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RESUMO

KONZEN, E. R. Analise morfoldgica, bioquimica e genética do brilho do tegumento em
variedades de feijoeiro (Phaseolus vulgaris L.). 2011. 136 f. Dissertacdo (Mestrado) —
Centro de Energia Nuclear na Agricultura, Universidade de Sao Paulo, Piracicaba, 2011.

Diversas caracteristicas interferem na aceitabilidade de variedades de feijoeiro (Phaseolus
vulgaris L.) no mercado consumidor, como o brilho do tegumento. Geralmente, o feijdo com
brilho é rejeitado para consumo, pois apresenta dificil cozimento. No entanto, o brilho pode
conferir resisténcia ao ataque de insetos e patdgenos a semente, podendo constituir uma
vantagem para o melhoramento do feijdo. A presenca de brilho é devida a expressdo do gene
Asp (Asper) na forma alélica dominante. Geno6tipos aspasp, portanto, apresentam tegumento
opaco. Outro gene, J (Joker), interfere na expressdo da caracteristica, de modo que o alelo
recessivo j diminui a intensidade do brilho e altera a coloracdo do tegumento. J é considerado
o precursor de polifenois denominados pro-antocianidinas. Na presenca j estes compostos ndo
sdo sintetizados. No presente trabalho foram genotipadas variedades de feijoeiro crioulas
[Serro Azul Brilhante (SAB - tegumento brilhante) e Fosco (SAF - tegumento opaco) e
Puebla-152 (P-152 - brilhante)] e a cultivar Diamante Negro (DN - opaco), contrastantes para
o brilho do tegumento. Andlises fenotipicas, morfoldgicas e bioquimicas permitiram inferir os
gendtipos das variedades e avaliar a segregacdo do brilho em populacdes derivadas de
cruzamentos entre contrastantes: SAF x SAB e P-152 x DN. Os resultados mostraram que as
variedades ndo variam para J, apenas para Asp, sendo que SAB e P-152 carregam Asp e SAF
e DN o alelo asp. Em todos os cruzamentos a segregacao foi de trés brilhantes (Asp) para um
opaco (asp) na geracdo F, e de cinco brilhantes para trés opacos em F3. A partir dos
resultados, as variedades foram contrastadas por meio de marcadores de AFLP, analisando-se
a similaridade genética e identificando-se bandas diferenciadoras entre as mesmas. A partir
disso, foi empregada a metodologia de Bulk Segregant Analysis na populacdo F, de P-152 x
DN, para encontrar marcadores AFLP candidatos ao mapeamento do brilho. Foram
encontrados marcadores associados que, no entanto, revelaram serem falsos positivos.
Anélises utilizando marcadores microssatélites ou analises bioinformaticas de sintenia com a
soja poderiam ser realizadas, visando detectar marcadores precisamente ligados a
caracteristica.

Palavras-chave: Brilho do tegumento. Prd-antocianidinas. AFLP. Segregacéo.



ABSTRACT

KONZEN, E. R. Morphological, biochemical and genetic analysis of seed coat shininess
in common bean varieties (Phaseolus vulgaris L.). 2011. 136 f. Dissertacdo (Mestrado) —
Centro de Energia Nuclear na Agricultura, Universidade de Sdo Paulo, S&o Paulo, 2011.

Several characteristics interfere in acceptability of common bean varieties (Phaseolus
vulgaris L.) by consumers, like seed coat shininess. Generally, varieties with shiny seed coat
are rejected by consumers due to their difficult cooking. However, shininess could confer
resistance to insects attak and also pathogens to the seed, giving an advantage for this trait in
common bean breeding. The presence of shininess is due the expression of the Asp (Asper)
gene in the dominant allelic form. Other gene, J (Joker), interferes on the expression of this
characteristic, with j conditioning a less shiny seed coat and changing seed coat color. J is
considered the precursor of a class of polyfenols called pro-anthocyanidins. In the presence of
J these compounds are not synthesized. In the present work we genotyped common bean
landraces [Shiny Serro Azul (SAB — shiny seed coat) and Dull Serro Azul (SAF — dull seed
coat) and Puebla-152 (P-152 — shiny)] and the cultivar Diamante Negro (DN — dull),
contrasting for seed coat shininess. Phenotypic, morphological and biochemical analyses
allowed to genotype all varieties and evaluate the segregation of shinines in populations
derived from crosses between contrasting genotypes: SAF x SAB and P-152 x DN. Results
showed that varieties do not vary for J, only for Asp. SAB and P-152 carry Asp and SAF and
DN carry asp. In all crosses segregation was of three shiny (Asp) for one opaque (asp) in F;
and of five shiny for three dull in Fs. Based on the results, all varities were contrasted by
AFLP markers, analyzing genetic similarity and identifying differencial bands among all of
them. Further it was used the Bulk Segregant Analysis method in population F, of the cross P-
152 x DN, aiming to find candidate AFLP markers for shininess mapping. We found markers
associated but they revealed to be false positives. Further analyses using microsatellite
markers or sinteny comparisons with soybean genome could be done, aiming to find specific
markers linked to this trait.

Key-words: Seed coat shininess. Pro-anthocyanidins. AFLP. Segregation.
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1 INTRODUCAO

O feijdo (Phaseolus spp.) constitui um dos grdos de maior importancia para 0 consumo
humano em escala global. Os gréos constituem fonte de proteinas, vitaminas e minerais que
apresentam papel essencial na nutricdo. A producdo de feijdo na América Latina é uma das
mais elevadas mundialmente (BROUGHTON et al., 2003). No Brasil, destaca-se o feijoeiro-
comum (Phaseolus vulgaris L.), sendo cultivado em varios estados. Além disso, o pais €
considerado o maior consumidor mundial. A preferéncia do consumidor € regionalizada e

difere principalmente quanto a cor e ao tipo de grdo (EMBRAPA, 2010).

A colheita de graos de feijdo de alta qualidade depende de cuidados que védo desde a
pré-producdo até a comercializacdo. As condicdes de armazenamento dos gréos séo criticas
para sua posterior distribuicdo no mercado. Um dos aspectos essenciais para a venda do
produto é a manutencdo da cor especifica de cultivares de feijoeiro (BUSHEY; OWENS;
HOSFIELD, 2001; BASSETT, 2007), o que mobiliza grandes esforcos dos melhoristas e

tecnélogos de sementes.

Além da cor, o brilho do tegumento é uma caracteristica avaliada na selecdo e no
lancamento de cultivares. A presenca de brilho no tegumento afeta sua aceitacdo no mercado.
No Brasil, geralmente, cultivares com tegumento brilhante sdo pouco aceitas para consumo. A
justificativa € de que o cozimento de sementes brilhantes é mais lento e também irregular,
aspectos indesejaveis para o consumidor. Dessa maneira, 0os programas de melhoramento

genético do feijoeiro no Brasil priorizam variedades e linhagens com tegumento opaco.

Outro motivo para a rejeicdo de sementes brilhantes é a presenca de fatores
antinutricionais, que reduzem a digestibilidade e absorcdo de nutrientes pelo organismo
humano (LEAKEY, 1988). Entre as substancias associadas a isso estdo as pro-antocianidinas,
ou taninos condensados, polifenois sintetizados ao longo da via metabélica dos flavonoides.

Sementes brilhantes podem conter essas substancias no tegumento (LEAKEY, 1988).

Apesar disso, a preferéncia por sementes de tegumento opaco ndo pode ser
generalizada. Alguns produtores rurais valorizam sementes de tegumento brilhante porque

observam que estas apresentam maior resisténcia ao ataque de insetos. Além disso, a presenca



16

de brilho no tegumento pode também contribuir para diminuir a incidéncia de doengas. Os
compostos fendlicos presentes no tegumento podem constituir uma barreira fisica natural a
penetracdo de agentes patogénicos (ISLAM et al., 2003). Compostos associados ao brilho do

tegumento possivelmente aumentam essa protecao.

Sob o enfoque nutricional, embora sementes brilhantes possam apresentar substancias
antidigestivas, estudos tém mostrado que os compostos fendlicos presentes no tegumento
constituem também importantes fatores antioxidantes e anticarcinogénicos (BENINGER;
HOSFIELD, 1999; 2003).

Desse modo, o brilho do tegumento pode apresentar importantes implicacdes para a
producdo, o armazenamento e o consumo do feijoeiro. Além disso, sob o ponto de vista
estético, sementes brilhantes sdo mais atraentes, o que poderia ser refletido no seu valor

comercial.

Até hoje foram descritos dois genes associados ao brilho no tegumento: Joker (J)
(LAMPRECHT, 1932; 1940) e Asper (Asp) (LAMPRECHT, 1940). Bassett (1996) delimitou
as caracteristicas condicionadas pelos genes. J afeta o brilho do tegumento, no entanto,
também altera a coloracdo. Na forma recessiva (jj) o tegumento apresenta brilho reduzido e
coloracdo tipica de sementes imaturas. No entanto, o gene determinante para presenca do
brilho é Asp. Gendtipos AspAsp apresentam tegumento brilhante, enquanto 0s recessivos
(aspasp), tegumento opaco. Os alelos de J indicam apenas alterar a intensidade do brilho
(BASSETT, 1996). J ¢é considerado o precursor das pré-antocianidinas (LEAKEY, 1988).

Dada a complexidade genética e bioquimica do brilho do tegumento e considerando 0s
beneficios potenciais dessa caracteristica, torna-se importante o seu estudo. No Brasil, séo
extremamente escassos 0s trabalhos que se dirigiram a andlise do brilho, avaliando variedades
de importancia nacional ou local. Desse modo, no presente estudo, foram analisadas
variedades de feijoeiro e populagdes derivadas de cruzamentos entre parentais contrastantes

para brilho do tegumento, sob os enfoques fenotipico, morfoldgico, bioquimico e genético.
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Os objetivos especificos do trabalho foram:

estudar o controle genético do brilho do tegumento em cada uma das variedades,

genotipando-as para 0s genes J e Asp;

diferenciar quantitativamente a intensidade do brilho do sementes de feijdo, utilizando

um método espectrofotométrico — medidas obtidas através de um colorimetro;

caracterizar qualitativa e guantitativamente diferencas morfologicas da superficie do
tegumento e do parénquima pali¢adico entre as variedades contrastantes através de
microscopia eletronica de varredura (MEV);

avaliar a absorcdo diferencial de 4gua entre sementes brilhantes e opacas;

determinar compostos fendlicos nas variedades, enfocando taninos condensados,
utilizando métodos analiticos (butanol-HCI) e microscopia Otica (teste histoquimico
com Vanilina-HCI), verificando se o método viabiliza diferenciar os genotipos
contrastantes para o brilho;

analisar a segregacdo do brilho do tegumento em populacGes derivadas dos
cruzamentos P-152 x DN e SAB x SAF, com 0s parentais contrastantes para a
caracteristica;

identificar marcadores AFLP candidatos para o mapeamento do brilho do tegumento.

O trabalho baseou-se na hipotese de que Asp controla o brilho do tegumento nestas

variedades, sendo que as variedades de tegumento brilhante apresentam genotipo Asp Asp e as

de tegumento opaco, gendtipo asp asp. Desse modo, J estaria presente na forma dominante

em todas as variedades, contribuindo para realcar a intensidade do brilho e ndo segregando

nas populagdes analisadas. Por isso, todas as variedades provavelmente produzem pro-

antocianidinas.
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Considerando a abordagem do trabalho, as andlises realizadas visaram apenas
caracterizar as variedades sob todos os aspectos considerados. Analises em escalas temporal
(diferentes épocas) ou espacial (ambientes diversos), requeridas para fins de melhoramento

genético, ndo foram o foco do presente estudo.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Diversidade genética do feijoeiro

O feijoeiro (Phaseolus spp.) é uma das culturas mais antigas da Ameérica. Juntamente
com o milho e a mandioca, constitui um alimento basico das popula¢Ges que habitam as
baixas e médias latitudes do continente ha milénios. As espécies de feijoeiro apresentam
caracteristicas bem divergentes no que concerne a formas de cultivo, usos e aplicacdes,
amplitude ambiental em que se adaptaram e variabilidade morfol6gica (BROUGHTON et al.,
2003).

O feijoeiro é integrante da familia Fabaceae (Leguminosae, Papilionoidae) e género
Phaseolus. Cerca de 55 espécies de Phaseolus sdo descritas, mas apenas cinco sdo cultivadas:

P. vulgaris, P. acutifolius, P. lunatus, P. coccineus e P. polyanthus (VIEIRA et al., 2005).

P. vulgaris € uma espécie diploide com 2n = 22. A espécie é autbgama, no entanto,
tem sido observada uma taxa de fecundacdo cruzada natural (no geral até cerca de 4%), que
pode trazer consequéncias para os trabalhos de melhoramento e para a manutencgdo da pureza
das cultivares (VIEIRA et al., 2005).

Naturalmente, a espécie apresenta elevada amplitude de distribuicdo geografica,
ocorrendo desde o norte do México até o Nordeste da Argentina. No Brasil, P. vulgaris foi
introduzida, segundo evidéncias arqueoldgicas e genéticas, a partir do norte da América do
Sul ou da América Central, com pouca influéncia da Regido dos Andes Centrais e
Meridionais (FREITAS, 2006).

Elevada diversidade morfolégica e isoenzimatica foi encontrada entre populagdes
selvagens de P. vulgaris dos dois extremos de sua distribui¢do geografica (KOENIG; GEPTS,
1989; SINGH; GEPTS; DEBOUCK, 1991). Isso reflete nas diversas formas de folhas, habitos
de crescimento, cores de flores e, principalmente, uma grande variabilidade de cores, formas e

tamanhos de sementes de feijoeiro.
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Além das técnicas convencionais, recentes trabalhos com marcadores moleculares
confirmaram a alta diversidade genética desta espécie, dentre eles: RAPD (FRANCO et al.,
2001; CARVALHO et al., 2008), microssatélites (BLAIR et al., 2006; BENCHIMOL et al.,
2007; BURLE et al., 2010), AFLP (MACIEL et al., 2003) e ISSR (GONZALEZ et al., 2005).

As diversas analises de diversidade do feijoeiro mostraram a existéncia de dois
grandes centros de domesticacdo: Mesoamericano e Andino, sendo subdivididos em seis ragas
(SINGH; GEPTS; DEBOUCK, 1991). O grupo Mesoamericano se estende desde o México e
demais paises da América Central até a Colémbia e Venezuela. Os representantes do pool
Andino sdo encontrados no Peru, Chile, Bolivia e Argentina (SINGH; GEPTS; DEBOUCK,
1991). Aparentemente, os dois pools indicam convergir na Colémbia (GEPTS; BLISS, 1986).
Os recentes trabalhos envolvendo marcadores moleculares mostraram resultados semelhantes,

com maior detalhamento.

2.2 Panorama econdmico atual do feijoeiro no Brasil

Atualmente, o feijdo € um dos mais importantes alimentos da dieta do brasileiro, pois €
uma excelente fonte de proteinas. O Brasil € o maior produtor e consumidor mundial de
feijdo. O consumo médio per capita no pais, embora em declinio, é de 12,7 kg/ano
(EMBRAPA, 2010). Na Figura 2.1 é apresentando o consumo per capita de feijdo e arroz,
produto frequentemente associado ao consumo, entre 1981 e 2010. O grafico mostra as

oscilagGes e o recente declinio do consumo do feijéo.

Além da sua importancia na dieta, € um dos produtos agricolas de maior importancia
econémico-social. A partir da década de 1980, o cultivo do feijoeiro deixou de ser somente
uma cultura de subsisténcia, entrando em uma fase de maior tecnificacdo (VIEIRA et al.,

2005) que, no entanto, ndo evoluiu significativamente.
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Figura 2.1 - Consumo per capita de arroz e feijéo no Brasil (1981-2010). Fonte: Embrapa (2010)

A producéo de feijoeiro na Safra 2009/2010 foi estimada em aproximadamente 3,27
milhGes de toneladas, em uma area de 3,6 milhdes de hectares. A produtividade média
estimada no perfodo foi de 913 kg.ha (CONAB, 2010), valor considerado reduzido, muito

aquém do potencial produtivo da cultura.

A reduzida produtividade média do feijoeiro no Brasil pode ser associada a problemas
como ataques de pragas, doencas, estresse hidrico e outros, decorrentes das condicdes
tecnoldgicas de cultivo. Atualmente, o feijoeiro ainda é cultivado em sistemas de subsisténcia,
embora seja também produzido em locais com maiores condi¢fes tecnoldgicas (irrigagéo,
mecanizacdo) (BOREM; CARNEIRO, 2006; EMBRAPA, 2010). Dados da estrutura
produtiva da safra 2002/2003 mostraram que 75% das lavouras nacionais de feijao
apresentavam area inferior a 10 ha. Contrariamente, apenas 2% da area cultivada de feijdo
correspondiam a lavouras com mais de 500 ha, situacdo pouco modificada até os dias atuais.
Isso mostra que a producgéo de feijoeiro estd concentrada em atividades de pequenos e médios
produtores rurais, 0s quais ndo apresentam condic¢des para grandes investimentos tecnoldgicos

em suas areas de producéo.

Desse modo, os programas de melhoramento genético do feijoeiro do Brasil
apresentam grandes desafios para aumentar a produgdo. Além disso, é fundamental manter as
propriedades e caracteristicas das cultivares langadas. A principal caracteristica observada
pelo consumidor é a coloracdo do tegumento da semente. Bassett (2007) descreve que a
manutencdo da coloracgéo e de sua uniformidade sdo necessarios para o produto ser bem aceito

no mercado.
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A presenca de brilho no tegumento é outra caracteristica bastante considerada pelo
consumidor no momento da compra e, por isso, também pelos melhoristas, pois interfere nas

propriedades culinarias (coc¢do) do feijao.

2.3 Caracteristicas do tegumento do feijoeiro

O tegumento é a estrutura de protecdo externa das sementes. Entre suas diversas
funcbes estdo: preservacdo da integridade das partes das sementes, protecdo do embrido
contra injdrias mecanicas e do ataque de pragas e patogenos, regulacdo das trocas gasosas
entre 0 embrido e o ambiente externo e, em muitas espécies, participacdo no processo de
dispersdo de sementes (SOUZA; MARCOS-FILHO, 2001).

A formacdo do tegumento da-se a partir da diferenciacdo do integumento do 6vulo que
circunda o saco embrionario. Portanto, 0s genes expressos no tegumento apresentam heranca
materna  (SCHUURMANS et al., 2003). Na maturidade, o tegumento € composto
principalmente por células mortas. Mesmo assim, essas células desempenham importantes
papeis na protecdo e germinacao das sementes (HAUGHN; CHAUDHRY, 2005).

O tegumento da semente de P. vulgaris é basicamente composto por uma fina cuticula
que reveste uma camada de células alongadas de parénquima palicadico ou epiderme. Logo
abaixo, encontra-se uma camada de células em forma de ampulheta (hourglass cells ou
osteoesclereideos), a hipoderme. Estas células apresentam paredes celulares com espessura
irregular. A espessura € menor nas extremidades e bem maior na parte central, constituindo
uma camada bem resistente e com consideravel espaco intercelular (THORNE, 1981;
LEAKEY, 1988). Esta camada de células reflete luz e pode contribuir para aumentar a
intensidade do brilho do tegumento, dependendo dos compostos quimicos constituintes.
Abaixo desta, encontram-se distribuidas varias camadas de células de tecido parenquimatico,
que acumulam compostos fendlicos (LEAKEY, 1988). Esse tecido é o parénquima lacunoso,
composto por grandes células alongadas tangencialmente, na parte externa, e células menores
e muito ramificadas na interna (ESAU, 1974). Na Figura 2.2 é mostrado o perfil transversal

do tegumento de P. vulgaris e as camadas de celulas constituintes.
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Figura 2.2 — (A) Perfil transversal do tegumento de feijoeiro (Phaseolus vulgaris L.), analisado por Microscopia
de Luz: a) Parénquima pali¢adico; b) Camada de células da hipoderme (hourglass layer); c) Tecido
parenquimatico. (B) Perfil transversal do tegumento da linhagem 5-593, analisado por microscopia
eletrdnica de varredura

A epiderme paligddica despertou muita atencdo pela sua estrutura e por em certas
leguminosas ser associada a alto grau de impermeabilidade. Isso afeta a capacidade de
germinagdo, podendo retarda-la. Nesse sentido, a ocorréncia de camadas cuticulares reveste-
se de interesse. Essas camadas originam-se nas cuticulas do dvulo. O dvulo jovem é
inteiramente revestido por uma cuticula (ESAU, 1974). No feijdo, alguns trabalhos relataram
a importancia da cuticula na impermeabilidade e na organizacdo estrutural da superficie do
tegumento (BUSHEY; HOSFIELD; BENINGER, 2000; BUSHEY; OWENS; HOSFIELD,
2001; 2002).
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2.4 Caracteristica do brilho do tegumento em feijoeiro

A elevada diversidade genética do feijoeiro reflete-se nas diversas formas, tamanhos,
cores e intensidades de brilho do tegumento das sementes da cultura. O brilho do tegumento
de P. vulgaris é uma caracteristica incluida na caracterizacdo de uma cultivar. O CIAT (1976)
apresentou a classificacdo das sementes quanto ao brilho do tegumento, podendo ser
brilhante, intermediario ou opaco. A analise visual de sementes permite facilmente distinguir
brilhantes de opacas, no entanto, entre sementes brilhantes e intermediarias ha maior
dificuldade de delimitagéo. Essa classificacdo depende da variedade, da cor do tegumento, da

interacdo entre genotipo e ambiente, o que influencia a intensidade com que o brilho aparece.

O aspecto brilhante do tegumento de feijdo pode ser devido a presenca de compostos
fendlicos dos grupos das antocianinas e pré-antocianidinas. Leakey (1988) sugere que sao
acumuladas pro-antocianidinas na camada de parénquima lacunoso da semente e esta reflete

luz através da hipoderme do tegumento.

A presenca de brilho no tegumento apresenta vantagens para a semente. O tegumento
é a estrutura de protecdo da semente e a presenca de substancias que conferem brilho indicam
reforcar essa protecdo. Embora ndo completamente esclarecido, é provavel que o brilho do
tegumento seja um dos principais fatores que dificultam a absorcdo de dgua pela semente de
feijdo (BUSHEY; HOSFIELD; BENINGER, 2000), que poderia ser explicado pela
organizacdo estrutural da cuticula (BUSHEY; OWENS; HOSFIELD, 2001; 2002).

A dificuldade de absorver agua pode também limitar a capacidade de penetracdo de
patdgenos na semente, aumentando a resisténcia a doencas. Pré-antocianidinas do tipo pro-
delfinidinas podem conferir maior resisténcia contra o fungo Mycosphaerella pinodes
(LEAKEY, 1988). Estudo mais recente também mostrou associa¢do, embora ndo muito clara,
entre polifenois (incluindo taninos condensados) do tegumento de feijdo e aumento na
resisténcia a doencas (ISLAM, 2003). Taninos condensados também podem atuar na protecao
contra infeccBes fungicas em folhas, como sugerido por Winkel-Shirley (2001) e Kantar et al.

(1996). A elucidagéo dessa associacgdo, no entanto, ainda carece de resultados mais precisos.
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No Brasil e outros paises, varios pequenos produtores cultivam diversas variedades
crioulas de feijoeiro que apresentam sementes com tegumento brilhante. Sementes brilhantes
indicam apresentar maior resisténcia ao ataque de insetos, como carunchos (Bruchidae).
Contrariamente, em sementes de tegumento opaco, a incidéncia de ataque desses insetos é
mais elevada. Desse modo, o periodo de armazenamento de sementes com tegumento

brilhante pode ser mais prolongado do que o de sementes opacas.

Esses aspectos mostram a importancia do brilho na protecdo da semente. Por isso, essa
caracteristica poderia ser valorizada por programas de melhoramento genético do feijoeiro.
No entanto, algumas propriedades relacionadas ao brilho levam a sua rejeicdo pelo
consumidor e, portanto, os melhoristas geralmente ndo selecionam sementes com tegumento

brilhante em seus trabalhos.

Primeiramente, grdos com tegumento brilhante apresentam tempo de cozimento mais
elevado. Isso pode ser atribuido a maior impermeabilidade e dificuldade de embebicdo das
sementes brilhantes (BUSHEY; HOSFIELD; BENINGER, 2000).

O cozimento do feijao tem sido associado a dois fendémenos principais: hard to cook e
hard shell. Por esse Gltimo fenémeno, os grdos ndo apresentam amolecimento suficiente
devido a uma falha na embebicdo durante o cozimento. Os dois fenbmenos tém sido
associados a presenca de taninos condensados no tegumento (STANLEY, 1992). Sementes
brilhantes, por provavelmente apresentarem taninos condensados, sofrem gradativo
endurecimento durante seu armazenamento, devido a oxidagdo destes compostos (LEAKEY,
1988).

Outra desvantagem conferida ao brilho é o escurecimento do tegumento (LEAKEY,
1988). Sementes com tegumento brilhante tendem a passar por processo mais acelerado de
escurecimento do que sementes opacas, aspecto indesejavel para o melhorista, dada a
necessidade de manter as caracteristicas da cor de cada variedade comercial de feijdo. No
entanto, em classes comerciais de feijdo como cranberry, pinto e carioca, ha cultivares
passiveis de rapido escurecimento (BETT; ELSADR, 2010), incluindo algumas de tegumento
opaco. Estudos mais recentes indicam que genes provavelmente ndo ligados ao brilho podem
estar associados a caracteristica do escurecimento (JUNK-KNIEVELL; VANDENBERG;
BETT, 2008; BETT; ELSADR, 2010). Isso sugere cautela ao associar esse fendbmeno com o
brilho.
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A presenca de pro-antocianidinas em sementes brilhantes tem sido apontada também
como problema para a nutricdo humana. Alguns trabalhos sugeriram que taninos condensados
dificultam a absorcdo de nutrientes pelo organismo humano. Portanto, pro-antocianidinas
apresentam propriedades antidigestivas (BARAHONA et al., 1997; LI et al., 1996; TERRILL
et al.,, 1992). No entanto, estudos mais recentes reportaram propriedades antioxidantes e
anticarcinogénicas de taninos condensados em feijoeiro (BENINGER; HOSFIELD, 1999),

sugerindo a necessidade de rever a importancia dessas substancias para a saide humana.

Além disso, estudos tém mostrado que nem sempre sementes brilhantes apresentam
pré-antocianidinas (BENINGER; HOSFIELD; NAIR, 1998). Outros compostos fendlicos
como as antocianinas podem estar relacionadas a expressdo do brilho (BENINGER et al.,
2000). Desse modo, o cozimento dificultado e o escurecimento do tegumento podem estar

relacionados também a outros compostos quimicos.

O nivel de aceitacdo do brilho do tegumento pelo consumidor reflete-se no cultivo do
feijoeiro em diversos locais do Brasil e outros paises. Estudos feitos por Diamant et al. (1989)
na Guatemala revelaram que a coloragdo escura e o brilho estdo entre as principais
caracteristicas usadas na selecdo de feijao para consumo. No estudo desses autores, foram
entrevistados 600 consumidores de feijdo e os resultados mostraram que 32% dos
consumidores preferiam sementes com tegumento opaco, em funcdo do cozimento. No
entanto, a aparéncia também foi um dos principais critérios julgados pelos consumidores na

preferéncia pelo feijdo e, neste caso, 18% preferiram feijdo com tegumento brilhante.

Trabalhos recentes, através de levantamentos dos tipos de sementes mais cultivadas
em algumas regides do Brasil, indicaram predominancia das sementes opacas em relagéo as
brilhantes (FONSECA, 1998; FONSECA et al., 2003; 2007; CHIORATO, 2004; BARELLI
et al., 2009).

Fonseca (1998) caracterizou germoplasma de feijdo coletado no sul de Minas Gerais,
avaliando 119 variedades de feijoeiro. Desse total, 65 apresentavam tegumento opaco e
apenas 13 possuiam tegumento brilhante, enquanto as demais eram de brilho intermediério.
Fonseca et al. (2003) avaliaram germoplasma de feijao da regido do Alto do S&o Francisco,

em Minas Gerais, constatando que 34% dos acessos apresentavam tegumento opaco e apenas
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18% tegumento brilhante, sendo os demais intermediarios. De maneira similar, Fonseca et al.
(2007) avaliaram germoplasma de feijdo do Espirito Santo, observando 122 variedades.
Dentre as variedades, 59 possuiam tegumento opaco e apenas 11 tegumento brilhante. No
estudo de Barelli et al. (2009), dentre 35 cultivares tradicionalmente cultivadas no estado do

Mato Grosso, apenas sete apresentavam tegumento brilhante.

Chiorato (2004), em estudo para caracterizacdo de acessos de feijoeiro do Banco de
Germoplasma do Instituto Agronémico de Campinas (IAC), Sdo Paulo, revelou que a
porcentagem de acessos com tegumento brilhante também foi bastante reduzida. Dentre 933
acessos avaliados, incluindo andinos e mesoamericanos de diversos locais, apenas 14%
apresentaram tegumento brilhante, enquanto que 52% apresentavam tegumento opaco e 34%

brilho intermediario.

2.5 Genética do tegumento do feijoeiro e genes relacionados ao brilho

O brilho do tegumento, a cor e seu padrdo de distribuicdo e as cores das flores de
feijoeiro constituem caracteres basicos para diferenciar genoétipos, sendo bons marcadores
genéticos. No feijoeiro, a cor é controlada por um grupo bem definido de genes que regulam a
via de biossintese dos flavonois e antocianinas (McCLEAN et al., 2002). Em uma perspectiva
historica, diversas analises genéticas do tegumento tém sido realizadas, elucidando os genes

que se expressam, suas interacdes e seus efeitos.

Em 1985 foi iniciado um programa para desenvolver genoétipos (testers), cada um com
um ou mais marcadores geneticos recessivos para cor e padrdo do tegumento de feijoeiro.
Fundamentalmente, os trabalhos foram desenvolvidos pelo pesquisador Mark J. Bassett e
colaboradores. Como base para esse programa, foi adotado como parental recorrente a
linhagem 5-593, utilizada em pesquisas nas areas experimentais de Gainesville, na Florida.
Esta linhagem tem habito de crescimento determinado, flores roxas e tegumento preto
brilhante. Nesta linhagem, a maioria dos genes expressos no tegumento se apresentam na
forma homozigota dominante, justificando sua escolha para os cruzamentos. O genétipo do
tegumento desta linhagem é Stp T Z 1" Bip P [C r] D J G B V Rk, que inclui genes para padréo
e cor de tegumento (BASSETT, 1998b; 1998e; 1998c; 2003).
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Um exemplo de tester desenvolvido a partir de uma série de retrocruzamentos com 5-
593 é j BC3 5-593. Essa simbologia indica o loco em que houve substituicdo alélica (forma
dominante pela recessiva) e a geracdo de retrocruzamento (BASSET, 1992; BASSETT,
1998a). Portanto, nesse tester, o Unico loco em que houve substituicdo alélica a partir de 5-
593 foi J. 5-593 apresentava a forma dominante do loco (J), enquanto que o tester apresenta o

alelo recessivo (j).

No presente trabalho, o padrdo do tegumento refere-se as diferentes formas como as
cores sdo distribuidas em sua superficie. Algumas variedades apresentam tegumento
totalmente colorido e outras, padrdes parcialmente coloridos (manchas ou pontos coloridos,

listras) dependendo dos alelos presentes.
A expressdo da cor é completamente dependente dos alelos mdltiplos do loco P. A
presenca do alelo dominante P permite a formacdo de flores ou tegumentos com coloracao,

enquanto que individuos com genOtipo pp apresentam esses tecidos brancos ou sem
pigmentacdo (BASSETT, 1994b) (Figura 2.3).

PP

pp

Figura 2.3 — Expressdo fenotipica de gendtipos PP e pp. A presenca do alelo dominante P é essencial para a
expressdo de outros genes de coloragdo do tegumento

Outro gene basico na determinagdo da cor é V. Em individuos P_, uma série
multialélica em V_ controla a cor das flores. No tegumento, gen6tipos V_ contém antocianinas
enquanto que em gendtipos vv estdo presentes os flavonois (BENINGER; HOSFIELD;
BASSETT, 1999; BENINGER et al., 2000).

A outros genes do tegumento cabe uma breve descri¢ao, baseada em Porch (2010):
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T — responsavel pela coloracdo completa do tegumento. Em plantas tt, o tegumento é

parcialmente colorido (padrdo de tegumento);

cl — circumlineatus — com t, v, clcl expressa um sulco na superficie do tegumento, no

limite entre areas brancas e coloridas de tegumentos parcialmente coloridos;

Z — conhecido com fator zonal para tegumentos parcialmente coloridos. Com t, Z
interage para formar uma série de padrdes de tegumentos parcialmente coloridos. Com

T, Z néo expressa padrdes parcialmente coloridos;

Bip — bipunctata — Bip e bip, combinados com Arc e arc, formam padrdes de
tegumento especificos préximos ao hilo. Esse gene relaciona-se a extensao de cores
em sementes parcialmente coloridas. Este gene estd ligado a J e ambos estdo
localizados no grupo de ligagdo 10 (B10) no feijoeiro (FREYRE et al., 1998);

Fib — exibe também padrbes especificos de tegumento, dependendo dos genes com

que interage. Foi assim designado pelo fator fibula;

[Cr] — C nédo expressa padrdo de tegumento; r ndo expressa a cor vermelho-

amarronzado enquanto que R a expressa;

D — estéa relacionado fundamentalmente a formacao de anel pardo ao redor do hilo;

Gy — na forma recessiva, gygy, € expressada coloracdo amarelo-esverdeada;

B —com P C J B v se expressa um tom marrom mineral, enquanto que comP CJgBv

é expressa Cor marrom acinzentada;

Rk — ndo expressa cores vermelhas na presenca de Rk. Dependendo das interag0es da

forma recessiva com os demais genes, determina diversas cores diferentes.
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No presente trabalho, no entanto, é necessario discorrer detalhadamente sobre dois
genes que sdo associados ao brilho do tegumento em feijoeiro. Sdo os genes Asper (Asp) e

Joker (J). Os dois genes apresentam diferentes papeis na expresséo do brilho no tegumento.

2.6 Genes Joker e Asper

Os estudos abordando o brilho do tegumento e seus efeitos sdo escassos e
relativamente confusos. A maioria dos trabalhos enfoca outras caracteristicas conjuntamente,
ndo permitindo avaliagbes muito acuradas sobre os efeitos do brilho. Na literatura, séo
apresentados trabalhos que estudaram os genes que controlam o brilho e seu modo de herancga
(LAMPRECHT, 1940; PRAKKEN, 1972; BASSETT, 1996; BASSETT et al., 2002;
CALDAS; BLAIR, 2009; BETT; ELSADR, 2010), os efeitos morfolégicos (BASSETT,
1996; 1998; BUSHEY; HOSFIELD; BENINGER, 2000; BUSHEY; OWENS; HOSFIELD,
2001; 2002) e bioquimicos destes genes (BENINGER et al., 1999; 2000; 2005).

O brilho apresentado pelo tegumento de feijdo pode ser devido a dois genes, Asper
(Asp) e Joker (J). Os trabalhos iniciais consideravam J como o principal gene responsavel
pela caracteristica (LAMPRECHT, 1940; PRAKKEN, 1972). No entanto, Bassett (1996)
descreve os principais efeitos de cada um dos genes e deixa clara a diferenca entre os

mesmaos.

2.6.1 Loco Joker

Para melhor entendimento deste loco, é necessaria uma breve descricdo da
terminologia usada para algumas partes da superficie do tegumento de feijdo, especialmente
proximo a regido do hilo, ilustradas na Figura 2.4. O hilo é circundado pelo anel do hilo, que
varia na sua coloracdo entre as variedades de feijdo. Ao redor do hilo esta a corona, que pode
ser colorida ou esbranquicada. Na regido entre corona e anel do hilo encontra-se a carincula,
excrescéncia de pequenas dimensdes. Também € encontrada a micropila, pequeno orificio na
base do hilo. Além destas, é notada a regido margo em algumas sementes, que pode

apresentar coloracédo diferente em relagédo ao restante do tegumento.
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Margo
Caruncula

Corona

Anel do hilo

—— Hilo

T Micrépila

Figura 2.4 — Terminologia das partes constituintes do hilo e entorno, na superficie do tegumento de Phaseolus
vulgaris L. Fonte: Bassett, 2007

O gene J foi descrito na primeira metade do século XX nos trabalhos de Lamprecht
(1932, 1940). No mesmo periodo Schreiber (1934) descreveu outro gene, Sh (do inglés,
shininess), que atualmente é considerado equivalente a J. No entanto, foi através dos trabalhos
de Bassett (1992, 1996, 1998), Bassett et al. (2002) e McClean et al. (2002), que 0 modo de

heranga e os alelos desse gene foram melhor elucidados.

J apresenta efeitos sobre a cor e também sobre o brilho do tegumento (BASSETT,
2007).

O gene J na forma recessiva jj condiciona trés principais caracteristicas fenotipicas.
Primeiramente, a cor da regido margo € a mesma apresentada pelo tegumento, no entanto, a
cor distal a regido do hilo é altamente variavel e caracteristica de tegumentos com coloragéo
imatura para esse gendétipo (BASSETT, 1996). Ao citar coloracdo imatura, no presente
trabalho, se designa coloragdo irregular ou desuniforme pelo tegumento, pois o alelo j
interfere na formacéo da cor final. E como se fosse a cor apresentada por sementes que ainda

estdo em processo de amadurecimento.
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O segundo efeito desse gene pode ser observado na regido da corona. Usualmente esta
area apresenta-se descolorida ou esbranquicada, algumas vezes perdendo totalmente a
coloracdo (BASSETT, 1996).

Por consequéncia, o terceiro efeito do gene se da no brilho do tegumento. Em
gendtipos jj a intensidade visual do brilho é reduzida, conferindo aspecto levemente opaco a
semente, em relacdo ao que seria esperado com J (BASSETT, 1996). Para analisar este
aspecto, portanto, é requerido um padréo (controle) para o alelo dominante J. A linhagem 5-
593 (BASSETT, 1998b, 1998e, 1998c; 2003) constitui 0 melhor padréo.

Leakey (1988) apontou outra caracteristica para diferenciar o genétipo JJ do recessivo.
Segundo o autor, genotipos JJ sempre expressam anel do hilo escuro. No entanto, testers para
j também apresentam anel do hilo escurecido. Desse modo, Bassett (1996) reforca que a
principal caracteristica a ser levada em conta € a uniformidade de coloragdo no tegumento em

J, sendo que em jj é observado o contrario, com coloracdo ‘palida’ e de tegumento imaturo.

Além dos aspectos fenotipicos, substancial progresso tem sido obtido com estudos
bioguimicos relacionados a J. Feenstra (1960) mostrou que os gendtipos dominantes (JJ)
produzem pré-antocianidinas (leucobases) enquanto os recessivos ndao produzem. Leakey
(1988) descreveu que o aspecto brilhante das sementes se deve a acumulacdo de
leucocompostos na camada de parénguima da semente, que refletem luz através da

hipoderme.

Estudos mais recentes mostraram resultados semelhantes. Beninger et al. (1998),
estudando uma variedade comercial de feijao chileno conhecida com “Prim”, previamente
genotipada como jj (BASSETT, 1999), ndo encontrou pro-antocianidinas nas amostras
(BENINGER; HOSFIELD, 1999). Por isso, sugeriu-se que a formacéo de pro-antocianidinas
depende essencialmente do alelo dominante J (LEAKEY, 1988; BENINGER; HOSFIELD,
1999).

Leakey (1988) descreveu que um efeito fenotipico provavelmente relacionado as pro-
antocianidinas (em genotipos J) é o gradativo escurecimento do tegumento ao longo do
tempo, o que dificulta o cozimento e a digestibilidade. Gendtipos jj ndo apresentam

escurecimento com o tempo de armazenamento, pois ndo produzem pré-antocianidinas.
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O fendbmeno de escurecimento, no entanto, ndo se encontra completamente elucidado.
Alguns estudos tém mostrado que o processo pode estar relacionado a outros genes, além de
J. A Dra. Kirstin Bett, da Universidade de Saskatchewan, Canada, em comunicacao pessoal,
informou que J indica ser epistatico a outro loco, o SD (escurecimento lento — slow
darkening), desse modo interferindo no escurecimento, como sendo um pré-requisito, mas
ndo o determinando inteiramente. Junk-Knievel, Vandenberg e Bett (2008) caracterizaram 0
loco SD. Algumas classes de sementes apresentam escurecimento mais acelerado ao longo do
tempo, sendo consideradas RD (escurecimento regular — regular darkening), enquanto outras
apresentam escurecimento mais lento (SD). Trabalho recente mostrou que gendtipos jj ndo
escurecem, como esperado, e que genotipos com escurecimento lento sdo controlados pelo
gene SD, embora também carreguem o alelo dominante J (BETT; ELSDAR, 2010).

2.6.2 Loco Asper

Até recentemente, a perda de brilho ou a sua auséncia no tegumento era associada
principalmente ao genétipo jj. No entanto, o alelo asp do gene Asper é amplamente
distribuido e constitui o alelo mais comumente encontrado, produzindo tegumentos opacos. A
diferenca mais saliente entre aspasp e jj € que o primeiro nunca afeta a cor da semente,
enquanto que o ultimo sempre produz uma coloracdo mais imatura do que seria esperado com
J (BASSETT, 1996).

A primeira descricdo do gene Asp foi realizada por Lamprecht (1940). O loco néo
apresenta efeito bioquimico conhecido. Desde sua caracterizacdo, 0 gene € conhecido por ter
um efeito estrutural sobre o tegumento. Em gendtipos aspasp, a superficie do tegumento
apresenta maior rugosidade (LAMPRECHT, 1940). Contrariamente, gendtipos AspAsp

apresentam tegumento com superficie ligeiramente uniforme.

A rugosidade do tegumento pode ser observada em cortes de microscopia eletrénica de
varredura, na extremidade superior do parénquima paligddico (BENINGER et al., 2000).
Além disso, Beninger et al. (2000), estudando a expressdo morfoldgica e bioguimica do gene

Asp, verificaram que os testers 5-593 (AspAsp) e DBV (Dark Brown Violet — AspAsp)
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apresentaram parénquima palicadico mais espesso do que o tester MTB (Mattle Black -
aspasp). Desse modo, os autores sugeriram que gendtipos de tegumento opaco (aspasp)
apresentam menor espessura do parénquima palicadico. No mesmo trabalho, os autores
verificaram que esses genotipos também apresentaram menor quantidade de antocianinas
(delfinidina-3-glicosideo, petunidina-3-glicosideo e malvidina-3-glicosideo) em relacdo aos
genotipos de tegumento brilhante. Portanto, é provavel que, devido a limitacdo da espessura
do parénquima pali¢adico, seja reduzido o acumulo de antocianinas no tegumento do feijoeiro
(BENINGER et al., 2000).

Apesar dessas consideragdes, ndo se conhece o efeito bioquimico a que o gene Asp
esta relacionado. Ou seja, € desconhecida a proteina(s) e/ou outra(s) substancia(s) que leva(m)

as sementes a apresentarem o aspecto brilhante.

2.7 Flavonoides, antocianinas e pré-antocianidinas

2.7.1 Flavonoides

Os flavonoides constituem um dos maiores grupos de metabodlitos secundarios de
plantas e estdo distribuidos por todas as suas partes (CUYCKENS; CLAEYS, 2004). Assim
como outros metabdlitos, os flavonoides desempenham importantes papeis nas interacdes das
plantas com o ambiente: (i) protecdo contra diversos estresses bidticos e abidticos; (ii)
participacdo em varios estadios de desenvolvimento, como no de sementes (desenvolvimento,
dorméncia, viabilidade); (iii) qualidade de produtos agrondémicos e industriais de interesse
para 0 homem (LEPINIEC et al.,, 2006). Além disso, varios trabalhos vém apontando
beneficios desses compostos para a salde humana, pois apresentam propriedades
antioxidantes, antivirais, antibacterianas, anticarcinogénicas, dentre outras (FOWLER;
KOFFAS, 2009).

Os flavonoides sdo formados através de uma série de reacGes de condensacédo entre o
acido hidrocinadmico e residuos de malonil (anel A), dando origem a estrutura basica C6 — C3
— C6 (Figura 2.5). Nas plantas, os flavonoides podem ocorrer em diferentes formas, devido a
eventos como hidroxilacdo, metilacdo e glicosilacdo (CUYCKENS; CLAEYS, 2004,
FOWLER; KOFFAS, 2009).
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Muitos flavonoides sdo pigmentos diretamente detectaveis que ndo séo essenciais para
funcBes celulares basicas. No entanto, devido aos atributos positivos conferidos a estes
compostos, os estudos do metabolismo dos flavonoides tém merecido crescente interesse
(LEPINIEC et al., 2006).

Mais de 6000 flavonoides foram reportados e subdivididos em pelo menos seis
grandes classes: isoflavonas, flavononas, flavonas, flavonois, catequinas e antocianinas, de
acordo com o nivel de oxidacdo do anel de carbono. Adicionalmente, a estereoquimica,
posicdo e a natureza das substituicdes (hidroxil, metil, galoil, glicosil), a combinagéo, o grau
de polimerizacao, e a ligacdo entre as unidades basicas sdo aspectos que levam a classificacdo
desses compostos nas plantas (LEPINIEC et al., 2006; FOWLER; KOFFAS, 2009).

A—Via dos flavonoides B — Estrutura basica das antocianinas
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Figura 2.5 — Principais etapas da via dos flavonoides direcionando & sintese de antocianinas e pré-antocianidinas.
F3H — Flavanona-3-hidroxilase; FLS — Flavonol sintase; DFR — Dihidroflavonol redutase; LAR —
Leucoantocianidina redutase; ANS — Antocianidina sintase; ANR — Antocianidina redutase. Fonte:
adaptado de Castafieda-Ovando et al. (2009), Pang et al. (2007) e Tanner et al. (2003)
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Os principais tipos de flavonoides encontrados nas sementes sé&o os flavonois,
antocianinas, flobafenos, isoflavonas e pro-antocianidinas (PAs). Dentre esses compostos, as
antocianinas sao encontradas tanto em mono quanto em dicotiledéneas, neste Gltimo grupo
incluindo P. vulgaris. Os flavonois contribuem na pigmentacédo das sementes principalmente
como copigmentos com antocianinas, como em milho. As isoflavonas sdo compostos
descoloridos que ocorrem na subfamilia Papilionoideae, constituindo um dos principais
flavonoides do embrido e do tegumento (LEPINIEC et al., 2006).

Os flavonois e as flavonas estdo diretamente relacionados as antocianinas, exceto por
diferirem no numero de oxigénios do anel central. A maioria das flavonas e flavonois séo
amarelos ou apresentam cor de marfim e, assim como as antocianinas, também contribuem
para a coloracdo de flores. Determinadas espécies, especialmente membros da subfamilia de
leguminosas Papilionoideae, também acumulam um ou mais isoflavonoides (DU et al., 2009;
FOWLER; KOFFAS, 2009).

2.7.2 Antocianinas

As antocianinas sdo pigmentos solGveis em agua derivados dos flavonoides a partir da
via do acido shiquimico. Durante o desenvolvimento das plantas, as antocianinas podem ser
transientes, aparecendo somente em tecidos juvenis ou senescentes, ou podem ser
permanentes (CHALKER-SCOTT, 1999). A estrutura quimica bésica das antocianinas é
composta por antocianidinas, que consistem de um anel aromatico [A] unido a um anel
heterociclico [C] que contém oxigénio, que também € ligado por carbono-carbono a um
terceiro anel aromatico [B] (CASTANEDA-OVANDO et al., 2009) (Figura 2.5).

As antocianinas sdo responsaveis pela variedade de cores e aspecto brilhante de flores,
folhas e frutos em diversas plantas (CASTANEDA-OVANDO et al., 2009). Além disso,
apresentam atividade antioxidante, que apresenta papel vital na prevencdo de doencas como
cancer, diabetes, doencas cardiovasculares, entre outros (KONCZAK; ZANG, 2004).
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No feijoeiro, alguns trabalhos tém caracterizado antocianinas presentes no tegumento
das sementes. Takeoka et al. (1997) isolaram trés antocianinas de variedades de feijdo do
grupo comercial preto: delfinidina-3-glicosideo, petunidina-3-glicosideo e malvidina-3-
glicosideo. A antocianina com maior concentracdo foi a delfinidina (56%). Desse modo,
métodos de determinagdo monomeérica de antocianinas por espectrofotometria ou por HPLC
normalmente expressam as concentragcdes de antocianinas usando padrdo de delfinidina
(DIAZ; CALDAS; BLAIR, 2010).

2.7.3 Pro-antocianidinas

As pro-antocianidinas ou taninos condensados sdo derivados da via metabodlica que
leva as antocianinas. Depois da lignina, representam a classe mais abundante de compostos
fendlicos naturais. Apresentam esta denominacgdo pela reagcdo de depolimerizacdo oxidativa
em meio acido, que fornece antocianidinas coloridas (HUMMER; SCHREIER, 2008). Ha
uma variedade de pro-antocianidinas, dependendo do tipo de ligacdo, tornando esta classe de
compostos fendlicos abundante entre as plantas, por exemplo, nas sementes (LEPINIEC et al.,
2006; HE et al., 2008; HUMER; SCHREIER, 2008).

Quimicamente, as pré-antocianidinas consistem de unidades de flavan-3-ols, ligadas
principalmente através dos carbonos C4 e C8 ou de C4 e C6 (Figura 2.5), através de uma série
de conversdes quimicas (HUMER; SCHREIER, 2008).

Esses compostos apresentam diversas fungdes bioldgicas e atividades bioguimicas,
incluindo protecdo contra predacdo de animais herbivoros (FEENY, 1970) e ataques de
patdgenos (bactérias e fungos) (SCALBERT, 1991), assim como restri¢do do crescimento de
plantas vizinhas (BAIS et al., 2003). As PAs também sdo amplamente distribuidas em
alimentos de origem vegetal, particularmente em frutas, legumes, cereais e diversas bebidas
como sucos, vinhos, sidra e chas, em que contribuem para o sabor amargo e adstringéncia
destas. Recentemente, considerdvel atencdo tem sido dada a PAs e seus monémeros devido
aos seus potenciais efeitos positivos na salde humana como atividades anticancerigenas,
antioxidantes, anti-inflamatorias, propriedades cardioprotetivas, vasodilatadoras e efeitos
antitrombdticos. No entanto, € necessario estudar a possibilidade de toxicidade em longo

prazo dessas substancias através de avaliacdo sistematica (HE et al., 2008).
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A formacdo das pro-antocianidinas ainda ndo é completamente esclarecida na
literatura. Algumas questdes ainda permanecem, por exemplo, como as unidades de flavan-3-
ols s@o polimerizadas para produzir PAs e se essa polimerizacéo é intermediada por enzimas,

e a0 mesmo tempo qual é a enzima que regula esse processo (HE et al., 2008).

Sementes de P. vulgaris com tegumento brilhante possivelmente apresentam pro-
antocianidinas nos tecidos. Diversas variedades de feijoeiro tém sido caracterizadas quanto a
presenca ou auséncia desses compostos (BENINGER; HOSFIELD; NAIR, 1998;
BENINGER; HOSFIELD, 2003), também analisando propriedades antioxidantes
(BENINGER; HOSFIELD, 2003; AKOND et al., 2011).

2.8 Técnicas para estudar o brilho do tegumento

As analises do presente estudo basearam-se em técnicas diversificadas, abrangendo: (i)
avaliacOes das diferencas quantitativas de cor e brilho entre amostras de gréos, utilizando
espectrofotometria - colorimetro; (ii) analises do tegumento por microscopia eletrénica de
varredura; (iii) determinacdes de fenois totais, taninos totais e taninos condensados através de
método analitico (Butanol-HCI) e teste histoquimico com vanilina acidificada (Vanilina-HCI);
(iv) andlises de similaridade genética e deteccdo de marcadores moleculares associados ao
brilho do tegumento, utilizando a técnica de AFLP (Amplified Fragment Length

Polymorphism).

2.8.1 Analise de cores e luminosidade (L*) pelo sistema de cores L*a*b*

Em 1976, a Comission Internationale de L’Eclairage (CIE), organizacdo nao-
governamental responsavel pela padronizacao de sistemas de cores e luzes, recomendou 0 uso
do sistema de cores CIE L*a*b* ou CIELAB, em que L* indica a luminosidade e a* e b* as
coordenadas de cromaticidade. O objetivo da recomendacgéo foi padronizar a utilizagéo de
uma escala de cores que poderia ser usada universalmente para possibilitar comparac6es entre
cores de objetos, tecidos, plasticos, dentre outros materiais. No presente trabalho, utilizou-se
essa escala de cores para diferenciar sementes com tegumentos brilhantes de tegumentos

opacos e também sua colorag&o.
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A escala de cores L*a*b* é aproximadamente uniforme. Nesse tipo de escala
distancias iguais no diagrama de coordenadas (diagrama em que sdo inseridas as variacoes de
cor) correspondem a diferencas de cor igualmente perceptiveis. O CIELAB ¢é organizado na
forma de um cubo. Neste, 0 eixo L* comeca na parte superior e termina na parte inferior. O
valor méximo de L* é 100, que indica o perfeitamente branco ou refletor. O valor minimo é
zero, que representa o preto. Os eixos a* e b* ndo apresentam limites numericos especificos.
Valores positivos de a* direcionam para a cor vermelha, enquanto valores negativos vdo em
direcdo ao verde. Valores positivos de b* indicam o amarelo e valores negativos o azul. O
diagrama da Figura 2.6 representa o sistema L*a*b*.

Branco
L* =100 o

Verde Amarelo
-a* / +b*
—_
Azul Vermelho
-b* / +a*

© echo productions o

Figura 2.6 - Diagrama representando o sistema de cores CIE L*a*b*, recomendado para padronizacdo de anélise
de cores pela Comission Internationale de L’Eclairage (CIE). L* € 0 eixo para medida de
luminosidade, enquanto que a* e b* sdo eixos de cores

Nesse sistema de cores, sdo utilizados valores de delta (A) para indicar diferencas
entre um valor e um padrdo conhecido. Desse modo, AL*, Aa* e Ab* indicam 0 quanto um
padrdo difere de outro nas medidas de L*, a* e b*. Esses valores séo frequentemente
utilizados para controle de qualidade ou por motivos de ajuste matematico de equacdes.
Assim, A apresenta tolerancia, de modo que valores de A fora de limite estabelecido indicam
que a amostra é muito diferente do padrdo. Informagdes mais detalhadas desse sistema de
cores sdo descritas na CIE Publication 15.2 (1986).
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O sistema L*a*b* pode ser utilizado para verificar quantitativamente diferencas e
brilho entre amostras de grdos de feijdo. A medida de luminosidade (L*) é indicada para

realizar essa analise.

2.8.2 Microscopia eletronica de varredura

Goldstein et al. (1992) descreve que a microscopia eletrénica de varredura (MEV) é a
técnica de caracterizagcdo microestrutural mais versatil hoje disponivel, encontrando
aplicacGes em diversos campos do conhecimento. A técnica baseia-se na interacdo de um fino
feixe de elétrons focalizado sobre a rea ou 0 microvolume a ser analisado e gera uma série de
sinais que podem ser utilizados para caracterizar as propriedades da amostra, tais como a
composicéo, superficie, cristalografia e varios outros aspectos.

O microscopio eletrénico de varredura é composto por duas partes principais, a coluna
e a cdmara de amostras. A coluna é mantida em vécuo e contém em sua porgdo superior um
canhdo de elétrons e, abaixo deste, lentes magnéticas para a focalizacdo de um fino feixe de
elétrons sobre a amostra. A quantidade de corrente no feixe de elétrons incidente sobre a
amostra determina a intensidade dos sinais a serem emitidos, a qual, por sua vez, é
diretamente proporcional ao diametro do feixe, implicando no ajuste dos controles do
microscOpio para a otimizacdo da condicdo de operacdo desejada. A fonte mais usual de
elétrons corresponde a emiss@o termo-ibnica, gerada a partir de um filamento de tungsténio
aquecido a 2.700 K (GOLDSTEIN et al., 1992).

A camara de amostras conta com diferentes tipos de detectores para captar os sinais
gerados na interacdo elétron-amostra e um suporte, motorizado ou ndo, que possibilita a

movimentacao das amostras em trés eixos (GOLDSTEIN et al., 1992).

No presente estudo, essa técnica foi aplicada a analise da superficie e de perfis
transversais do tegumento, destacando o parénquima palicadico, para determinacdes de

comprimento dessa camada de células.
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2.8.3 Determinacdes de fenois totais, taninos totais e taninos condensados

Dentre os meétodos de determinacdo de fenois totais e taninos totais, cita-se o de
Makkar et al. (1993). O método permite a determinacéo gravimétrica da quantidade de taninos
e evita problemas associados com padrdes em métodos espectrofotométricos. A determinacéao
de taninos por essa metodologia baseia-se na ligacdo dos taninos como polivinilpirrolidona
(PVP) insoltuvel. O procedimento consiste em pesar 0 extrato de tanino antes e depois do
tratamento com PVP insollvel e a remoc¢do do produto por centrifugacdo. O PVP se liga aos
taninos e dessa forma a diferenca em peso é devida a quantidade de taninos. No presente

trabalho este método, no entanto, foi adaptado para analises espectrofotométricas.

Para a determinagdo de taninos condensados, no presente estudo, foi utilizado o
método do Butanol-HCI ou butanol acido (PORTER; HRSTICH; CHAN, 1986). Esse
método, dentre os convencionais, é referido como o melhor para determinacdo de taninos
condensados, em funcdo da alta seletividade. Nessa determinacdo, as subunidades desses
compostos sdo oxidativamente clivadas para fornecer antocianidinas, que sao vermelhas em
meio acido (PORTER; HRSTICH; CHAN, 1986). O desenvolvimento da cor é dependente do
solvente e é reduzido pela presenca de agua, sendo que as condi¢fes da reacdo precisam ser

rigorosamente controladas.

Dois problemas principais influenciam o resultado da determinacéo pelo método do
butanol &cido. Primeiramente, as substancias da amostra apresentam diferentes coeficientes de
absortividade molar. Além disso, a estrutura da molécula de pré-antocianidinas influencia a
cinética da reacdo. Ao usar padrdes como cianidina, as determinacGes podem ser
subestimadas. Se ndo bem definidas e caracterizadas, recomenda-se o isolamento de pro-
antocianidinas de amostras para obter resultados mais confiaveis (HUMMER; SCHREIER,
2008).

Além do método analitico, também foi realizado teste histoquimico com vanilina
acidificada (HCI), para detectar taninos condensados. Originalmente usado como método
analitico (BROADHURST; JONES, 1978), este se baseia no principio de que em solucéo

fortemente &cida a vanilina protonada reage com flavanol formando um composto colorido,
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que é medido a 500 nm. O resultado é expresso em equivalentes de catequina, padrdo usado
para a construcdo da curva de calibragdo (HUMMER; SCHREIER, 2008).

Embora o reagente da vanilina detecte tanto flavonoides monoméricos quanto
poliméricos, ele é especifico para uma classe limitada de compostos que apresentam uma
ligacdo simples na posicdo 2, 3 e grupos hidroxila em posigdes alternadas no anel A.
Leucoantocianidinas (catequinas) e pré-antocianidinas reagem com a vanilina formando um
produto de condensacao vermelho (DESHPANDE; CHERYAN; SALUNKHE, 1986).

Assim como no método de butanol acido, o ensaio de vanilina-HCI apresenta
diferencas nos coeficientes de absorcdo molar de compostos quimicos da amostra. Valores de
absorbéancia sdo geralmente maiores para pro-antocianidinas do que para mondémeros, pois a
reagdo ndo ocorre somente em extensdes de unidades de flavan-3-ols ou suas terminacdes, em
que 0s compostos passam a ser pré-antocianidinas. Desse modo, amostras que contém
antocianinas podem influenciar nos resultados (HUMMER; SCHREIER, 2008).

2.8.4 Andlise de similaridade genética e mapeamento molecular por AFLP

O melhoramento genético de caracteristicas de importancia agronémica em plantas
baseia-se cada vez mais na manipulagdo assistida por marcadores moleculares, visando obter
eficiéncia mais elevada na transferéncia de determinados fatores genéticos (MILACH, 1998;
CAIXETA et al., 2006). Os marcadores sdo Uteis para detectar variacbes no genoma, elevando
0 poder de andlise genética das plantas (CAIXETA et al., 2006). Diversas técnicas de
marcadores moleculares encontram-se atualmente disponiveis para a analise de diversidade
genética, 0 mapeamento genético e inimeras outras aplicacdes. Entre as técnicas destaca-se a
de AFLP (Amplified Restriction Fragment Length Polimorphism), baseada em PCR
(Polymerase Chain Reaction). Esta técnica permite verificar o polimorfismo de DNA em
nivel individual, a partir da amplificacdo de fragmentos obtidos pela digestdo com duas
enzimas de restricdo (VOS et al.,, 1995). O mapeamento e a caracterizagdo do gene
responsavel pela caracteristica do brilho da semente pode, potencialmente, ser realizado
através desta técnica.
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A andlise de AFLP consiste de quatro etapas. Na primeira, o0 DNA genémico é
digerido simultaneamente com duas endonucleases de restricdo: geralmente EcoRI e Msel. A
enzima EcoRI reconhece um sitio de 6 pb (corte raro) e a Msel reconhece um sitio de 4 pb
(corte frequente). Na segunda etapa os fragmentos genémicos gerados pela clivagem séo
substratos para ligacdo de adaptadores especificos de oligonucleotideos de fita simples. Em
sequida, os fragmentos de restricdo sdo amplificados seletivamente por PCR (Polymerase
Chain Reaction) com os iniciadores contendo nucleotideos seletivos homdlogos aos
adaptadores, com 1-3 bases (pb) de extensdo do final 3> do DNA. Na quarta etapa, a sub-
populacdo de fragmentos amplificados é separada em gel de poliacrilamida e visualizada por
radiografia (VOS et al., 1995), ou, mais frequentemente, os geis sdo corados com nitrato de
prata (CRESTE et al., 2001).

A técnica AFLP permite uma ampla cobertura do genoma, pois diversos fragmentos
sdo gerados apoOs a restricdo e amplificacdo. Além disso, a técnica apresenta elevada
reprodutibilidade (CAIXETA et al., 2006). Os marcadores AFLP s&o dominantes, néo
permitindo distinguir homozigotos de heterozigotos. O polimorfismo obtido pelos marcadores
AFLP é resultante dos seguintes fatores: (a) mutacdo no sitio de restricdo; (b) mutacdo na
sequéncia adjacente ao sitio de restricdo e complementar a regido de anelamento do primer; e
(c) insercdo ou delecdo dentro dos fragmentos amplificados. No geral, o nivel de
polimorfismo detectado pelo AFLP é mais reduzido do que o detectado por outros
marcadores, como RFLP e microssatélites. No entanto, a habilidade de analisar um elevado
namero de locos polimoérficos simultaneamente, através de uma Unica combinagdo de primers
e em um Unico gel, resulta em um elevado valor informativo do AFLP (RIDOUT; DONINI,
1999).

De modo geral, os marcadores AFLP sdo distribuidos ao longo de todo o genoma,
apesar de alguns agrupamentos serem observados em trabalhos de mapeamento. Alem da
distribuicdo aleatoria, os marcadores AFLP possuem heranca mendeliana, fazendo com que
esta técnica tenha grande potencial para assistir diferentes areas de genética e melhoramento
de plantas, como o monitoramento da heranca e de caracteristicas agrondmicas em plantas, o
diagnostico de doencas, a analise de pedigree e de diversidade genética e a analise de
marcadores ligados a caracteres de interesse. Uma das grandes aplica¢Ges desta técnica reside
na construcdo de mapas de ligacdo e na clonagem de genes de interesse (CAIXETA et al.,
2006).
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3 CARACTERIZACAO FENOTIPICA, BIOQUIMICA E MORFOLOGICA DE
VARIEDADES DE FEIJOEIRO (Phaseolus vulgaris L.) CONTRASTANTES PARA
BRILHO DO TEGUMENTO

RESUMO

O brilho do tegumento do feijoeiro (Phaseolus vulgaris L.) € uma caracteristica expressada
devidos aos genes Asp e J. No presente estudo foram analisadas variedades crioulas — Serro
Azul Brilhante (SAB - tegumento brilhante) e Fosco (SAF — opaco) e Puebla-152 (P-152 —
brilhante) — e uma cultivar, Diamante Negro (DN — tegumento opaco), contrastantes para
brilno do tegumento. Foram realizados os cruzamentos SAF x SAB e P-152 x DN e estes
foram avancados até F3.4. Os objetivos foram genotipar as variedades para os genes Asp e J,
considerando caracteristicas especificas condicionadas pelos genes. Desse modo, também
foram realizadas analises de microscopia eletronica de varredura (MEV), anélises de absorcao
de &gua pelas sementes e determinacgdes de fenois totais, taninos totais e taninos condensados.
Além disso, foram realizadas medidas através de um colorimetro, utilizando sistema de cores
L*a*b*, visando diferir sementes brilhantes de opacas. Os resultados mostraram que 0S
valores de L* (luminosidade) foram maiores em progénies F,3 e Fs4 com tegumento
brilhante. No entanto, foram observados varios desvios, indicando o método para validar
categorias de sementes ou para genotipagem da coloracdo do tegumento. As analises
indicaram que os parentais SAB e P-152 apresentam genétipo J Asp, pois o0 tegumento €
brilhante. Contrariamente, SAF e DN carregam os alelos J asp, pois apresentam tegumento
opaco, com superficie rugosa (analise de MEV) e menor comprimento do epiderme pali¢adico
em relacdo aos gendtipos brilhantes (também por MEV), caracteristicas descritas para o alelo
asp. J é essencial para a producdo de taninos condensados e todas as variedades apresentaram
elevadas concentracBes desses compostos, confirmando o genétipo que foi definido. SAF
apresentou maior porcentagem de absorcdo de agua do que as demais variedades, indicando
que asp pode estar relacionado a esta propriedade. Os resultados desse trabalho apresentam
importantes implicagdes para o melhoramento genético do feijoeiro, aspectos discutidos no
decorrer do capitulo.

Palavras-chave: Brilho. Asp. J. Pro-antocianidinas. Parénquima palicadico. Colorimetro.
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ABSTRACT

Seed coat shininess of common bean (Phaseolus vulgaris L.) is a characteristic expressed due
the Asp and J genes. We evaluated landraces — Shiny Serro Azul (SAB — shiny seed coat),
Dull Serro Azul (SAF — dull seed coat) and Puebla-152 (shiny) — and a cultivar — Diamante
Negro (DN — dull seed coat) — contrasting for seed coat shininess. We made the crosses SAF
x SAB and P-152 x DN and advanced to F3.4 generation. We aimed to genotype the varieties
for the Asp and J genes, considering the different characteristics conditioned by them.
Therefore, we performed analyses of scanning electron microscopy, seeds water uptake and
determinations of total fenolics, total tannins and condensed tannins. Moreover, we took
measures from a colorimeter, using color system L*a*b*, aiming to differentiate shiny seed
coat from dull ones. Results showed that values of luminosity (L*) were higher in F,.3 and Fs.4
progenies with shiny seed coat when compared to dull ones. However, we observed samples
with deviations to this pattern, indicating the method for categorization and color genotyping.
Analyses indicated that varieties SAB and P-152 presented genotype J Asp, given the shiny
seed coat. On the opposite, SAF and DN carry the alleles J asp, because seed coat is dull, with
rought textured surface, and lower length of palisade epidermis, in comparison to the shiny
genotypes, characteristics described for the allele asp. J is indicated to be essential for
proanthocyanidin production and all varieties present high concentrations of condensed
tannins, confirming the inferred genotype. SAF presented higher water uptake then the others,
indicating that asp may be related to this characteristic. Results of the present study present
important implications for common been breeding, issues discussed on this chapter.

Key-words: Shininess. Asp. J. Pro-anthocyanidins. Palisade epidermis. Colorimeter.
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3.1 Introducgéo

Os consumidores de feijoeiro (Phaseolus vulgaris L.) identificam sua classe comercial
de interesse, em parte, considerando a cor e seu padréo de distribuicdo no tegumento. Por essa
razdo, cabe aos melhoristas manter as caracteristicas do genotipo de cada cultivar comercial.
Nesse aspecto, o conhecimento sobre a genética do tegumento do feijoeiro é fundamental para
guiar as estratégias de selecdo de gendtipos. Isso se justifica especialmente quando se trabalha
com populacgdes segregantes oriundas de cruzamentos entre uma classe comercial com outra
que contribua com alelos de interesse (BASSETT, 2007).

Sob outro enfoque, os pesquisadores analisam a cor do tegumento como uma
oportunidade de codificar os genes responsaveis e determinar suas func¢Bes bioquimicas
(HOSFIELD, 2000). Os estudos que vém sendo realizados mostraram que 0S genes que se
expressam no tegumento estdo envolvidos fundamentalmente em processos biogquimicos
associados a via dos fenilpropanoides. A expressdo dos genes se reflete nas propriedades

nutricionais e no aspecto visual dos gréos e, desse modo, na sua aceitacdo no mercado.

Uma das caracteristicas observadas pelo consumidor de feijdo é o brilho do
tegumento. No Brasil, normalmente, sementes com tegumento brilhante sdo rejeitadas pelo
consumidor, pois o cozimento é dificultado, sendo necessario maior periodo de tempo em

relacdo a gréos que apresentam tegumento opaco.

Apesar desta desvantagem, o brilho pode representar grande relevancia para a
semente. O tegumento é a estrutura que fornece protecdo a semente de fatores biodticos
(patégenos, pragas) e abioticos (variagdes de luz, temperatura e umidade), seja em condicgdes
naturais ou durante o armazenamento dos grdos. E provavel que o brilho do tegumento

aumente a resisténcia a esses fatores.

Em uma perspectiva historica, extensas analises genéticas conduziram a identificacio
de genes que controlam diferentes padrées (T, Z, L, J, Bip e Ana) e cores (P, C, R, J, D, G, B,
V e Rk) do tegumento. No entanto, muitos pesquisadores apresentaram resultados divergentes,
devido a variabilidade e complexidade de genes do tegumento (HOSFIELD, 2000;
BASSETT; McCLEAN, 2000). Os problemas se estenderam inclusive a atribuicdo de
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simbolos aos genes, sendo muitas vezes empregado mais de um ao mesmo loco. Muitos
desses genes exibem interagdes epistaticas (McCLEAN et al., 2002), dificultando sua anélise

separadamente.

Dentre 0s genes que se expressam no tegumento, dois foram associados a
caracteristica do brilho, Asper (Asp) e Joker (J). Gendtipos asp asp apresentam tegumento
opaco e geno6tipos Asp_ tegumento brilhante (BASSETT, 1996). Asp ndo esta relacionado a
cor do tegumento, pois controla apenas o brilho (BASSETT, 1996). Esse gene foi ignorado
desde a sua publicacdo original (LAMPRECHT, 1940), pois J era considerado o gene
responsavel pela caracteristica do brilho (LAMPRECHT, 1932; 1940). No periodo, também
era usado o simbolo Sh, sendo este equivalente a J (LAMPRECHT, 1960).

Para esclarecer esta confusdo, Bassett (1996), em seus extensivos estudos com o
tegumento de feijoeiro, deixou claros os diferentes papeis de Asp e J. O alelo asp produz um
tegumento mais opaco do que j, e asp € mais frequente em cultivares do que j. Além disso, o
unico efeito visivel de asp é o tegumento opaco, enquanto que j afeta ndo somente o brilho,
mas também o padrdo de coloracdo do tegumento. O principal efeito de j consiste em produzir
uma coloracdo desuniforme ao longo do tegumento, o contrario do esperado na presenca de J.
Quando o genotipo é jj, a regido da corona, ao redor do hilo, é usualmente descolorida e o

tegumento apresenta brilho menos intenso (BASSETT, 1996).

A elucidacdo das diferencas entre os dois genes ficou mais clara através do seu
mapeamento genético e, parcialmente, atraves da caracterizacdo de seus efeitos bioquimicos.
Asp encontra-se mapeado no grupo de ligagédo 7 (B7) no feijoeiro (FREYRE et al., 1998;
MIKLAS et al., 2000; PEREZ-VEGA et al., 2010), no entanto, apenas como marcador
fenotipico. J estd localizado no grupo de ligacdo 10 (B10) no mapa genético do feijoeiro
(FREYRE et al., 1998). Ressalta-se que foi encontrado um marcador RAPD ligado a j, e este
convertido a um STS (Sequence Tag Site) para o loco (BASSETT et al., 2002; McCLEAN et
al., 2002).

Aspectos bioquimicos sobre os genes tém sido elucidados com maior clareza para J. O
alelo dominante J indica ser essencial para a producdo de pré-antocianidinas ou taninos
condensados (LEAKEY, 1988; HOSFIELD, 2000). Pr6-antocianidinas constituem oligbmeros

ou polimeros oriundos da condensacdo de unidades de flavan-3-ols, como catequinas e
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epicatequinas (XIE; DIXON, 2005; HE et al., 2008; HUMMER; SCHREIER, 2008). No
feijoeiro, acredita-se que o alelo J esteja envolvido na conversdo de dihidroflavonol para
leucocianidina através da enzima Dihidroflavonol redutase (HOSFIELD, 2000), levando,
posteriormente, a formacao de pré-antocianidinas. Contrariamente, Beninger, Hosfield e Nair
(1998) e Beninger e Hosfield (1999) mostraram que em gendtipos jj ndo sdo produzidas pro-
antocianidinas. Desse modo, caracterizar variedades quanto ao brilho do tegumento,
genotipando para o gene J € importante, pois pode ajudar a guiar a selecdo de variedades que

apresentam ou nao taninos condensados.

Asp, descrito por causar uma mudanca estrutural na epiderme palissadica, ndo possui
efeito bioguimico conhecido. Por sua expressao morfoldgica, na forma recessiva asp, a
espessura do parénquima palicadico indica ser menor e relacdo a gendtipos Asp. Além disso,
foi observada maior rugosidade nas extremidades do parénquima palicaddico de sementes
opacas (asp) em relacdo as brilhantes (Asp) (BENINGER et al., 2000). A elucidacdo do papel
bioquimico desse gene e suas interacGes metabdlicas sdo preponderantes para entender porque

as variedades apresentam tegumento brilhante ou opaco.

Considerando a importancia desses genes, é oportuno estender esses estudos a outras
variedades de feijoeiro, como as cultivadas no Brasil. Nesse sentido, também é relevante
considerar variedades que sdo tradicionalmente cultivadas por pequenos produtores e também
cultivares de escala comercial nacional. Desse modo, no presente estudo foram caracterizados
do ponto de vista fenotipico, morfoldgico e bioquimico duas variedades crioulas: (i) Serro
Azul (regido de Cunha, Sdo Paulo), podendo ser de tegumento brilhante (Serro Azul
Brilhante) ou opaco (Serro Azul Fosco); (ii) Puebla-152 (origem mexicana), de tegumento
brilhante. Além disso, foi estudada a cultivar Diamante Negro (CNPAF/EMBRAPA), de

tegumento opaco.

O objetivo das analises foi genotipar as variedades para os genes Asp e J,
considerando as diferentes caracteristicas condicionadas por cada um dos genes. Desse modo,
foram realizadas analises visuais e quantitativas do brilho do tegumento, visando verificar se é
possivel diferir sementes brilhantes de opacas através de sistema de medicdo de cores
(L*a*b*), por meio de um colorimetro. Além disso, foram realizadas anélises de microscopia

eletronica de varredura (MEV) e microscopia otica (MO), assim como determinacfes de



58

fenois e taninos em amostras de cada variedade por métodos espectrofotométricos, para

caracterizar morfologica e biogquimicamente as diferengas entre sementes brilhantes e opacas.

O estudo baseou-se na hipdtese de que Asp varia entre as variedades, sendo que as de
tegumento brilhante carregam Asp e as de tegumento opaco asp, e de que J ndo € encontrado
na forma recessiva nas mesmas. Desse modo, é provavel que J ndo segregue em populacdes
derivadas do cruzamento entre 0s parentais contrastantes para o brilho, detectando-se taninos

condensados em todos 0s parentais e nas populacGes segregantes.

3.2 Material e métodos

3.2.1 Variedades analisadas

Neste estudo foram caracterizadas duas variedades crioulas e uma cultivar melhorada.
A variedade crioula Serro Azul é tradicionalmente cultivada por pequenos produtores rurais
da regido do municipio de Cunha, Sdo Paulo, sob baixas condi¢cdes de tecnificacdo, no
entanto, constitui a fonte de alimento e renda local. Trabalhos tém mostrado que a variedade
apresenta baixa produtividade e nodulacdo nas condi¢des de fertilidade do solo da regido de
Cunha, mas que pode ser consideravelmente aumentada, sob condi¢des 6timas de fertilizagéo
(OLIVEIRA et al., 1998; OLIVEIRA; TSAI, 2001). Esta variedade apresenta dois principais
tipos de sementes: (i) com tegumento brilhante (Serro Azul Brilhante — SAB); e (ii) com

tegumento opaco (Serro Azul Fosco — SAF).

Por ocasido da coleta de um lote de dois quilogramas de sementes de Serro Azul
Fosco, foram encontradas, em meio ao lote, 10 sementes que apresentavam tegumento
brilhante. Essas sementes foram cruzadas com as de tegumento opaco (genitor feminino),

originando sementes F.

Algumas andlises sugeriram que SAB apresenta maior capacidade de nodula¢do em
relacdo a SAF (OLIVEIRA et al., 1998). Além disso, SAB indica apresentar alta resisténcia a

antracnose, enquanto que SAF é altamente suscetivel as racas 65 e 73 desse patdgeno (dados
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ndo publicados). Essas caracteristicas e a importancia local que assume a variedade justificam
a sua escolha para andlises de segregacdo do brilho, para posteriores associagdes com

caracteres de importancia agrondmica.

Além disso, foi analisada a variedade Puebla-152 (P-152), de origem mexicana, do
grupo mesoamericano. Esta variedade apresenta tegumento preto e brilhante e originalmente
foi selecionada em funcdo de sua alta capacidade de fixacdo de nitrogénio. Além disso,
apresenta potencial resisténcia a podriddo de raiz (NAVARRO; SASS; NIENHUIS, 2008;
2009). Puebla-152 foi contrastada com a cultivar Diamante Negro (DN), mesoamericana,

também do grupo comercial preto, mas com tegumento opaco.

A cultivar DN é originaria do cruzamento das linhagens XAN 87 x AS 367, realizado
no Centro Internacional de Agricultura Tropical (CIAT), na Colémbia. A selecéo foi realizada
no Centro Nacional de Pesquisa de Arroz e Feijdo (CNPAF/EMBRAPA), sob condicgdes de
inoculacdo artificial em campo, com o agente do crestamento bacteriano comum. Constituiu
de uma geracdo de selecdo massal em F3 e por pedigree, de F4 a Fg, obtendo-se a linhagem
CB 7201160 (CNF 5923). Foi lancada como cultivar em 1991. DN apresenta alta
produtividade, sendo resistente a doengas como o crestamento bacteriano comum e o virus do
mosaico, além de ser moderadamente resistente a algumas ragas da antracnose (EMBRAPA,
2010).

Dois parentais, P-152 e DN-6, da colecdo de germoplasma de feijoeiro do
CENAJ/USP, foram cruzados, gerando a F;.

3.2.2 Multiplicacéo dos cruzamentos

Apbs o cruzamento entre os parentais SAF (genitor feminino) e SAB (genitor
masculino), e também o reciproco, a F; resultante foi avangada para F, em casa de vegetacao,
no ano de 1999. Os dois cruzamentos foram multiplicados, gerando originalmente 121
(cruzamento 1) e 163 (cruzamento 2) progénies F,.3. Uma amostra de dez sementes de cada
familia foi avancada para a geragdo Fs.4, em 2009, durante a estagdo seca (entre abril e julho),

em propriedade de hortifrutigranjeiros, situada no Bairro Campestre, Piracicaba, SP (Figura
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3.1). As sementes foram coletadas de cinco plantas individuais representantes de cada
progénie, sendo retirada uma amostra de cerca de seis vagens por planta. As vagens foram
postas a secagem em casa de vegetacdo durante cerca de uma semana. Apds 0 processamento,

as sementes foram armazenadas em camara fria (8°C £3), até 0 momento das analises.

Figura 3.1 — Visualizagdo de &rea experimental (Piracicaba, SP), com a multiplicacdo (A) de populagBes
oriundas dos cruzamentos entre as variedades de feijoeiro (Phaseolus vulgaris L.) SAF x SAB
(Fs4) € P-152 x DN (F3zy4), para avaliacdo da segregacdo do brilho do tegumento; e (B)
multiplicacdo de parentais e F; dos cruzamentos entre SAF x SAB

Do cruzamento entre P-152 (genitor feminino) e DN (genitor masculino), foram
obtidas 75 progénies F,.3 segregantes para a caracteristica do brilho, em 1996, em casa de
vegetacdo. Em 2010, a populacdo foi avancada para Fs4, da mesma maneira que a do
cruzamento SAF x SAB, na estacao seca, no mesmo local.

3.2.3 Analise genotipica das variedades para os genes Asper e Joker

Analises visuais foram realizadas visando inferir 0os genétipos dos parentais para 0s
genes Asp e J, considerando os aspectos caracteristicos de cada um dos locos. As variedades
foram comparadas com genoétipos provenientes de Mark J. Bassett (Tabela 3.1), que

desenvolveu extensas anélises genéticas de genes do tegumento do feijoeiro, desenvolvendo
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um protocolo teste para a determinagdo desses gendtipos (BASSETT, 1998a). Os gendtipos
foram desenvolvidos a partir de cruzamentos com a linhagem selvagem 5-593, que apresenta
a maioria dos alelos na forma homozigota dominante (genétipo Stp T Z I"Bip [Cr] DJ G BV
Rk Asp) (BASSETT, 1998b; 2003). Desse modo, cada gendtipo apresenta um ou mais genes
em que o alelo dominante foi substituido pelo recessivo. O nome de cada gendtipo, portanto, é
dado pelo alelo que foi substituido, a partir de retrocruzamento (até a terceira geracéo - BCs)
com 5-593. Por exemplo, em asp BC; 5-593 foi apenas substituido o alelo Asp por asp,

conservando os demais locos do tegumento.

Tabela 3.1 — Testers para definicdo de genotipos do tegumento em Phaseolus vulgaris L. As denominaces de
cada estoque referem-se apenas aos alelos que foram substituidos pela sua forma recessiva em
relagdo a linhagem 5-593. Na listagem, os gendtipos para J e Asp, relacionados ao brilho do
tegumento, encontram-se sublinhados

Parerjtal Nome do estoque Gendétipo Referéncia
Py 5-593 StpTZI"BipP [Cr] DJG BV RkAsp Bassett (1998)
P, j BC55-593 PCDjGBVAsp Bassett (1996)
Ps c'j BC35-593 Pc'DjGBVAsp Bassett (1992)
P4 c' BC;35-593 Pc'DJGBVAsp Bassett (1992)
Ps p BC35-593 pCDJGBVAsp Bassett (1992)
Ps v BC35-593 PCDJGBVAsp Bassett (1992)
P, j v BC35-593 PCDjGBvAsp Bassett (1992)
Ps djvBC;5-593 PCdjGBVvAsp Bassett (1992)
Pg asp BC; 5-593 PCDJGBVasp Bassett (1996)

* 5-593 constituiu o parental recorrente para o desenvolvimento dos testers, apresentando a maioria dos locos na
forma homozigota dominante, com mais locos caracterizado em relagdo aos demais gendtipos.

3.2.4 Andlise visual da intensidade de brilho do tegumento

Para a andlise e classificacdo do brilho das sementes, foram observadas as
recomendacgdes do CIAT (1976), que classifica as sementes em brilhantes, intermediérias e
opacas. No entanto, para andlises de segregacdo dentro dos cruzamentos realizados, as
sementes foram apenas classificadas como brilhantes ou opacas, visto que tal classificacao
pode variar visualmente em funcdo da interacdo gendtipo-ambiente, levando a interpretagdes
erroneas. Os parentais e as linhagens em cada geracdo de auto-fecundagdo foram avaliados
visualmente em placas de Petri dispostas sobre papel branco.
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3.2.5 Método espectrofotométrico (colorimetro) para anélise do brilho do tegumento

No presente trabalho foi proposto um método para diferenciar quantitativamente
sementes brilhantes e opacas, utilizando medidas espectrofotométricas, obtidas atraves de um
colorimetro. Amostras de sementes dos parentais e de familias F,.3 e Fs.4 oriundas dos
cruzamentos entre 0s mesmos (SAF x SAB; P-152 x DN) foram analisadas em colorimetro
Minolta Chroma Meter CR-300, visando obter uma medida quantitativa do brilho das
sementes, obtendo-se os valores de trés varidveis: L*, a* e b* (Figura 3.2).

A Comission Internationale de L’Eclairage (CIE) recomendou o uso do sistema de
medicdo de cores L*a*b*, pois este é similar ao que as células ganglionares do olho humano
visualizam: (i) a quantidade de verde ou vermelho; (ii) a quantidade de azul ou amarelo; e (iii)
a quantidade de luminosidade. O sistema L*a*b* utiliza trés eixos para descrever a cor: 0S
valores de L* estdo no eixo z, sendo que o valor 100 consiste o perfeitamente branco e o valor
0 o perfeitamente preto; os valores de a* estdo no eixo x, sendo os valores positivos mais
vermelhos e 0s negativos mais verdes; os valores de b* estdo no eixo y, com valores positivos
mais amarelos e negativos mais azuis. Nesse sistema, o valor de L* indica a luminosidade, de

modo que quanto mais préximo de 100, mais brilhante é considerada a amostra.

*

branco

preto

Figura 3.2 - Colorimetro Minolta Chroma Meter Cr-300 e sistema de medida L*a*b* (Comission Internationale
de L’Eclairage - CIE), por meio do qual foram realizadas as medidas
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Amostras de cerca de 30 a 40 sementes foram colocadas dentro de pequena placa
opaca circular com superficie aproximada de 13 cm?, cobrindo todo o fundo da placa. Foram
tomadas quatro medidas de cada amostra e determinadas as médias e 0s desvios entre as

medidas.

As familias segregantes do cruzamento entre SAB e SAF ndo variaram apenas para o
brilho, mas também para a cor. Assim, foram enquadradas visualmente em quatro classes:
Serro Azul com tonalidades Marrom Brilhante (MB), Marrom Fosco (MF), Cinza Brilhante
(CB) e Cinza Fosco (CF). De cada uma das classes, foram selecionadas aleatoriamente seis
progénies F,.3, constituindo seis repeticdes. Do cruzamento entre Puebla e Diamante Negro,
foram tomadas seis familias F,.3 enquadradas nos fendtipos preto brilhante (PB) e também

seis de fenotipo preto opaco (PO) para as medidas.

3.2.6 Andlise de tegumentos por microscopia eletronica de varredura (MEV)

Sementes de feijoeiro representativas de cada uma das variedades (SAB, SAF, P-152 e
DN), além de trés controles, a linhagem 5-593 e os testers j BC3- 5-593 e asp BCs- 5-593,

foram analisadas por microscopia eletronica de varredura (MEV).

Cada uma das variedades foi multiplicada em campo na estacéo seca de 2010 (abril a
julho) e, depois de colhidas, foram secas ao ar e armazenadas em camara fria (8°C £3) até o
momento da analise. Foram analisadas cinco sementes para cada variedade. Cada semente foi
seccionada com uma lamina e fixada em um suporte metalico (stub), sendo posteriormente
coberta com ouro por 260 segundos. A analise da superficie e de cortes transversais dos
tegumentos foi realizada em microscopio eletrénico de varredura LE0435 VP ZEISS, com
aceleracdo de 20 kV. Os procedimentos de preparacdo das amostras foram realizados no
Laboratorio de Histologia a Histopatologia e Biologia Estrutural de Plantas do CENA/USP e
as analises microscopicas no NAP/MEPA (ESALQ/USP).

Em cada semente analisada, foram selecionados dois campos aleatorios de
visualizagdo, localizados na parte oposta ao hilo da semente, e realizadas 10 medidas em cada

campo, calculando-se a média para a amostra. As medidas foram realizadas utilizando o
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software Image J 1.44p. As medidas obtidas no programa foram convertidas ao sistema
métrico com base na barra escalar de cada fotografia. As conversfes foram realizadas no

programa Microsoft Excel versao 2007.

3.2.7 Descritores do tamanho das sementes e absorcao de dgua

Para cada uma das variedades (SAB, SAF, DN e P-152, focadas neste estudo), foram
realizadas as medidas das seguintes varidveis do tamanho das sementes: comprimento da
semente (mm), espessura da semente (mm), largura das sementes (mm) e peso de 100

sementes.

Outra variavel avaliada foi a absorcdo de agua pelas sementes. Os procedimentos
foram realizados de acordo com Bushey; Hosfield; Beninger (2000), com adaptacdes.
Amostras de 12 sementes de cada variedade (SAB, SAF, P-152 e DN), com trés repeticdes,
foram pesadas em balanca de precisao e imersas em 20 mL de &gua destilada com 50 ppm de
CacCl,, em recipientes plasticos. As amostras foram mantidas a temperatura de 27+1°C durante
cinco horas. A cada 30 minutos as sementes foram retiradas da solucgéo, secas rapidamente
com papel e pesadas. A absorcdo de agua foi expressa pelo grau de umidade (%) das sementes
em cada um dos tempos. O experimento foi repetido duas vezes para verificar se 0s resultados

seriam semelhantes.

3.2.8 Caracterizacdo de compostos fenolicos dos tegumentos das variedades

3.2.8.1 Extracgdo de tegumentos e compostos fenolicos

Para as determinacdes de compostos fendlicos, foi utilizada uma amostra de 50
sementes de cada parental (SAB, SAF, P-152 e DN) e dois controles (5-593 e ] BC3 5-593),
todos em triplicata. As amostras foram imersas e n-heptano puro durante 96 horas e, logo

apos, rapidamente hidratadas (cerca de uma hora). ApOs o tratamento das sementes, 0S
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tegumentos foram removidos manualmente com o auxilio de uma pincga e dispostos em placas
de Petri. Em seguida, as amostras foram postas a secagem em estufa (40°C), até peso
constante (cerca de 48 horas). Finalmente, as amostras foram trituradas e maceradas em

almofariz, para proceder com as determinag6es quimicas (Figura 3.3.).

Amostra de Imersio em Extracdode
sementes n-heptano tegumento \

Determinagdesde
fenois totais, taninos
totais e condensados
(pro-antocianidinas)

Maceragao Secagem do tegumento a 402C
em almofariz até peso constante

Figura 3.3 — Procedimentos para a extra¢do do tegumento de sementes de feijoeiro (Phaseolus vulgaris L.)

3.2.8.2 Extragdo de compostos fendlicos

Para a extracdo de compostos fendlicos, foram adicionados 10 mL de solucéo de
acetona 70% a 200 mg de amostra finamente macerada, em tubos de ensaio. As amostras
foram colocadas em sonicador durante 20 minutos para agitacdo e homogeneizacdo e,
posteriormente, centrifugadas a 3000 g por 10 minutos, 4°C. Em seguida, o sobrenadante foi

retirado e colocado em outro tubo de ensaio, para proceder com as determinacoes.
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3.2.8.3 Determinacdo de fenois totais e taninos totais

Para a determinacgdo de fenois totais e taninos totais, foram seguidos os procedimentos
de Makkar et al. (1993), com modificacGes, utilizando espectrofotometria. Como referéncia
para as analises, foi confeccionada uma curva padrdo com &cido tanico, utilizando reagente de

Folin e carbonato de sddio para as leituras no espectrofotdmetro (Figura 3.4).

TAe (ug) Curvapadrio - Reagente de Folin

— —

S=RWRLAR IR OO
coOooooooooOoo

[=lejelelelelelelelelole]

0.000 0.100 0.200 0.300 0.400 0.500
Absorbanciaa 725 nm
y=19.494x+0.9356
R*=0.9961

Figura 3.4 — Curva padrdo com &cido tanico e reagente de Folin, para determinacGes de fenois totais e taninos
totais

Os extratos de cada amostra foram diluidos nas proporc6es adequadas e preparados
para as determinagdes, utilizando tubos de ensaio. Para fenois totais, a 50 pL do extrato
previamente diluido foram adicionados 450 pL de agua destilada. A esse volume foram
adicionados 250 pL de reagente de Folin diluido com agua (1:1). Apos agitacdo dos tubos, foi
acrescentado o volume de 1,25 mL de carbonato de sédio 20%, também sendo agitado.
Depois de 40 minutos foram realizadas as leituras em espectrofotdmetro, no comprimento de
onda de 725 nm. Os valores finais foram calculados como equivalentes de acido tanico por kg

de matéria seca.

Para taninos totais, foram preparados tubos de ensaio contendo 100 mg de PVPP, 1
mL de &gua destilada e 1 mL de extrato devidamente diluido. As amostras foram agitadas e
colocadas em geladeira (4°C) por 15 minutos. Consecutivamente, os tubos foram novamente

agitados e centrifugados a 1.900 rpm, a 4°C, por dez minutos. Posteriormente, 100 uL do
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sobrenadante (fracdo sem taninos, pois 0s mesmos foram ligados ao PVPP) foram transferidos
para outro tubo, completando-se o volume a 500 pL com &gua destilada. Finalmente, foram
adicionados o reagente de Folin e o carbonato de sodio, nas mesmas condi¢fes e quantidades
que para fenois totais. As leituras também foram realizadas ap6s 40 minutos, a 725 nm, para a

determinacédo dos ndo taninos.

Para determinar os taninos totais, as quantidades de ndo taninos foram subtraidas dos
fenois totais, sendo também expressos, portanto, em equivalentes de acido tanico por kg de

matéria seca.

3.2.8.4 Determinacao de taninos condensados

A extracdo dos compostos fendlicos foi procedida da mesma maneira que para fenois
totais e taninos totais. As determinacdes seguiram a metodologia proposta por Porter, Hrstich
e Chan (1986), com adaptacdes. A 500 uL de extrato foram adicionados 3 mL de butanol-HCI
(95:5) e, em seguida, 100 pL de reagente férrico (ferro sulfato de amdnio 2% em HCI 2N). As
amostras foram aquecidas em banho-maria a 100°C, durante uma hora. Logo apds, os tubos
foram resfriados em agua corrente. As amostras foram submetidas a leitura em
espectrofotdbmetro, a 550 nm. Os taninos condensados foram expressos como equivalentes-
grama de leucocianidina por kg de matéria seca, através da formula: (leitura x 78,26 x fator de
diluigdo) / % MS.

3.2.8.5 Teste histoquimico para taninos condensados

Trés sementes de cada um dos parentais foram seccionadas e imediatamente colocadas
sobre laminas e coradas com solucdo de Vanilina 10% em um (1) volume de etanol misturado
com um (1) volume de HCI concentrado (37%). As laminas foram visualizadas em

microscopio otico.
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3.2.9 Andlises estatisticas

Os dados gerados pelo colorimetro (medidas de L*, a* e b*) foram analisados através do
teste de Shapiro-Wilk (P < 0.05), no programa Statistix, para verificar se apresentavam
distribuicdo normal. Gréficos de distribuicdo de frequéncias foram gerados no programa
Microsoft Excel 2007. Posteriormente, as medidas de L*a*b* das progénies F,.3 e F3.4 foram
avaliadas pelo teste F (P < 0,05) através de analise de variancia (ANAVA) e as médias foram

comparadas pelo teste de Tukey (P < 0,05), utilizando o aplicativo PAST.

As trés variaveis (L*a*b*) foram avaliadas através de Analise de Componentes
Principais (PCA), visando verificar se as amostras de tegumento brilhante apresentavam-se
separadas das de tegumento opaco. A analise foi realizada utilizando o programa Canoco 4.5
e os gréficos biplot foram gerados utilizando o CanoDraw.

Para verificar a interacdo entre os fatores brilho e cor nas medidas realizadas, foi
realizada ANAVA em delineamento bifatorial com teste F (P < 0,05). As médias foram
comparadas por teste de Tukey (P < 0.05).

As diferencas entre o tamanho das sementes e a absor¢do de agua, as quantidades de
fenois totais, taninos totais e condensados, e as medidas do comprimento das células do
parénquima palicadico foram avaliadas pelo teste F (P < 0.05) atraves da ANAVA e as
médias foram comparadas por teste de Tukey (P < 0.05). As andlises foram realizadas no
STATISTIX e no PAST.
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3.3 Resultados

3.3.1 Genotipagem das variedades

A andlise comparativa com os padrdes observados e definidos nos gendtipos de
Bassett (1992) permitiu inferir os gendtipos dos parentais (para os genes J e Asp) utilizados
nos cruzamentos. As variedades SAB e P-152 apresentam o genétipo J Asp (tegumento
brilhante), enquanto que SAF e DN sé&o J asp (tegumento opaco). Desse modo, as populagcdes
constituidas a partir dos cruzamentos entre SAF x SAB e P-152 x DN néo segregaram para J.
Na Figura 3.5 sdo apresentados os perfis de cada parental em comparacdo com os testers

utilizados como controles.

3.3.2 Anélise visual e quantitativa do brilho do tegumento

Pela andlise visual das sementes, foram constituidas categorias de cores e de brilho do
tegumento para cada um dos parentais e progénies F,.; e Fs4 avaliadas. O tegumento do
parental P-152 foi classificado como preto e brilhante, enquanto que para DN, o tegumento
foi designado como preto e opaco. Os parentais SAB e SAF apresentam cores diferentes,
tendo sido classificados: SAB - tegumento marrom e brilhante; SAF - tegumento acinzentado

e opaco.

Devido as caracteristicas dos parentais, todas as familias F,3 e F3.4 do cruzamento
entre P-152 e DN apresentaram tegumento preto, variando apenas para o caractere brilho,
sendo brilhantes ou opacas. No entanto, as familias F,.3 e Fs.4 de SAF x SAB variaram de
marrom a cinza, combinadas com a presencga ou auséncia de brilho. Algumas familias dentro
dos dois cruzamentos apresentaram brilho mais intenso. Também foram visualizadas

progénies com sementes de brilho intermediario, no entanto, essa variagdo ndo foi avaliada.
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A Jversus j B Asp versus asp

corona

Genotipoj;
Coloragioimaturae
. perdadecorna
J J regiio da corona .‘—1 P ) L
(brilhante) (opaco)

Estoques genéticos de Mark J. Bassett

E F G

Linhagem 5-593 B(; 5-593 B(C; 5-593 B(; 5-593 B(; 5-593
JAsp Jasp JAsp JAsp JAsp
(brilhante) (opaco) (brilhante) (intermediario) (intermediario)

H Serro Azul Brilhante (brilhante) I Puebla-152 (brilhante)

JAsp

K

J Serro Azul Fosco (opaco)

7Z

Jasp Jasp

Figura 3.5 - Perfil do tegumento e da regido do hilo e corona de testers (Mark J. Bassett) para os genes Asper
(Asp) e Joker (J) e das variedades Serro Azul Brilhante (SAB), Serro Azul Fosco (SAF), Puebla-152
(P-152) e Diamante Negro (DN). Gendtipos: (A) diferenca entre J e j; (B) Diferenca entre Asp e asp;
(C) linhagem 5-593; (D) gendtipo J asp; (E) gendtipo J Asp; (F) e (G) com genétipo j Asp. Parentais
amostrados: (H) e (1) com tegumento brilhante e gen6tipo J Asp; e (J) e (K) com tegumento opaco e
genoétipo J asp
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As andlises quantitativas do brilho do tegumento (colorimetro) dos parentais e familias
F..3 e F3.4, derivadas dos cruzamentos, permitiram diferenciar sementes brilhantes de opacas.
Primeiramente, analises da distribuicdo estatistica dos dados mostraram que as variaveis L*,
a* e b* se comportaram diferencialmente nas populacdes avaliadas. Apresentaram
distribuico normal (teste de Shapiro-Wilk) apenas as variaveis L* e a*, tanto nas amostras do
cruzamento SAF x SAB (L*: p = 0,68; a*: p = 0,69; b*: p = 0,00), quanto nas do cruzamento
P-152 x DN (L*: p = 0,09; a*: p = 0,50; b*: p = 0,00). A andlise de distribuicéo estatistica é
apresentada graficamente nos Anexos C e D, sendo os valores de L*a*b* de cada progénie de

ambos 0s cruzamentos apresentados nos Anexos A e B.

Dentre as medidas L*, a* e b*, a medida de L* diferenciou as variedades e progénies.
As medidas de a* e b* diferiram as cores do tegumento. Considerando os parentais, as
medidas de a* e b* diferiram entre SAB (L* = 37,7; a* = 12,8; b* = 15,0) e SAF (L* = 37,4,
a* = 9.7; b* = 30,6), no entanto, os valores de L* ndo foram diferentes (Figura 3.6). A
interacdo entre brilho e cor ndo permitiu diferenciar sementes brilhantes de opacas (dos
parentais) pela medida de L*, quando apenas duas amostras com cores diferentes séo
comparadas. Resultado semelhante foi obtido para P-152 (L* = 17,4; a* =-0,3; b*=3,1) e
DN (L* = 17,6; a* = -0,2; b* = 4,2), que ndo diferiram para a* e L*, mas diferiram para b*
(Figura 3.6), sugerindo também interac&o entre cor e brilho.

Contrariamente, nas progénies dos dois cruzamentos, foi verificada diferenca entre
amostras brilhantes e opacas, nas duas geracdes de autofecundacéo (F, e F3) (Figuras 3.6 e
3.7). Entre as progénies F,.3 de P-152 x DN néo foi detectada diferenca estatistica (Tukey, P >
0,05), no entanto, os valores de L* foram menores nas progénies com tegumento opaco do
gue nas de tegumento brilhante. Contrariamente, as progénies Fs.4 diferiram para brilho
(Tukey, P <0,05).

As progénies F,.3 e F3.4 do cruzamento SAF x SAB, enquadradas em quatro classes
visuais, diferiram (P < 0,05). Os valores de L* foram menores nas classes Marrom Opaco e

Cinza Opaco do que nos contrastantes brilhantes para a mesma cor.
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Parentais
mL*
Valores na *
escala L*a*b* Hma
Hmb*
g P52 (Brilhante) DN (Opaco) SAB (Brilhante) SAF (Opaco)
Familias F,.; dos cruzamentos P-152 x DN e SAF x SAB
50
a
*
Valores na B L
escala L¥a*b*
ma*
W b*
P-152 x DN P-152 x DN SAF x SAB SAF x SAB SAF x SAB SAF x SAB
10 . (Brilhante) (Opaco) (Marrom (Marrom (Cinza (Cinza Opaco)

Brilhante) Opaco) Brilhante)

Figura 3.6 - Valores de luminosidade (L*) e dos componentes de cores (a* e b*), do sistema L*a*b* (obtidas em
colorimetro), em familias F»3 e Fz4 do cruzamento SAB x SAF e P-152 x DN. As anélises foram
realizadas com base em seis repeticfes de cada categoria. Letras diferentes indicam diferencas
significativas pelo teste de Tukey (P<0,05). (Continua...)
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Familias F;,, dos cruzamentos P-152 x DN e SAF x SAB

Valores na
escala L¥a*b*

-5 - P-152xDN  P-152 xDN SAF x SAB SAF x SAB SAF x SAB SAF x SAB
(Brilhante) (Opaco) (Marrom (Marrom (Cinza (Cinza Opaco)
Brilhante) Opaco) Brilhante)

Figura 3.6 Continuacéo

A
Familias F,.; do cruzamento SAF x SAB
o
1
|}
|
|
] °
1 fl*
]
L 4 i
c\° [ ] \
P~ b*
& . -
o . .
2 o L*
% 5
-1.0 1.5

——— Axis 1-76,9%

Classes . Marrom Brillhante 0 Cinza Brilhante  —= variaveis

Marrom Fosco I Cinza Fosco do sistema L*a™b"

Figura 3.7 — Andlise de componentes principais (PCA) em biplot — de medidas do sistema L*a*b*, obtidas em
colorimetro Minolta Chroma CR 300, de familias F,.; e F3., dos cruzamentos entre variedades de
feijoeiro contrastantes para brilho do tegumento: SAF x SAB e P-152 X DN. L*: luminosidade (para
diferenciar sementes brilhantes de opacas); a* e b*: componentes de cor (continua...)
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Familias F,.; do cruzamento P-152 x DN
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Figura 3.7 — Continuacéo
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Figura 3.7 — Continuacéo

Através da analise de componentes principais (PCA), também foi possivel discernir as
amostras de tegumento brilhante das opacas. Dois componentes principais explicaram a
maioria da variancia (em todos os casos, mais de 90%) (Figura 3.7). No entanto, foi possivel
discernir claramente os grupos brilhante e opaco apenas nas progénies Fs., dos cruzamentos
(SAF x SAB; P-152 x DN). Nas progénies F,.3 houve sobreposi¢cdo de amostras, no caso de
SAF x SAB, e dispersdo das amostras de P-152 x DN.

Devido a estes resultados, foi realizada a analise da interacdo entre cor e brilho do
tegumento. Os resultados mostraram que a interacdo foi significativa (P < 0,05), sugerindo
que a cor do tegumento interfere também na medida de L* e, portanto, na possibilidade de
diferenciar sementes brilhantes de opacas. Na Tabela 3.2 foi apresentada a analise de

variancia, considerando também a interacéo cor/brilho.
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Tabela 3.2 — Analise da variancia da interagao entre brilho e cor, utilizando as medidas de L* de familias F3.4 do
cruzamento entre SAF x SAB. A analise foi baseada em oito repeticbes de cada tratamento
(categoria de cor/brilho)

Fator de Variacdo GL SQ QM F

Blocos 7 30,88 4,41 1,18 ns
Tratamentos 3 367,51 122,50 32,76 **
Brilho 1 130,65 130,65 34,94 **
Cor 1 220,50 220,50 58,97 **
Interagdo 1 16,36 16,36 4,38 *

Erro 21 78,52 3,74

Total 31 476,91

ns: ndo significativo; * Significativo a P < 0,05; ** Significativo a P < 0,01

3.3.3 Analise da superficie do tegumento

As anélises da superficie dos tegumentos de cada variedade e dos controles (5-593,
asp BC; 5-593 e j BC3 5-593) mostraram que as sementes de tegumento opaco apresentam

maior rugosidade em relacdo as brilhantes (Figura 3.8).

O controle j BC3 5-593 também apresenta superficie pouco ondulada, indicando que
este loco ndo se relaciona a rugosidade. Esta linhagem é recessiva para j, e carrega o alelo
Asp. O brilho da superficie do tegumento desta linhagem é menos intenso em relacéo a 5-593

devido ao efeito de j.

Contrariamente, o controle para asp apresenta superficie rugosa, como esperado, pelo
efeito deste alelo. O tegumento dessa linhagem € opaco, com apenas certo brilho incipiente,

devido ao efeito do alelo J.

Entre SAB e SAF, é possivel visualizar maior rugosidade no parental opaco. DN

também é mais rugoso, comparado com P-152.
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5593 - J Asp ' . aspBC;~Jasp

55693 - J Asp JjBC;-jAsp

SAB - J Asp

P-152-J Asp

Figura 3.8 — Superficie do tegumento de variedades de feijoeiro contrastantes para brilho do tegumento. 5-593 —
linhagem controle (Mark J. Bassett) para Asp; asp BC3 5-593 — tester para asp; j BC3 5-593 — tester
para j. (A) e (B) comparando J Asp com J asp. (C) e (D) comparando J Asp com j Asp. SAB — Serro
Azul Brilhante (tegumento brilhante); SAF — Serro Azul Fosco (opaco): P-152 — Puebla-152
(brilhante); e DN — Diamante Negro (opaco). As barras representam comprimento de 10 pM
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3.3.4 Comprimento do parénquima pali¢adico

Na Figura 3.9 foram apresentados os perfis de cortes transversais de tegumentos
realizados em cada uma das variedades analisadas. As medidas do comprimento do
parénquima palicadico mostraram que as variedades com tegumento brilhante apresentaram

maior comprimento médio em relacdo as sementes de tegumento opaco (Tabela 3.3).

Figura 3.9 — Perfil transversal do tegumento de variedades de feijoeiro (Phaseolus vulgaris L.) contrastantes para
brilho do tegumento. P: parénquima pali¢adico; H: hipoderme; PL: parénquima lacunoso. A —
Linhagem 5-593 (J Asp) comparado com B — asp BC; 5-593 (J asp); C — 5-593 comparado com D —
j BC35-593 (j Asp); E — Serro Azul Brilhante (SAB) (J Asp); F — Serro Azul Fosco (SAF) (J asp); G
— Puebla-152 (P-152) (J Asp); e H — Diamante Negro (J asp). As barras representam comprimento

de 20 uM
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Tabela 3.3 — Comprimento do parénquima palicadico de gendtipos de feijoeiro contrastantes para brilho do
tegumento. Os resultados expressam a média de cinco sementes avaliadas. Em cada semente,
foram avaliadas duas areas no aumento de 200X (medindo-se dez pontos em cada campo) situadas
na regido oposta ao hilo

Comprimento médio da epiderme

Variedade Gendétipo palissadica (um) Faixa de variacdo (um)
5-593 J Asp 38,8+3,2b 35,6 -42,0
asp BC; 5-593 Jasp 332+2.2¢ 31,0-354
j BC35-593 jAsp 35,2+26b 32,6378
SAB J Asp 40,8+2,0b 42,8 -38,8
SAF Jasp 37,0+2,4b 39,4-34,6
P-152 J Asp 457+45a 41,2 -50,2
DN Jasp 42,3 +3,4 ab 38,9457

Comparacdo das variedades aos pares — Teste de Tukey (P = 0,05)
5-593 x asp BC3 5-593 p=0,02*
5-593 x j BC;3 5-593 p=0,11ns
SAB x SAF p=0,02*
P-152 x DN p =0,20 ns

Os controles 5-593 e asp BC3 5-593 diferiram nestas analises. Dentre as variedades,
apenas SAB e SAF foram diferentes. SAB apresentou maior valor de comprimento do
parénquima palicadico (40,8 um) do que o opaco SAF (37,0 um). Os parentais P-152 e DN
tém origem mesoamericana, no entanto, sdo de diferentes locais e foram selecionados para
diferentes finalidades, e desse modo, a comparacgdo entre os mesmos € dificultada, embora 0s

valores dos comprimentos tenham sido menores em DN (42,3 um) do que em P-152 (45,7

um).

3.3.5 Parametros qualitativos e absorcdo de dgua das variedades

Dentre as variaveis do tamanho da semente (comprimento, largura, espessura e peso
de 100 sementes), considerando apenas 0s parentais, somente 0 comprimento das sementes

ndo diferiu entre as variedades (Tabela 3.4).

A porcentagem de absor¢do de agua diferiu entre as variedades. SAF absorveu agua
rapidamente (21,5% ap0ds cinco horas) enquanto que SAB (1,6% apds cinco horas)

praticamente ndo absorveu. A cultivar DN comecou a absorver agua antes de P-152. No
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entanto, apds 270 minutos, a porcentagem de absorcdo de &dgua de P-152 ultrapassou DN,

sendo 9,2 e 8,9%, respectivamente (Figura 3.10).

Tabela 3.4 — Caracteres do tamanho da semente e absorcdo diferencial de 4gua de variedades de feijoeiro
(Phaseolus vulgaris L.) contrastantes para brilno do tegumento. SAB — Serro Azul Brilhante
(tegumento brilhante); SAF — Serro Azul Fosco (opaco); P-152 — Puebla-152 (brilhante); e DN —
Diamante Negro (opaco)

Variedade SAB SAF P-152 DN
Caracteres do tamanho das sementes
Comprimento da semente (mm) 9,2 0,42 a 9,1 +0,67a 9,1 #0,52a 9,4 +0,53a
Largura da semente (mm) 52 +0,32Db 42 +0,40c 6,2 x0,41la 56 +0,41b
Espessura da semente (mm) 3,7 £0,26 b 34 £0,31lc 4,4 £0,23a 4,1 +0,26 a
Peso de 100 sementes () 18,4 +0,17d 19,3 #0,31c 25,5 +0,43 a 21,7 +0,20b
Absorcéo de agua
Absorcéo de agua ap6s 5 h (%) 16 1,64 215 1,54 11,7 1,51 99 2,92
Absorc¢do de agua apos 24 h (%) 19,9 +1552 47,5 13,48 52,7 0,40 355 1,94
Absorcéo de dgua apds 48 h (%) 27,8 +16,22 49,1 4,12 53,7 0,79 39,2 +4,49
25 -
20
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Figura 3.10 — Absorc¢do diferencial de agua de variedades de feijoeiro contrastantes para brilho do tegumento.
SAB — Serro Azul Brilhante (tegumento brilhante); SAF — Serro Azul Fosco (opaco); P-152 —
Puebla-152 (brilhante); e DN — Diamante Negro (opaco). Os pontos representam a média de trés
repeticdes

Apbs 24 e 48 horas, SAF, P-152 e DN continuaram absorvendo agua (Tabela 3.5). P-
152, no entanto, indicou estar estabilizando a absorcdo depois de 48 horas (absorcdo de

53,7%), enquanto que SAF e DN ainda apresentaram consideravel de acréscimo (ap6és o
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periodo com 49,1 e 39,2%, respectivamente) em relacdo a medida de 24 horas (Tabela 3.4).
SAB apresentou absor¢cdo maior de dgua ap0os 24 e 48 horas (19,9 e 27,8%, respectivamente),
mas ainda bem abaixo das demais variedades e bastante irregular entre as repeticOes,
acarretando em elevado desvio (Tabela 3.4). Desse modo, houve a necessidade de repetir o
experimento, refletindo em resultado semelhante. No Anexo E séo apresentados todos os
dados obtidos.

3.3.6 Determinacdes de compostos fendlicos

As variedades SAB, SAF, P-152 e DN apresentaram elevadas concentracdes de fenois
totais, taninos totais e taninos condensados (pré-antocianidinas), comparativamente a 5-593 e
j BC3 5-593 (Figura 3.11). Como esperado, foram detectados niveis de taninos totais mais
elevados em 5-593 (25,3 Eqg. cido tanico/kg matéria seca) em relacdo ao tester j BC3 5-593
(12,6 Eq. acido tanico/ kg matéria seca). Da mesma maneira, a quantidade de taninos
condensados foi mais elevada em 5-593 (60,8 Eg. leucocianidina/ kg de matéria seca) do que
em j BC3 5-593 (43,9 Eq. leucocianidina/ kg de matéria seca).

A analise também mostrou que a quantidade de fenois totais e de taninos condensados
foi mais elevada (Tukey, P < 0.05) nos parentais com tegumento brilhante (SAB e P-152) do
que nos opacos (SAF e DN) (Figura 3.11).

O teste de vanilina HCI aplicado a cortes frescos de tegumentos confirmou os
resultados do método de Porter, Hrstich e Chan (1986) em relagcdo aos taninos condensados.
Nos cortes do controle 5-593, observou-se coloragéo intensa do parénquima palicadico e no
tecido parenquimatico abaixo da camada cristalina transparente (Figura 3.12). Ao contrario, a
coloracdo foi pouco pronunciada em j BCz 5-593. O parénquima lacunoso, no entanto,

apresentou coloracéo neste genotipo.
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Fenois totais e taninos totais
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Figura 3.11 — Fenois totais, taninos totais e taninos condensados de amostras de variedades crioulas (Serro Azul
Brilhante, Serro Azul Fosco e Puebla-152) e a cultivar Diamante Negro (CNPAF/EMBRAPA) de
Phaseolus vulgaris L. contrastantes para brilho do tegumento. Os resultados expressam a média de
trés repeticbes para cada parental. 5-593 e j BC; foram os controles para analises de taninos
condensados
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Genotipos contrastantes para o loco J

5-593 (JJ) JBC5 5-593 (jj)
SO\ > AR
. \\‘ . 24

R

Figura 3.12 — Perfil transversal do tegumento (cortes frescos) corado com vanilina 10% (em etanol e HCI 37%,
1:1). As areas coradas em vermelho intenso indicam a presenca de catequinas e/ou taninos
condensados (pré-antocianidinas). Genétipos J apresentam taninos condensados e o controle j j
ndo contém pro-antocianidinas, ndo sendo observada coloracdo vermelha tipica no parénquima
pali¢ddico. P: Parénquima pali¢adico; H: hipoderme; PL: parénquima lacunoso. As barras indicam
comprimento de 50 pm

3.4 Discussao

3.4.1 Anélise do brilho

No presente estudo, variagdes de brilho e cor foram observadas nas variedades
estudadas. A regulamentacdo para a determinacdo da cor de cultivares de feijoeiro é
determinada pela Instrucdo Normativa n°® 12, de 28 de margo de 2008 (BRASIL, 2008).
Através dessa normativa, o feijdo foi classificado nas seguintes classes de cores: Branco,
Preto, Cores e Misturado. Os parentais P-152 e DN foram enquadrados na classe Preto. SAB e

SAF, por serem variedades locais e crioulas, ndo se apresentam regulamentadas para esses
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padrdes, mas dadas as especificacbes da normativa, foram enquadradas na classe Misturado,
pois ndo atenderam a nenhum dos critérios para enquadramento em outras classes. No
entanto, SAB se enquadrou em um dos aspectos da classe Cores, subclasse Mulato. Essa
subclasse é descrita por apresentar tegumento de cor marrom claro a escuro, com ampla
variacdo de tamanho e forma (BRASIL, 2008).

O presente trabalho, no entanto, ndo se deteve a classificacdo da cor. Apenas foi
realizada esta consideracdo mediante a interacdo entre cor e brilho observada nas analises do

colorimetro.

Nos cruzamentos entre os parentais (SAF x SAB; P-152 x DN), as familias F,3 e F3.4,
embora terem apresentado variacdes na intensidade de brilho entre familias, foram apenas
classificadas como brilhantes ou opacas. O CIAT (1976) recomenda a classificacdo das
sementes em brilhantes, intermediarias e opacas. No entanto, essa classificagdo é mais
adequada para definir uma linhagem avancada ou cultivares. No presente estudo, foi
visualizada variabilidade de intensidade do brilho entre sementes dentro uma mesma
progénie, sugerindo interacdo entre gendtipo e ambiente ou também devido ao fato de as
progénies ainda ndo estarem em homozigose (geracdes F, e F3; apenas). A classificacdo de
uma familia como brilhante ou opaca foi visivelmente nitida, no entanto, para discernir uma
progénie brilhante de uma intermediaria, houve limitagdes condicionadas pela variacdo

ambiental.

Os dados obtidos por meio do colorimetro permitiram diferir quantitativamente a
intensidade de brilho entre as linhagens de cada um dos cruzamentos. As analises do
colorimetro validaram classificagbes visuais. No entanto, uma limitagdo consideravel nesse
método é a cor e sua tonalidade. Para diferenciar tegumento brilhante de opaco é necessario
que amostras apresentem coloragdo uniforme entre elas, o que foi claramente verificado nas
populacbes F, e F3 de SAF x SAB. Desse modo, ao avaliar outros materiais genéticos, a
variabilidade na coloracdo constitui um critério de classificacdo prévio para a analise.
Considerando estes aspectos, a analise de sementes com padrdes diferenciados de cores,

variando para brilho, é praticamente inviavel.
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As analises do colorimetro também sugeriram que o tempo de armazenamento das
sementes influencia nas medidas de L*, a* e b* e, portanto, interfere na comparagdo entre
sementes de tegumento brilhante e opaco. As progénies F,.; de cada cruzamento foram
obtidas nos anos de 1996 (SAF x SAB) e 1999 (P-152 x DN). Os resultados da ANOVA de
cada varidvel (Figura 3.6) e da PCA (Figura 3.7) mostraram que ndo foi possivel diferir
estatisticamente os grupos de amostras brilhante e opaco nas progénies F,.3 de ambos os
cruzamentos, com excecdo de algumas amostras, pois houve sobreposicdo ou dispersao dos

dados no grafico (Figura 3.7).

Quando analisadas todas as amostras das populacdes SAF x SAB e P-152 x DN, na
geracdo Fs.4, N0 entanto, ndo foi possivel distinguir os grupos brilhante e opaco (Figura 3.13).
Nesta situacdo, a variacao da cor no conjunto das amostras interfere nos valores de L*a*b*. A
distribuicdo normal dos valores de L* e a* pode explicar isso, indicando que os valores
apresentam uma variagdo a partir de apenas uma media. Junk-Knievel, Vandenberg e Bett
(2008) estudaram populacdes de feijoeiro derivadas de cruzamentos entre um parental que
apresenta escurecimento regular (rapido) do tegumento sob exposicdo a luz ultravioleta
(UVC, A = 254 nm) e outro com lento escurecimento. Desse modo, foi possivel diferenciar
amostras escurecidas de amostras com pouco escurecimento pelo sistema de cores L*a*b*.
Analisando os dados das populagbes, os autores verificaram que estes apresentavam
distribuicdo bimodal, discernindo claramente amostras com rapido e lento escurecimento.

Portanto, o método permitiu a genotipagem para o caractere escurecimento no estudo.

Os dados do presente estudo, apesar de terem permitido, por amostragem, a separagao
entre cores e entre as classes brilhante e opaco, ndo possibilitaram genotipar as amostras para
o brilho do tegumento. Desse modo, 0 método pode ser aplicado para validar diferencas entre
classes que apresentem cor uniforme. Além disso, a metodologia pode ser convenientemente
aplicada para genotipar populacdes segregantes para cores do tegumento, pois o grafico da
populagéo Fs3., de SAF x SAB da Figura 3.13 mostrou a formagéo de dois grupos, um com
amostras de cor marrom e 0 outro com as amostras de tegumento cinza. As amostras de P-152

e DN (Fs.4) ndo foram separadas, pois todas apresentam tegumento preto.

Devido a estes resultados, a genotipagem dos parentais e, posteriormente, das
progénies segregantes para o brilho do tegumento foi realizada com base nas classes visuais

definidas para cada cruzamento.
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Figura 3.13 — Andlise de Componentes Principais (PCA) dos valores de L*a*b em populacdes de feijoeiro em
Fs4, dos cruzamentos: SAF x SAB e P-152 x DN, variedades contrastantes para brilho do

tegumento
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3.4.2 Genotipagem dos parentais

Os genotipos de cada um dos parentais foram atribuidos com base em rigorosas
observagdes e comparagdes com 0s genotipos de Bassett (1992). Além das observacbes da
literatura, outras caracteristicas importantes para diferenciar os efeitos dos genes Asp e J

foram propostas e apresentadas na Tabela 3.5.

Tabela 3.5 — Principais caracteristicas fenotipicas do tegumento de feijoeiro (Phaseolus vulgaris L.) devidas as
formas alélicas dos genes J e Asp

Genétipo Fendtipo Descricdo

J Asp Tegumento brilhante Brilho intenso, no entanto, dependente do gendtipo
da cor e do padréo.

A superficie do tegumento é regular e praticamente
lisa (observagfes de microscopia eletrénica de
varredura).

Jasp Tegumento opaco Tegumento opaco devido ao efeito de Asp, mas com
um leve tom brilhante, especialmente na bordadura
do hilo, devido ao alelo dominante J.

O tegumento apresenta maior rugosidade na
superficie, devido a presenca de asp.

j Asp Tegumento com brilho intermedidrio*  Intensidade de brilho reduzida pelo efeito de j. A
coloragdo do tegumento também € irregular e a
regido da corona apresenta-se parcial ou totalmente
descolorida .

A superficie do tegumento é regular e praticamente
lisa.

j asp** Tegumento opaco Espera-se tegumento opaco e rugoso.

*N&o significa que variedades com tegumento de brilho intermediério tenham genétipo j Asp, pois mesmo
genotipos J Asp apresentam variacfes na intensidade do brilho.
** Geno6tipo ndo caracterizado no presente estudo.

3.4.3 Andlises de microscopia eletronica de varredura

Na literatura foi descrito que sementes com tegumento opaco apresentam superficie
com maior rugosidade em relacdo a sementes brilhantes (LAMPRECHT, 1940). As analises

de microscopia de varredura do presente estudo confirmaram esta caracteristica. Os parentais
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SAF e DN apresentaram superficie rugosa, assim como o controle asp BC35-593 (Figura 3.8).
Beninger et al. (2000) removeram a cuticula do tegumento para mostrar esta caracteristica e
observaram elevacdes nas extremidades das células do parénquima palicadico. No presente
estudo, ndo foi removida a cuticula, sendo possivel observar claramente a diferenca de

rugosidade entre brilhantes e opacas.

Também os resultados da andlise do comprimento do parénquima palicadico do
presente estudo estdo de acordo com o estudo de Beninger et al. (2000), pois mostraram que
as variedades que carregam asp apresentaram menor comprimento médio (Tabela 3.3).
Comparando asp BC; 5-593 com SAF e DN, no entanto, foi verificado que o conjunto
epiderme palicadica, hipoderme e parénquima lacunoso apresentou-se bem mais espesso do
que em asp BC3; 5-593. Apenas o parénquima palicadico apresentou menor comprimento,

quando comparado com os brilhantes.

Beninger et al. (2000) também constataram que asp, por diminuir o tamanho das
células do parénquima palicadico, limitou o acumulo de antocianinas no tegumento. Ao
comparar asp BCsz 5-593 com 5-593, o primeiro apresentou apenas 55% do total de
delfinidina-3-glicosideo, 58% do total de petunidina-3-glicosideo e 55% do total de
malvidina-glicosideo, as trés principais antocianinas encontradas nas amostras por analises de
HPLC.

Apesar destas analises, ndo se conhece as razdes para a mudanga estrutural que asp
condiciona no tegumento, especialmente no parénquima palicadico. Nesse sentido, alguns
trabalhos exploraram também a camada de cuticula que reveste o tegumento. Bushey,
Hosfield e Owens (2002) trataram sementes de feijoeiro com xilol para remocdo da cuticula.
Uma das cultivares analisadas no estudo foi Shiny Crow, de tegumento brilhante. Quando né&o
tratado com a substancia, os autores observaram por microscopia eletrdnica que a cuticula se
apresentava uniformemente distribuida sobre o tegumento. No entanto, as sementes tratadas
apresentavam variabilidade na espessura da camada de cuticula ao longo do tegumento,
caracteristica semelhante a de cultivares de tegumento opaco avaliadas. Desse modo, é
provavel que Asp esteja envolvido na producdo de uma ou mais substancias que mantenham a

uniformidade da superficie cuticular do tegumento.
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3.4.4 Absorgdo de agua

A porcentagem de absor¢do de agua foi extremamente reduzida na variedade SAB,
comparativamente a SAF (Figura 3.10). A presenca de brilho no tegumento tem sido
associada a baixa absorcdo de &gua e alguns trabalhos mostraram resultados semelhantes ao
do presente estudo. Bushey, Hosfield e Beninger (2000) estudaram cinco cultivares de feijdo
preto (Raven, Shiny Crow, Shiny Harblack, Black Magic e Black Jack) e verificaram que as
que apresentavam tegumento opaco absorveram maior quantidade de agua do que as de
tegumento brilhante, em periodo de trés horas. Os extremos desse experimento foram Raven,
em que a porcentagem de absorcdo de agua foi de 45%, enquanto que Shiny Harblack e Shiny
Crow absorveram cerca de 1% apenas. Além disso, os autores verificaram que a quantidade
de antocianinas perdidas quando as sementes eram embebidas em agua quente foi maior nas
cultivares de tegumento opaco (Raven: 93%; Black Magic: 90%) do que nas de tegumento
brilhante (Shiny Harblack: 51%).

No trabalho de Bushey, Hosfield e Owens (2002) foram analisadas cultivares
contrastantes para brilho do tegumento visando verificar por que sementes brilhantes
absorviam menor quantidade de agua. No estudo, os autores avaliaram amostras tratadas e ndo
tratadas com xilol. As cultivares com sementes de tegumento brilhante tratadas com xilol
absorveram mais do que o dobro da quantidade de agua apds descoloracdao com xilol, em
relagdo as ndo tratadas. Através dessa andlise os autores constataram que a uniformidade de
deposicdo da camada de cera na superficie do tegumento influencia na capacidade de
absorcdo. Essa caracteristica, portanto, como mencionado anteriormente, poderia estar

relacionada a Asp.

Essas analises também s&o coerentes com os resultados da MEV do presente estudo. O
maior comprimento do parénquima paligadico e a uniformidade da cuticula na superficie no
tegumento sdo fatores que provavelmente limitam a entrada e distribuicdo de agua pela
semente. Consequentemente, 0 processo de embebicdo e germinacdo também pode ser
retardado. Foi observado que SAB apresenta germinacdo consideravelmente lenta em relacéo

a SAF (dados ndo fornecidos no presente trabalho).



90

Apesar destes resultados, no presente estudo as variedades P-152 e DN apresentaram
niveis intermediarios de absor¢do de agua nas primeiras cinco horas, comparativamente a
SAF e SAB. P-152 apresenta tegumento com brilho intenso e seria esperada reduzida
velocidade de absorcdo de agua pelas sementes. No entanto, os valores ndo diferiram da

absorcédo de DN.

A literatura sugere que, devido aos efeitos estruturais que determina, asp poderia estar
relacionado a rapida absorcdo de agua em relacdo a genotipos Asp (BUSHEY; HOSFIELD;
BENINGER, 2000). No entanto, estas constatacdes ndo foram muito precisas, pois da mesma
maneira que no presente estudo, algumas cultivares apresentaram niveis intermediarios de

absorcdo de agua nos outros trabalhos.

As divergéncias entre esses resultados levam a hipoOtese de que as caracteristicas
estruturais condicionantes da absorcdo de dgua pelo tegumento sdo devidas ndo somente a um
loco, como asp, mas também a outros locos. Possivelmente, a heranca dessas caracteristicas

seja quantitativa.

Além disso, destaca-se que SAB e SAF sdo materiais genéticos crioulos, sem selecdo
especifica para melhoramento. Contrariamente, P-152 e DN foram selecionadas e melhoradas
para finalidades especificas. Nesse processo, é possivel que um alelo de loco especifico ou

alelos de varios locos ligados a estrutura do tegumento tenham sido também selecionados.

A presenca de compostos fenolicos de diferentes classes no tegumento pode
condicionar a absorcdo de agua. Desse modo, compostos associados a muitos genes podem

estar relacionados.

Além de todos esses aspectos, € possivel também explicar a absorcdo de dgua sob o
ponto de vista fisiolégico. O tegumento € o modulador das interacdes entre as estruturas
internas da semente o ambiente externo, de modo que suas caracteristicas estruturais
determinam a sua capacidade de absorcdo de agua (SOUZA; MARCOS-FILHO, 2001). Os
genes condicionam a estrutura e a presenca e regulacdo da quantidade de fenolicos e proteinas
presentes no tegumento, no entanto, a absor¢cdo de agua pode constituir uma resposta
fisiologica, devida a essa estruturacgao.
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3.4.5 Fenois totais, taninos totais e taninos condensados

Os resultados mostraram que a quantidade de fenois totais e de taninos condensados
foi mais elevada nos parentais com tegumento brilhante (SAB e P-152) do que nos de
tegumento opaco (SAF e DN) (Figura 3.11). E provavel que a diferenca entre sementes
brilhantes e opacas seja relacionada a quantidade de antocianinas, como mostrado por
Beninger et al. (2000). No entanto, no presente estudo ndo foram determinadas antocianinas

para confirmar essa hipotese.

Devido a todos os parentais (SAB, SAF, P-152, DN) apresentarem o genétipo JJ, foi
esperada a deteccdo de taninos condensados em todas as amostras. No entanto, mesmo no
tester j BC3 5-593 foram detectadas pro-antocianidinas, sendo que a quantidade média neste
genotipo representou 72% da quantidade média encontrada no controle J (5-593).

Este resultado pode ser explicado sob dois pontos de vista: 0 método empregado e
recentes estudos sobre o gene J. Dois problemas principais influenciam o resultado da
determinacdo pelo método do butanol acido de Porter, Hrstich e Chan (1986). Primeiramente,
as substancias da amostra apresentam diferentes coeficientes de absortividade molar. Além
disso, a estrutura da molécula de pré-antocianidinas influencia a cinética da reacdo.
Dependendo do padrdo utilizado as quantidades podem ser estimadas erroneamente
(HUMMER; SCHREIER, 2008). Além disso, é provavel que outras substancias como
kaempferol, composto produzido anteriormente na via dos flavonoides, interfiram no
resultado (BENINGER; HOSFIELD, 1999). Desse modo, o método ndo apresenta
especificidade elevada. Analises de HPLC e espectrometria de massas, utilizando padrdes
especificos (pro-antocianidinas isoladas) seriam necessarias para discriminar de maneira mais

adequada estes compostos.

Apesar disso, Beninger e Hosfield (1999a) caracterizaram os polifendlicos da cultivar
Prim, de tegumento amarelo, uma variedade de feijoeiro do grupo Manteca, amplamente
consumida no Chile por sua boa digestibilidade. O genotipo da variedade Prim ¢ CC dd jj GG
BB v'*v!¥ (BASSETT, 1999). Por carregar o alelo jj, ndo foram encontras pré-antocianidinas
na cultivar, inclusive por analise de cromatografia em camada delgada (CCD), em que placas

de silica foram coradas com solucéo de vanilina, ndo produzindo coloracdo na cultivar Prim.
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Comparativamente, em estudo similar, utilizando a cultivar Montcalm (do tipo Dark Red
Kidney), com gendtipo JJ, ao contrario, foram encontradas pré-antocianidinas (BENINGER;
HOSFIELD, 1999b).

No presente estudo, o teste de vanilina foi aplicado a cortes frescos de tegumento. No
tester j BC3 5-593 ndo foi observada coloracdo do parénquima pali¢adico, embora tenha sido
observada coloracdo vermelha no parénquima lacunoso. Esse resultado mostrou que o método
conseguiu diferir sementes de genétipo J (com coloracdo vermelha intensa tanto no
parénquima palicadico quanto no lacunoso) de genotipos j (coloracdo mais fraca,

praticamente sem coloragdo no parénquima palicadico).

Essas observacBes indicaram que os testes histoquimicos ou a técnica de CCD,
utilizando o corante vanilina, podem ser adequados para caracterizar qualitativamente a

presenca ou auséncia de pré-antocianidinas em variedades de feijoeiro.

Com relacdo ao método do butanol &cido, apesar de as variedades de tegumento
brilhante (SAB e P-152) terem apresentado maior quantidade de taninos condensados, ndo é
possivel afirmar consistentemente que o brilho do tegumento se associa a esta diferenca.
Nestas variedades, apenas Asp variou e, pelos estudos ja realizados, postulou-se que o gene
estaria envolvido na producdo de substancias de efeito estrutural no tegumento (BENINGER
et al., 2000).

Desse modo, é provavel que outros genes, em interacdo com o alelo dominante J ou
dependentes de sua expresséo (epistasia), controlem a acumulagéo de taninos condensados no
tegumento. Trabalhos recentes mostraram diferengas genéticas na concentracdo de taninos
condensados, sugerindo um padrédo de heranca quantitativa. Caldas e Blair (2009) estudaram
populacdes de cruzamentos entre cultivares Andinas e Mesoamericanas, visando detectar
QTLs para genes relacionados a cor e ao padrdo do tegumento. Os autores mostraram que a
heranga dos taninos se adequa a um modelo oligogénico. Diaz, Caldas e Blair (2010),
utilizando as mesmas populagdes, caracterizaram taninos condensados e antocianinas em
todas as linhagens recombinantes, sugerindo que a producdo de antocianinas também é

controlada por poucos genes.
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Em contrapartida, a Dra. Kirstin Bett (2011), da Universidade de Saskatchewan
Canadd, em comunicagdo pessoal, informou que recentes pesquisas estdo indicando que o
loco J pode néo ser o precursor das pré-antocianidinas. No entanto, resultados mais precisos
sdo necessarios para confirmar esta hipdtese. Nesta situacdo, provavelmente genotipos jj
poderiam também sintetizar pré-antocianidinas, no caso de outro loco poder estar envolvido.
Os trabalhos até agora, no entanto, tém mostrado que genotipos jj ndo contém pro-

antocianidinas.

E necessario enfatizar que os estudos com pro-antocianidinas permanecem com muitas
perguntas, pois ainda ndo sdo completamente conhecidos os mecanismos de polimerizagéo
destes compostos. Desse modo, estudos mais aprofundados sdo necessarios para elucidar os

genes que controlam a sintese e acumulagdo dos taninos condensados.

3.4.6 Implicac@es dos resultados

Os resultados do presente trabalho apresentam importantes implicagbes no que
concerne a caracteristica do brilho do tegumento do feijoeiro. Sementes de tegumento opaco
ndo necessariamente apresentam auséncia de taninos condensados, pois podem carregar 0s
alelos J e asp simultaneamente. As pré-antocianidinas estdo envolvidas no endurecimento das
sementes (LEAKEY, 1988), além do escurecimento do tegumento no armazenamento
(JUNK-KNIEVEL; VANDENBERG; BETT, 2008), caracteres indesejaveis para 0 consumo e

aceitacdo no mercado.

Além da influéncia em caracteristicas da semente de interesse comercial, alguns
estudos sugeriram que alta porcentagem de taninos condensados na dieta de alguns animais
afeta negativamente a digestibilidade de proteinas e carboidratos, reduzindo o ganho de peso e
a eficiéncia na absorcdo de nutrientes (BARAHONA et al., 1997; L1 et al., 1996). Além disso,
o efeito antinutricional dos taninos tem sido reportado em estudos com cereais e legumes,
promovendo a reducdo da qualidade desses alimentos para o consumo humano (CABRERA;
MARTIN, 1989). Taninos de legumes precipitam proteinas e formam complexos com ferro
no limen gastrointestinal, reduzindo a disponibilidade de minerais do grdo (MIRA et al.,
2002).
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Portanto, na selecdo de cultivares de feijoeiro, se for desejado obter variedades que
produzam pequenas quantidades ou que ndo sintetizem taninos condensados, € necessario
conhecer o alelo de J que estas carregam. Desse modo, ndo necessariamente sementes
brilhantes serdo descartadas durante a selecé@o, pois Asp indica néo estar relacionado a estes
compostos.

Em contrapartida, consideravel atencdo tem sido dada a pré-antocianidinas e seus
mondmeros devido aos seus potenciais efeitos positivos na saude humana como atividades
anticancerigenas,  antioxidantes, anti-inflamatérias,  propriedades cardio-protetivas,
vasodilatadoras e efeitos antitrombdticos (BENINGER; HOSFIELD, 2003; HE et al., 2008).
Baseado no modelo de heranca quantitativo dos taninos condensados (CALDAS; BLAIR,
2009), é possivel obter gendtipos com reduzidos contetidos de taninos através dos programas
de selegdo no melhoramento do feijéo.

Além desses aspectos, outro critério para selecdo é o tempo de cozimento. Os
resultados do trabalho e da literatura mostraram que variedades de tegumento opaco tendem a
absorver maior quantidade de 4gua do que sementes brilhantes, no mesmo intervalo de tempo.
Desse modo, é possivel que o efeito estrutural a que Asp condiciona, esteja associado a
capacidade de absorcdo de agua. Assim, deve interferir também no tempo de cozimento dos
grdos. A relacdo entre esse caractere e absorcdo de agua foi estabelecida: quanto maior a
absorcao de &gua menor o tempo de cozimento (ELIA; HOSFIELD; UEBERSAX, 1997).

Por isso, o brilho do tegumento costuma ser rejeitado pelo consumidor, pois o0 tempo
de cozimento é maior e 0 cozimento pode ndo ser completo ou apresentar-se irregular entre 0s
grdos. No entanto, no trabalho a variedade de tegumento brilhante P-152 absorveu agua nas
mesmas propor¢des que a de tegumento opaco DN. Por ter sido selecionada e avancada para
fins especificos, é provavel que a selecdo de determinadas caracteristicas do tegumento
tenham favorecido a maior capacidade de absor¢do de 4gua. Desse modo, a presenga de brilho
no tegumento ndo implica necessariamente lenta absor¢do de agua. Por essa caracteristica,
esta variedade precisaria ser melhor estudada, para verificar como se comporta durante o

cozimento.
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Além disso, o tegumento brilhante pode representar uma barreira para o ataque de
insetos e & penetracdo de patdgenos.

Desse modo, discriminar os alelos que controlam o brilho do tegumento é
extremamente importante para o entendimento das propriedades bioquimicas e de cocgéo,
além da relacdo destas sementes com o ambiente. Analises das populagcfes segregantes do
presente estudo para estas caracteristicas constituiriam passos importantes para o

entendimento destas relacdes.

3.5 Conclusoes

Os parentais SAB e P-152 apresentam gendtipo J Asp, enquanto os parentais SAF e
DN-6 foram genotipados por J asp. Desse modo, todos 0s parentais possuem o genotipo J J e

as populacdes dos cruzamentos entre 0s mesmos nao segregaram para este loco.

O método de andlise de sementes por espectrofotometria, através do colorimetro e
sistema de cores L*a*b*, permitiu diferenciar sementes brilhantes de opacas através das
medidas de luminosidade (L*). No entanto, a metodologia € limitada a amostras de sementes
com a mesma coloracdo e também coloracdo uniforme pelo tegumento. Além disso, € mais

adequada para genotipagem de cores do tegumento em populagdes segregantes.

As medidas de L* foram menores nas progénies de tegumento opaco do que nas de

tegumento brilhante.

A anélise da superficie do tegumento por microscopia eletronica de varredura mostrou
gue sementes opacas apresentaram maior rugosidade do que as brilhantes, efeito descrito na

literatura como associado a asp.

Além disso, o0 comprimento medio do parénquima palicadico dos parentais brilhantes
foi menor do que o dos parentais com tegumento opaco, estando em concordancia com dados

prévios da literatura.
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Outro parametro diferenciador entre sementes brilhantes e opacas foi a porcentagem
de absorcdo de agua. Os valores foram expressivamente elevados na variedade SAF,
comparativamente a SAB. Esses valores sugerem que asp pode apresentar efeito sobre a
absorcédo de dgua. No entanto, DN e P-152 apresentaram padrédo similar de absorcéo de agua.
Por serem uma cultivar e uma linhagem avancada, respectivamente, muitas caracteristicas
podem ter sido selecionadas durante seu melhoramento. Desse modo, é provavel que outros
genes estejam relacionados a propriedade de absorcdo de agua ou que esse parametro seja

uma resposta fisiologica as condi¢cdes da semente.

A quantidade de fenois, taninos totais e condensados pode constituir um fator
interferente na absorcdo de agua. Modelos de heranga genética destes compostos sdo

complexos e ndo completamente elucidados.

Os métodos de determinacdo de fenois e taninos aplicados no estudo mostraram-se
limitados para diferenciar sementes brilhantes e opacas. No entanto, observou-se que a
quantidade de taninos condensados diferiu entre SAB e SAF e entre P-152 e DN, com maior

quantidade nas sementes de tegumento brilhante.

O método de vanilina indicou ser adequado para avaliar qualitativamente genétipos

contrastantes para producéo de pré-antocianidinas.

As caracterizagBes do presente estudo constituem subsidios imprescindiveis para
analises da segregacdo do brilho nas populacdes dos cruzamentos entre as variedades
estudadas e, posteriormente, a deteccdo de marcadores moleculares associados. Além disso,
fornecem bases para estudos que visem relacionar o brilho do tegumento a importantes

caracteres culinarios e agrondmicos (resisténcia a insetos e doengas).
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4 ANALISE GENETICA E DETECCAO DE MARCADORES AFLP ASSOCIADOS
AO BRILHO DO TEGUMENTO EM FEIJOEIRO (Phaseolus vulgaris L.)

RESUMO

Variedades de feijoeiro com tegumento brilhante sdo comumente rejeitadas pelos
consumidores pela sua dificuldade de cozimento. No entanto, é possivel que essa
caracteristica aumente a resisténcia a insetos e patdgenos, aspecto importante para o
melhoramento. O gene para o brilho do tegumento é Asper (Asp), sendo comumente
confundido com Joker (J), este que influencia a cor e também o brilho, sendo o precursor de
pré-antocianidinas, polifenois envolvidos no endurecimento das sementes. Asp limita a
acumulagdo de antocianinas e se encontra mapeado no grupo de ligagdo 7 (B7) do feijoeiro,
no entanto, ainda ndo se dispde de um marcador molecular especifico para a caracteristica.
Desse modo, foram caracterizadas (fenotipica e bioquimicamente) variedades de feijoeiro
contrastantes para o brilho e cruzamentos entre as mesmas, observando que Asp segregava,
mas nao J (capitulo anterior). A segregacdo de Asp foi avaliada nas geracGes F, e F3 e foi
realizada busca de marcadores AFLP associados. Os cruzamentos foram: Serro Azul Fosco X
Serro Azul Brilhante (variedades crioulas brasileiras) e Puebla-152 (geno6tipo mexicano
brilhante) x Diamante Negro (cultivar opaca). Em ambos os cruzamentos a segregacao foi de
acordo com as proporcgdes esperadas (3:1 em F, e 5:3 em F3) sendo o fenétipo brilhante o
predominante nas populacdes. Posteriormente, 75 progénies F,.3 do cruzamento Puebla-152 x
Diamante Negro foram genotipadas por AFLP. Foi usada a metodologia de Bulk Segregant
Analysis (BSA) incluindo os parentais e dois bulks (progénies brilhantes e opacas). Foram
identificados cinco marcadores provavelmente ligados a Asp: um de cerca de 400 pb em
repulsdo e os demais (variando entre 400 e 600 pb) em associacdo. As bandas foram avaliadas
nas progénies Fy3, no entanto, mostraram serem falsos positivos. Mais analises sdo
necessarias para prover marcadores mais confiaveis para essa caracteristica. Analises de
sintenia com o genoma da soja e de marcadores microssatélites poderiam ser empregadas para
esta finalidade.

Palavras-chave: Brilho. Segregagdo. AFLP. Bulk Segregant Analysis.
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ABSTRACT

Common bean varieties with shiny seed coat are commonly rejected by consumers due to
their difficult cooking. However, this trait could confer natural resistance to diseases and
pests, important aspect for breeding. The gene for shininess is the Asper (Asp), commonly
mistaken with Joker (J), which influences color but also shininess, being the precursor of
proanthocyanidins, polyphenols involved in bean hardening. Asp limits accumulation of
anthocyanins and is mapped to linkage group 7 (B7) in common bean, but we still lack a
consistent molecular marker for this trait. Therefore, we characterized (phenotypically and
biochemically) varieties contrasting for shininess and their crosses, observing that Asp varied
among them, but no J (previous chapter). Segregation of Asp was evaluated in F, and F3 and
associated AFLP markers were searched. The crosses were: Shiny Serro Azul x Dull Serro
Azul (Brazilian landraces) and Puebla-152 (shiny Mexican landrace) x Diamante Negro (dull
cultivar). In both crosses segregation fitted the expected proportions (3:1 in F, and 5:3 in F3)
being the shiny phenotype the predominant in the populations. Then, 75 F.3 lines of the cross
Puebla-152 x Diamante Negro were scored for AFLP. Bulk Segregant Analysis was used,
including the parents and two bulks (shiny and dull lines). We identified five putative markers
linked to Asp, one near 400 bp in repulsion and the others in association, varying from near
400 to 600 bp. Those bands were evaluated in all F,3 lines and linkage was analyzed.
However, all bands found showed to be false positives. Further analyses are needed in order
to provide reliable markers for this trait. Sinteny analyses with soybean genome and
microsatellite markers could be useful for that purpose.

Key-words: Shininess. Segregation. AFLP. Bulk Segregant Analysis.
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4.1 Introducgéo

No mapa genético do feijoeiro (Phaseolus vulgaris L.) encontram-se ordenados
diversos genes que controlam caracteristicas especificas do tegumento. Marcadores
morfologicos, como para o brilho do tegumento, também se encontram mapeados. No
entanto, ainda ndo foi encontrado um marcador molecular especifico associado ao gene do
brilho do tegumento, desconhecendo-se a(s) proteina(s) ou outro(s) composto(s) a que esta

caracteristica esta relacionada.

Sdo descritos diversos genes associados a cor do tegumento em feijoeiro: P, C, R, J, D,
G, B, V, Rk, dentre outros. Também, sdo descritos genes relacionados ao padrdo do
tegumento. Nessa listagem, dois tém sido associados a caracteristica do brilho do tegumento,
Asper (Asp) e Joker (J). No entanto, os dois genes sdo frequentemente confundidos quanto
aos efeitos que produzem. Bassett (1996), em seus extensivos estudos com o tegumento de
feijoeiro, esclareceu a diferenga Asp e J. O alelo asp produz um tegumento mais opaco do que
J, mas ndo altera a coloracgdo. O alelo asp é mais frequente nas cultivares de feijoeiro do que j.
Assim, o Unico efeito visivel de asp é o tegumento opaco, enquanto que j afeta ndo somente o
brilho, mas também o padrdo de cor ao longo do tegumento. Quando o genotipo é jj, a regido
da corona é normalmente descolorida e o tegumento apresenta aspecto opaco. Dessa forma j
sempre produz uma coloracdo mais péalida do tegumento do que seria esperado com J
(BASSETT, 1996).

Asp apresenta dois alelos conhecidos (BASSETT, 1996), enquanto que J é multi-
alélico (BASSETT, 2007). Os dois genes encontram-se mapeados no mapa consenso do
feijoeiro (FREYRE et al., 1998), sendo que J est4 localizado no grupo de ligacdo 10 (B10)
(McCLEAN et al., 2002) e Asp no grupo 7 (B07) (MIKLAS et al., 2000; PEREZ-VEGA et
al., 2010) (Figura 4.1).

Recentemente foi encontrado um marcador molecular RAPD ligado a J (BASSETT
et al., 2002), e este foi convertido a um STS (Sequence Tag Site) para mapeamento de
linhagens recombinantes (RILs) oriundas do cruzamento BAT 93 x Jalo EEP558 (McCLEAN
et al., 2002). No entanto, o marcador RAPD ¢ limitado ao pool mesoamericano (BASSETT et
al., 2002). A variabilidade alélica de j dificulta o estabelecimento de um marcador especifico
para o gene.
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Figura 4.1 — Posicao relativa dos locos Asp e J nos grupos de ligacdo do mapa genético do feijoeiro. Fontes:
Pérez-Vega et al. (2010) e McClean et al. (2002)

Trabalhos também mapearam o gene Asp, no entanto, apenas como marcador
fenotipico em uma populacdo de mapeamento (MIKLAS et al., 2000; PEREZ-VEGA et al.,
2010).

Anélises genéticas mostraram segregacdo monogénica de Asp (MIKLAS et al., 2000;
PEREZ-VEGA, 2010). No entanto, para o loco J, Bassett (2003) descreve que n&o é possivel
classificacdo mendeliana precisa em populacdes, pois os efeitos do gene sdo muito variaveis,
visto que o mesmo interage com outros locos. Desse modo, os limites entre classes

genotipicas para o loco sdo praticamente imperceptiveis.

Utilizando dados da genotipagem previamente apresentados (capitulo anterior), teve-
se por objetivo estudar o controle genético do brilho do tegumento em cruzamentos entre
variedades crioulas e cultivares de P. vulgaris contrastantes para brilho do tegumento. Esses
dados constituiram a base para o rastreamento de provaveis marcadores moleculares AFLP
associados ao brilho do tegumento, para fins de mapeamento da caracteristica. Nas
populacbes testadas, a hipotese foi que Asp controla o brilho e segrega na propor¢do 3:1 na
geracdo F,, sendo que J ndo segrega. Portanto, o marcador AFLP a ser detectado estaria

associado a Asp.
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4.2 Material e métodos

4.2.1 Variedades analisadas

Foram analisadas as variedades de feijoeiro Serro Azul, Puebla-152 e Diamante
Negro. A variedade crioula Serro Azul, cultivada tradicionalmente por pequenos produtores
da regido de Cunha, Sdo Paulo, apresenta diversidade genética (observada em nivel
morfologico e molecular), refletindo-se nas caracteristicas das sementes. Foram estudadas
sementes dessa variedade contrastantes para brilho do tegumento, sendo denominadas: Serro
Azul Brilhante (SAB - tegumento de cor marrom e brilhante) e Serro Azul Fosco (SAF -
tegumento de cor cinza e opaco). Em uma coleta de lote de sementes de dois quilogramas de
Serro Azul Fosco foi observado que 10 dentre todas as sementes apresentavam tegumento
brilhante. Essas sementes foram separadas e semeadas em vasos em casa de vegetacdo, tendo
sido cruzadas com o Serro Azul Fosco. Sementes brilhantes e opacas foram frequentemente
multiplicadas, para fixar a caracteristica do tegumento. Dois cruzamentos realizados entre
SAF e SAB (SAF x SAB e SAB x SAF) foram avancados até Fs.

Além disso, foi avaliada uma populacdo segregante do cruzamento entre a linhagem
Puebla-152 (P-152 - mexicana) com a cultivar Diamante Negro (DN - originaria do CIAT e
langada como cultivar pelo CNPAF/EMBRAPA). A linhagem Puebla-152 foi originalmente
selecionada em funcdo de sua alta capacidade de nodulagdo e sua potencial resisténcia a
podridao de raiz. A cultivar Diamante Negro apresenta resisténcia a importantes doencas da
cultura do feijoeiro como o crestamento bacteriano e o virus do mosaico. A geracdo F; do
cruzamento P-152 x DN foi avangada até F3 (EMBRAPA, 2010).

4.2.2 Andlise da segregacao do brilho do tegumento

Apls o cruzamento entre os parentais SAF (genitor feminino) e SAB (genitor
masculino), e o reciproco, a F; resultante foi avancada para F, em casa de vegetacdo, no ano

de 1999. Os dois cruzamentos realizados foram multiplicados, gerando 121 (cruzamento 1) e
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163 (cruzamento 2) progénies F,.3, respectivamente. Uma amostra de dez sementes de cada
familia foi avancada para a geracéo F3 (progénies Fs.4), em 2009, durante a estacao seca (entre
abril e julho), em propriedade de hortifrutigranjeiros, situada no Bairro Campestre, Piracicaba,
SP. As sementes foram coletadas de cinco plantas individuais representantes de cada
progénie, sendo retirada uma amostra de cerca de seis vagens por planta. As vagens foram
postas a secagem em casa de vegetacdo durante cerca de uma semana. Ap0Os 0 processamento,

as sementes foram armazenadas em camara fria (8°C £3), até 0 momento das analises.

Do cruzamento entre Puebla-152 (genitor feminino) e Diamante Negro (genitor
masculino), foram obtidas 75 progénies F,.3 segregantes para a caracteristica do brilho, em
1996, em casa de vegetacdo. Em 2010, a populacéo foi avancada para F3.4, da mesma maneira

que a do cruzamento SAF x SAB, na estacdo seca, no mesmo local.

Para a analise das sementes, primeiramente foram definidas classes de brilho e de cor,
baseadas em observacdes visuais: Marrom Brilhante (MB), Marrom Fosco (MF), Cinza
Brilhante (CB), Cinza Fosco (CF), para as progénies do cruzamento entre SAF e SAB; e Preto
Brilhante (PB) e Preto Opaco (PO), para P-152 x DN. Cada progénie F,.3 e F3.4 de todos 0s
cruzamentos foi avaliada individualmente e enquadrada nas classes (detalhes no capitulo
anterior). As classes foram validadas atraves de medidas tomadas em colorimetro (sistema de
cores L*a*b*), verificando que as medidas de L* diferiram o brilho entre as progénies de

mesma cor (capitulo anterior).

Como o brilho do tegumento apresenta heranca materna, todas as sementes de cada
progénie apresentavam tegumento brilhante ou tegumento opaco, permitindo definir o
gendtipo da planta mde. Para saber se uma planta F, apresentava genotipo do tegumento
brilhante é necessario analisar sua progénie. No entanto, para saber se a planta era
heterozigota para o brilho, as sementes dessa progénie deveriam ser multiplicadas para a
proxima geracgdo, verificando se a descendéncia iria gerar plantas com sementes brilhantes e
também opacas. No presente trabalho, as duas geracfes foram avaliadas separadamente (F, e

F3), caracterizando as progénies apenas como brilhantes ou opacas.
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Anteriormente, foram definidos os gendétipos de cada um dos parentais para 0s genes
Asp e J, sendo que J nédo variou entre nenhum dos parentais, todos apresentando o alelo
dominante deste gene. Desse modo, a segregacdo do brilho em todos os cruzamentos

avaliados se deve a Asp.

4.2.3 Andlise de similaridade genética entre as variedades e validacdo molecular das classes

de brilho e cor

Para fins de mapeamento genético, foi verificado o polimorfismo de cada uma das
variedades e também a sua similaridade genética. Inicialmente, trés plantas individuais de
SAB e SAF foram analisadas por marcadores moleculares AFLP, para verificar o
polimorfismo e determinar o agrupamento por similaridade entre as amostras.
Posteriormente, também foram analisadas plantas individuais de P-152 e DN, analisando 0s
mesmos parametros, no entanto, esperando pouca ou nenhuma variacdo genética intra-
varietal, considerando que estas variedades encontram-se avancadas e, desse modo, com a
maioria dos locos em homozigose. SAB, SAF, P152 e DN foram também analisadas

conjuntamente, para verificar a similaridade e o0 agrupamento entre as mesmas.

Posteriormente, foram comparadas trés progénies de cada classe fenotipica
previamente definida (MB, MF, CB, CO, PB e PO), visando verificar se os marcadores AFLP

permitem o discernimento entre as classes, validando-as através da analise molecular.

Para estas analises foram usadas trés combinagdes de primers AFLP, listadas na

Tabela 4.1.

4.2.4 Deteccdo de bandas diferenciadoras entre as variedades

Anélises de AFLP com combinacdes de primers especificas foram realizadas para
detectar bandas diferenciadoras entre as variedades, visando encontrar possiveis bandas que

pudessem estar associadas a caracteristica do teqgumento brilhante.
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4.2.5 Populacdo de mapeamento e Bulk Segregant Analysis (BSA)

P-152 e DN, por serem uma linhagem avancada e uma cultivar, respectivamente,
apresentam maior homozigose e contrastam para diversas caracteristicas, tendo sido
selecionadas como parentais para mapeamento do brilho. Visando encontrar marcadores
moleculares AFLP associados a caracteristica, foi avaliada uma populacéo F, (progénies F,:3
em bulk) com 75 progénies segregantes para brilho do tegumento, o que foi verificado na

analise genotipica.

Os parentais e 10 sementes de cada familia F,.3 foram semeados em bandejas em casa
de vegetacdo para obter tecidos foliares para extracdo de DNA. Nas coletas, quantidade
uniforme de tecido foliar (cerca de 2 g) foi coletado de cada uma das plantas das linhagens,

formando-se bulks por progénie.

Para iniciar o mapeamento do brilho, foi seguido o método de Michelmore, Paran e
Kesseli (1991) de Bulk Segregant Analysis (BSA), em que quatro progénies brilhantes foram
misturadas, formando o bulk brilhante, e outras quatro progénies, avaliadas por apresentarem
tegumento opaco, compuseram o bulk opaco. Para verificar falsos positivos, apds a analise do
primeiro par de bulks, foi composto um segundo par, misturando-se 10 progénies brilhantes

em um e 10 opacas no outro.

4.2.6 Extracdo de DNA e técnica de AFLP

O método de extracdo de DNA utilizado foi adaptado de Doyle e Doyle (1990). As
amostras de tecido foliar foram congeladas em nitrogénio liquido e maceradas em tubos
plasticos tipo Eppendorf. Em seguida, adicionou-se ao material 700 pL de tampao de extra¢ao
CTAB 2%. Os tubos foram levados para banho-maria a 65 °C durante 30 minutos, sendo
agitados por inversdo a cada dez minutos. Posteriormente, foram adicionados ao extrato 650
ulL de cloroférmio-alcool isoamilico (24:1) para formar uma emulsdo. As amostras foram
centrifugadas por cinco minutos a 14.000 rpm para separar as fases. Em seguida, retirou-se o
sobrenadante e repetiu-se as lavagens com cloroférmio- alcool isoamilico por mais duas

vezes. Da fase superior (aquosa), retirou-se 500 pL e transferiu-se para um tubo Eppendorf no
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qual foi adicionado o0 mesmo volume de alcool isopropilico para precipitar o DNA. O material
foi armazenado a —20 °C por 15 minutos e centrifugado por cinco minutos a 13.000 rpm. O
sobrenadante foi descartado e o0 DNA foi lavado duas vezes com etanol 70% para remocéo
dos sais. A amostra de DNA (pellet) foi colocada para secar a temperatura ambiente
overnight. Em seguida, a amostra de DNA foi ressuspendida em 40 uL. de tampao Tris-HCI
pH 8,0 tratado com RNAse (10 pg/mL). A concentragdo do DNA foi estimada em
espectrofotbmetro tipo Nanodrop. Logo apds, foi avaliada a qualidade das amostras,

aplicando-se 5 puL de cada em gel de agarose 1%, corado com o reagente Gel Red.

Para proceder com as anélises de AFLP, todas as amostras foram diluidas a 20 ng/uL.
Nas analises de AFLP, foram adotados os procedimentos de Vos et al. (1995), com

modificagdes, seguindo-se quatro etapas:

(1) Digestdo do DNA: cerca de 200 ng de DNA foram digeridos com duas enzimas, uma
de corte raro (EcoRI) e uma de corte frequente (Mse-I). A digestdo foi realizada em volume de
50 uL contendo 5 U de Eco-RI (Fermentas), 5 U de Mse-I (Fermentas) e 5 ul de tampao de
digestdo REACT 1 (Invitrogen). A solucdo de digestdo foi incubada em termociclador durante
3 h a 37 °C para a restricdo do DNA e, em seguida, por 15 min a 70 °C para a inativagdo das

enzimas.

(i)  Ligacdo de adaptadores: adaptadores especificos para cada uma das enzimas da
digestdo foram ligados as extremidades dos fragmentos de DNA gerados (Tabela 4.1). Os
adaptadores de fita dupla foram previamente preparados misturando-se quantidades
equimolares dos dois oligos de fita simples (20 uM para adaptadores Mse-l, 5 uM para
adaptadores Eco-RI). A solucdo foi aquecida a uma temperatura de 94°C por 2 minutos e
deixada resfriar lentamente. A reacdo de ligacdo foi preparada em volume de 10 pL [1X de
tampao de ligacdo T4 DNA ligase, 1 uM de adaptador Mse-1, 0,1 uM de adaptador Eco-Rl e 1
U de T4 DNA ligase (New England Biolabs)] e adicionada a reacdo de digestdo anterior. A

ligagdo foi realizada em termociclador a 20°C durante dez horas.
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Tabela 4.1 — Sequéncias dos adaptadores, primers da pré-amplificacdo e combinagdes de primers EcoRI/Msel
testadas nos parentais Puebla-152 (tegumento brilhante) e Diamante Negro (tegumento opaco) e em
bulks de familias F,.5, derivadas do cruzamentos entre os parentais

Sequéncias dos adaptadores

Adaptador EcoRlI Adaptador Msel
5'-CTCGTAGACTGCGTACC-3' 5'-GACGATGAGTCCTGAG-3'
3-CTGACGCATGGTTAA-5' 3-TACTCAGGACTCAT-5'

Primers da pré-amplificacdo

Primer EcoRI-A Primer Msel-A
5'-GACTGCGTACCAATTCA-3' 5-GATGAGTCCTGAGTAAC-3'

Primers da amplificacéo seletiva

EcoRI-N 5-GACTGCGTACCAATTCAN-3'
EcoRI-NN 5-GACTGCGTACCAATTCANN-3'
EcoRI-NNN 5-GACTGCGTACCAATTCANNN-3'
Msel-N 5-GATGAGTCCTGAGTAACN-3'
Msel-NN 5-GATGAGTCCTGAGTAACNN-3'
Msel-NNN 5-GATGAGTCCTGAGTAACNNN-3'

Combinagoes de primers testadas

E-AC/M-CC 11 E-AC/M-G 21 E-AT/M-CG 31 E-AC/M-CTC 41 E-ACG/M-CTC
E-AA/M-CC** 12 E-AC/M-G 22 E-AT/M-CT 32 E-AT/M-CTC** 42 E-ACG/M-CAC
E-AA/M-0 13 E-AC/M-CA 23 E-AT/M-C 33 E-AA/M-CAC 43 E-AAA/M-CGC
E-AA/M-T 14 E-AC/M-CG 24 E-AG/M-0 34 E-AG/M-CAC 44 E-AAA/M-CTC
E-AA/M-G 15 E-AC/M-CT 25 E-AA/M-CGC 35 E-AC/M-CAC 45 E-AAA/M-CAC
E-AA/M-CA 16 E-AC/M-C 26 E-AG/M-CGC 36 E-AT/M-CAC 46 E-AAA/M-CA
E-AA/M-CG 17 E-AT/M-0 27 E-AC/M-CGC 37 E-AGC/M-CAC 47 E-AAA/M-CC
E-AA/M-CT 18 E-AT/M-T 28 E-AT/M-CGC 38 E-AGC/M-CTC 48 E-AAA/M-C
E-AA/M-C 19 E-AT/M-G 29 E-AA/M-CTC 39 E-AGC/M-CAC** 49 E-AAA/M-CT
10 E-AC/M-0 20 E-AT/M-CA 30 E-AG/M-CTC 40 E-ACG/M-CGC 50 E-AAA/M-A

© 00O N O OB~ WIN

* Pré-amplificacdo: base seletiva A; Amplificagdo seletiva: uma, duas ou trés bases.
** CombinacGes de primers usadas para a analise de similaridade genética e validacdo de classes fenotipicas de
brilho e cor.

(i) Reacdo de pré-amplificacdo: para a amplificagio dos marcadores AFLP,
primeiramente, foi realizada uma pré-amplificagdo com primers especificos, acrescidos de
uma base seletiva, sendo a base A para o primer EcoRlI e para o Msel (Tabela 4.1). A reacdo
foi realizada em um volume final de 10 puL contendo 2,5 U de Taq DNA polimerase
(Promega), 1X tampao da Taqg DNA polimesase (Promega), 1,5 uM de MgCI12 , 200 uM de
dNTPs, 125 nM de cada primer, e 2,5 pl de DNA digerido e ligado. A reagao foi incubada a
94 °C por 2 min sendo, em seguida, submetido a 26 ciclos de 94 °C por 1 min, 56 °C por 1
min, 72 °C por 1 min, e extensdo final de 72 °C durante 5 minutos. Os produtos da reacdo
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foram diluidos com 40 pL de &gua Milli-Q esterilizada (1 atm) e armazenados em freezer a -
20°C.

(iv)  Amplificacdo seletiva: combinacbes de primers especificos para os adaptadores
acrescidos de trés ou duas bases seletivas na extremidade 3’ foram utilizados (Tabela 4.1). A
reagdo foi realizada em um volume final de 20 pL contendo 1,0 U de Taq DNA polimerase
(Promega), 1X tampao da Taq DNA polimesase (Promega), 1,5 uM de MgCl, , 200 uM de
dNTPs, 50 nM do primer EcoRI, 300 nM do primer Msel ¢ 3 pl de DNA pré-amplificado e
diluido. A reacdo foi incubada nas seguintes condicdes: desnaturacdo inicial a 94°C por 2 min;
15 ciclos de 94 °C por 30 s, 65 °C por 30 s, 72°C por 1 min, e mais 26 ciclos de 94°C por 30 s,
56°C por 30 s, 72°C por 1 min e extensdo final do DNA por 5 min a 72°C.

Apo6s a reacdo de amplificacdo seletiva, foram adicionados 8 pL de tampédo de
carregamento (contendo formamida) em cada amostra. As amostras foram desnaturadas em
termociclador por cinco minutos a temperatura de 94°C. Posteriormente, as amostras foram
carregadas em gel de poliacrilamida 6%, contendo ureia e submetidas a eletroforese a
poténcia de 40 W (1350 volts e 30 mA aproximadamente), durante cerca de quatro horas. O
procedimento de coloracdo do gel foi adaptado de Creste et al. (2001), utilizando nitrato de

prata, para a visualizacdo das bandas.

4.2.7 Andlises estatisticas

Foi realizado um teste de qui-quadrado (y2) para testar a hipdtese de que Asp controla o
brilho do tegumento nos cruzamentos e de que a segregacdo é monogénica e estd dentro das

frequiéncias esperadas pelos principios mendelianos.

A andlise de similaridade genética entre as variedades foi realizada através do
programa Bionumerics, versdo 5.1, utilizando o indice de similaridade de Jaccard.
A andlise de agrupamento foi realizada com base na similaridade de Jaccard, e

utilizando o método UPGMA (Unweighted Pair-Group with Arithmetic Averages).
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4.3 Resultados

4.3.1 Anélises da segregacao

A partir dos cruzamentos entre SAF e SAB, sendo SAF o parental feminino no
cruzamento 1 e SAB no 2, todas as sementes obtidas apresentaram tegumento opaco. Do
cruzamento entre Puebla-152 e DN, sendo P-152 o genétipo materno, foram obtidas somente

sementes brilhantes.

Na geracdo F1., (sementes F,) todas as sementes obtidas foram brilhantes. A partir de
F,.3 observou-se a segregacdo do brilho, sendo que nesta geracdo a segregacao foi de trés
brilhantes para um opaco (3:1). Na geracdo Fs.4 a segregacéo foi de cinco brilhantes para trés
opacos (5:3). Na Tabela 4.2 sdo apresentadas as proporcdes observadas e esperadas de dois
cruzamentos entre SAB e SAF (SAF x SAB; SAB x SAF) e P-152 x DN nas geracdes F; e Fs.
Além disso, é apresentado outro cruzamento SAF x SAB, mostrando as proporc¢des de uma
progénie F;. Os resultados sugeriram que um gene com um alelo dominante controla o brilho
do tegumento nessas variedades, que pela analise visual e morfol6gica (capitulo anterior),

demonstrou ser Asp.

Tabela 4.2 — Segregacdo para brilho do tegumento em cruzamentos entre variedades de feijoeiro (Phaseolus
vulgaris L.) contrastantes para brilho do tegumento

Fendtipo observado Fendtipo esperado
Cruzamentos e Asp asp Proporgdes Asp asp
geracoes (brilhante)  (opaco) esperadas (brilhante)  (opaco) x> P

Serro Azul Fosco (SAF) x Serro Azul Brilhante (SAB)*

Cruzamento 1 (SAF x SAB)

Fos 84 37 31 90,75 30,25 2,008 0,16
Fau 356 213 5:3 355,62 213,38 0,002 0,96
Cruzamento 2 (SAB x SAF)
Fos 122 41 31 122,25 40,75 0,001 0,97
Fau 479 263 5:3 463,75 278,25 1,337 0,25
SAF x SAB - F; e F, (Cruzamento 3)
= 0 6 0:1 0 6 0,000 1,00
Fi 142 0 1.0 142 0 0,000 1,00
Puebla-152 (P-152) x Diamante Negro (DN)*
Fos 54 21 31 56,25 18,75 0,360 0,55
Fa.4 258 160 5:3 261,25 156,75 0,108 0,74

* O genitor feminino é o primeiro gen6tipo mencionado.
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4.3.2 Similaridade genética entre as variedades

Pré-requisito para o mapeamento de caracteres de interesse € haver divergéncia
genética entre os parentais e segregacdo destas caracteristicas em populacdes derivadas de
cruzamentos entre 0s genotipos contrastantes. As analises de AFLP de amostras de cada uma
das variedades permitiram avaliar a similaridade genética entre ambas. O dendrograma
apresentado na Figura 4.2 mostrou a formacdo de dois grupos principais. No primeiro, foram
incluidos SAB e SAF (cerca de 94% de similaridade), enquanto que P-152 e DN constituiram

0 segundo grupo (91% de similaridade).

Similaridade genética (indice de Jaccard)
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Figura 4.2 — Similaridade genética (através do indice de Jaccard) entre variedades de feijoeiro contrastantes para
brilho do tegumentto, analisada a partir de marcadores AFLP. SAB — Serro Azul Brilhante; SAF —
Serro Azul Fosco; P-152 — Puebla-152; DN — Diamante Negro
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4.3.3 Anélise molecular das progénies F,.3 para validacdo das classes fenotipicas

A analise de agrupamento de trés progénies F.3 de cada cruzamento (SAF x SAB e P-
152 x DN) através de marcadores AFLP permitiu discernir as classes fenotipicas de cor
(Marrom, Cinza e Preto). No entanto, ndo houve distingéo clara entre as classes brilhante e
opaca, no caso do cruzamento SAF x SAB. As classes PB e PO, do cruzamento P-152 x DN
foram coerentemente separadas. Na Figura 4.3 é apresentado o dendrograma referente a esta

analise.

As classes CB e CF (SAF x SAB) constituiram um grupo separado de MB e MF, com
cerca de 81% de similaridade entre Cinza e Marrom. PB e PO (P-152 x DN) apresentaram

similaridade de 86%.
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Figura 4.3 — Similaridade genética (através do indice de Jaccard) entre progénies F2:3 dos cruzamentos SAF x
SAB e P-152 x DN, classificadas de acordo com o brilho e a cor do tegumento: MB — Marrom
Brilhante; MF — Marrom Fosco; CB — Cinza Brilhante; CF — Cinza Fosco; PB — Preto Brilhante; PO
— Preto Opaco. (A) Perfil eletroforético com combinacao de primers E-AGC/ M-CAC. (B) Analise
de agrupamento a partir de trés combinac6es de primers (E-AA/ M-CC; E-AT/ M-CTC; E-AGC/ M-
CAC)
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4.3.4 Deteccdo de bandas Unicas

Através da andlise de diversas combinacGes de primers foi possivel detectar bandas
diferenciadoras entre os parentais. SAB apresentou um fragmento de aproximadamente 2.000
pb, que ndo foi amplificado em nenhum individuo de SAF. Também, DN apresentou uma
banda de mesmo tamanho, esta ausente em todas as amostras de P-152 (Figura 4.4). Apesar
de apresentarem 0 mesmo tamanho, no entanto, os fragmentos ndo puderam ser considerados

iguais, sendo necessario seu sequenciamento.

2072 pb

1500 pb
—

1R B

B

Figura 4.4 — (A) Banda diferenciadora entre as variedades de feijoeiro Serro Azul Brilhante (SAB - tegumento
brilhante) e Serro Azul Fosco (SAF - tegumento opaco), detectada através da combinacdo de
primers AFLP EcoRI-AA/ Msel-CC; (B) Banda diferenciadora entre Puebla-152 (P-152 —
tegumento brilhante) e Diamante Negro (DN — tegumento opaco), através dos primers AFLP EcoRlI-
Al Msel-CC
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4.3.5 Detecgdo de marcadores AFLP associados ao brilho do tegumento

Dentre as 50 combinac¢des de primers testadas, em apenas quatro (EcoRI-AT/Msel-T;
EcoRI-AT/Msel-CTC; EcoRI-AG/Msel-CAC; EcoRI-AGC/Msel-CAC ) foram identificadas
bandas de interesse (total de cinco bandas), provavelmente associadas a caracteristica do
brilho do tegumento. Um dos fragmentos (400 pb) foi encontrado apenas no parental DN
(opaco) e no bulk opaco. Os demais quatro fragmentos variaram entre 400 e 600 pb e foram
detectados apenas no parental P-152 (brilhante) e no bulk brilhante. Na Figura 4.5 foram

apresentados os fragmentos detectados.

Outras bandas também foram encontradas, no entanto, por apresentarem fraca

intensidade, ndo foram consideradas para as analises posteriores, com o segundo bulk.

P DN B O
PDNB O
600 pb
—_ 475 pb
500 pb —_
— 400 pb

!

AG-CAC
AT - CTC

AGC-CAC

Figura 4.5 - (A) Primers AFLP testados e (B) bandas candidatas associadas ao brilho do tegumento, obtidas por
Bulk Segregant Analysis (BSA) em populacéo derivada do cruzamento entre Puebla-152 (tegumento
brilhante) e Diamante Negro (tegumento opaco). 1: parental Puebla-152; 2: Parental Diamante
Negro; 3: Linhagens de tegumento brilhante; 4: Linhagens de tegumento opaco

No entanto, quando as amostras foram também comparadas com o segundo bulk de
cada categoria (brilhante e opaco), cada fragmento detectado mostrou ser falso positivo.
Apesar de estar presente somente no parental brilhante e no bulk brilhante ou no outro
conjunto, o fragmento ndo se repetiu no segundo bulk. Desse modo, nenhum dos fragmentos

pode ser precisamente associado ao brilho do tegumento.
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4.4 Discussao

A presenca de brilho no tegumento € determinada anteriormente a fecundacéo, pois o
tegumento é formado a partir do desenvolvimento dos integumentos dos 6vulos do parental
materno (SCHUURMANS et al., 2003). Desse modo, os resultados deste trabalho foram
condizentes, pois as sementes derivadas do cruzamento entre os parentais (F;) sempre
apresentaram o fendtipo do parental feminino (SAF com tegumento opaco ou SAB com

tegumento brilhante; e P-152 com tegumento brilhante).

Os resultados mostraram que 0 gene Asp segrega nas populacdes analisadas, de acordo
com as proporcOes esperadas por principios mendelianos. Outros trabalhos também avaliaram
o0 controle genético do brilho em variedades de feijoeiro, encontrando resultados semelhantes.
Koenig e Gepts (1989) estudaram a segregacdo e ligacdo entre diversos genes de proteinas,
isoenzimas e caracteres morfolégicos em feijoeiro, entre eles o brilho do tegumento. A
segregacdo em uma populacdo F, derivada do cruzamento BTS (‘Black Turtle Soup’) x Peru
34 foi de 3:1 (brilhante: opaco). Miklas et al. (2000) estudaram a segregacéo de diversos locos
ligados a resisténcia a doengas e também genes condicionantes de cor e o loco Asp,
verificando segregacdo nas proporgdes esperadas de uma geracdo Fs (progénies Fs7) do
cruzamento entre Dorado x Xan 176. Pérez-Vega et al. (2010) utilizaram uma populacéo de
104 RILs em F7 — cruzamento Xana x Cornell 49242 — para mapear entre outros locos, Asp
(apenas como marcador fenotipico). Os autores verificaram que o loco segregou na proporcao
1:1 (brilhante:opaco), como esperado em F.

Aspecto importante do presente trabalho foi que a segregacao do brilho do tegumento
esteve dentro das proporgdes esperadas tanto dentro das populagcdes dos cruzamentos entre
SAB e SAF, feijoes crioulos, sem qualquer grau de selecdo para fins de melhoramento
genético, quanto na populagdo do cruzamento P-152 x DN, em que a maioria dos locos ja se

encontram fixados.

A analise comparativa entre materiais genéticos crioulos e melhorados, nesse sentido,
auxilia na elucidacdo do controle genético do brilho nestas populacdes. Gendtipos
selecionados e em estado avangado de melhoramento apresentam a maioria dos locos em

homozigose. Desse modo, 0 cruzamento entre parentais contrastantes para o caractere do
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brilho apresenta elevada possibilidade de gerar populagdes segregantes para a caracteristica.
Materiais crioulos podem ainda apresentar diversidade genética consideravel e é possivel que
0 gene de interesse ndo esteja em homozigose entre dois possiveis parentais. Desse modo, é

preciso multiplicar as sementes por algumas vezes até a caracteristica ser fixada.

As andlises de AFLP nas variedades SAB e SAF mostraram polimorfismo dentro de
cada variedade. Na anélise de agrupamento, SAB foi separado de SAF, indicando que os dois
materiais genéticos apresentam divergéncia consideravel e podem ser utilizados para

cruzamentos, avaliando-se caracteres de interesse.

O polimorfismo encontrado em P-152 e DN foi mais reduzido. As duas variedades
também se apresentaram separadas no dendrograma, indicando haver divergéncia genética

entre as mesmas e potencializando a sua utilizacao para fins de mapeamento genético.

As bandas diferenciadoras entre as variedades podem representar alelos especificos
importantes, presentes em uma, mas ausentes no gendtipo contrastante. Gonzalez et al. (2005)
avaliaram diversos marcadores ISSR (Inter Simple Sequence Repeats) em uma populagédo
selvagem e em variedades crioulas de feijoeiro. Os autores detectaram quatro marcadores
(bandas) que diferenciavam duas variedades, Negro Brilhante e Negro Opaco, que no
tegumento contrastavam visualmente apenas quanto ao brilho. As variedades do presente
estudo, no entanto, apresentam variacdo genética para inUmeras outras caracteristicas, sendo,

desse modo, invidvel associar as bandas encontradas diretamente a caracteristica do brilho.

Ao analisar as progénies enquadradas nas diferentes classes fenotipicas (MB, MF, CB,
CF, PB e PO), o agrupamento mostrou-se relacionado com a coloracdo do tegumento nas
amostras do cruzamentos SAF x SAB, ndo ocorrendo separacdo clara entre brilhantes e
opacas. No cruzamento P-152 x DN, as classes PB e PO foram separadas nitidamente. No
entanto, ndo foram detectadas bandas presentes apenas na classe PB ou em PO, que
diferenciassem as progénies brilhantes das opacas e que pudessem constituir possiveis

marcadores para serem analisados na populacdo de mapeamento.

A deteccéo confiavel de marcadores moleculares associados ao brilho do tegumento s
é possivel mediante 0 seu mapeamento nas populacbes segregantes. O método de Bulk
Segregant Analysis (MICHELMORE; PARAN; KESSELI, 1991) tem sido amplamente
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utilizado nos trabalhos na literatura, permitindo a rapida detec¢do de locos associados a
caracteres de interesse. No entanto, as bandas detectadas no presente estudo mostraram-se

falsos positivos.

A probabilidade te6rica de um loco ndo ligado a um caractere de interesse na
metodologia de BSA, considerando bulks de 10 individuos, é de apenas 2 x 10°
(MICHELMORE; PARAN; KESSELLI, 1991). No entanto, outros trabalhos também relataram
elevada porcentagem de falsos positivos, utilizando a técnica de AFLP e também RAPD,
sugerindo cautela nessa interpretacdo. Wang et al. (2002) aplicaram marcadores AFLP para o
mapeamento de um gene responsavel pela manutencdo do crescimento de gemas apicais de
pessegueiro mesmo durante o inverno. Foi avaliado um cruzamento entre variedade com esta
caracteristica e outra com deciduidade. No trabalho foi utilizada a BSA, estruturando-se dois
bulks contrastantes. Os autores testaram 536 combinacdes de primers (considerando as
enzimas EcoRlI, Pstl, Kpnl e Msel) e encontraram fragmentos de interesse em apenas 64
combinagdes. No entanto, ao utilizar um segundo bulk para cada caracteristica, apenas 14
dentre as combinacdes apresentavam fragmentos reprodutiveis entre os bulks da mesma
categoria. Dentre os marcadores encontrados, alguns apresentaram distor¢do de segregacéo,

ndo sendo avaliados.

O estudo de Tataranni et al. (2010) também mostrou a ocorréncia de falsos positivos.
Estes autores avaliaram uma populacdo segregante para um gene responsavel pelo lento
amadurecimento do fruto de pessegueiro e detectaram baixo polimorfismo entre os bulks

avaliados. Algumas bandas néo se reproduziram em dois bulks.

Também em estudos com feijoeiro foram detectados falsos positivos, mesmo com
marcadores RAPD, que geram numero reduzido de bandas, ao estudar marcadores ligados a
ferrugem do feijoeiro (HALEY et al., 1993) ou a antracnose (YOUNG; KELLY, 1996).

Considerando estes aspectos, seriam necessarios testes com mais combinagdes de
primers e sua validagdo com o segundo par de bulks para encontrar marcadores a serem

testados na populacéo inteira.



121

Além disso, considerando que o gene encontra-se mapeado, embora baseado em
critérios fenotipicos, no grupo de ligagdo 7 (B7), poderiam ser analisados marcadores

microssatélites situados neste grupo, buscando fragmentos ligados.

Tendo em vista a publicacdo do genoma da soja, seria também vidvel mapear o loco
por andlise de sintenia. Recentemente, foi mapeado um loco condicionando a expressdo de
uma proteina em soja que é encontrada em alta quantidade em sementes opacas comparadas
com as brilhantes (GIJZEN et al., 2003). E uma proteina hidrofébica, HPS, que provoca asma
em pessoas alérgicas. Os autores mapearam a proteina e verificaram que esta cosegrega com o
loco que condiciona o tegumento opaco/brilhante. Esses locos foram mapeados no grupo de
ligacdo E da soja (GIJZEN et al., 2003). A analise de sintenia entre feijdo/soja possivelmente
vai permitir o mapeamento molecular do brilho do tegumento em feijdo. Possivelmente, o

loco do brilho na soja seja semelhante também no feijoeiro.

4.5 Conclusotes

As andlises dos cruzamentos SAF x SAB e P-152 x DN mostraram que o brilho do
tegumento segregou de acordo com as proporcdes esperadas nas geragdes de autofecundagéo.
Na geracdo F,, a segregacao foi de trés brilhantes para um opaco (3:1) e na geracdo F; a de
cinco brilhantes para trés opacos (5:3). Nestes cruzamentos, foram os alelos de Asp que

segregaram, e ndo os de J.

A analise molecular por AFLP das variedades SAB e SAF mostrou polimorfismo
dentro de cada uma, mas 0 agrupamento entre as amostras foi coerente com os fendtipos,

mostrando o parental brilhante (SAB) separado do opaco (SAF).

A divergéncia entre os parentais P-152 e DN, mais nitida do que entre SAB e SAF,

torna os primeiros mais adequados para o mapeamento do brilho do tegumento.

As analises moleculares das classes fenotipicas de brilho e cor permitiram verificar
separacdo entre as classes de cores cinza e marrom no cruzamento SAB x SAF e entre
progénies brilhantes e opacas em P-152 x DN, no entanto, ndo foram detectadas bandas
especificas das classes brilhante ou opaca por esta analise.
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A técnica de BSA permitiu identificar bandas em associacdo ou repulsdo a
caracteristica do brilho do tegumento. No entanto, essas bandas foram confirmadas como

falsos positivos ao se analisar outro conjunto de bulks (brilhante e opaco).

Mais anélises de AFLP sdo necessarias, utilizando mais combinac@es de primers, para

identificar marcadores ligados ao caractere.

No entanto, dado o vasto nimero de marcadores microssatélites no grupo de ligagéo 7,
em que esta localizado Asp, seria recomendado genotipar populacBes segregantes para
verificar se algum dos microssatélites estaria ligado ao gene. Alem disso, com a publicacdo do

genoma da soja, pode ser vidvel mapear o gene por sintenia.

O mapeamento do brilho e o conhecimento da(s) substancia(s) que este gene produz é
extremamente importante para o entendimento de todos os processos em que o brilho interfere
no tegumento do feijoeiro. A possivel relagdo com resisténcia a doencas e ataques de insetos

podem vir a tornar o brilho uma caracteristica com maior aceitagéo.
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ANEXO A - Leituras do colorimetro Minolta Chroma CR-310, utilizando o sistema de cores L*a*b* de
progénies Fi, dos cruzamentos SAF x SAB. MB: Marrom Brilhante; MF: Marrom Fosco (Opaco); CB: Cinza
Brilhante; CF: Cinza Fosco (Opaco)

Progénie F3:4 Classe fenotipica L* a* b*
1 MB 34.24 9.52 29.17
2 CF 44,70 6.86 20.73
3 MF 28.84 8.14 23.54
4 MF 31.75 9.12 28.06
5 MF 32.69 9.57 30.89
6 CB 35.68 8.84 15.47
8 MF 34.74 8.48 31.63
10 MB 41.09 9.60 35.24
11 MB 35.17 13.63 34.38
13 MB 31.01 10.30 28.32
15 MF 29.56 12.28 29.12
16 MF 33.60 8.23 30.46
18 CF 40.55 10.12 15.13
19 MB 30.00 10.91 29.75
20 MB 37.72 12.69 34.76
22 MB 30.11 10.23 27.32
24 MB 35.63 13.76 24.17
26 MF 38.16 11.39 34.95
27 MF 30.79 9.80 27.21
29 MF 37.76 5.74 21.21
30 MB 3131 10.90 29.22
32 MB 34.38 8.72 30.72
34 MB 33.25 10.39 30.86
35 MB 41.95 8.92 34.75
36 MB 37.66 14.14 33.09
37 CF 4291 6.87 18.39
38 MB 38.19 9.34 29.54
40 MF 42.28 10.47 36.10
41 CB 42.88 12.72 14.60
42 MB 28.62 9.33 24.00
43 MB 33.60 11.31 32.19
44 CB 4491 5.08 23.44
45 CB 41.19 0.86 17.42
46 CF 34.50 13.31 33.05
47 MB 40.91 10.28 34.87
48 MB 36.99 11.71 29.39
49 CF 45.89 8.21 18.19
51 CB 41.87 8.61 18.31
53 MB 38.60 13.41 32.25
54 MB 35.64 12.97 30.28

Continua...
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Continuacao...

55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
67
69
72
74
75
76
77
78
79
80
81
83
84
85
86
88
89
90
92
95
98
100
102
105
107
109
112
113
116
117
119
120
121
123

MF
MB
CB
MB
MB
MB
MF
MB
MF
MB
CF
MF
MF
MB
MB
MB
MB
MF
CB
CF
MB
CB
MF
CF
MB
MF
MB
CB
CB
MF
MF
MB
MB
MB
MB
MB
CF
MF
MF
CB
MB
MF
MB
CF

38.05
32.14
47.59
32.43
31.24
40.85
37.91
28.36
35.94
28.21
39.55
38.74
43.26
36.88
41.13
38.50
38.70
35.73
48.28
46.31
44.08
39.09
38.38
40.19
34.18
36.91
43.51
38.99
38.91
32.63
36.60
38.45
30.73
34.79
30.41
29.21
38.07
36.75
36.35
39.49
28.59
32.29
26.23
42.90

10.70
8.05
7.22
9.41
9.93

12.12

13.63

11.25

13.16

13.59
9.27

15.93

11.87

11.55

11.05
9.60

10.47
9.08
6.93
7.77

10.35
8.80

11.64

10.20

11.61

12.34

10.45
5.64
5.47

11.49

13.46

12.38

12.37

11.04

10.57

12.91

13.00

13.52

11.05
7.94

13.16

11.81
9.32
8.97

35.26
28.04
21.33
29.38
27.13
25.25
31.42
27.68
34.25
22.66
18.23
2551
31.48
30.77
32.18
30.51
27.59
26.22
21.26
20.38
31.38
18.11
34.94
17.70
33.40
36.56
34.37
22.34
22.84
27.49
32.78
34.60
29.87
32.79
28.81
29.18
15.24
34.80
34.80
19.33
24.07
26.01
20.16
18.53

Continua...
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124
125
126
127
131
133
134
135
136
137
139
141
143
145
146
147
148
149
150
151
152
153
154

MF
MB
CF
CB
CF
MB
MF
MB
MF
CB
MB
CF
CF
CB
MF
MB
MB
MF
MB
CF
MB
CF
MB

30.52
40.35
34.71
38.99
41.24
37.51
31.00
38.95
35.84
35.55
39.40
40.61
39.79
35.29
35.61
32.33
32.26
36.77
41.67
37.45
35.93
41.78
34.07

10.15
8.72
6.09
8.98
7.92

12.02
9.92

12.94
9.50

15.75

11.47

11.34
8.74
6.89

14.62

11.50

10.13

13.08

10.65

12.86
9.94
6.51

11.62

26.58
33.25
20.12
15.30
18.15
30.24
29.34
36.64
34.01
12.26
34.31
16.21
18.74
19.00
33.96
27.75
31.03
33.14
37.46
15.26
28.13
20.88
28.08
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ANEXO B - Leituras do colorimetro Minolta Chroma CR-310, utilizando o sistema de cores L*a*b* de

progénies F3., do cruzamento P-152 x DN. PB: Preto Brilhante e PO: Preto Opaco

Progénie F3., Classe fenotipica L* a* b*
68 PB 13.86 -0.53 3.03
69 PB 20.09 -0.64 3.39
70 PB 10.68 -0.35 3.75
71 PB 16.21 -0.01 3.00
72 PO 9.11 -0.27 3.01
73 PB 21.31 -0.64 3.50
75 PB 18.04 -0.80 2.47
76 PO 12.20 -0.62 3.42
77 PB 15.25 -0.76 3.83
78 PB 14.99 -0.76 3.93
79 PB 11.12 -0.67 3.16
80 PB 11.57 -0.61 3.15
81 PO 5.45 -0.07 2.92
82 PO 5.64 -0.29 2.88
83 PO 10.50 -0.80 4.65
84 PB 16.15 -0.24 3.92
85 PO 10.13 -0.48 3.62
86 PB 17.58 -0.89 3.64
87 PB 12.18 -0.60 3.55
88 PO 6.08 0.23 2.99
89 PO 8.33 -0.13 3.51
90 PB 13.91 -0.90 4.33
92 PO 5.97 -0.18 2.85
93 PO 10.91 -0.19 3.58
94 PB 9.58 -0.54 3.73
95 PB 15.87 -0.47 3.09
96 PO 8.40 -0.31 3.52
97 PO 6.58 -0.56 3.66
98 PO 10.14 -0.14 3.07
99 PB 19.61 -0.75 2.86
100 PO 6.02 -0.19 3.04
101 PO 16.21 -0.70 3.11
102 PB 12.62 -0.92 3.28
103 PB 10.23 -0.86 3.67
104 PO 13.16 -0.28 2.87
105 PB 18.45 -0.75 3.01
106 PO 8.61 -0.16 3.11
107 PO 9.10 -0.22 3.57
108 PB 11.11 -0.55 4.05
109 PB 13.07 0.46 3.63
110 PB 14.01 -0.87 2.92

Continua...
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111
112
113
114
115
116
117
119
120
121
122
123
124
125
126
127
128
129
130
131
132
133
134
135
136
137
138
139
140
141
142

PB
PB
PO
PB
PB
PB
PO
PB
PB
PO
PO
PB
PB
PO
PO
PB
PB
PO
PB
PO
PB
PO
PB
PB
PB
PO
PB
PO
PB
PB
PB

10.09
9.67
15.02
18.91
19.34
16.67
5.17
18.20
15.06
12.49
12.95
19.48
17.99
9.98
10.29
7.25
15.61
11.17
20.37
6.67
15.83
7.77
15.30
18.74
21.23
8.28
12.32
9.58
16.75
4.38
15.44

0.04
-0.19
-0.65
-0.96
-0.62
-0.16
0.01
0.34
-0.96
-0.36
-0.70
-0.33
-0.55
-0.30
0.25
0.07
-1.12
-0.33
-0.08
-0.21
-0.07
-1.32
-0.82
-0.92
-0.82
-0.63
-1.31
0.00
-0.71
-0.05
-0.61

3.03
4.24
3.42
3.77
3.18
2.34
3.21
2.30
2.92
3.52
3.33
3.91
3.82
3.45
3.04
3.43
3.36
3.53
3.12
3.45
3.68
8.29
3.99
4.32
3.75
3.68
7.32
3.54
3.49
2.73
5.63
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ANEXO C — Analise da distribuigdo dos valores de L*, a* e b* em populacao Fs.4, derivada do cruzamento SAF
x SAB. Teste de Shapiro-Wilk para verificar aderéncia a distribui¢do normal

Normal Probability Plot of L
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ANEXO D — Analise da distribuicdo dos valores de L*, a* e b* em populagdo F34, derivada do cruzamento P-
152 X DN. Teste de Shapiro-Wilk para verificar aderéncia a distribuicdo normal

Normal Probability Plot of L
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ANEXO E - Porcentagem de absorcdo de agua de variedades de feijoeiro contrastantes para brilho do tegumento. SAB: Serro Azul Brilhante; SAF: Serro Azul Fosco; P-152:
Puebla-152; e DN: Diamante Negro. Trés amostras de 12 sementes de cada variedade foram embebidas em dgua com 100 ppm de CaCl,, sendo mantidas a temperatura de
27°C. As sementes foram pesadas a cada 30 minutos, em um periodo de cinco horas. Pesagens também foram realizadas apds 24 e 48 horas

Tempo de embebicéo

Amostra 0 min 30 min 60min  90min 120 min 150 min 180 min 210 min 240 min 270 min 300 min 24 h 48 h
SAB 2 0.00 0.00 0.00 0.45 0.45 0.45 0.45 0.45 0.45 0.45 0.45 0.45 7.08
SAB 3 0.00 0.00 0.00 0.45 0.45 0.89 0.89 1.77 2.63 2.63 3.48 29.52 37.11
SAB 4 0.00 0.00 0.44 0.44 0.44 0.44 0.44 0.00 0.00 0.44 0.88 24.41 32.74
Média 0.00 0.00 0.15 0.45 0.45 0.59 0.59 0.74 1.03 1.17 1.60 18.13 25.64

Desvio padrado 0.00 0.00 0.25 0.00 0.00 0.26 0.26 0.92 1.41 1.26 1.64 15.52 16.22
SAF 1 0.00 0.85 1.69 2.93 3.73 5.69 7.57 15.02 18.60 21.09 22.92 48.33 49.78
SAF 2 0.00 0.00 0.87 1.73 3.40 5.42 6.97 13.69 17.45 19.79 21.72 43.39 44.23
SAF 3 0.00 0.41 1.63 5.10 7.28 10.37 11.68 14.18 15.68 17.41 19.87 50.10 52.27
Média 0.00 0.42 1.40 3.25 4.81 7.16 8.74 14.30 17.24 19.43 21.51 47.27 48.76

Desvio padrao 0.00 0.43 0.46 1.71 2.15 2.78 2.56 0.67 1.47 1.87 1.54 3.48 4,12
P-1521 0.00 0.00 0.32 0.32 0.32 0.32 1.25 1.86 4,53 7.60 10.23 52.34 53.12
P-152 2 0.00 0.33 1.65 3.25 4.18 6.29 7.74 9.15 10.51 11.31 13.12 53.14 54.36
P-152 4 0.00 0.66 0.66 2.90 3.53 4.44 5.35 6.52 7.67 8.79 10.95 52.75 52.90
Média 0.00 0.33 0.88 2.16 2.67 3.68 4,78 5.84 7.57 9.23 11.43 52.74 53.46

Desvio padrado 0.00 0.33 0.69 1.60 2.07 3.06 3.28 3.69 2.99 1.89 1.51 0.40 0.79
DN 1 0.00 0.36 1.08 1.08 1.43 1.79 2.48 3.51 5.17 6.46 8.64 33.41 36.19
DN 3 0.00 0.78 1.16 1.54 2.29 2.29 3.76 4.48 5.88 6.91 7.91 37.25 44.23
DN 4 0.00 1.98 4.62 6.42 9.82 11.43 11.43 12.68 12.98 13.29 13.29 35.75 36.73
Média 0.00 1.04 2.28 3.01 451 5.17 5.89 6.89 8.01 8.89 9.95 35.47 39.05

Desvio padrdo  0.00 0.84 2.02 2.96 4.61 5.43 4.84 5.04 4.32 3.82 2.92 1.94 4.49




