1994). E cultivado maioritariamente pelo sector familiar para a
obtencdo de grdo, embora a producdo para a vagem verde tenha uma expressdo significativa
perto dos grandes centros urbanos. A cultura é consumida em todo o pais, preferencialmente na
forma de grdo. As maiores producdes do feijdo vulgar provém das regides de grande altitude
(1300 a 1600m), como sdo os casos dos planaltos de Lichinga e Angoénia durante a época
chuvosa (Rulkens, 1996). Contudo, h4 também producdes considerdveis nas regifes de média
altitude (1200m) como Manica, onde € cultivado durante todo o ano, e nas zonas de baixa
altitude, como no sul do pais, onde é cultivado durante a época seca em condigdes de rega
(Rulkens, 1996).

Apesar de ser uma cultura importante, os rendimentos obtidos nas machambas dos camponeses
continuam ainda muito baixos. Estudos feitos por Jochua et al (2003) indicam que o rendimento
médio nacional é de cerca de 750kg/ha, contrastando com o rendimento potencial de cerca de
5000kg/ha obtido em condigcOes de boa gestdo cultural (Gepts, 1993). Dentre os factores que

contribuem para a baixa produtividade da cultura destacam-se os défices hidricos e excesso de
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chuva em periodos criticos do desenvolvimento da cultura, a falta de semente de boa qualidade, a
baixa fertilidade dos solos, o inadequado maneio da cultura, o ataque de pragas e doengas, 0 uso
de variedades ndo melhoradas devido, principalmente, a inexisténcia de um programa local de

melhoramento genético da cultura (Chiorato, 2004).

O desenvolvimento de um programa local de melhoramento genético do feijao vulgar poderia
contribuir significativamente para o aumento da produtividade da cultura, através do
desenvolvimento de variedades mais adaptadas as condi¢des reais dos locais de producédo, para
além de responder as necessidades e preferéncias dos produtores e consumidores. Para o efeito,
seria necessario o conhecimento da diversidade genética, principalmente em casos onde se
pretenda reunir alelos desejaveis em um unico individuo (Nass et al., 2001). Todavia, até entdo,
ndo ha informacdo sobre a diversidade genética das variedades existentes e cultivadas em
Mocambique. Por isso, o presente estudo foi conduzido com o objectivo de avaliar a diversidade

genética das variedades de feijao vulgar cultivadas em Mogambique.

1.2 Problema e justificacdo do estudo

A existéncia de diversidade genética é uma das condi¢Ges determinantes para o estabelecimento
de um programa de melhoramento genético de uma cultura. O conhecimento da diversidade
genética melhora a eficiéncia na identificagcdo de combinacGes parentais necessarias para gerar
populacbes segregantes, com maxima variabilidade genética para a seleccdo (Williams et al.,
1990). Estudos conduzidos noutros locais referem que o feijdo vulgar possui uma ampla
diversidade genética (Cardoso, 2009).

Em Mogambique, pesquisas para se determinar a diversidade genética do feijdo vulgar séo
escassas. Como resultado, ndo hd um programa local de melhoramento genético. Até ao presente,
as actividades de melhoramento que tém lugar consistem, apenas, na testagem de variedades
introduzidas pelos programas regionais e internacionais de melhoramento da cultura. Podendo,
ser libertadas variedades com caracteristicas que ndo respondem as necessidades e preferéncias

dos produtores e consumidores nacionais.

A diversidade genética pode ser de natureza quantitativa e preditiva. A diversidade genética
quantitativa pode ser determinada através de analises dialélicas enquanto a preditiva pode ser

determinada com base na andlise das diferencas morfoldgicas, de qualidade nutricional,
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fisioldgicas ou moleculares quantificadas em alguma medida de dissimilaridade que expresse o
grau de diversidade genética entre os genitores (Cruz e Carneiro, 2006).

Tatiene et al. (1996) e Chiorato et al. (2007) referem que, as caracteristicas fenotipicas,
tradicionalmente usadas para a caracterizacdo e estimativa da divergéncia genética, apesar de
importantes, podem ser de uso limitado porque, geralmente, sdo influenciadas pelo ambiente e
pelo estagio de desenvolvimento da planta. Todavia, elas podem ser usadas para fornecer
informacdo preliminar sobre a diversidade genética, onde as anélises moleculares ndo possam ser
feitas por razGes de falta de recursos financeiros. Em contrapartida, as isoenzimas e marcadores
de ADN, que ndo séo influenciados pelo ambiente, s&o os mais adequados para a caracterizagao
do germoplasma, mas tém a desvantagem de alguns serem de elevado custo e pouco acessiveis

para estudos iniciais de caracterizagdo genética.

Dos marcadores moleculares baseados em PCR, os microssatélites tém sido os mais utilizados
por serem bastante informativos, co-dominantes, reprodutiveis e apresentarem uma larga
cobertura do genoma (Blair et al., 2006; Caixeta et al., 2006). Os marcadores SSR tém sido
referidos como sendo ferramentas excelentes para a caracterizacdo genética do feijao vulgar
(Gaitan-Solis et al., 2002; Métais et al., 2002; Masi et al., 2003; Hanai et al., 2007; Blair et al.,
2007; Blair et al., 2008; Zhang et al., 2008; Yu et al., 2000). Singh et al. (1991) sugeriram que
dados agro-morfoldgicos, bioquimicos e moleculares devem ser combinados para estudos de

diversidade, uma vez que esta combinacdo oferece resultados complementares.

Nos ultimos anos, a diversidade genética tem sido determinada com recurso aos marcadores
moleculares (Campos et al., 2011; Chen et al., 2010, Yu et al., 2010), morfoldgicos e
agronomicos (Carbonell et al., 2010; Gongalves et al., 2010). Dentre os marcadores moleculares
disponiveis, actualmente, destacam-se os RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism),
RAPD (Random Amplified Polymorphic ADN), AFLP (Amplified Fragment Length
Polymorphism), microssatélites ou SSR (Simple SequencyRepeats), entre outros, que podem ser
utilizados nas andlises de diversidade genética das mais variadas espécies (Métais et al., 2002;
Emygdio et al., 2003).

O presente estudo foi conduzido para avaliar a diversidade genética dos gendtipos de feijao
vulgar cultivado em Mocambique, usando marcadores morfologicos classicos e marcadores
moleculares microssatélites.
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1.3 Objectivos

1.3.1 Geral
Avaliar a diversidade genética de 43 gendtipos de feijao vulgar

1.3.2 Especificos
e Avaliar a relacdo genética entre os genotipos de feijdo existentes, usando caracteres

morfoldgicos:
e Auvaliar a diversidade genética dos gendtipos de feijdo através de marcadores

moleculares microssatélites.
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CAPITULO II: REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Introducao

O presente capitulo consiste na revisdo de estudos feitos sobre a diversidade genética das
culturas no contexto da avaliacdo da diversidade genética do feijdo vulgar em Mocambique.
Para além de se rever assuntos sobre a diveridade genética, é também feita a revisdo de outros
assuntos que podem ajudar a explicar, ou a determinar, a diversidade genética de uma cultura.
Particular enfoque é dado aos aspectos que irdo ajudar a clarificar a diversidade genética do
feijdo vulgar em Mocambique. Os seguintes aspectos sdo revistos neste capitulo: (1) descri¢éo
da cultura, (2) origem e domesticacdo do feijdo vulgar, (3) morfologia do feijao vulgar, (4)
producdo e consumo do feijdo vulgar, (5) diversidade genética do feijdo vulgar, (6) uso de
caracteres morfolégicos e marcadores moleculares na determinacéo da diversidade genética das
culturas. No ponto 6, é feita a apreciagdo dos principais conceitos sobre o tema e procura-se
abordar, a partir de estudos similares, questbes que podem ajudar a compreender melhor o

assunto pesquisado.

2.2 Descricéo da cultura

O feijdo vulgar (Phaseolus vulgarisL.) pertence a familia Leguminosae e ao género Phaseolus.
Este género compreende cerca de 55 espécies, das quais somente cinco sdo cultivadas para
consumo humano, nomeadamente, Phaseolus vulgaris, Phaseolus lunatus, Phaseolus coccineus,
Phaseolus acutifolius e Phaseoluspolyanthus. Dentre as espécies cultivadas, o feijdo vulgar é o
mais cultivado (Debouck, 1999).

Esta leguminosa é uma planta anual que cresce em todos os continentes, nas mais variadas
condicbes ambientais. E um dipldide verdadeiro (2n=2x=22) e possui um genoma pequeno
estimado entre 450 e 650 Mb (Bennett e Leitch, 1995). E uma planta autégama em que a
autofecundacdo é o processo predominante para a obtencdo de novos grédos ou sementes. Estima-
se que a taxa de fecundacdo cruzada varia entre 3% e 5% (Burle et al., 2010) podendo sofrer
variacbes de 1% até mais de 50%, de acordo com o ambiente de cultivo e as épocas de
sementeira que influenciam a presenca e frequéncia de insectos polinizadores (Borém e Caixeta,
2005).
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2.3 Origem e domesticacéo do feijao vulgar

E muito importante para o melhorador saber onde se encontra, geograficamente, a variabilidade
genética da cultura em estudo. Com base em informagcfes morfoldgicas, fisiologicas e
bioguimicas Gepts et al., 1986; Koenig et al.,1990; Gepts e Bliss 1985; Koenig e Gepts, 1989,
estabeleceram a hipdtese de trés centros de origem para o feijao vulgar, o primeiro no México e
na América Central (Mesoamericano), o segundo na regido Andina, e o terceiro, de menor
importancia, na Coldmbia. Para a determinacgéo destes centros de origem, os autores basearam-se
em caracteristicas como o tipo de faseolina (principal proteina de reserva de feijoes selvagens e
cultivados) e o tamanho das sementes. Gepts e Bliss (1986) observaram trés tipos principais de
faseolina entre os cultivares de feijao, tipo “S” (Sanilac), tipo “T” Tendergreen) e tipo “C”
(Contender), sendo o tipo S associado a regido Mesoamericana (92%), o tipo T a regido Andina

(50%) e o tipo C aregido de encontro das duas regides, andina e mesoamericana.

De acordo com Gepts (1999), o feijdo vulgar consiste em dois pools genéticos, 0 mesoamericano
e 0 andino, estes pools genéticos sao caracterizados por possuirem caracteristicas morfologicas e
bioquimicas (faseolina) diferentes (S, T e C). A cultura tem como centro de origem primario a
América Central, tendo sido domesticada no México e na Guatemala, e nos Andes, com énfase
no Peru) (Gepts et al., 1986). O resultado do pool genético é distinto (tamanho da semente).
Evidéncias arqueoldgicas indicam que o feijao vulgar foi domesticado ha 6000 D.C. no Peru e no
México, e foi, posteriormente, levado para outras partes do mundo no século XVI (Gep et al.,
1986; Geps, 1999).

Gepts e Bliss (1986) também observaram que genotipos cultivados mostraram os padrdes de
faseolina S, T e C, bem como um novo padrdao “B”, semelhante aos padrdes identificados em
acessos selvagens de feijao vulgar da Colémbia, sugerindo, desta forma, que a Colémbia é o
local de encontro do germoplasma andino e mesoamericano e centro de domesticacdo do feijéo
vulgar. A partir do século XVI, o feijdo vulgar foi levado para outras partes do mundo pelos
portugueses, que introduziram esta planta em Africa através de Sofala (Mogambique), Zanzibar e
Mombassa e, dai, foi transportada para zonas altas do interior (Gepts, 1999).

Koenig e Gepts (1989), com base nas diferencas entre as frequéncias dos alelos de nove loci
polimdrficos isoenzimaticos, identificaram cinco grupos geograficos em populagdes silvestres,
sendo elas: México, Ameérica Central, Colémbia, Sul do Peru e Argentina. Essa observacéo

disponibilizou dados para que Singh et al. (1991) propusessem a diferenciacdo de ragas dentro de
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cada pool genético. O termo raca é usado para designar um grupo de cultivares relacionados

dentro de um determinado pool genético, seja ele meosamericano ou andino (Gepts, 1988).

Alguns autores salientam que a selec¢do natural sofrida pela espécie implicou o aparecimento de
racas eco geograficas em cada um dos dois pool genéticos (Singh et al., 1991; Beebe et al., 2000;
Diaz e Blair, 2006). Desta forma, o grupo genético andino foi subdividido em trés racas,
denominadas de raca Nueva Granada (N), representando feijdes com sementes de tamanho
médio a grande (> 40g/100 sementes), faseolina tipo “T” e habitos de crescimento tipo | e II;
raca Peru (P), com sementes grandes, faseolina dos tipos “T”, “C”, “H” e “A”, habitos de
crescimento 111 e 1V e adaptados a altitudes acima de 2.000 metros; raca Chile (C), representada
por feijées com sementes de tamanho médio e ovais, geralmente com mais de uma cor, faseolina
tipo “C” e “H”, habito de crescimento do tipo Ill e composta tipicamente por ragas locais do
Chile (Singh et al., 1991).

O pool genético mesoamericano também foi dividido em trés racas: raca Mesoamérica (M),
representado por feijdes com sementes pequenas (< 25 ¢g/100 sementes) com tegumento de
coloracdo preta e vermelha, faseolina tipo S, hébitos de crescimento tipo Il e IlI, sendo
encontrada no México e América Central; raca Durango (D), com feijoes de sementes médias
(25 a 40 g/100 sementes), faseolina tipo S com folhas pequenas, habito de crescimento tipo Il e
adaptadas a areas de sequeiro do México e raca Jalisco (J) representando feijoes de tamanho de
sementes médias, faseolina tipo “S”, habito de crescimento tipo IV e encontradas em &reas
hamidas do México (Singh et al., 1991).

2.4 Morfologia do feijao vulgar

O feijdo vulgar (Phaseolus vulgaris L.) pertence a familia Leguminoseae, que se distingue em
dois tipos principais de variacdo, 0 erecto e o trepadeiro; 0s tipos erectos, sdo insensiveis ao
fotoperiodo, de ciclo curto, plantas pequenas com 20-60cm de altura, com inflorescéncias laterais
e terminais e crescimento determinado (Rulkens, 1996). A planta tem uma raiz principal que
chega a uma profundidade de 1m, tem raizes laterais extensivas, sobretudo, na camada superficial
entre 15-20cm. A planta erecta tem um desenvolvimento forte do caule principal e dos seus
ramos, levando folhas trifoliadas, as folhas e os caules sdo um pouco pubescentes, as flores sdo
pequenas e variam de cor (branco a azul) e sdo auto polinizadas. As vagens tém um comprimento
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de 10-20cm, erectas ou curvadas, contendo 4-6 sementes, as vezes mais, e estas variam de
tamanho (7-16mm de comprimento).Geralmente, os tipos erectos séo preferidos para a produgéo
comercial porque a maior parte da cultura amadurece a mesma altura, o que facilita a colheita

mecanica (Dourado e Fancelli, 2000; Vieira et al., 1998)

Morfologia da
planta de feijéo

[ wvulgar
Caracteres<«— L Caracteres
coTtantes variaveis
Taxon
/ \ Genotipo Ambiente
Ari constante variavel
Espécies  \/ariedades ( ) ( )

Figura 1: Caracteristicas da morfologia do feijdo vulgar

2.5 Producéo e consumo do feijao vulgar

O feijdo vulgar é uma espécie de grande interesse agrondémico no mundo. Esta leguminosa
representa um dos alimentos mais importantes da dieta alimentar humana (Angioi et al., 2010).
A cultura é de extrema importancia, principalmente nos paises subdesenvolvidos e em
desenvolvimento, por ser uma fonte acessivel de proteinas, ferro, célcio, zinco, vitaminas do
complexo B, carbo-hidratos, fibras e lisina (Mesquita et al., 2007). Considerando todos 0s
géneros e espécies de feijdo que fazem parte das estatisticas da FAO publicadas em 2011, a
producdo mundial de feijdo situou-se em torno de 23,3 milhdes de toneladas de gréo produzidos
em cerca de 29,2 milhdes de hectares em todo o mundo, resultando numa produtividade de
7.959,3 kg/ha. A India é o maior produtor e contribuiu com cerca de 20% da producdo mundial
de feijdo vulgar (FAO, 2011). Ainda segundo dados da FAO (2011), dos paises que fazem
fronteira com Mocambique, a Tanzénia, destacou-se como 0 maior produtor de feijdo vulgar
nos Ultimos cinco anos, tendo atingido 480.000 de toneladas em 2008, seguida do Malawi, com

124.707 toneladas no mesmo ano, e Mogambique atingiu 46.036 toneladas.
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2.6 Diversidade genética

A diversidade genética forma a vida na Terra e é indispensavel para a sobrevivéncia e salde
bioldgica do planeta. Se numa determinada populacdo todos os individuos tiverem, exactamente,
0s mesmos genes, alguma alteracdo no ambiente (como o ataque de uma praga) pode levé-los a
extingdo por serem todos igualmente susceptiveis a tal mudanca. Pelo contrério, se os individuos
possuirem genes diferentes, alguns deles, provavelmente, serdo capazes de suportar a mudanga e,
assim, a populacdo ndo se extinguird. Os melhoradores e, de uma forma natural, os agricultores,
seleccionam, a partir dos recursos genéticos disponiveis, as caracteristicas que Ihes permitem
obter as melhores colheitas, com o objectivo de melhorar a producdo. Assim, a variabilidade
genética é essencial para o desenvolvimento de cultivares melhorados (Acosta-Gallegos et al.,
2007), sendo necesséria a sua caracterizagcdo prévia para que a0 mesmos sejam utilizados de

forma racional e sustentavel, em programas de melhoramento ou de conservacao.

O estudo da diversidade genética é um processo que permite analisar a variagao entre individuos
ou grupos de individuos usando um método especifico ou uma combinacdo de métodos (Pereira
etal., 2007). A andlise envolve medigdes numéricas e combinacBes de diferentes tipos de
variaveis, sendo que os mais importantes sdo as arvores genealdgicas, pedigree, (Bernardo, 1993;
Messmer et al., 1993; van Hintun e Haalman, 1994), dados morfolégicos, bioquimicos de
isoenzimas (Hamrick e Godt, 1989) de proteinas de reserva (Smith et al., 1987) e moleculares
(Yu et al., 2010). Cada tipo de dado fornece diferente tipo de informacé&o e a escolha do método
analitico depende do objectivo, do nivel de resolugdo desejado, dos recursos e infra-estrutura
tecnoldgica disponivel, das dificuldades operacionais e do tempo (Karp et al., 1997).

No processo de domesticagdo do feijdo vulgar, obteve-se a seleccdo de caracteristicas
importantes para a sobrevivéncia da populagdo desta leguminosa nas condi¢cdes em que foi
cultivada. Isso resultou no chamado “efeito de afunilamento” em termos de diversidade genética,
ou seja, a partir de um “background” genético bastante rico, alguns grupos de genes de interesse
foram mantidos na populacdo e outros eliminados (Gepts et al., 1999). Actualmente, hd um
grande nimero de colec¢des de germoplasmas contendo gendtipos com alto valor agronémico,
capazes de ser utilizados em programas de melhoramento. No entanto, em muitos casos, 0
conhecimento da organizacdo genética e da relacdo entre o material disponivel é limitada,
impedindo a sua utilizagdo na reproducdo. Mesmo dentro dessas coleccdes admite -se como
materiais diferentes acessos duplicados do mesmo material, 0 que leva a uma sobre-estimagéo da

diversidade (Koenig e Gepts, 1989).
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A andlise da diversidade genética tem sido realizada por meio de técnicas biométricas e
processos preditivos (Elias et al., 2007). Dentre as técnicas biométricas, destacam-se as analises
dialélicas que avaliam as capacidades de combinacdo dos genitores, tanto geral quanto especifica
e, também, a heterose manifestada nos hibridos (Miranda Filho e Geraldi, 1984; Vencovsky e
Barriga, 1992;Ferreira et al., 1995). Como esse processo exige a avaliagdo dos genitores com
suas combinacdes hibridas, o aumento do nimero de genitores pode torna-lo inviavel (Elias et
al., 2007). Deste modo, pode ser conveniente a utilizagcdo de processos preditivos com base em
diferencas entre os genitores, quantificadas por uma medida de dissimilaridade e os genotipos
podem ser agrupados de forma a existir homogeneidade dentro dos grupos e heterogeneidade

entre eles (Cruz e Carneiro, 2006).

Varios tém sido os métodos propostos para a analise de agrupamento (cluster analysis).
Entretanto, os mais utilizados no melhoramento de plantas sdo os hierarquicos e os de
optimizagdo. Outro método que tem sido muito utilizado é o método hierdrquico UPGMA
(Método de Agrupamento Médio entre Grupos). A analise de agrupamento trata da identificacdo
de grupos de individuos similares apos estimacdo de uma matriz de dissimilaridade ou
similaridade. Os varios métodos diferenciam-se pelo tipo de resultado e pelas diferentes formas
de definir a proximidade entre individuos ou grupos formados. Para todos 0s casos, ndo se
conhece, numa primeira fase, o0 nimero de grupos a ser estabelecido e diferentes métodos

conduzem a diferentes resultados (Cruz & Carneiro, 2003).

Os métodos de agrupamento baseiam-se, principalmente, em métodos hierarquicos e de
optimizagdo. Nos hierarquicos, destaca-se 0 método do vizinho mais proximo, onde 0s
agrupamentos sdo identificados na forma de dendrogramas. Nos de optimizacgdo, destaca-se o
algoritmo de Tocher, onde o objectivo € alcangar uma particdo dos individuos que optimize
(maximize ou minimize) alguma medida predefinida. O método do vizinho mais proximo
identifica os genitores mais similares na matriz de dissimilaridade, os quais séo reunidos para
formar o grupo inicial (Cruz e Regazzi, 1994). A aplicacdo do método resulta num dendrograma
que permite identificar grupos homogéneos. Os métodos hierarquicos baseiam-se no principio de
que com n individuos inicia-se a formacao de n grupos, cada um contendo um Unico elemento.
Assim, combinam-se dois individuos mais semelhantes, ou seja, de menor distancia para originar
n-1 grupos. Os grupos remanescentes sdo combinados para originar n-2 grupos e assim

sucessivamente, até formar um Unico grupo contendo n individuos (Cruz e Regazzi, 1994).
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A utilizacdo dos métodos de agrupamento requer medidas de similaridade ou dissimilaridade. A
escolha de uma ou de outra é feita subjectivamente, tomando em consideragdo vérios factores
como a natureza das variaveis ou as escalas das medidas (Ferreira, 1993). As medidas de
dissimilaridade para varidveis quantitativas sdo de grande importancia em estudos de diversidade
genética em que se procura identificar genitores a serem utilizados em programas de hibridagdo
(Cruz e Carneiro, 2003). Na estruturacdo da matriz de dissimilaridade empregam-se a distancia
euclidiana ou a distancia generalizada de Mahalanobis. Deve-se enfatizar que a distancia
euclidiana é uma analise baseada no teorema de Pitagoras, juntamente com a aplicacdo de
multiplos eixos ortogonais e quando obtida de varidveis padronizadas, torna-se mais eficaz. O
esquema destes métodos de andlises multivariadas no Phaseolus vulgaris tem sido utilizado por
varios autores (Singh et al., 1991; Fonseca e Silva, 1999; Ceolin et al., 2002; Ferrdo et al., 2002;
Machado et al., 2002; Rodrigues et al., 2002;Thomazella et al., 2002).

Visando agregar valor ao germoplasma, sempre que possivel, devem ser realizadas
caracterizagbes morfologicas dos acessos. Entre as ferramentas utilizadas para estimar a
diversidade genética, os marcadores moleculares sdo especialmente importantes (Vieira et a.l,
2007, Gongalves et al., 2009, Oliveira et al., 2010). Os marcadores moleculares permitem fazer
estimativas da diversidade genética directamente ao nivel do ADN, eliminando a interferéncia
das variag0es ambientais e as limitacGes de tempo e de quantidade de material (Ferreira e
Grattapaglia, 1998; Cardoso, 2009; Leal et a.l, 2010). Além disso, muitos marcadores estdo
disponiveis para cada genoma, como €é o caso do feijdo vulgar (Yu et al., 2010). Na cultura do
feijdo vulgar, de um modo geral, tém sido realizados varios estudos de diversidade baseada em
marcadores moleculares (Casafas et al., 1999; Moraghan e Grafton, 2001; Elias et al., 2007; Yu
et al., 2000).

2.7 Marcadores morfoldgicos

Os marcadores ou caracteristicas morfoldgicas continuam a ser o primeiro passo em estudos
taxondmicos e de relagcBes genéticas na maioria dos programas de melhoramento genético e
conservacdo (Cox e Murphy, 1990). De facto, estes marcadores constituem a base de seleccéo de
genotipos para o estabelecimento das colecgdes de germoplasma ou de sementes. Contudo, 0 uso
de marcadores morfoldgicos depende dos marcadores bioquimicos e, grande parte deles, sdo
descritores ambiguos e tém uso limitado para a identificacdo de cultivares (Stegemann, 1984). A
aparéncia morfologica ndo pode descrever adequadamente cultivares sem a replicacdo extensiva

de ensaios (Lin e Binns, 1994). Assim, é somente possivel fazer comparagdes validas para
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descritores tomados num mesmo local e numa mesma época (Smith, 1986). A caracterizacdo
morfolégica fornece uma série de informacgdes a respeito da variabilidade genética de cada
acesso estudado. Esses dados auxiliam na caracterizacdo do germoplasma, possibilitando
avancos na descricdo da divergéncia genética entre acessos. A variabilidade genética sé pode ser
eficientemente utilizada se for devidamente avaliada e quantificada, sendo a descricdo dos
acessos fundamental para a manutencdo e exploragdo do potencial das colecgdes.Tal
caracterizacdo pode ser feita por meio de marcadores ou descritores morfologicos e/ou
moleculares (Singh, 2001).

2.8 Marcadores moleculares

Os marcadores moleculares traduzem as diferencas que ocorrem na sequéncia de ADN ao longo
do genoma de uma determinada espécie e tém sido extensivamente utilizados na caracterizacéo
de gendtipos de plantas desde 1980 (Botstein et al., 1980). Estes marcadores constituem uma
ferramenta vulgar para estudos de caracterizagdo genética pois, ndo sdo influenciados pela
interac¢cdo entre o genotipo e ambiente e a sua analise pode ser automatizada (Borém e Caixeta,
2006). Nos programas de melhoramento e conservagdo da biodiversidade, os marcadores
moleculares sdo abundantemente utilizados para estimar os niveis de diversidade e heterozigose
entre diferentes materiais (Perseguini et al., 2011; Blair et al., 2010; Kwak e Gepts, 2009),
estimar o tipo de distribuicdo espacial e temporal de popula¢Ges em relacdo ao fluxo génico
(Schuster et al., 2007), mapeamento genético e localizagdo de QTLs (“Quantitative Trait Loci”),
(Baroni, 2010; Campos et al., 2011) usados na selecgdo assistida por marcadores (Ender et al.,
2008), além de auxiliar trabalhos de conservacdo ‘in-situ’ e ‘ex-situ’ pela eliminagdo de
duplicacdes (Negri e Tiranti, 2010).

A andlise da diversidade genética no feijdo vulgar tem sido feita visando a conservacao ‘ex-situ’
e caracterizacdo do germoplasma para utilizacdo nos programas de melhoramento de plantas. A
seleccdo dos diferentes tipos de marcadores moleculares depende, em grande parte, dos niveis de
polimorfismo detectaveis, reprodutibilidade, especificidade dos loci, recursos humanos e
financeiros bem como técnicos treinados. Botstein et al. (1980) descreveram a técnica de
Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP), que utilizava o método de Southern (1975),
para visualizar os fragmentos de ADN e identificar polimorfismos que ocorrem devido a
variacdes na distribuicdo dos sitios de restricdo de uma determinada enzima no ADN de cada
genotipo (Nass et al., 2001). Por ser um marcador co-dominante permite distinguir os individuos

homozig6ticos dominantes dos heterozig6ticos (Liu e Corde, 2004). Em adigdo apresenta alto
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grau de reprodutibilidade, porém, é uma técnica que produz baixo nivel de polimorfismo, €
morosa, de trabalho intensivo e requer elevada quantidade e qualidade de ADN (Spooner et al.,
2005). Com o surgimento da Polymerase Chain Reaction (PCR) (Mulis & Falona, 1987), foram
desenvolvidos outros marcadores a destacar:

I. Random Amplified PolymorphicADN -RAPDs- (Williams et al., 1990), primeiros
marcadores arbitrarios que utilizam sequéncias arbitrarias para a amplificacdo de
locais aleatérios no genoma e sdo aplicados, principalmente, em analises de
fingerprint. S&o rapidos e necessitam de pequena quantidade de ADN, no entanto tém
a desvantagem de ser pouco reprodutiveis. (Biswas et al., 2010; Carvalho et al., 2008;
Chiorato et al., 2007; Liu e Corde, 2004).

ii. Amplified Fragment Length Polymorphism-AFLPs- (Zabeu e Vos, 1993). Os AFLPs
sdo0 marcadores que combinam a técnica PCR e RFLPs (distribuicdo aleatéria de
sitios de restricdo entre genomas) e sdo empregues em analises de fingerprint e
estudos de diversidade e mapeamento genético (Perseguiniet al., 2011; Kumaret al.,
2008; Svetlevaet al., 2006). Os AFLP geram um enorme namero de polimorfismos
por reac¢do e ndo necessitam de um conhecimento prévio de dados da sequéncia de
ADN para a construcdo dos primers utilizados, ndo apresentam problemas de
reprodutibilidade quando comparados aos RAPD mas tém um custo elevado de
desenvolvimento e requerem quantidade e qualidade elevada de material genético
(Faleiro et al., 2001; Liu e Corde, 2004; VVos e Kuiper, 1997).

iii. Microsatellites ou simple sequence repeats (SSR). Estes marcadores caracterizam-se
por serem co-dominantes, abundantes, distribuidos por todo o genoma e multialélicos.
O contetdo genético informativo de um loco SSR ¢é bastante alto, por se tratar de
sequéncias de alta taxa evolutiva. Estes marcadores tém a vantagem de requerer baixa
quantidade de ADN dos individuos analisados e apresentarem alta reprodutibilidade
(Powell et al., 1996).

iv. Intel Simule Sequencie Repeats-ISSRs- (Zietkiewicz et al., 1994), que amplificam
regibes de ADN gendémico com oligonucleotideos cujas sequéncias de bases sdo
constituidas por um motivo repetido, seguido de 2 a 6 bases arbitrarias, também
utilizadas para a caracterizacdo de gendtipos, estudos de diversidade e mapeamento
genético (Svetleva et al., 2006).

O Polymerase Chain Reaction (PCR) pode ser usado em marcadores co-dominantes como 0s
microssatélites que correspondem a sequéncias de ADN com 1 a 6 pares de base repetidas em
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tandem (Litt & Luty, 1989). Os microssatélites sdo altamente robustos e de facil
reprodutibilidade, tendo sido utilizados nos mais variados tipos de estudos (Blairet al., 2010;
Burle et al., 2010; Negrie Tiranti, 2010; Kwake Gepts, 2009; Benchimolet al., 2007). Entre os
marcadores moleculares existentes, os mais robustos sdo os AFLP (Zabeau et al., 1993) e SSR
(Tautz, 1989). Os microssatélites tém alto nivel de polimorfismo e alta reprodutibilidade das
marcas no mesmo gel, facilitando a operacionalizacdo das analises. (Litt e Luty, 1989; Faleiro et
al., 2004).

Laborda et al. (2005), avaliando a diversidade genética em linhagens de milho tropical usando
marcadores SSR encontraram um alto nivel de variabilidade genética. Devido a habilidade dos
SSR em revelar varios aspectos da variagdo gen6mica, essa técnica foi considerada mais
apropriada para andlises de diversidade. Maras et al. (2008) testaram a eficiéncia de marcadores
SSR para avaliar a diversidade genética de 29 acessos de feijdo vulgar com 14 combinagGes de
pares de “primers” de 14 SSR. Os autores concluiram que o marcador foi eficiente para avaliar a
variabilidade genética dos gendtipos avaliados.

Nos Gltimos anos, os marcadores RAPD vém sendo gradativamente substituidos por marcadores
moleculares mais eficientes na avaliacdo da diversidade genética, devido a dificuldade da sua
reprodutibilidade. Dentre os marcadores mais eficientes destacam-se os microssatélites que
apresentam elevado nivel de polimorfismo, co-dominancia e padrdo de heranca mendeliana
(Powell et al., 1996).

2.8.1 Utilizacdo de marcadores microssatélites em feijdo vulgar

Os microssatélites estao distribuidos aleatoriamente por todo o genoma dos seres vivos formando
loci polimorficos. Estes marcadores mostram-se promissores para uma ampla utilizacdo nos
programas de melhoramento por serem co-dominantes e multialélicos e fornecerem um elevado
nivel de informacdo genética por loci. Os microssatélites podem ser analisados a partir de
qualquer tipo de tecido em qualquer estadgio de desenvolvimento e tém a vantagem de
necessitarem de pequena quantidade de ADN para a sua utilizagéo (Sousa et al., 2011). Os SSR
tém sido usados para a anélise genética do feijdo vulgar, como analises dos efeitos da seleccéo
natural (Rodrigues e Santos, 2006), conhecimento da variabilidade genética (Blair et al., 2010),
analises de reproducdo populacional em plantas selvagens (Mori et al., 2010) e cultivadas (Burle
et al., 2010), desenvolvimento e saturagdo de mapas genéticos (Campos et al., 2011; Lima et al.,
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2009), localizacdo dos loci de resisténcia a doencas (Baroni, 2010) e seleccdo assistida por

marcadores (Ragagnin et al., 2009; Alzate-Marin et al., 2005).

Gomez et al. (2004) avaliaram a diversidade de 12 gen6tipos do feijdo vulgar provenientes de
dezassete regibes da Nicardgua usando 20 microssatélites ja previamente desenvolvidos para
feijdo tendo constatado a eficiéncia dos SSR utilizados. Sicard et al. (2005) estudaram a
diversidade genética de racas do Phaseolus vulgaris L. e Phaseolus coccioneus L. da Italia
central usando trés tipos de marcadores moleculares (ISSRs, SSRs e CpSSRs) e verificaram que
o Phaseolus vulgaris apresentou maior diversidade genética do que o Phaseolus coccineus, para

SSRs, com as estimativas de diversidade (PIC) de 0,85 para P. vulgaris e 0,72 para P. coccineus.

Rodrigues & Santos (2006) usaram 105 microssatélites para avaliar o polimorfismo em geracGes
derivadas do cruzamento entre os cultivares ‘Carioca MG’ x ‘ESAL 686°, ambos pertencentes a
espécie P. vulgaris. Do total de microssatélites utilizados, 37 foram desenvolvidos por Yu et al.
(2000) e 68 foram desenvolvidos por Gaitan-Solis et al. (2002). Trinta SSRs apresentaram
polimorfismo para 0s genitores e para o ‘bulk’ da familia 17 F24:27, estes loci foram
seleccionados naturalmente, sendo que 29 alelos vieram dos genitores ‘Carioca M’ e um alelo
veio do genitor ‘ESAL686°. Os autores concluiram que a seleccdo natural afectou todas as
geragdes e a sua intensidade foi especifica para cada loci e geracdo. Zhang et al. (2008)
utilizaram 30 microssatélites para avaliar a diversidade genética de 229 gendtipos de feijdo
vulgar da China. Os resultados obtidos por este estudo indicaram que 0s marcadores
microssatélites foram eficientes para estimar a diversidade presente nos genotipos avaliados.
Com isso, o0s autores concluiram que a China é um dos centros secundarios de diversidade
genética do feijdo vulgar, ou seja, formou-se a partir de tipos que migraram do centro primario (o

que possui a maior diversidade de espécies).

Os SSRs tém sido usados no feijao vulgar para construir um mapa genético baseado em PCR
(Yu et al., 2000; Blair et al., 2003) para avaliar a diversidade intra-especifica entre os genes
(Gaitan-Solis et al., 2002) e para encontrar marcas genéticas na diversidade do feijao (Metais et
al., 2002). Recentemente estes mostraram-se Uteis na distingdo dos genétipos andinos e
mesoamericanos (Blair et al., 2006; Maras et al., 2006). O uso de SSRs para avaliar a
diversidade genética existente nos diferentes pool genéticos de feijdo pode auxiliar a introduzir

variabilidade adicional das espécies selvagens para cultivares utilizados tradicionalmente em
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programas de melhoramento, mitigando os problemas de reducéo da variabilidade causadas pela

domesticacdo (Koinange et al., 1996).
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CAPITULO II1: AVALIACAO DA DIVERSIDADE GENETICA DE 43 GENOTIPOS DE
FEIJAO VULGAR COM BASE EM MARCADORES MORFOLOGICOS

Resumo

O objectivo deste estudo foi avaliar a relacdo genética de 43 gendtipos de feijdo vulgar
(Phaseolus vulgaris L.) usando caracteristicas morfolégicas. Para o efeito, um ensaio foi
conduzido usando o delineamento de blocos completos casualizados com trés repeticGes. A
avaliacdo da diversidade morfologica baseou-se em 4 caracteristicas qualitativas (habito de
crescimento, forma da folha, curvatura da vagem e cor da semente) e 5 quantitativas (altura da
planta, peso de 100 sementes, nimero de dias até a floracdo, nimero de vagens por planta e
nimero de sementes por vagem). O nimero de dias até a floragdo, o peso de 100 sementes
através do quel se calculou o rendimento do grdo apresentaram maior herdabilidade, no sentido
lato (H?) de 99.9, 357 e 41.4, respectivamente, sugerindo que a seleccdo para estas
caracteristicas pode ser viavel. A analise multivariada utilizada para avaliar diferencas, com base
na distancia euclidiana, revelou a presenca de dois grupos distintos (A e B), podendo estes
corresponder aos pools genéticos do feijao vulgar. Os gendtipos do grupo A indicaram pertencer
ao pool genético mesoamericano e 0s genotipos do grupo B ao andino. Cada pool genético foi
subdividido em grupos, indicando possiveis processos de domesticacdo divergentes, que levaram
a formacdo de diferentes racas em cada pool genético. Esta divisdo dos grupos do germoplasma
de feijdo vulgar com parentesco genético podera ser Util para orientar os esforcos de introgresséo
em programas de melhoramento e para melhorar a eficiéncia da gestdo do germoplasma para fins

de reproducdo e hibridagao.

Palavras-Chave: Phaseolus vulgaris L., diversidade genética, caracteristicas qualitativas e

guantitativas
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3.1 Introducao

Originariamente domesticado na América Central e do Sul, o feijdo vulgar foi introduzido em
Africa e noutras partes do mundo pelos espanhois e portugueses. Actualmente é amplamente
cultivado nos tropicos, subtropicos e regides de clima temperado, com uma producdo anual
estimada em cerca de 23,3 milhdes de toneladas em 2011 (Gepts, 1986; FAOSTAT, 2011). Entre
0s maiores produtores da cultura no mundo destacam-se a india, Myanmar e Brasil, com 4.5, 3.7
e 3.4 milhdes de toneladas de grdo, respectivamente e, em Africa, a Tanzinia, o Kenya e o
Uganda, com 675, 577 e 464 mil toneladas, respectivamente (FAO, 2011).

A domesticagdo do feijdo vulgar também resultou em dois pools genéticos distintos, o andino
que é resultado dos eventos de domesticacdo que ocorreram nos Andes (Peru e Argentina) e o
mesoamericano, que resultou dos eventos de domesticacdo que tiveram lugar no meio da
América- México, América Central e Coldmbia- (Gepts e Debouck, 1991; Gepts et al., 1986).
Para além do surgimento dos dois pools genéticos, a domesticagdo do feijdo vulgar resultou,
também, na diversificacdo e variabilidade dos caracteres morfolégicos, bioquimicos e
fisioldgicos entre e dentro dos pools genéticos. Como resultado, as caracteristicas morfologicas
tém sido empregues no estabelecimento de relagdes filogenéticas entre gendtipos, entre e dentro
de espécies, e para varios propositos, incluindo a identificacdo de duplicacdes, estudos de
padrfes de variacdo genética e correlacdo de caracteristicas de importancia agronémica.
Marechal et al. (1978) usou a diversidade morfoldgica para estudar as relagdes taxonomicas
entre genotipos pertencentes aos géneros Phaseolus e Vigna.

O feijdo vulgar tem caracteristicas distintas (tamanho da semente) em cada pool genético, sendo
gue no mesoamericanos as sementes sdo pequenas a médias e no andino as sementes Sao
gandes.As caracteristicas morfoldgicas das plantas dividem-se em qualitativas e quantitativas,
podendo ser combinadas para a identificacdo de potenciais parentais para o melhoramento.
Ramalho et al. (1993), referiram que o melhoramento do feijdo vulgar através da hibridacéo
entre cultivares e linhagens possibilita a recombinacéo da variabilidade existente, produzindo
cultivares adaptados aos mais diversos ambientes. No entanto, a escolha de genétipos
promissores para parentais nos programas de melhoramento pode ser complicado devido ao

grande nimero de genotipos disponiveis.

De acordo com Singh (2001) o conhecimento, acesso e uso da diversidade disponivel do
germoplasma local sdo essenciais para a ampliacdo da base genética dos programas de

32
Manthenga Madeira, Dirce Candida Dissertacdo de mestrado




Avaliacdo da diversidade genética do feijao vulgar (Phaseolus vulgaris L.) em Mogambique

melhoramento. Sdo também essenciais para melhorar a eficiéncia na identificacdo de
combinagfes parentais que geram populacBes segregantes com maxima variabilidade para a
seleccdo (Franco et al., 2001). Desta forma, usar o germoplasma implica, necessariamente,
caracterizé-lo, o que, tradicionalmente, vem sendo feito por meio de descritores boténicos,

agrondmicos e genéticos.

O presente estudo foi realizado com o objectivo de avaliar a relagcdo genética de 43 gendtipos de

feijdo vulgar usando caracteristicas morfoldgicas quantitativas e qualitativas.

3.2 Material e métodos
3.2.1 Descricéo do local de estudo

O estudo foi conduzido no campo de ensaios da Direcgéo de Ciéncias Animais, do Instituto de
Investigagdo Agraria de Mogambique, localizado na cidade da Matola, Provincia de Maputo,
entre as latitudes -25,9 e longitude 32,4. Esta area é caracterizada por um clima subtropical, com
ocorréncia de duas principais estacfes, a chuvosa, que vai de Outubro a Abril, e a seca, que vai
de Maio a Setembro. Os solos sdo arenosos e as temperaturas médias anuais variam entre 23 a
27°C no periodo chuvoso e de 18 a 23°C no periodo seco. Encontra-se a 14 metros acima do
nivel médio das &guas do mar, com precipitacdo média total anual de 746,6mm (INIA, 1995;
Muchangos, 1986).

3.2.2 Material usado no estudo

No estudo foram usados 43 geno6tipos de feijdo vulgar adquiridos no Banco de Germoplasma do
ITAM. Estes genotipos eram constituidos maioritariamente por acessos locais e materiais
introduzidos da Africa do Sul, Colémbia e Perd. A seleccdo das variedades e o ensaio
estabelecido tiveram em conta a disponibilidade de semente. Os nomes dos genotipos sao
apresentados na tabela 1. A Figura 2 ilustra as caracteristicas morfologicas das sementes dos
genotipos estudados.
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Tabela 1: Lista dos gendtipos estudados

NO

© 00 N o o A W N -
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Nome do gendtipo
Bonus

Cal 143

Cal 148

Icapijdo

Feijéo branco

Sug 131
CIM-RM-03-42-14
Doctor

Kaki

D. Calima

Tio Canela

Seq 1003

Bat 447
Maharagisoya
Lic-04-2-1

Sabh 518

Sab 516

Sah 572
Lic-04-7-2
Lic-04-1-3
CIM-RMO00-321 LNO1
Lic-04-2-3
Lic-04-9-3
VTTT-924/15-2

Manthenga Madeira, Dirce Candida

N
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43

Nome do gendtipo
VTTT-924/2-4-2-1
VTTT/7-6
Lic-04-8-4

MN 13451-6-9

SAB 569

Bunita

BF 13572-3

FEB 196
CIM-RM-03-42-11
Kiangara

VTTT 918/15-4-4
Selian
CIM-RM00-323 LN30
BF 13607-9

VTT 918/15-1
CIM-RMQ0-Pop-321
CIM-Sug-03-09-07
Bat 13182

MN 13389-6
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Figura 2: Sementes de alguns gendtipos estudados

3.2.3 Desenho experimental, descricéo do ensaio e dos tratamentos e colheita de dados

O ensaio foi conduzido entre 30 de Marco e 07 de Agosto de 2012. Foi utilizado o delineamento
de blocos completos casualizados (DBCC), em trés repeticGes. O arranjo dos tratamentos foi
obtido atraves de 3 casualizagdes, uma em cada bloco, com vista a garantir que a fixacdo dos
tratamentos fosse independente. Cada parcela possuia 3m? tendo como é&rea Gtil por parcela

1,5m e linhas com 2m de comprimento (Anexo 1).

A preparacdo do terreno foi realizada com base na lavoura manual, seguida da adubag&o manual
com o adubo mineral NPK 12-24-12 na raz&o 200 kg/ha. A sementeira foi directa, com auxilio
de enxadas e bitolas, obedecendo um compasso de 75cmx15cm. Cada covacho recebeu 1
semente a uma profundidade de 2,5cm. Dez dias depois procedeu-se a ressementeira nos locais
com falha de emergéncia.

O controlo de infestantes foi efectuado manualmente. O controlo de pragas foi preventivo,
usando-se o pesticida imidacloprid obedecendo as normas técnicas para a sua aplicacdo. As
plantas foram irrigadas por gravidade, duas vezes por semana desde a sementeira até a
maturacdo. A colheita teve o seu inicio 90 dias depois da sementeira e ressementeira, sendo esta
feita 1 vez por semana, manualmente. A colecta de dados foi feita na area util, sendo
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consideradas como bordaduras as linhas laterais da sub-parcela e 30cm iniciais da linha atil.
Durante a conducdo do ensaio observaram-se temperaturas medias a baixas, ndo se tendo
registado precipitacdo e humidade relativa consideraveis. As condigdes de precipitagdo
observadas durante a condugéo do ensaio sdo apresentadas na figura 3.

Precipitacéo de Abril a Setembro de 2012

20,0 - 18,2
£
e 15,0 1
(<]
Q
'S, 10,0 -
8
k=2
g >0 20 10
o 0,0 00 0,0 ' 02 00 00 00 00 0,0

0,0

JAN FEV MAR ABR MAI JUN JUL AGO SET OUT NOV DEZ
Meses

Figura 3:Precipitacéo registada durante o ensaio, Fonte: Instituto Nacional de Meteorologia, 2012. Dados

ndo publicados

3.2.1 Avaliacdo dos caracteres qualitativos e quantitativos

Para a realizacdo deste estudo foram usadas quatro caracteristicas qualitativas e seis
quantitativas, segundo os descritores disponiveis para a cultura de feijdo (CIAT, 1991; IPGRI,
2001). As caracteristicas qualitativas usadas no presente estudo foram as seguintes: habito de
crescimento, forma da folha, curvatura da vagem e cor da semente. Essas caracteristicas foram

avaliadas usando diferentes escalas de pontuagéo.

a) Habito de crescimento.

O hé&bito de crescimento foi avaliado usando uma escala de 1 a 6, desenvolvido pelo IPGRI
(2001), onde:

1 - determinado (com gema apical no caule principal)

2 - indeterminado (com ramificacOes erectas)

3 - indeterminado (com ramificagOes prostradas)

4 - indeterminado (com caule principal e ramificacGes semi-trepadeiras)

5 - indeterminado (moderadamente trepador e vagens uniformemente distribuidas ao longo

da planta)
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6 - indeterminado (claramente trepador, com vagens, principalmente nos nds superiores da
planta)
b) Forma da folha.
A forma da folha foi avaliada através da avaliagdo do foliolo terminal da terceira folha
trifoliada usando uma escala que varia de 1 a 3, segundo IPGRI (2001), onde:
1- triangular
2- quadrangular
3 - redonda
c) Curvatura da vagem.
A curvatura da vagem foi avaliada usando uma escala de 3 a 9, de acordo com IPGRI (2001)
onde:
3 - direita
5 - ligeiramente curva
7 -curva
9 - duplamente curva
d) Cor da semente.
A cor da semente foi avaliada usando uma escala de 1 a 10, de acordo com a escala de CIAT
(1991) onde:
1 - creme raiado
2 - encarnado raiado
3 - castanho
4 - branco
5 - preto
6 - encarnado
7 - creme/kaki
8 - branco com hilo preto
9 - castanho raiado
10 - creme

As caracteristicas quantitativas usadas no presente estudo foram as seguintes: altura da planta,
peso de 100 sementes, numero de dias até a floracdo, nimero de vagens por planta, nimero de

sementes por vagem e rendimento do gréo.
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a) Altura da planta
A altura das plantas em centimetros foi medida em 5 plantas ao acaso em cada parcela, desde a
cicatriz cotiledonar até a extremidade da planta (botdo floral), a época de maturacdo, (n= 5

plantas).

b) Peso de 100 sementes
O peso de 100 sementes foi obtido pesando100 sementes seleccionadas aleatoriamente da area
atil de cada sub-parcela, a humidade de 12%.
c) Numero de dias até a floracéo
O numero de dias desde a emergéncia até ao estagio em que 50% das plantas estdo em floragéo.
d) Numero de vagens por planta
O numero de vagens por planta obteve-se a partir da contagem realizada na colheita, em 10
plantas seleccionadas aleatoriamente.
e) NuUmero de sementes por vagem
O namero de sementes por vagem foi contado em 10 vagens seleccionadas aleatoriamente.
f) Rendimento
O rendimento expresso em kgha™ de cada parcela foi obtido pela razdo entre o peso total da

semente do tratamento e o respectivo nimero de plantas desse tratamento.
3.2.3 Analise de dados

Os dados foram analisados usando o pacote estatistico GenStat Discovery 4.0. Procedeu-se a
analise de variancia. Para além da ANOVA foi também feita a anélise da correlacdo entre as
variéveis. As variancias genotipica (5°,), ambiental (8%) e fenotipica (8%,) foram calculadas
segundo a férmula: 8% = &% + %. A herdabilidade foi calculada com base nas variancias
fenotipica, ambiental e genotipica. Através da analise multivariada procedeu-se ao agrupamento
dos gendtipos pelo método hierdrquico baseado na distancia euclidiana, para a obtencdo dos
dendogramas dos caracteres qualitativos e quantitativos.

3.3Resultados

3.3.1 Andlise de variancia, correlacdo, herdabilidade e desempenho de 43 genotipos
estudados em relacdo as variaveis quantitativas.

Os resultados da analise de variancia das variaveis altura da planta, namero de dias até a

38
Manthenga Madeira, Dirce Candida Dissertacdo de mestrado




Avaliacdo da diversidade genética do feijao vulgar (Phaseolus vulgaris L.) em Mogambique

floragdo, nimero de sementes por vagem, peso de 100 sementes e rendimento de grdo sdo
apresentados na tabela 2. Da tabela 2 pode-se ver que houve efeitos significativos do factor
genotipos nas varidveis numero de dias até a floragdo, peso de 100 sementes e rendimento do
grdo. Nao houve efeitos significativos dos gendtipos na altura da planta, nimero de sementes por
vagem e nimero de vagens por planta. Os coeficientes da variagdo foram baixos a moderamente
altos, com o numero de vagens por planta, peso de 100 sementes e rendimento de grdo a

apresentarem coeficientes de variagdo moderadamente elevados.

Tabela 2: resumo do efeito dos blocos e genotipos nas variaveis estudadas: altura da planda
(AltP), nimero de dias até a floracdo (NDF), namero de sementes por vagem (NSV), nimero de
vagem por planta (NVP), peso de 100 sementes (P100S) e rendimento do gréo (Rend) de 43
gendtipos de feijao vulgar

Quadrados médios

Fontes de variacao GL
AltP NDF NSV NVP P100S Rend

Blocos 2 11,645 3,093 52778 14,670 1112,1  208197.
Genotipos 42 5,507™  264,585* 0,5337™ 0,972  300,7*  50222.*
Residuo 84 4,830 1,426 0,4478 1,200 193,3 29800.
Média geral 12,16 66,26 4,199 3,422 36,8 476.
CV (%) 18,1 1,8 15,9 32,0 37,8 36,2

Nota: *=Significativo ao nivel de significancia de 5%, pelo teste F; ns=ndo significativo

A anélise de correlagéo fenotipica entre as variaveis nimero de dias até a floracdo, rendimento e
componentes de rendimento (nimero de vagens por planta, nimero de sementes por vagem e
peso de 100 sementes) mostrou que houve apenas correlacdo forte positiva e significativa
(r=0,9931; p <0,001) entre o peso de 100 sementes e o rendimento do gréo (Tabela 3).

Tabela 3: coeficientes de correlacdo fenotipica entre as variaveis nimero de dias até a floracdo,
ndmero de sementes por vagem, numero de vagens por planta, peso de 100 sementes e
rendimento do gréo

NDF NSV NVP P100S Rend
NDF
NSV 0,0080™
NVP 0,0473"™ -0,2365**
P100S -0,1755* -0,2069* 0,0185™
Rend -0,1797* -0,2267** 0,0200™ 0,9931**

Nota: ** = Significativo a 1% de probabilidade; * = Significativo a 5% de probabilidade; ns =
Né&o significativo
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Legenda: NDF-numero se dias até floracdo, NSV-nimero de sementes por vagem, NVP-niimero
de vagens por planta, P100S.peso de 100 sementes, Rend-rendimento.

A herdabilidade no sentido lato (H?) de seis variaveis quantitativas é apresentada na tabela 4. Os
valores variaram entre 12 e 99%. O nUmero de dias até a floragdo apresentou a maior
herdabilidade com 99.9%, seguido do rendimento e peso de 100 sementes com 41.4 e 35,7%,
respectivamente, enquanto o nimero de sementes por vagem e altura tiveram os coeficientes

mais baixos com 16 e 12%, respectivamente.

Tabela 4: herdabilidade no sentido lato (H?) das variaveis estudadas: altura da planta (AltP),
namero de dias até a floragdo (NDF), nimero de sementes por vagem (NSV), nimero de vagens
por planya (NVP), peso de 100 sementes (P100S) e rendimento do grdo de 43 genotipos de feijdo
vulgar

Caracteres Vs V, Ve H? Média Min Max
AltP 5,056 0,226 4,83 12,30% 7,1 16,2 19
NDF 24,036954 24,035234 0,00172 99.9% 64.81 52 80
NSV 0,4766 0,0286 0,448 16% 4,19 22 64
NVP 1199,924 -0,076 1200 -23,40% 3,42 14 69
P100S 229,1 35,8 193,3 35,70% 36,8 15,4 91,7
Rendto 36607 6807 29800 41,40% 476,3 200 1192

Como mostrado pelos resultados da analise de variancia, os gendtipos testados tiveram
diferencas significativas em relacdo ao nimero de dias até a floracéo, peso de 100 sementes e
rendimento de grdo (Tabela 2). O numero de dias até a floragdo variou entre 52 e 80 . Os
genotipos CIM-RM-03-42-14, Seq 1003, Bat 447 floriram mais cedo (52 dias) em relacdo ao
genotipo Icapijdo, que floriu aos 85 dias (Tabela 5). O peso de 100 sementes variou entre 20,13 e
62,03gramas, sendo que o gendtipo BF 13607-9 teve o peso de sementes mais baixo (20,13 g),
enquanto o Feijdo branco teve o peso de sementes mais alto (62,03 g). Em relagéo ao
rendimento, este também variou entre 261,7 e 806,4kg/ha tendo o genotipo Feijao branco obtido
maior rendimento, com 806,4kg/ha enquanto o genotipo BF 13607-9 teve menor rendimento,
com 261,7kg/ha (figura 4).
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Tabela 5: nimero de dias até a floragdo (NDF) e peso de 100 sementes (P100S) de 43 genotipos
de feijao vulgar

N° de Gendtipos NDF P100S (g)
ordem

1 Bonus 80 36,03
2 Cal 143 74 33,30
3 Cal 148 80 27,00
4 Icapijéo 85 23,20
5 Feijdo branco 60 62,03
6 Sug 131 65 33,20
7 CIM-RM-03-42-14 52 52,07
8 Doctor 80 22,03
9 Kaki 55 51,60
10 D. Calima 84 35,70
11 Tio Canela 67 39,40
12 Seq 1003 52 34,47
13 Bat 447 52 45,47
14 Maharagisoya 60 31,50
15 Lic-04-2-1 65 37,27
16 Sab 518 60 43,70
17 Sab 516 65 45,83
18 Sab 572 60 29,00
19 Lic-04-7-2 60 48,03
20 Lic-04-1-3 60 42,47
21 CIM-RM00-321 LNO1 60 38,83
22 Lic-04-2-3 80 38,70
23 Lic-04-9-3 65 22,40
24 VTTT-924/15-2 60 52,77
25 VTTT-924/2-4-2-1 70 49,90
26 VTTT/7-6 80 36,83
27 Lic-04-8-4 74 34,77
28 MN 13451-6-9 74 26,70
29 SAB 569 74 25,87
30 Bunita 60 27,23
31 BF 13572-3 67 33,80
32 FEB 196 74 35,37
33 CIM-RM-03-42-11 60 40,70
34 Kiangara 67 44,07
35 VTTT 918/15-4-4 74 50,83
36 Selian 60 27,10
37 CIM-RMO00-323 LN30 60 22,93
38 BF 13607-9 74 20,13
39 VTT 918/15-1 60 39,33
40 CIM-RMO00-Pop-321 60 36,93
41 CIM-Sug-03-09-07 60 48,10
42 Bat 13182 60 32,17
43 MN 13389-6 55 23,53

41
Manthenga Madeira, Dirce Candida Dissertacdo de mestrado




Avaliacdo da diversidade genética do feijao vulgar (Phaseolus vulgaris L.) em Mogambique

900,0 ~
[0 ! 806,4
< 800,0 |
> 676,9 6708 686,0
< 700,0 A ’ ' 624,4 648,7 8607 625,3
e 591,1 595,8 i 5729 !
@ 600,0 5122 552’;04303 1 5291 511,3
o g 484/481,4 . 478, '480,1
IE 500,0 _168,2132’9 I 4641 24481 roos #52,0 4399598 w2
g 400,0 - 351,0 3770 347,336354.0 352,3

301,6 298,1
o , 286,4 291,2 ,
O 300,0 261,7
c
& 200,0 -
S
= 100,0 -
©
S 00
o 123456 7 8 910111213141516171819202122232425262728293031323334353637383940414243
Genotipos

Figura 4: Rendimento do grdo dos 43 geno6tipos estudados

3.3.2 Agrupamento dos 43 gendtipos com base em caracteristicas quantitativas (cluster
analysis)

Com base nas caracteristicas quantitativas (altura da planta, nimero de dias até a floracéo,
nimero de vagens por planta, nimero de sementes por vagem, peso de 100 sementes e
rendimento) obteve-se o dendograma que mostra as distancias genéticas entre 0s genotipos
(figura 5). Com base nessas distancias fez-se a divisdo dos 43 genotipos em 2 grupos principais
(A e B) que tiveram uma distancia de 0,68. Cada grupo, por sua vez, foi subdividido em dois
sub-agrupamentos,| e Il, (Tabela 5). O grupo A consistiu em 20 genétipos, dos quais 8 foram do
sub-grupo I, nomeadamente Bénus, D. Calima, Doctor, Cal 148, Icapijao, Cal 143, Sug 131 e
Tio Canelae 12 do sub-grupo I, nomeadamente Seq 1003, Sab 572, Bunita, SAB 569, CIM-
RMO00-323 LN30, Lic-04-9-3, CIM-RMO00-Pop-321, Bat 13182, MN 13389-6, MN 13451-6-9,
BF 13607-9 e Selian. O grupo B, consistiu em 23 gend6tipos, dos quais 6 foram do sub-grupo I,
nomeadamente Feijao branco, CIM-RM-03-42-14, Kaki, VTTT-924/15-2, Sab 516 e Lic-04-7-2
e 17 do sub-grupo IlI, nomeadamente Bat 447, Lic-04-1-3, Maharagisoya, Lic-04-2-1, Sab 518,
CIM-RMO00-321 LNO1, CIM-RM-03-42-11, CIM-RM-03-42-11, VTT 918/15-1, CIM-Sug-03-
09-07, Lic-04-2-3, Lic-04-8-4, VTTT-924/2-4-2-1, Kiangara, VTTT 918/15-4-4, VTTT/7-6,
FEB 196 e BF 13572-3.
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Figura 5: Dendograma dos gendtipos estudados com base em 6 caracteres quantitativos

3.3.3 Analise das médias, correlacdo e hereditariedade das variaveis qualitativas (habito de
crescimento, forma do foliolo, curvatura da vagem e cor da semente) de 43 gen6tipos

O resultado da analise das médias das observacdes obtidas dos quatro caracteres qualitativos
(habito de crescimento, forma do foliolo, curvatura da vagem e cor da semente) é apresentado na
tabela 6. Dos gendtipos estudados, apenas 5 tiveram crescimento indeterminado. S&o esses 0s
genotipos Bonus, Lic-04-1-3, Feb 196,Bat 13182 e CIM-RMO00-323 LN30. Em relagdo a cor da

semente foram identificados 9 grupos, a saber, creme raiado constituido por 7 gendtipos,

43
Manthenga Madeira, Dirce Candida Dissertacéo de mestrado




Avaliacdo da diversidade genética do feijao vulgar (Phaseolus vulgaris L.) em Mogambique

nomeadamente Sugl131, Lic-04-2-1, Lic-04-2-3, Lic-04-9-3, VTT-924/2-4-2-1, VTTT/7-6 e BF
13572-3, encarnado raiado, constituido por 6 genétipos, nomeadamente Cal 143, Calima, Tio
canela, CIM-RMO00-321LNO01, VTT918/15-1e CIM-RM00-Pop-321, castanho, constituido por 5
genotipos, nomeadamente Cal 148, Lic-04-7-2, Lic-04-8-4, MN 13451-6-9, CIM-RM-03-42-11,
branco, constituido por 2 gen6tipos, Feijao branco e Kiangara, preto, constituido por 3 genétipos,
Icapijdo, FEB 196 e Bat 13182 ,encarnado, constituido por 8 gendtipos, Bat 447, Maharagisoya,
Sab 516, Sab 569, VTTT 918/15-4-4, BF 13607-9, CIM-Sug-03-09-07 e MN 13389-6,
creme/kaki, constituido por 5 grnétipos, CIM-RM-03-42-14, Kaki, Sab 572, Bunita e CIM-
RMO00-323LN30, branco com hilo preto, constituido por 1 genétipo, Doctor e castanho raiado,
constituido por 3 gendtipos, nomeadamente, Sab 518, Lic-04-1-3 e VTT-924/15-2. Em relagédo
aos caracteres forma do foliolo e curvatura da vagem, ndo se observaram diferengcas em nenhum

dos gendtipos.
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Tabela 6: habito de crescimento (HCr), cor da semente (CorS), forma da folha (FF) e curvatura
da vagem (CurV) de 43 genoétipo de feijao vulgar

Ne de Gendtipos HCr CorS

ordem FF CurVv
1 Bonus 4 1 1 3
2 Cal 143 1 2 1 3
3 Cal 148 1 3 1 3
4 Icapijéo 1 5 1 3
5 Feijéo branco 1 4 1 3
6 Sug 131 1 1 1 3
7 CIM-RM-03-42-14 1 7 1 3
8 Doctor 1 8 1 3
9 Kaki 1 7 1 3
10 D. Calima 1 2 1 3
1 Tio Canela 1 2 1 3
12 Seq 1003 1 10 1 3
13 Bat 447 1 6 1 3
14 Maharagisoya 1 6 1 3
15 Lic-04-2-1 1 1 1 3
16 Sab 518 1 9 1 3
17 Sab 516 1 6 1 3
18 Sab 572 1 7 1 3
19 Lic-04-7-2 1 3 1 3
20 Lic-04-1-3 4 9 1 3
21 CIM-RM00-321 LNO1 1 2 1 3
22 Lic-04-2-3 1 1 1 3
23 Lic-04-9-3 1 1 1 3
24 VTTT-924/15-2 1 9 1 3
25 VTTT-924/2-4-2-1 1 1 1 3
26 VTTT/7-6 1 1 1 3
27 Lic-04-8-4 1 3 1 3
28 MN 13451-6-9 1 3 1 3
29 SAB 569 1 6 1 3
30 Bunita 1 7 1 3
31 BF 13572-3 1 1 1 3
32 FEB 196 4 5 1 3
33 CIM-RM-03-42-11 1 3 1 3
34 Kiangara 1 4 1 3
35 VTTT 918/15-4-4 1 6 1 3
36 Selian 1 3 1 3
37 CIM-RMO00-323 LN30 4 7 1 3
38 BF 13607-9 1 6 1 3
39 VTT 918/15-1 1 2 1 3
40 CIM-RM00-Pop-321 1 2 1 3
41 CIM-Sug-03-09-07 1 6 1 3
42 Bat 13182 4 5 1 3
43 MN 13389-6 1 6 1 3
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A andlise de correlagdo fenotipica entre as variaveis hdbito de crescimento, forma do foliolo,
curvatura da vagem e cor da semente mostrou ndo haver correlacdo entre as variaveis estudadas
(tabela 7).

Tabela 7: coeficientes de correlagdo fenotipica entre os caracteres altura da planta (AltP), cor da
semente (CorS), curvatura da vagem (CurV), forma do foliolo (FF) e habito de crescimento
(HCr).

CorS CurV FF HCr
CorS 0,0151™
CurV 0,0000™ 0,0000™
FF 0,0000™ 0,0000™ 0,0000™
HCr 0,0889"™ 0,2542** 0,0000™ 0,0000™

H, = Coeficientes de correlacdo diferentes de zero
** = Significativo a 1% de probabilidade de erro
* = Significativo a 5% de probabilidade de erro

" = Nao significativo

A herdabilidade no sentido lato (H?) das quatros variaveis qualitativas esteve em torno de 99%
(tabela 8) para ambos caracteres cor da semente e curvatura da vagem.

Tabela 8. Variancia fenotipica, genotipica, ambiental e herdabilidadedas das variaveis cor da
semente (CorS), curvatura da vagem (CurV), forma do foliolo (FF) e habito de crescimento
(HCr) de 43 gendtipos de feijao vulgar

Caracteres 3 Be H* Média Min Max
CorS 2,3991551 2,3989831 0,000172 99,9% 4,39 1 10
CurV - - - - 3 3 3

FF - - - - 1 1 1
HCr 0,28792432 0,28792226 0,00000206 99,9% 1,09 1 4

3.3.4 Agrupamento dos 43 genétipos com base em caracteristicas qualitativas (cluster
analysis)
Com base nas caracteristicas qualitativas (cor da semente, curvatura da vagem, forma do foliolo

e habito de crescimento) obteve-se o dendograma que mostra as distancias genéticas entre os
genotipos (figura 6). Com base nessas distancias fez-se a divisdo dos 43 gendtipos em 2 grupos
principais (A e B) a distancia de 0,75. O agrupamento A néo teve sub-agrupamentos e consistiu
em 5 gendtipos (Bonus, Lic-04-1-3, FEB 196, CIM-RMO00-323 LN30, Bat 13182) e 0 B teve
dois sub-agrupamentos,l e I, (Tabela 10). O agrupamento B, sub-agrupamento I consistiu em 18

gendtipos (Cal 143, Cal 148, Icapijao, Feijao branco, Sug 131, CIM-RM-03-42-14, Doctor,
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Kaki, D. Calima, Tio Canela, Seq 1003, Bat 447, Maharagisoya, Lic-04-2-1, Sab 518, Sab 516,
Sab 572, VTTT-924/15-2) e o sub-agrupamento Il consistiu em 20 gendétipos (Lic-04-7-2, CIM-
RMO00-321 LNO1, Lic-04-2-3, Lic-04-9-3, VTTT-924/2-4-2-1, VTTT/7-6, Lic-04-8-4, MN
13451-6-9, SAB 569, Bunita, BF 13572-3, CIM-RM-03-42-11, Kiangara, VTTT 918/15-4-4,
Selian, BF 13607-9, VTT 918/15-1, CIM-RMO00-Pop-321, CIM-Sug-03-09-07, MN 13389-6).
Os genoGtipos agrupados entre si apresentam maior semelhanga em relagdo aos caracteres
estudados.

Grupo A

I

Grupo B

=
o
Lt rrrrral

_KFTTfrTLF”TLFfH’HTTTT

I I I I
0.9 0.8 0.7 0.6

=
o

Dissimilaridade

Figura 6. Dendograma dos genoétipos estudados com base em 4 caracteres qualitativos
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3.4 Discussao

A diversidade genética do feijdo vulgar tem sido estudada usando varias caracteristicas
morfolégicas como ciclo vegetativo, ciclo total, estatura da planta, altura de insercdo da primeira
vagem, numero de vagens por planta, nimero de sementes por vagem, produtividade, altura
média das plantas, namero de dias até a floracdo, nimero de sementes por vagem, nimero de
dias até a colheita, hdbito de crescimento, tamanho do botdo floral, cor da semente, forma da
folha, forma da semente. Nesses estudos, tanto as caracteristicas qualitativas como as
quantitativas mostraram-se relevantes para a avaliacdo da diversidade porque permitiram uma
diferenciacdo dos genotipos e os dois tipos de caracteres mostraram alguma consisténcia na
diferenciacdo dos genotipos.

Neste estudo ambas caracteristicas diferenciaram o0s genotipos em 2 grupos que correspondem
aos 2 pools genéticos do feijdo vulgar, nomeadamente o andino e 0 mesoamericano e, em dois
grupos distintos dentro dos pools genéticos que podem corresponder as ragas do feijao dentro
desses pools genéticos. De uma forma geral, estes caracteres mostraram uma grande importancia
na distincdo da variabilidade genética entre os gendtipos e podem conduzir a uma melhor
classificacdo dos genotipos (Szilagyi, 2011;Stahelin et al., 2010; Bonett et al., 2006; Chiorato,
2007; Escribano et al., 1998; Singh et al., 1991; Singh, 1988).

A analise do agrupamento substanciou a existéncia de diversidade entre os 43 gendtipos para
parte dos caracteres morfolégicos estudados. O padrdo de agrupamento mostrou que, com base
no numero de dias até a floragdo e o nimero de sementes por vagem, no habito de crescimento e
cor da semente, 0s genotipos sao distantes entre si, assim como entre os grupos. O tamanho da
semente € a caracteristica morfolégica priméaria que facilita a discriminacdo entre os pools
genéticos, entretanto, diferencas podem ser observadas para o tamanho da folha, tamanho da
bractéola, cor da flor, comprimento do entre n6, posicdo de insercdo da vagem (Singh et al.,
1991), e adaptacéo climatica (Debouck et al., 1993).

Pelas caracteristicas das sementes, 0s genétipos do grupo A, com sementes pequenas a médias
(25 a 40g por 100 sementes), indicam a possibilidade de pertencer ao pool genético
mesoamericano e os do grupo B, com sementes médias a grandes (> 40g por 100 sementes) ao
grupo andino. A seleccdo natural sofrida pela espécie implicou o aparecimento de ragas eco
geograficas em cada um dos dois grupos genéticos (Singh et al., 1991; Beebe et al., 2000; Diaz e
Blair, 2006), facto que pode ter contribuido para a subdivisdo dos grupos formados em cada pool
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genético deste estudo. No que toca a gestdo do germoplasma este facto é de grande relevancia,
visto que gendtipos de diferentes pools genéticos diferem em muitos caracteres agro-ecoldgicos
importantes, incluindo a resisténcia as pragas e doengas, habito de crescimento, potencial de
rendimento, sensitividade ao fotoperiodo, atlas temperaturas e humidade (Singh et al., 1988).
Com isto, pode assumir-se que diferentes gendtipos podem ser desenvolvidos para zonas agro-

ecoldgicas especificas fazendo uso do potencial do germoplasma disponivel.

Os quadrados médios evidenciaram diferenca significativa para as caracteristicas nimero de dias
até a floracdo, peso de 100 sementes e rendimento a nivel de 5% de probabilidade pelo teste F.
Este facto aponta para uma variabilidade morfoldgica entre os gendtipos estudados, facto que
facilita a caracterizacdo dos mesmos. Estes resultados sugerem que, de entre o0s caracteres
escolhidos para a caracterizacdo dos gendtipos, os componentes de rendimento foram os notorios
para a identificacdo de uma possivel divergéncia genética entre estes. Os coeficientes da variagdo

experimental mostraram niveis satisfatorios, conferindo boa precisdo as estimativas do ensaio.

A existéncia de correlagdes significativas entre o peso de 100 sementes e o rendimento, bem
como o habito de crescimento e a cor da semente, evidenciam que estes componentes podem
estar directa, ou indirectamente, influenciando o comportamento dos genotipos. Segundo
Falconer e Mackay (1996), a analise da correlacdo fenotipica expressa a proporcoes pelas quais
dois caracteres sdo influenciados pelos mesmos genes, entre outras, permitindo aos melhoradores
conhecer as modificagdes que ocorrem em um determinado caracter em funcdo da seleccédo
praticada noutro correlacionado a ele. Para Coimbra et al., (1999) a correlagdo fenotipica mede o
grau de associacdo de dois caracteres provenientes do efeito do ambiente e genético, sendo este
ultimo efeito o responsavel pela fraccdo herdavel dos genitores para as progénies.

A herdabilidade das variaveis numero de dias até a floracdo, cor da semente e habito de
crescimento foram superiores a 80%. Resultados similares também foram encontrados em
estudos de parametros genéticos em cultivares de feijdo obtidos por Peternelli et al., 1994; Lana,
1996; Ferrdo, 1997; Coelho et al., 2002. Os caracteres altura da planta, nimero de vagem por
planta, nimero de sementes por vagem, peso de 100 sementes e rendimento apresentaram
estimativas de herdabilidade inferiores a 50%, mostrando, claramente, que sdo caracteres
extremamente influenciados pelo ambiente. De acordo com Ramalho et al., (1993),
herdabilidades com elevada magnitude tornam a selec¢do vidvel para a identificacdo de
genotipos superiores.
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3.5 Conclusdes e Recomendacdes

Uma série de observacdes foram feitas para a anélise da diversidade genética do feijdo vulgar
baseando-se em caracteres quantitativos e qualitativos. Constatou-se um nivel consideravel de
dissimilaridade entre o0s gendtipos observados para os caracteres relacionados com o nimero de
dias até a floracéo, habito de crescimento e peso de 100 sementes. Este facto indica possibilidade
de melhoramento genético da cultura através da selec¢do e cruzamento genético. Este estudo
também revelou que alguns caracteres morfolégicos (quantitativos e qualitativos) discriminaram
com eficiéncia 0s genotipos. Este facto é de grande importancia, na medida em que poder-se-a
identificar os caracteres morfoldgicos correctos (0os com alta capacidade de discriminacgdo) antes
de se conduzir estudos de diversidade genética baseada em marcadores morfoldgicos. Ao se
decidir usar os marcadores morfoldgicos para estudos de diversidade genética, deve-se acautelar

que estes sdo influenciados pelo ambiente e a seleccdo dos mesmos deve ser criteriosa.
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CAPITULO IV. AVALIACAO DA DIVERSIDADE GENETICA DE 43 GENOTIPOS DE
FEIJAO VULGAR COM BASE EM MARCADORES MICROSSATELITES

Resumo

O presente trabalho foi desenvolvido com o objectivo de avaliar a relacdo genética entre 0s
genotipos de feijao vulgar (Phaseolus vulgaris L.) usando marcadores moleculares SSR. O ADN
dos gendtipos foi extraido em folhas jovens e sds, de acordo com o protocolo descrito por Doyle
& Doyle (1987), com algumas modificacGes. O ADN foi amplificado e os seus produtos corridos
em gel de policrilamida de 30%, corados em Sybr green. Os SSRs empregues para a obtencdo da
diversidade genética dos gendtipos estudados foram pouco informativos e ndo foram capazes de
gerar o polimorfismo adequado do ADN para a distingdo dos gendtipos. Estudos aprofundados
usando marcadores moleculares mais especificos (como outros tipos de microssatélites e SNPs)
sdo recomendados para fornecer mais informacdo sobre a diversidade genética e genes
especificos responsaveis por caracteristicas particulares de interesse agronémico. O
conhecimento de tais genes ird melhorar a necessidade de melhoramento da cultura atraves da

seleccdo assistida por marcadores.

Palavras- Chave: Phaseolus vulgaris L., diversidade genética, SSR, ADN, gendtipos
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4.1 Introducéo

Tradicionalmente, a diversidade genética é avaliada usando caracteres morfolégicos como cor da
flor, habito de crescimento ou caracteres agrondmicos quantitativos como potencial de
rendimento, tolerancia ao stress, entre outros, que sdo de interesse directo para 0s usuarios. Esta
abordagem tem a vantagem de ser barata e, por conseguinte, acessivel para a maior parte dos
programas de pesquisa. Contudo, tem a desvantagem de disponibilizar informacdo genética
limitada quando se trata de caracteres quantitativos cuja expressdo é fortemente influenciada
pelo ambiente.

As técnicas baseadas em ADN permitem identificar polimorfismos representados por diferentes
sequéncias de ADN. Por essa razdo, o seu uso pode complementar as abordagens tradicionais de
avaliacdo da diversidade genética, dada a sua capacidade de analisar variacdes apenas a nivel do
ADN, excluindo a influéncia ambiental. Estas tém, ainda, a vantagem de poder ser feitas em
qualquer fase de crescimento da planta, usando qualquer parte da planta e requerem pouca
guantidade de material (Adesoye e Ojobo, 2012).

Dentre as técnicas baseadas em ADN, os marcadores moleculares, tém sido amplamente usados.
Dentre os marcadores moleculares, os microssatélites ou SSRs tém merecido especial atencdo na
analise de diversidade genética em muitas espécies de plantas incluindo o trigo, cevada e milho
(Santalha et al., 2010). Estes marcadores sdo co-dominantes, multialélicos e encontram-se
amplamente distribuidos em todo o genoma, para além de serem altamente polimoérficos (Chin et
al., 1996). Os microssatélites tém sido usados, também, no mapeamento genético (Grisi et al.,
2007), seleccdo baseada em marcadores (Ender et al., 2008) e na avaliagéo espacial e temporal
do fluxo de genes dentro e entre populagdes (Papa e Gepts, 2003). Estes marcadores tém provado
ser uma excelente ferramenta para a avaliacdo da distancia genética entre individuos, para a

identificacdo de cultivares e para anélises de linhas genealdgicas, pedigree, (Priolli et al., 2002).

Santalla et al. (2010) usou sequéncia de repeticdes simples (SSRs) para elucidar como a
adaptacdo a condicGes ambientais tem influenciado o genoma de feijao vulgar no sul da Europa.
Além disso, estes marcadores moleculares tém sido utilizados para avaliar a diversidade genética
de variedades de feijdo vulgar da Europa (Métais et al., 2002; Masi et al., 2003), as populagdes
selvagens do México (Payré de la Cruz et al., 2005) e gen6tipos de feijdo da Italia (Marotti et al.,
2007), Bulgéria (Svetleva et al., 2006), Nicaragua (Gomez et al., 2004), Eslovénia (Maras et al.,
2006) e Africa Oriental (Asfaw et al., 2009). Os SSRs tém sido utilizados com sucesso para
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avaliar a filogenia genética, pedigree, identificacdo, acessos de germoplasma (McCouch et al.,
2001). Os SSR foram especialmente importantes na avaliacdo da diversidade genética e mapas
genéticos de feijdo vulgar (Yu et al., 1999; Guo et al., 2000; Métais et al., 2002; Gaitan-Solis et
al., 2002; Masi et al., 2003; Blair et al., 2003, 2006; Benchimol et al., 2007; Grisi et al., 2007;
Hanai et al., 2007; Zhang et al., 2008).

Em Mogambique, 0 uso de marcadores SSR para avaliar a diversidade genética no feijdo vulgar
ainda ndo teve lugar. O presente estudo é o primeiro do género que esta sendo conduzido para
avaliar a diversidade. Se se mostrar Util, vai abrir espaco para 0 seu uso na diferenciacdo dos
genotipos, contribuindo, assim, para o0 uso eficaz desses genotipos em programas de

melhoramento.

O presente estudo teve como objectivo avaliar a relacdo genética entre os genotipos de feijao,
usando marcadores moleculares microssatélites.

4.2 Material e métodos

4.2.1 Colheita de amostras

As amostras de folhas jovens e sds dos quarenta e trés genotipos foram colhidas ap6s a emissdo
do primeiro trifdlio e colocadas em silica gel durante a transferéncia do campo para o

laboratorio, onde foram, imediatamente, mergulhadas em nitrogénio liquido e conservadas a -
80°C.

4.2.2 Extraccao de ADN

As amostras de folhas foram maceradas em almofarizes de porcelana na presenga de nitrogénio

liquido e 0 ADN extraido segundo o protocolo adaptado de Doyle e Doyle (1987). (Anexo 3)

4.2.3 Amplificacdo por PCR dos marcadores SSRs

Para a amplificacdo do ADN por PCR foram usadas sequéncias de primers largamente usadas no
Phaseolus vulgaris. Das varias sequéncias disponiveis, 8 foram seleccionados de acordo com a
descricdo na tabela abaixo.
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Tabela 9: Primers SSRs utilizados para estudos de diversidade genética

Marcadores Tamanho Core Sequéncia dos primers T, (°C)

SSR (bp) motif

PH9B2 149 (CCT); 5-CCAACCACATTCTTCCCTACGTC-3' 49
5-GCGAGGCAGTTATCTTTAGGAGTG-3'

PH2B2 95 (GCCAC 5-CGTTAGATCCCGCCCAATAGT-3 48

C)s 5-CCGTCCAGGAAGAGCGAGC-3'

PH3B4 139 (AT)4(T) 5-ACCTAGAGCCTAATCCTTCTGCGT-3' 49

2(AT)s 5-GAATGTGAATATCAGAAAGCAAATGG-3'

PH5B5 132 (AT)s 5-CCGTTGCCTGTATTTCCCCAT-3' 49
5-CGTGTGAAGTCATCTGGAGTGGTC-3'

PH10B11 157 (C11 5-GAGGGTGTTTCACTATTGTCACTGC-3' 49
5-TTCATGGATGGTGGAGGAACAG-3'

PH4B6 163 (AT)1s 5-AATCTGCCGAGAGTGGTCCTGC-3' 48
5'-
GATTGAAATATCAAAGAGAATTGTTACC-3

PH6B9 192 (AT)12 5¢- 52
AGTTAAATTATACGAGGTTAGCCTAAATC-
3¢
5¢-CATTCCCTTCACACATTCACCG-3¢

PH7B3 161 (AT)g 5¢-AGTCGCCATAGTTGAAATTTAGGTG-3¢ 49
5¢-
CTTATTAAAACGTGAGCATATGTATCATTC
-3¢

bp — pares de base, T, — temperatura de anelamento

As reaccOes de PCR foram efectuadas nas seguintes condigdes: 30 ng de ADN gendmico; Taq
buffer 1x, MgCl, a 4 mM, dNTPs a 0.2 mM (Invitrogen, Life Technologies); 50 pmol de cada
primer; 1U de Tag ADN polimerase (Fermentas); agua MilliQ até perfazer os 20 ul do volume

total de reaccéo.

As reacgdes de PCR foram efectuadas com o seguinte programa base: 94°C durante 5 minutos
(desnaturacdo inicial), sequidos de 30 ciclos de: 94°C durante 30 segundos (desnaturacéo), 56°C
durante 30 segundos (emparelhamento dos primers), 72°C durante 30 segundos (extensdo); 72°C

durante 15 minutos (extens&o final).

Os fragmentos amplificados foram separados por electroforese em gel de poliacrilamida
contendo TAE 10x, 40% de acrilamida-bisacrilamida, 10% de APS e Temed, corridos a 110V
por, aproximadamente, 90 min. Terminada a corrida, o gel foi visualizado com 5ul de Sybr green
e TBE 1x durante 30 min e fotografado no Gel doc.
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4.3 Resultados
4.3.1 Avaliacdo da diversidade genética

O ADN extraido com sucesso nos 43 gendtipos foi visivel no gel de agarose de acordo com a
figura 7.

Figura 7. Gel de agarose com 0 ADN dos 43 gendtipos

Dos oito primers usados no estudo, nenhum gerou polimorfismo suficiente para avaliar a
diversidade genética que é condi¢do necesséria para que marcadores moleculares sejam usados
(figura 8).

M1 2 3 4 5 6 7 88 9 011 12 13 14 15 16 17 18 M

Figura 8. Gel de poliacrilamida com marcadores SSR

4.4 Discussao

Os oito microssatélites usados apresentaram um padrdo monomérfico, sem variagdo de alelos,
facto que pode ter sido afectado pelo tipo de fecundagdo do feijdo (auto-fecundagdo com
persiténcia de individuos homozig6ticos) ou pelo tipo de microssatélites usados neste estudo, que
ndo foram eficazes em discriminar geneticamente os gen6tipos.O tipo de gel usado, associado ao
método de revelacdo, também poderé ter contribuido para a ineficiéncia dos SSR usados.

Segundo Stebbins (1957), deve-se reconhecer o facto de que muitas espécies de plantas podem
ser sucessivamente persistentes no que se refere a auto-fecundacdo, com consequéncia para a

homozigosidade se os seus individuos forem, na sua maioria, homozigéticos, ainda que existam
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individuos relativos que requerem fecundagdo cruzada. Devido ao sistema de polinizagdo do
feijdo, pode-se inferir que uma cultivar de feijao € constituido por uma linha pura ou por uma
mistura de linhas puras. Uma linha pura, do ponto de vista genético, € um genotipo que possui
todos os seus loci em homozigose e alelos iguais em todos 0s genes. Por isso, com as sucessivas
multiplicacBes das sementes via autofecundacdo ndo alteram a sua constituicdo genética. Outra
possivel explicagdo é que a evolucdo de plantas de auto-fecundacéo ndo é apenas um acidente
mas, actualmente, é favorecida pela seleccdo natural, visto que a autofecundagdo possui algumas
vantagens em relacdo aos cruzamentos sob certas condigOes. Nestas condicgdes, as diferencgas
entre os cruzamentos e a auto-fecundacdo devem ser correlacionados com outras diferengas entre

plantas que possuam sistemas genéticos divergentes.

4.5 Conclusdes e Recomendacdes

Este estudo ndo encontrou polimorfismo entre 0s genétipos, consequentemente, ndo teve acesso
a diversidade genética dos 43 genotipos estudados. Provavelmente, o tipo de microssatélites
usados ndo foi apropriado para o material de estudo, aliado as caracteristicas relacionadas com a
forma de reproducdo do feijao vulgar (auto-fecundacao).

Estudos aprofundados usando marcadores moleculares mais especificos (como outros tipos de
microssatélites ou SNPs) sdo recomendados para recolher mais informacéo sobre a diversidade
genética e genes especificos responsaveis por caracteristicas particulares de interesse
agronomico. O conhecimento de tais genes ira melhorar a necessidade de melhoramento da
cultura atraves da selecgdo assistida por marcadores.

Um melhor entendimento dos centros de origem dos gendtipos do P. vulgaris nos bancos de
germoplasma em Mogambique a partir de analises moleculares do ADN cloroplastico e estudos
mais especificos em proteina das sementes sdo outras areas a considerar para investigacao.

A repeticdo deste estudo com o mesmo material e com melhores métodos de revelacdo é

iguamelente recomendado.
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SUMARIO DA DISSERTACAO

O feijdo vulgar (Phaseolus vulgaris L.) é uma cultura com elevado valor econémico e alimentar
em todo o mundo. A sua valia tem como atributo o seu alto teor de proteinas e carbohidratos.
Trata-se de uma cultura de subsisténcia, pois, para além de providenciar alimento para 0s
pequenos agricultores, €, também, fonte de renda. Entretanto, a producdo do feijdo é limitada
devido a factores bi6ticos (praticas culturais, pragas e doencas, uso de semente ndo melhorada,
entre outros) e abidticos (altas temperaturas, seca). Devido ao seu elevado consumo,
especialmente pelas populaces de baixa renda, vérios estudos foram levados a cabo com o
objectivo de melhorar a cultura, quer no que respeita aos caracteres agronémicos bem como aos
nutricionais e genéticos. A analise genética dos gendtipos das culturas agricolas é um pré-
requisito para o sucesso de qualquer programa de melhoramento genético. A utilizacdo de
marcadores constitui uma base para estudos de caracterizagdo. A presente dissertacdo avaliou a
diversidade genética do feijdo vulgar usando marcadores morfoldgicos e microssatélites. O
estudo mostrou que, apesar dos caracteres morfolégicos serem influenciados pelo ambiente, a
caracterizacdo morfolégica € importante, na medida em que permite a discriminacdo de
genotipos, se devidamente seleccionados os caracteres. Caracteres como 0 numero de sementes,
0 peso de 100g e o rendimento devem ser levados em consideragdo em estudos do género, pois,
permitiram a discriminacéo eficiente dos gendtipos. Os caracteres morfolégicos quantitativos e
qualitativos, geraram dendogramas que mostraram um padrdo de agrupamento similar dos
genotipos. Observou-se que 0 agrupamento com base nos caracteres quantitativos esteve
directamente relacionado aos pools genéticos dos gendtipos estudados. Os marcadores
microssatélites sdo os indicados para estudos de diversidade genética por serem co-dominantes,
de fécil reproducédo e rapidos. No presente estudo, os microssatélites usados ndo produziram o
polimorfismo adequado para a discriminacdo dos gendétipos. Este facto pode estar relacionado ao
tipo de gel usado, aos métodos de revelacdo ou até mesmo ao tipo de microssatélites usados.
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ANexos
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1 Anexo 1. Esquema do experimento
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Anexo 2. Lista dos genotipos usados no estudo

Cddigo dos Cddigo dos

tratamentos | Nome do genotipo tratamentos | Nome do genotipo
1 Bonus 23 Lic-04-9-3

Cal 143 24 VTTT-924/15-2
3 Cal 148 25 VTTT-924/2-4-2-1
4 Icapijao 26 VTTT/7-6
5 Feijao branco 27 Lic-04-8-4
6 Sug 131 28 MN 13451-6-9
7 CIM-RM-03-42-14 29 SAB 569
8 Doctor 30 Bunita
9 Kaki 31 BF 13572-3
10 D. Calima 32 FEB 196
11 Tio Canela 33 CIM-RM-03-42-11
12 Seq 1003 34 Kiangara
13 Bat 447 35 VTTT 918/15-4-4
14 Maharagisoya 36 Selian
15 Lic-04-2-1 37 CIM-RMO00-323 LN30
16 Sab 518 38 BF 13607-9
17 Sab 516 39 VTT 918/15-1
18 Sab 572 40 CIM-RMO00-Pop-321
19 Lic-04-7-2 41 CIM-Sug-03-09-07
20 Lic-04-1-3 42 Bat 13182
CIM-RM00-321

21 LNO1 43 MN 13389-6
22 Lic-04-2-3
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Anexo 3. Protocolo de extrac¢éo de ADN usado

Tampéo de extraccdo utilizado para extrair ADN de feijao vulgar.
CTAB (Doyle e Doyle, 1987) modificado

Tampéo de extraccdo

Solugdes:
Tris- (Idroximetil) metilamina HCI, pH8 280mM
(TRIS)
Cloreto de Sédio 100mM
Acido Etileno-Diamino-Tetracetico (EDTA) 1mM
PVP
Sodio Dodecil Sulfato (SDS) 1%
Solucéo extra: 2% (P/V)
Brometo de Cetiltrimetilamonio

Procedimento:

1.
2.

9.

10.

11.
12.

Macerar 2-3 folhas com um pouco de PVP;

Adicionar 1 ml da solucdo tampéo de extrac¢do misturada com CTAB, transferir para um
tubo Eppendorf de 1,5ml e adicionar 500ul de SDS. Fechar o tubo e misturar
gentilmente até a mistura ficar homogeneamente distribuida;

Incubar as amostras em banho-maria a 60°C durante 30 minutos, agitando no final para
manter o extracto ressuspendido;

Retirar o tubo do banho-maria e esperar que a mistura atinja a temperatura ambiente.
Adicionar 500ul de cloroférmio: alcool isoamilico (24:1; v/v). Fechar o tubo e misturar
no misturador durante 10 minutos;

Centrifugar a 13000rpm por 10minutos a temperatura ambiente, para separar a fase
orgénica da aquosa;

Remover a fase aquosa (fase superior) para um tubo novo de 1,5 mi;

Repetir uma vez a extracgdo com cloroférmio: alcool isoamilico (etapas 4 a 6);

Adicionar 1 volume de iso-propanol conservado a -20°C. Misturar suavemente até formar

um precipitado e conservar as amostras a -20°C (overnight) ou a -80°C por 30 minutos*;

Centrifugar as amostras a 10000rpm durante 20 minutos;

Descartar o sobrenadante e lavar o precipitado com 500ul de etanol 70% (v/v),
conservado a -20°C;

Descartar o sobrenadante e secar o precipitado invertendo o tubo em um papel-toalha;

O ADN foi ressuspendido em 20 pl de dd H20 e foi efectuado um tratamento adicional
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do ADN com RNase (1 mg/ml, 37°C, 1h, Sigma). A quantidade e qualidade do ADN
extraido foi determinada por leitura espectrofotométrica (OD230. OD260 e OD280)
(Lambda EZ201, Perkin Elmer, USA). Cada amostra de ADN stock foi diluida para uma
concentracédo de trabalho de 25 ng/pl. Adicionalmente, o ADN foi visualisado em gel de
agarose a 1% para avaliacdo da sua integridade, de acordo com o descrito por Sambrook
et al. (1989)

13. Conservar as amostras a 4°C.

Anexo 4. Média dos caracteres quantitativos e qualitativos

Identifier Values Missing Levels
REP 129 0 3
18 FACTOR [MODIFY=yes; NVALUES=129; LEVELS=43; REFERENCE=1] Genotipo
19 READ Genotipo; FREPRESENTATION=ordinal
Identifier Values Missing Levels
Genotipo 129 0 43
25 VARIATE [NVALUES=129] AltP
26 READ AltP
Identifier ~ Minimum Mean  Maximum Values Missing
AltP 7.100 12.16 19.00 129 0
35 VARIATE [NVALUES=129] NDF
36 READ NDF
Identifier ~ Minimum Mean  Maximum Values Missing
NDF 52.00 64.81 80.00 129 0
43 VARIATE [NVALUES=129] NVP
44 READ NVP
Identifier ~ Minimum Mean  Maximum Values Missing
NVP 1.400 3.422 6.900 129 0
52 VARIATE [NVALUES=129] NSV
53 READ NSV
Identifier ~ Minimum Mean  Maximum Values Missing
NSV 2.200 4.199 6.400 129 0
61 VARIATE [NVALUES=129] P100S
62 READ P100S
Identifier ~ Minimum Mean  Maximum Values Missing
P100S 15.40 36.80 91.70 129 0
71 VARIATE [NVALUES=129] Rend
72 READ Rend
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Identifier ~ Minimum Mean  Maximum Values Missing
Rend 200.2 476.3 1192 129 0
83 VARIATE [NVALUES=129] HCr
84 READ HCr
Identifier ~ Minimum Mean  Maximum Values Missing
HCr 1.000 1.093 2.000 129 0
89 VARIATE [NVALUES=129] FF
90 READ FF
Identifier ~ Minimum Mean  Maximum Values Missing
FF 1.000 1.000 1.000 129 0
95 VARIATE [NVALUES=129] CurV
96 READ CurV
Identifier ~ Minimum Mean  Maximum Values Missing
CurVv 3.000 3.000 3.000 129 0
101 VARIATE [NVALUES=129] CorS
102 READ CorS
Identifier ~ Minimum Mean  Maximum Values Missing
CorS 1.000 4.395 10.00 129 0
Anexo 5. ANOVA para os caracteres estudados
REML variance components analysis
Response variate: AltP
Fixed model: Constant + REP
Random model: Genotipo
Number of units: 129
Residual term has been added to model
Sparse algorithm with Al optimisation
Estimated variance components
Random term component s.e.
Genotipo 0.226 0.471
Residual variance model
Term Factor Model(order) Parameter Estimate s.e.
Residual Identity Sigma2 4.830 0.745

Tests for fixed effects

Sequentially adding terms to fixed model
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Fixed term
REP

Wald statistic
4.82

F statistic d.d.f. F pr

241 84.0 0.096

REML variance components analysis

Response variate:
Fixed model:
Random model:
Number of units:

CorS

Constant + REP
Genotipo

129

Residual term has been added to model

Sparse algorithm with Al optimisation
Estimated variance components

Random term
Genotipo

Residual variance model

Term
Residual

component

2.3989831
Factor Model(order)
Identity Sigma2

Wald tests for fixed effects

Sequentially adding terms to fixed model

Fixed term
REP

Wald statistic
0.00

S.e.

0.3022507

Estimate s.e.
0.000172 aliased

Wald/d.f. chi pr
0.00 1.000

REML variance components analysis

Response variate:
Fixed model:
Random model:
Number of units:

CurV

Constant + REP
Genotipo

129

Residual term has been added to model

Sparse algorithm with Al optimisation

REML variance components analysis

Response variate:
Fixed model:
Random model:
Number of units:

HCr

Constant + REP
Genotipo

129

Residual term has been added to model

Sparse algorithm with Al optimisation
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Estimated variance components

Random term
Genotipo

component
0.028792226

Residual variance model

S.e.
0.003627566

Term Factor Model(order) Parameter Estimate s.e.
Residual Identity Sigma2 0.00000206 aliased

Wald tests for fixed effects

Sequentially adding terms to fixed model

Fixed term Wald statistic d.f. Wald/d.f. chi pr
REP 0.00 2 0.00 1.000
REML variance components analysis

Response variate: NDF

Fixed model: Constant + REP

Random model: Genotipo

Number of units: 129

Residual term has been added to model

Sparse algorithm with Al optimisation

Estimated variance components

Random term component s.e.

Genotipo 24.035234 3.028227

Residual variance model

Term Factor Model(order) Parameter Estimate s.e.
Residual Identity Sigma2 0.00172 aliased
REML variance components analysis

Response variate: NSV

Fixed model: Constant + REP

Random model: Genotipo

Number of units: 129

Residual term has been added to model

Sparse algorithm with Al optimisation

Estimated variance components

Random term component s.e.

Genotipo 0.0286 0.0451

71

Manthenga Madeira, Dirce Candida

Dissertacdo de mestrado




Avaliacdo da diversidade genética do feijao vulgar (Phaseolus vulgaris L.) em Mogambique

Residual variance model

Term Factor Model(order) Parameter Estimate s.e.
Residual Identity Sigma2 0.448 0.0691

Tests for fixed effects

Sequentially adding terms to fixed model

Fixed term Wald statistic n.d.f. F statistic d.d.f. F pr
REP 23.57 2 11.79 84.0 <0.001
REML variance components analysis

Response variate: NVP

Fixed model: Constant + REP

Random model: Genotipo

Number of units: 129

Residual term has been added to model

Sparse algorithm with Al optimisation

Estimated variance components

Random term component s.e.

Genotipo -0.076 0.094

Residual variance model

Term Factor Model(order) Parameter Estimate s.e.

Residual Identity Sigma2 1.200 0.185

Tests for fixed effects

Sequentially adding terms to fixed model

Fixed term Wald statistic n.d.f. F statistic d.d.f. F pr
REP 24.46 2 12.23 84.0 <0.001

REML variance components analysis

Response variate: P100S

Fixed model: Constant + REP
Random model: Genotipo
Number of units: 129

Residual term has been added to model
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Sparse algorithm with Al optimisation

Estimated variance components

Random term component s.e.

Genotipo 35.8 24.0

Residual variance model

Term Factor Model(order) Parameter Estimate s.e.

Residual Identity Sigma2 193.3 29.8

Tests for fixed effects

Sequentially adding terms to fixed model

Fixed term Wald statistic n.d.f. F statistic d.d.f. F pr

REP 11.50 2 5.75 84.0 0.005

REML variance components analysis

Response variate: Rend

Fixed model: Constant + REP

Random model: Genotipo

Number of units: 129

Residual term has been added to model

Sparse algorithm with Al optimisation

Estimated variance components

Random term component s.e.

Genotipo 6807. 3962.

Residual variance model

Term Factor Model(order) Parameter Estimate s.e.

Residual Identity Sigma2 29800. 4598.

Tests for fixed effects

Sequentially adding terms to fixed model

Fixed term Wald statistic n.d.f. F statistic d.d.f. F pr

REP 13.97 2 6.99 84.0 0.002
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Anexo 5. Correlacéo para os caracteres estudados

Correlations

NDF
NSV 0.0080
NVP 0.0473 -0.2365
P100S -0.1755 -0.2069 0.0185
Rend -0.1797 -0.2267 0.0200 0.9937
NDF NSV NVP P100S Rend
Number of observations: 129
Two-sided test of correlations different from zero
probabilities
NDF
NSV 0.9286
NVP 0.5947 0.0070
P100S 0.0466 0.0187 0.8356
Rend 0.0416 0.0098 0.8223 0.0000
NDF NSV NVP P100S Rend
Correlations
AltP
CorS 0.0151
CurV 0.0000 0.0000
FF 0.0000 0.0000 0.0000
HCr 0.0889 0.2542 0.0000 0.0000
AltP CorS CurV FF HCr
Number of observations: 129
Two-sided test of correlations different from zero
probabilities
AltP
CorS 0.8654
CurV 1.0000 1.0000
FF 1.0000 1.0000 1.0000
HCr 0.3164 0.0036 1.0000 1.0000
AltP CorS CurV FF HCr
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