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RESUMO

Objetivou-se realizar a caracterizacao fisica e quimica de sementes em feijao-fava e
estimar a divergéncia genética entre sub-amostras e entre rizdbios nativos
noduladores do feijao-fava. Na caracterizacdo, o material genético constou de 27
sub-amostras, provenientes do Banco Ativo de Germoplasma de Feijao-Fava da
Universidade Federal do Piaui, cultivadas no ano agricola de 2006. As sementes
dessas sub-amostras foram avaliadas com relagdo aos seguintes caracteres
quimicos: umidade (8,26 a 11,25 g/100gq), cinzas (2,62 a 3,70 g/100g), extrato etéreo
(0,16 a 0,93 g/100g), proteina bruta (16,85 a 23,41 g/1009), extrato nao nitrogenado
(62,24 a 70,07 g/100q), fibra alimentar total (24,21 a 62,42 g/100g), fibra insoltvel
(5,65 a 11,88 g/100q), fibra solavel (15,82 a 53,11 g/1009g) e acido cianidrico (44,49
a 160,63 mg/kg). Os caracteres fisicos avaliados nas sementes foram: comprimento
(9,66 a 18,52 mm), largura (7,41 a 11,83 mm), espessura (5,33 a 6,90 mm) e massa
de 100 sementes (27,60 a 87,79 g), que possibilitaram a classificagdo quanto a
forma (esférica, eliptica e oblonga / reniforme), perfil (achatado e semi-achatado) e
tamanho (pequeno, médio, normal e grande). A divergéncia genética entre as sub-
amostras foi estimada pelo método de agrupamento de Tocher, com o emprego da
distincia de Mahalanobis, como medida de dissimilaridade, formando-se dez
grupos. O método de Singh, utilizado para estimar a contribuicao relativa de cada
carater na expressao da divergéncia genética, indicou que a fibra alimentar total
(48,62%) e a fibra soluvel (46,03%) foram os que mais contribuiram para a
divergéncia total (94,65%) entre as sub-amostras de feijao-fava avaliadas. Na
estimativa da divergéncia genética entre os rizébios nativos, os genotipos UFPI-468
(Boca de Moga) e UFPI-491 (Fava Miuda) foram utilizados como planta isca de
rizobio, em amostras de solos coletadas nos distritos de Nova Esperanca



(07°77°10”S e 93°51’58"W) e Santa Rita (07°71°49”S e 93°60°08"W), municipio de
Agua Branca, PI, que funcionaram como fonte de inoculo. Dos nédulos coletados,
foram identificados 79 isolados que, mediante a caracterizacdo morfolégica e
fisiologica, foram reunidos em sete grupos de divergéncia pelos métodos de Tocher
(sete grupos) e cinco grupos pelo método de agrupamento hierarquico UPGMA
(Unweigthed pair group method Average), ambos exibindo concordancia na
alocacao dos isolados. Entre o0s grupos, evidenciou-se isolados dos géneros
Bradyrhizobium, Mesorhizobium e Rhizobium.

Palavras-chave: Semente, caracteres fisicos e quimicos, nodulagado, isolados
nativos, rizébios.
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ABSTRACT

This study aimed the physical and chemical characterization of lima bean seed and
evaluates the genetic divergence among samples and among native rhizobia
nodulated of the lima bean. In this characterization, the genetic material consisted of
27 samples from the "BAG de Feijao-Fava Universidade Federal do Piaui", cultivated
in the 2006 year crop. The seeds of these samples were evaluated regarding to
chemical characters: moisture (8.26 to 11.25 g/100g), ashes (2.62 to 3.70 g/100gq),
ethereal extract (0.16 to 0.93 g/100g), crude protein (16.85 to 23.41 g/100g), non-
nitrogen extract (62.24 to 70.07 g/100g9), total dietary fiber (24.21 to 62.42 g/100g),
insoluble fiber (5.65 to 11.88 g/100g), soluble fiber (15.82 to 53.11 g/100g) and
cyanic acid (44.49 to 160.63 mg / kg). The physical characteristics evaluated in the
seeds were: length (9.66 to 18.52 mm), width (7.41 to 11.83 mm), thickness (5.33 to
6.90 mm) and weight of 100 seeds (27. 60 to 87.79 @), which permitted the
classification of the seeds as to form (spherical, elliptical and oblong / reniform),
profile (flat and semi-flat) and size (small, medium, normal and great). The genetic
divergence among the samples was estimated by Tocher grouping method, with the
employment of the Mahalanobis's distance, as a measure of dissimilarity, that
resulted in ten groups. The Singh's method was used to estimate the relative
contribution of each character in the expression of genetic divergence. The total
dietary fiber (48.62%) and soluble fiber (46.03%) were those who most contributed to
total divergence (94.65%) among the samples of lima beans evaluated. In the
genetic divergence estimation among the native rhizobia, the genotypes UFPI-468
(Boca de Mocga) and UFPI-491 (Fava Miuda) were used as bait of rhizobium plant,
with samples of soil collected in districts of Nova Esperanca (07°77'10"S e
93°51’58"W) and Santa Rita (07°71°'49”S e 93260°08”W), in Agua Branca county,



Piaui State who worked as a source of inoculum. From the nodules that were
collected, 79 isolates were identified, and according to the morphological and
physiological characterization, were clustered in groups of divergence by the
Tocher's method (seven groups) and Unweigthed pair group method Average
(UPGMA) (five groups) agreement with the allocation of strains. It could be observed
among groups, there were strains of the genera Bradyrhizobium, Mesorhizobium and

Rhizobium.

Key words: Seeds, physical and chemical character, nodulation, isolates native,
rhizobia.



1. INTRODUCAO GERAL

O feijao-fava, Phaseolus lunatus L., € a segunda leguminosa de maior
importancia do género, e devido ao conteldo protéico e paladar caracteristico, é
mundialmente utilizado em pratos, nas mais diferentes culinarias, recebendo varias
denominacdes, em funcdo da regidao cultivada ou forma de utilizacdo na
alimentacdao. Nos Estados Unidos, € conhecida popularmente como lima bean,
butter bean, sieva bean e sugar bean; na Franca, haricot de lima, haricot du cap e
pois du cap; no México, feijol lima; na Alemanha, limabohne e mondbohne; na
Espanha, frijol de luna, haba lima, judia de lima ou pallar; no Japéao, lai mame ou aoi
mame (NIAS, 2008; GRIN, 2008); e no Brasil, fava, feijoal, bonge, mangalé-amargo,
fava-belém, fava-terra, feijao-espadinho, feijao-farinha, feijao-favona, feijao-figado-
de-galinha, feijao-verde ou feijao-de-lima (OLIVEIRA et al., 2004; GRIN, 2008).

De acordo com Yokoyama et al. (1996), o feijao é cultivado em cerca de 100
paises em todo o mundo, e os géneros Phaseolus e Vigna sao os mais utilizados,
apresentando como atrativo a producao de grdaos com tamanhos e cores variadas.
Contudo, a producdo mundial de feijao esta ligada a um grande numero de géneros
e espécies, 0 que dificulta uma andlise comparativa dos indices de produtividade.
Considerando-se apenas o género Phaseolus, o Brasil € o maior produtor mundial,
seguido pelo México, sendo que P. lunatus, P. coccineus e P. acutifolius contribuem
com cerca de 5% da producdo mundial deste género.

Segundo o IBGE (2006), no Brasil foram produzidas 14.951 ton de graos
secos do feijao-fava, numa area plantada de 37.521 ha. Os Estados da Paraiba, Rio
Grande do Norte, Ceara, Pernambuco, Piaui, Sergipe, Maranhdo e Alagoas, em
ordem decrescente, sdo 0os maiores produtores, e juntos fazem do Nordeste, a maior
regidao produtora, com 14.128 ton, em 36.209 ha. Nessa regido, o feijao-fava é usado
como fonte alternativa de alimento e renda pela populagédo, principalmente por
pequenos produtores. A regido Sudeste tem o Estado de Minas Gerais como Unico



15

produtor, com 711 ton, e a regido Sul produz apenas 112 ton, no Rio Grande do Sul.

O feijao-fava € considerado mais tolerante a seca, ao excesso de umidade e
ao calor (VIEIRA, 1992). Contudo, seu cultivo é relativamente limitado, sendo que as
principais razdes sdo: a maior tradicdo de consumo dos feijdes comum (Phaseolus
vulgaris L.) e caupi (Vigna unguiculata L.), o paladar do feijado-fava e o tempo de
cocgado mais longo, além da falta de cultivares recomendadas para as condi¢cdes
climaticas das regides produtoras (GUIMARAES et al., 2007; LEMOS et al, 2004 e
SANTOS et al., 2002).

Dentre os diversos alimentos utilizados pelo homem, os graos da familia das
leguminosas desempenham importante papel na dieta da maioria das populacdes, e
um aspecto de grande relevancia € a disponibilidade de proteina vegetal (PROLLA,
2006). De acordo com as recomendagbes da FAO/OMS/ONU, as necessidades de
proteina para um individuo adulto ficam entre 0,8 a 1,0 g/Kg/dia. Por isso, segundo
Leon et al. (1993), todos os paises devem priorizar a busca por novas espécies,
para atender a crescente demanda de proteinas, sendo que as leguminosas
tropicais de grdo constituem uma boa alternativa para solucionar o problema da
dependéncia alimentar.

Além do conteudo protéico, outras caracteristicas relacionadas a qualidade do
grdo, como as fisicas, quimicas e culinarias, sao consideradas importantes para os
consumidores de feijao, figurando, portanto, como caracteres adicionais na selecéao
de genotipos superiores em programas de melhoramento (HERRERA et al., 2002).
Para tais caracteristicas, temos entre as leguminosas, um grande numero de
espécies exibindo substancial variabilidade provocada por fatores como a cultivar,
localizagdo geografica, condicbes de crescimento ou até o processo de
melhoramento (MESQUITA et al., 2007; CASTELLON et al., 2003).

No cultivo das leguminosas, € importante o conhecimento sobre a eficiéncia e
a diversidade de grupos-chave de bactérias, como os rizdbios noduladores que
fixam N2 (BNLFN), uma vez que o nitrogénio é considerado um dos nutrientes mais
limitantes para o crescimento vegetal. Segundo Melloni et al. (2006), a diversidade e
a eficiéncia de tais bactérias é principalmente estimada a partir da coleta ou cultivo
de plantas-iscas, em solos de determinadas areas, usadas como fonte de inéculo,
das quais sao extraidos os nodulos, que passam pelas etapas de desinfeccdo e

isolamento, realizado em meio de cultura especifico para o crescimento de rizdbios.
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Obtido os isolados, as colénias de bactérias passam por caracterizagdes fenotipicas,
genotipicas, bioquimicas e filogenéticas (SILVA et al., 2007; FREITAS et al., 2007).
A eficiéncia dos rizébios é verificada através da avaliacao da matéria seca da parte
aérea, concentracdo de nitrogénio, numero, matéria fresca e atividade de nédulos
presentes (MELLONI et al., 2006; VIEIRA; TEIXEIRA, 2005).

Os estudos sobre a divergéncia genética, utilizando as técnicas multivariadas,
realizam-se por meio da avaliagdo simultanea de varios caracteres, que permitem
inUmeras inferéncias a partir do conjunto de dados existentes (CRUZ et al., 2004).
Essas técnicas, empregadas tanto para caracteres expressos por dados
quantitativos quanto qualitativos, tém facilitado o estudo sobre a diversidade de
diferentes grupos de organismos e gerado informagdes importantes para o
melhoramento, manutencao dos recursos genéticos vegetais (RIBEIRO et al., 2005;
BENIN et al., 2002) e identificagdo de microrganismos (SILVA et al., 2007; FREITAS
et al., 2007).

Assim, objetivou-se realizar a caracterizacao fisica e quimica de sementes em
feijao-fava e estimar a divergéncia genética entre sub-amostras e entre rizébios
nativos noduladores do feijao-fava.

A dissertacdo foi estruturada em dois capitulos, cujos titulos foram:
“Divergéncia genética para caracteres fisicos e quimicos de sementes em feijao-fava
(Phaseolus Ilunatus L.)” e “Divergéncia genética entre isolados nativos de rizébio
noduladores do feijao-fava (Phaseolus lunatus L.)".



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Género Phaseolus

No género Phaseolus, tanto as espécies silvestres como as cultivadas
apresentam-se distribuidas em trés centros localizados na América Latina, definidos
como centro Mesoamericano, Norte e Sul Andino. O centro Mesoamericano
compreende mais de 40 espécies, entre as quais estdo as cinco cultivadas, P. vulgaris
L., P. lunatus L., P. coccineus L., P. acutifolius A. Gray e P. polyanthus Greeman; o
centro Norte dos Andes, o mais pobre em espécies, contem somente quatro das
cultivadas e algumas espécies silvestres; e o centro Sul Andino, comporta duas
espécies cultivadas, P. vulgaris e P. lunatus, seus respectivos ancestrais silvestres e
poucas espécies silvestres (DEBOUCK, 1991).

2.1.1. Classificacao botanica

Segundo Melchior (1964), o género Phaseolus pertence a ordem Rosales,
subtribo Phaseolinae, tribo Phaseoleae, subfamilia Papilionoideae e familia
Leguminosae, no entanto, Cronquist (1988) classifica-o na subclasse Rosidae, ordem
Fabales e familia Fabaceae. Broughton et al. (2003) afirmam que essa familia € uma
das maiores entre as dicotiledéneas, com 643 géneros e 18.000 espécies distribuidas
por todo 0 mundo, especialmente nas regides tropicais e subtropicais.

A respeito do numero exato de espécies classificadas no género Phaseolus, a
literatura apresenta controvérsias de informacdes. Segundo Silva et al. (2003), revisdes
de género indicam que esse numero pode variar de 31 a 52 espécies, todas originarias
do Continente Americano, no entanto, apenas cinco sé@o cultivadas: P. wulgaris L.

(feijao-comum), P. lunatus L. (feijdo-fava), P. coccineus L. (feijao-ayocote), P. acutifolius
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A. Gray (feijao-tepari) e P. polyanthus Greeman (feijao de toda uma vida) (DEBOUCK,
1991, ZIMMERMANN; TEIXEIRA, 1996).

2.1.2. Complexo génico

Conforme Zimmermann e Teixeira (1996), as espécies do género Phaseolus sao
todas dipldides, cujo numero cromossOmico predominante é 2n=22, no entanto, nesse
género, 0 numero cromossdmico pode, raramente, variar, ocorrendo 2n=20
(MERCADO-RUARO; DELGADO SALINAS, 1998).

Os trabalhos desenvolvidos por Marechal et al. (1978) estabeleceram distancias
taxonGmicas entre as espécies cultivadas do género Phaseolus, que posteriormente
foram confirmadas pelos estudos quimicos e moleculares de Gepts (1990), e permitiram
estabelecer, para o género, trés conjuntos génicos distintos: o primario, 0 secundario e
o terciario. No conjunto primario, onde o fluxo génico é relativamente livre e a fertilidade
€ completa (sem barreiras genéticas), os descendentes de cruzamentos entre espécies
cultivadas e silvestres podem ter menor adaptacdo; sdo encontradas quatro formas
cultivadas P. wvulgaris, P. coccineus, P. acuntifolius e P. lunatus. O conjunto génico
secundario, em que o fluxo é possivel, apresentando, contudo fertilidade reduzida
(barreiras genéticas moderadas) contém P. coccineus e P. vulgaris. JA& no conjunto
génico terciario, que é caracterizado pelo fluxo génico dificil, apresentando fertilidade
baixissima (barreiras genéticas fortes), sendo inclusive necessario resgate de embrides
para viabilizar os descendentes, estdo as espécies: P. acutifolius/P. filiformis, P. ritensis,
P. acutifolius, P. vulgaris/P. coccineus, P. ritensis, P. metcalfei e P. polystachus
(BAUDOIN; 2001).

Em relacdo ao P. lunatus, a diversidade das espécies de Phaseolus esta
organizada em conjunto génico primario, formado pelos respectivos parentes silvestres;
conjunto génico secundario, organizado pelas espécies P. pachyrrhizoides, P. augusti e
P. bolivianus; e conjunto génico terciario, formado por P. maculatus, P. ritensis, P.
polystachyus e P. salicifolius, sendo que todos os conjuntos sdo compostos por
espécies silvestres (BALDOIN, 2001). Enquanto que em relagcao ao feijao comum (P.

vulgaris), a diversidade das espécies de Phaseolus esta organizada em conjuntos
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génicos primario, secundario, terciario e quaternario (DEBOUCK, 1999), sendo que P.
lunatus junto com as espécies silvestres P. filiformis e P. angustissimus formam o
conjunto génico quaternério.

Segundo Silva e Costa (2003), o conhecimento sobre o "pool génico", ou
complexo génico oferece a possibilidade de estruturar a diversidade genética de forma
a estimular a sua utilizagcdo. A determinacdo desses conjuntos génicos para as
espécies cultivadas do género Phaseolus possibilita ampliar a base genética e
maximizar os ganhos de selegcao, melhorando a atuacdo das espécies no
melhoramento genético (CAMARENA, 2005).

2.2. Aespécie Phaseolus lunatus L.

O feijao-fava, considerada a espécie mais importante do género depois do feijao-
comum (Phaseolus vulgaris L.), € uma leguminosa tropical caracterizada por elevada
diversidade genética e elevado potencial de producdo, que se adapta as mais
diferentes condi¢des ambientais, mas desenvolve-se melhor nos trdpicos Uumidos e
quentes (MAQUET et al., 1999). A cultura do feijao-fava se adéqua melhor em solo
areno-argiloso, fértil e bem drenado, tendo bom rendimento com pH entre 5,6 e 6,8
(VIEIRA, 1992).

Segundo Zimmermann e Teixeira (1996), o P. lunatus pode ser identificado como
uma leguminosa de germinagcdo epigena; onde as folhas geralmente apresentam
coloragao escura, mais persistente que em outras espécies do género, mesmo depois
do amadurecimento das vagens; bractéolas pequenas e pontiagudas; vagens bastante
compridas e de forma geralmente oblonga e recurvada, com duas alturas distintas
(ventral e dorsal) e nimero de sementes por vagem variando de duas a quatro. Tais
sementes exibem grade variacdo de tamanho e cor de tegumento (SANTOS et al.,
2002). Uma caracteristica marcante do feijdo-fava, que a distingue facilmente de outros
feijdes, sao as linhas que se irradiam do hilo para a regido dorsal das sementes, mas
em algumas variedades essas linhas podem nao ser tdo facilmente observadas
(VIEIRA, 1992).
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2.2.1. Centro de origem da variabilidade

Alguns autores consideram o continente asiatico como o centro de origem da
variabilidade do P. lunatus (FORNES MANERA, 1983), no entanto, de acordo com a
teoria de Mackie (1943), a origem da variabilidade do feijao-fava encontra-se na
América Central, Guatemala, de onde se dispersou em trés diregbes, possivelmente
seguindo a rota do comércio:

|. Ramificagdo Hopi, seguindo para o norte, atingindo os Estados Unidos, regido de
clima frio. As sementes dessa ramificacdo sdo médias e achatadas, definidas
como grupo Sieva,;

[I. Ramificacao Caribe, seguindo para leste, atingindo as Antilhas e, dai, para o norte
da América do Sul, extensdo caracterizada por zonas calcareas e secas (desde
Yucatan até as Antilhas). As sementes sdo pequenas e globosas, definidas como
grupo Batata;

[ll. Ramificagdo Inca, seguindo para o sul, atingindo a América Central pela
Colémbia, Equador e Peru. As sementes sao grandes e achatadas, definidas
como grupo Big lima.

As variedades Mesoamericanas de P. lunatus, que compreendem o sudeste dos
Estados Unidos até o Panam4, tendo como zonas principais o México, Guatemala,
Nicaragua, El Salvador, Honduras e Costa Rica, apresentam sementes pequenas de
cor escura (grupo Sieva), todavia, na Europa sdo mais cultivados variedades com

sementes grandes, achatadas e tegumento branco (grupo Big lima).

2.2.2. Conservacao da espécie

A conservacao da diversidade genética intra-especifica de P. lunatus ocorre nos
Bancos de Germoplasma, principalmente nos Estados Unidos (USDA), México (INIFAP)
e Colémbia (CIAT), que tém coletado germoplasma para resgatar material tradicional
cultivado em varias regides do trépico americano, onde o desaparecimento tem sido
mais rapido (CAMARENA, 2005).

De acordo com Knudsen (2000), conforme dados do Internacional Institute of
Plant Genetic Resources (IPGRI), as cole¢cdes de germoplasma de P. lunatus podem

ser encontradas nas seguintes instituicoes: Estacdo Experimental Agropecuaria Salta,
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Argentina; Instituto de Investigagdao Agricola El Vallecito e Universidade Autbnoma
Gabriel René Moreno, Bolivia; Faculdade de Ciéncias Agrarias e Universidade Austral
de Chile, Chile; Centro Internacional de Agricultura Tropical (CIAT), Colémbia, com
entradas provenientes de diferentes paises (Belice, Brasil, Colémbia, Honduras,
México, Panama, Filipinas e Venezuela); Centro Agronémico Tropical de Investigacao e
Ensefanza (CATIE) e Escola de Biologia, Costa Rica; Instituto de Investigacdes
Fundamentais em Agricultura Tropical (INIFAT), Cuba; Estagdo Experimental
Portoviejo, INIAP, Equador; Centro Universitario de Sur Occidente (CUNSUROC) e
Universidade de San Carlos, Guatemala; Ciéncias Agropecuarias e Instituto de Ecologia
Aplicada de Guerrero (INEAGRO), México; Estacdo Experimental Agropecuaria La
Molina, Universidade Nacional Hermilio Valdizan (UNHEVAL) e Universidade Nacional
Agraria La Molina, Peru.

No Brasil, o Centro Nacional de Pesquisa de Recursos Genéticos e Biotecnologia
(CENARGEN), localizado em Brasilia, DF, conserva uma Colecdo de Base de
Phaseolus spp., com 12.488 sub-amostras de 20 espécies, 6 subespécies e 16
variedades, sendo que 32,20 % dessas sub-amostras foram coletados no pais; P.
lunatus é a segunda espécie com maior numero de sub-amostras presentes na colecao,
perfazendo 7,80 % (WETZEL et al., 2006). Em Vigosa, MG, no Banco de Germoplasma
de Hortaligas, encontram-se 401 variedades tradicionais de feijdo-fava do Brasil
(KNUDSEN, 2000). Na regiao Nordeste, nos Estados de Pernambuco e Piaui,
encontram-se também Cole¢cdes de Germoplasma, principalmente de variedades
crioulas, na Universidade Federal Rural de Pernambuco, em Recife, e na Universidade
Federal do Piaui, em Teresina, com sub-amostras, obtidos a partir de coletas efetuadas
na regidao Meio-Norte do Brasil e intercambios com outras instituicdes (COSTA et al.,
2007).

2.2.3. Composicao fisico-quimica das sementes

Os caracteres fisico-quimicos das sementes contribuem para a variabilidade das
espécies vegetais, estando presentes nas listas de descritores publicadas pelo IPGRI
(2001), e juntamente com os caracteres morfolégicos e agronémicos, contribuem para a
descricdo completa dos germoplasmas.



22

Os programas de melhoramento tém incluido as propriedades tecnoldgicas,
nutricionais e estéticas dos graos entre os critérios de selecdo, procurando associa-las
com caracteristicas agrondmicas relacionadas a produtividade. Segundo Herrera et al.
(2002), a transferéncia de caracteres dos graos, que influem em sua aceitagao
comercial, possibilita a oferta de melhores cultivares para produtores e consumidores.
Para Bleil (1998), é crescente a preocupacao em fornecer alimentos com boa qualidade
nutricional, devido aos novos habitos criados pela industria alimentar, marcados pelo
excesso de produtos artificiais.

A avaliacdo dos alimentos através de caracteres que envolvem andlises fisicas e
quimicas é uma das formas de se detectar problemas relacionados a qualidade do
produto (BASSINELLO et al., 2003). A partir dos resultados obtidos nessas analises,
pode-se conhecer o balango nutricional dos alimentos, avaliar a disponibilidade dos
nutrientes e verificar a adequacao da dieta. Segundo Lima et al. (2007), tal tarefa é
fundamental para os alimentos consumidos tradicionalmente no Brasil, devido
apresentarem composicao, com grande diversidade, pouco conhecida.

A distribuicdo e a qualidade dos componentes quimicos dos graos sao 0s
principais responsaveis pelas diferengas no valor nutritivo, juntamente com a presenga
de fatores que afetam o aproveitamento de alguns nutrientes importantes. Para o feijao-
fava, informacdes sobre a composi¢cdo dos graos ainda sédo escassas (OGUNJI et al.,
2003).

2. 2.3.1. Umidade

O grau de umidade é um fator critico na determinagdo da viabilidade e
longevidade das sementes e grdos. Segundo Bragantini (2005), existem dois tipos
principais de agua na composicdo das sementes ou graos, a agua livre, que é
facilmente removida pelo calor; e a 4gua de constituicdo, que esta fortemente fixada
nas células.

Para atingir maiores lucros, alguns produtores de graos costumam comercializa-
los quando estes, depois de secos, apresentam o maximo de umidade. No entanto,
essa pratica pode comprometer a qualidade, pois graos e sementes com alto conteudo

de umidade tém o tempo de armazenamento, em condicdes viaveis, reduzido, devido
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ao efeito dominante das atividades de insetos e fungos (LUZ, 2002). Para disciplinar a
questdo, o Ministério da Agricultura estabelece que a umidade dos grdos a serem
comercializados como seco deve estd entre 12 e 14%, e para valores acima, a
percentagem é transformada em um valor que é subtraido da massa final do produto
comercializado.

NO comércio de graos tem ocorrido enormes perdas, em virtude da forma
inadequada do armazenamento, sendo a umidade excessiva uma das principais
causas. Segundo Ribeiro et al. (2007), o elevado teor de umidade em graos
armazenados provoca alteragbes nas propriedades quimicas, relacionadas ao
cozimento e pode até mesmo comprometer a aceitacdo comercial dos grdaos. O efeito

da temperatura e do tempo de estocagem pode acelerar essa agao.

2.2.3.2. Lipidios

Os lipidios sdo componentes essenciais das estruturas bioldgicas, e juntamente
com as proteinas e carboidratos, fazem parte de um grupo conhecido como
biomoléculas. Geralmente sdo extraidos dos alimentos com auxilio de solventes
organicos (éter etilico, éter de petréleo e hexano) (MADRUGA; ALDRIGUE, 2000).

Além da fracdo lipidica, outras substancias sdao também arrastadas com o
solvente durante a extracao, dentre estas os alcoois e 6leos volateis, clorofila e resinas
(RECH et al., 2006). Segundo o Instituto Adolfo Lutes (1995), nos alimentos em que as
concentracbes dessas outras substancias extraidas junto com lipidios séao
significativamente elevadas, a denominacdo mais adequada para a determinacao é
extrato etéreo. Normalmente, esta denominacdo ocorre quando se utiliza o éter de
petroleo como solvente na extracdo (MESQUITA et al., 2007, ANTUNES et al., 1995).

Para o feijao-fava podemos encontrar na literatura relatos da quantificacdo de
lipidios variando entre 2,0% (BRESSANI e ELIAS, 1980) ou de 0,88 a 1,42%
(AZEVEDO et al., 2003).
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2.2.3.3. Minerais

Devido a importdncia que os minerais representam para o funcionamento
metabdlico normal de um organismo, o conteudo mineral dos graos do feijao-fava néo
pode ser desprezado, principalmente pela consideravel presenga dos minerais potassio,
fosforo, magnésio, calcio, ferro dentre outros (OLOGHOBO; FETUGA, 1983; APATA;
OLOGHOBO, 1994).

A determinacdo do conteludo de cinzas em uma amostra indica a riqueza de
micronutrientes e macronutrientes presentes (SILVA, 1990) e a determinacao
fracionada destes nutrientes fornece o balanco entre eles. Porém, segundo Diniz et al.
(2001), o fracionamento ndao € muito vantajoso, tendo em vista que minerais sao muito
variaveis e possuem relacao direta com o solo onde a semente foi cultivada.

Dentre os grupos dos minerais normalmente presentes, destacam-se como
macrominerais Ca, K, Mg, Na, P e os microminerais Co, Cr, Cu, Fe Mn, Zn, sendo os
dois ultimos citados como minerais ultratracos, ou seja, elementos essenciais ao
organismo em concentracdes de nanogramas (MORGANO et al., 2002).

Na literatura, encontram-se trabalhos que estimam herdabilidade e o controle de
genes envolvidos no acumulo dos minerais (QUINTANA et al., 1996; MIGLIORANZA et
al., 2003).

2.2.3.4. Proteinas

As proteinas das leguminosas sdo fontes potenciais de nutrientes valiosos,
sendo objeto de diversos estudos, a fim de se obter um melhor uso (TINTORE et al.,
2004). Segundo Rios et al. (2003), um de seus problemas nutricionais é a baixa
digestibilidade, quando comparadas com as proteinas animais. Por outro lado, a
presenca de fatores antinutricionais como os compostos fendlicos e os pigmentos
presentes no tegumento do grdo, reduzem o valor biolégico das proteinas (CHIARADIA
et al., 1999).

Os feijdes, por proporcionarem nutrientes essenciais, sao utilizados como
alternativa em substituicdo a carnes e outros produtos protéicos pela populacdo de
baixa renda. Contudo, Oguniji et al. (2003) avaliando seis espécies de feijao, incluindo o

feijdo-fava, observaram que os indices dos aminoacidos sulfurados presentes nas
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proteinas eram insuficientes, demonstrando que os feijdes sao inadequados para
consumo individual de proteina, porém se combinado com outros alimentos, que
supram a caréncia de aminoacidos, mostram-se promissores. No feijao-comum, um dos
maiores problemas é o baixo valor nutricional das principais proteinas, albumina e
globulina, decorrente dos reduzidos teores e biodisponibilidade de aminodcidos
sulfurados (PEREIRA; COSTA, 2002). De acordo com Rios et al. (2003), as condicdes e
o tempo de armazenamento podem alterar o valor nutricional das proteinas. Em feijao-
fava, Tintoré et. al. (2004) determinaram a quantidade relativa das proteinas:
albuminas, globulinas, prolaminas e glutelinas, bem como dos aminoacidos presentes.

Destas, apenas as prolaminas mostraram-se ricas em aminoacidos sulfurados.

2.2.3.5. Carboidratos

A principal fungéo dos carboidratos € prover um suprimento continuo de energia
as células do organismo (KOKUSZKA, 2005). Nas leguminosas, esses sao constituidos
principalmente de amido, carboidrato complexo; um polissacarideo formado por varias
unidades de glicose, encontrado na forma de amilose (cadeias retas) e de amilopectina
(cadeias ramificadas) (BRAGA, 2003).

As fibras representam os carboidratos resistentes a digestdo enzimatica e as
secrecfes do trato intestinal humano, que desempenham o papel de manter a
integridade funcional do trato gastrintestinal, com reconhecida importancia na
prevencgao de diversas doencgas, como prisdo de ventre, hemorréidas e outras (BUENO,
2005). Segundo Diniz et al. (2001), as fibras estdo presentes principalmente no
tegumento dos graos e os seus percentuais dependem do estagio de formagao desta
camada. De acordo com Garbelotti e Torres (2005), leguminosas como feijao e grao-de-
bico podem ser consideradas como as principais fontes de fibra alimentar benéfica a
saude humana.

A fracao fibrosa dos alimentos é representada pelos constituintes da parede
celular: hemicelulose, celulose e lignina, que correspondem a Fibra alimentar total
(FAT), sendo celulose e lignina, a Fibra alimentar insoltvel (FAI) e hemicelulose, a Fibra
alimentar soluvel (FAS). No entanto, a maioria das tabelas de composicao dos

alimentos ao invés de apresentarem essas fracdes mostra apenas o valor da fibra bruta.
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Segundo Giuntini et al. (2003), essa determinacdao subestima o real valor da fracao
alimentar total, que é devidamente quantificada através dos métodos enzimicos-
gravimétricos, por serem 0s que mais se aproximam da digestdo humana.

Os referidos métodos tém sido atualmente empregados em trabalhos sobre a
quantificacao da divergéncia para o conteudo fibroso de feijoes (LONDERO et al., 2006;
LONDERQO et al., 2008; RIBEIRO et al., 2008a; RIBEIRO et al., 2008b).

2.2.3.6. Acido cianidrico

A producgédo do acido cianidrico (HCN) é um fenébmeno relativamente comum
entre plantas superiores, encontrado em aproximadamente 3.000 diferentes espécies
de plantas, muitas das quais pertencentes as familias Rosaceae, Fabaceae, Linaceae,
Compositae e outras (VETTER, 2000; McMAHON et al., 1995; CONN, 1980). Varias
delas produzem quantidades suficientes de compostos cianogénicos, que podem
funcionar como formas de transporte de nitrogénio reduzido ou de moléculas quimicas
na defesa contra insetos.

Segundo Roel et al. (2003) considera-se que a dose letal de HCN seja de
aproximadamente 1,0 a 4,0 mg de HCN por kg de peso vivo, sendo a tolerancia
estendida para100 mg/kg se a absor¢ao for cutanea.

Os glicosideos cianogénicos conhecidos como linamarina e lotaustralina, sob a
acao de acidos ou enzimas, sofrem hidrélise e liberam acetona, acucar e acido
cianidrico, o principio téxico formado (SANTOS et al., 2005; ROEL et al., 2003;
VETTER, 2000). Frehner et al. (1990) identificaram no feijdo-fava a presenca desses
dois monoglicosideos, nas vagens e sementes depois da antese.

Entre as leguminosas que produzem HCN, somente o feijdo-fava pode conté-lo
em quantidade elevada, sendo este o responsavel pelo seu sabor amargo,
caracteristica ausente em outras espécies de feijao (VIEIRA, 1992). Azevedo et al.
(2003) encontraram o conteudo téxico variando de 15-25 ppm a 115-150 ppm, em sete
variedades de feijao-fava comercializadas no CEASA-PI.

O consumo de graos secos de feijao-fava com paladar amargo deve ser precedido
de cuidados, como deixar os graos de molho durante uma noite e eliminar a 4gua antes

do cozimento (VIEIRA, 1992). Segundo Azevedo et al. (2003), para eliminar a
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toxicidade do feijao-fava e utilizar as sementes na alimentagdo humana, é necessario
submeté-las a cocgao por trés a cinco vezes, com total substituicdo da agua utilizada.
Ihimire et al. (2004) encontraram maior reducdo do HCN nos grdos do feijao-fava a
partir da exposi¢ao em acido cloridrico por 30 minutos, além de garantir a permanéncia
de altos indices de triptofano nos gréos, um aminoacido importante para sintese

protéica e regulacéo de alguns mecanismos fisioldgicos.

2.3. Fixacao bioldgica de Nitrogénio

Em regibes tropicais e subtropicais, espécies vegetais fixadoras de nitrogénio
atmosférico (N2) podem contribuir com mais de 80% da dieta protéica humana, sendo
que a fixacdo de Ny constitui um dos principais suportes a producdo vegetal e manejo
do solo (VALARINI, 2002). Tal fixacdo ocorre devido ao complexo enzimatico
nitrogenase, que converte o N, em amdnia (NH4) e assim disponibiliza nitrogénio para
as plantas (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006).

Os rizébios, como sdao denominados comumente, sdo bactérias do solo que
crescem na rizosfera das plantas, sendo responsaveis pela fixacdo do N, e
proporcionando o aumento da disponibilidade de nutrientes que influenciam
positivamente na morfologia e fisiologia da planta (VESSEY, 2003). Contudo, nem
todas as bactérias presentes no solo formam associagdes especializadas, de forma que
o nitrogénio fixado seja disponibilizado diretamente a planta hospedeira, como as da
familia Rhizobiaceae, que estabelecem associa¢des simbidticas em nddulos de raizes
da familia Fabaceae (Leguminaceae) (VALARINI, 2002).

Os caracteres utilizados para verificar a eficiéncia da nodulacdo sao: numero,
massa seca ou fresca de nédulos, massa seca da parte aérea e area foliar, que pode
ser estimada através do foliolo central (QUEIROGA et al., 2003).

Segundo Starkanova et al. (1999), a fixacdo bioldgica de nitrogénio (FBN) é
considerada um processo chave para o manejo agricola sustentavel, podendo
proporcionar as plantas menor dependéncia a aplicagcdo de fertilizantes quimicos
nitrogenados e fosfatados. Hara e Oliveira (2004) isolaram, em solos da Amazobnia,
estirpes de rizobios tolerantes a acidez do solo e a presenca do aluminio téxico,
capazes de solubilizar e disponibilizar fosfatos em niveis satisfatérios tanto para si como
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para a planta hospedeira. Soares et al. (2006), avaliando a eficiéncia agronémica de
estirpes previamente selecionadas de rizébio, em simbiose com o feijoeiro, no campo,
constataram aumento no rendimento e acumulo de N2 nos gréos do feijoeiro.

Outra forma de utilizagdo da eficiéncia e diversidade de grupos-chave de
bactérias, como as que nodulam leguminosas e fixam Ny, € em areas que passaram por
processos de degradacdo ambiental, como as de mineracdo, uma vez que essas
bactérias participam dos processos de ciclagem de nutrientes e contribuem para a
sustentabilidade das areas que passam por processo de revegetacdo (MELLONI et al.,
2006).

2.3.1. Classificacao dos rizébios

Inicialmente, as bactérias formadoras de nédulos em leguminosas eram todas
classificadas no género Rhizobium, apresentando seis espécies R. leguminosarum, R.
meliloti, R. trifolii, R. phaseoli, R. lupini e R. japonicum (FRED et al., 1932). O circulo de
hospedeiros era um fator importante para efeito de classificacdo, porém esse aspecto
deixou de ser considerado, devido ao grande numero de excecbes nos grupos, e 0s
avancos das pesquisas darem maior énfase as caracteristicas morfolégicas, fisiolégicas
e moleculares na classificacao das estirpes (WANG et al., 2008).

Jordan (1984) modificou a taxonomia do rizébio, subdividindo o género em
Bradyrhizobium e Rhizobium. O segundo género criado, Bradyrhizobium, é
caracterizado por apresentar cepas de crescimento lento, reacdo basica em meio de
cultura LMA (Levedura Manitol Agar), com diametro menor ou igual a 1 mm e
crescimento em 5 a 7 dias, contendo as espécies R. japonicum e R. lupini, com
caracteristicas semelhantes. No género Rhizobium permaneceram as trés espécies: R.
leguminosarum, R. meliloti e R. loti, sendo considerados trés biovares da primeira
espécie: R. leguminosarum bv. viciae, bv. trifolli e bv. phaseoli. Segundo Moreira e
Siqueira (2006), atualmente, com o uso das técnicas moleculares, sdo descritos seis
géneros: Rhizobium, Sinorhizobium, Mesorhizobium, Bradyrhizobium, Azorhizobium e
Allorhizobium.

O género Rhizobium apresenta células aerdbias, Gram negativas, com forma de

bacilos, que medem 0,5-1,0 x 1,3-3,0 um, e a motilidade é realizada por flagelos (1-6),
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que podem ser peritricos ou subpolares; as coldénias geralmente sdo brancas ou bege,
circulares, concavas, semitranslicidas ou opacas e mucilaginosas, medindo 2-4 mm de
diametro aos 3-5 dias de incubacdo em meio LMA (WANG et al., 2008; BECQUER,
2004). O crescimento em meio de carboidratos geralmente € rapido, reagdo acida e
abundante quantidade de polissacarideo extracelular, assim como os demais géneros.
A temperatura 6tima de crescimento ocorre entre 25-30 °C e pH 6-7, porém, podem
crescer em extremos de temperatura (4,0-425 °C) e pH (4,5-9,5); séao
quimiorganotroficas, utilizando uma série de carboidratos e sais de acidos organicos
como fontes de carbono, sem a formagdo de gas (MARIN et al., 2008). Segundo
Bécquer (2004), dentre as espécies descritas nesse género até o ano de 2001,
formando nédulos com Phaseolus vulgaris, encontram-se R. tropici, R. etlii, R. gallicum
e R. giardinii.

O género Sinorhizobium, cujas cepas sao produtoras de acido e de crescimento
rapido, como as de Rhizobium, foi segregado das cepas de rizdbios que formam
nddulos na soja (Glicyne max L.), especificamente R. fredii e R. meliloti (MARIN et al.,
2008), devido as diferencas entre as sequiencias do gene 16S rRNA (WANG et al.,
2008). As células bacterianas apresentam a forma de bacilos, que medem 0,5-1,0 x 1,2-
3,0 um; a temperatura 6tima de crescimento varia entre 25 e 30 °C, mas muitas estirpes
crescem a 35°C e outras a 10°C; o pH 6timo esta entre 6 e 8, porém algumas estirpes
crescem em pH 5 e outras em pH 10,5; sdo bactérias quimiorganotroéficas, utilizando
uma série de carboidratos (exceto celulose e amido) e sais de acidos organicos como
fonte de carbono (BECQUER, 2004).

Devido a existéncia de cepas com caracteristicas intermediarias, as tipicas
espécies rapidas de Rhizobium e espécies lentas de Bradyrhizobium, ocorreu a
formacédo do género Mesorhizobium. Nesse género, as células bacterianas sao bacilos,
que medem 0,4-0,9 x 1,2-3,0 um; as colénias em meio LMA sao circulares, convexas,
semitranslucidas e mucilaginosas, com 2-4 mm de diametro, apos 5 dias de incubacao
a 28°C, contudo, algumas espécies apresentam menos de 1 mm apds 7 dias de
incubacdo (WANG et al., 2008). Todas as cepas produzem acido em LMA. Todas as
espécies assimilam glicose, raminose e sacarose metabolizando-os em produtos

acidos, sendo que o pH ideal para crescimento esta entre 4,0 e 10,0 e a temperatura
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entre 37 a 40 °C (MARIN et al., 2008).

O género Bradyrhizobium apresenta células bacterianas aerébias, Gram-
negativas, bacilos que medem 0,5-0,9 x 1,2-3,0 um, com um flagelo polar ou subpolar,
e crescimento pouco e lento, em meio enriquecido com levedura; sdao pleomérficas e
nao formam esporos (WANG et al., 2008; BECQUER, 2004). As col6nias sao circulares,
raramente translucidas, brancas e convexas, com diametro menor que 1 mm apds 5-7
dias de incubacdo. Podem formar colénias do tipo seco, opacas, freqlentemente
punctiformes e produtoras de alcali. Ormend- Orrillo et al. (2006) identificaram a espécie
Bradyrhizobium yuanmingense nodulando o feijao-fava, cujos isolados apresentavam
taxa de crescimento lento, atingindo colénias com tamanho de 1-3 mm, entre 5-6 dias.
Entretanto, um grupo de isolados com taxa de crescimento considerado extra-lento,
atingindo col6nias de tamanho > 1 mm, entre 7-10 dias, ndo apresentou similaridade
com nenhuma espécie ja descrita no género Bradyrhizobium, 0 que representa uma
grande diversidade desconhecida entre os microrganismos noduladores do feijao-fava.
Segundo Euzéby (2008), existem ainda descritas as espécies B. japonicum, B. elkanii,
B. liaoningense, B. betae e B. canariense, pertencentes a esse género.

O género Azorhizobium possui uma unica espécie descrita, A. caulinodans, que
forma nodulos efetivos em talos e raizes de Sesbania rostrata. Segundo Wang et al.
(2008), as células bacterianas apresentam forma de bacilos que medem 0.5-0.6 x 1.5-
2.5 um, movendo-se em meio sélido devido a presenga de flagelos peritricos € em meio
liquido, com flagelo lateral. As colbnias sdo circulares, translicidas, gomosas, cor
cremosa e apresentam crescimento tao rapido como as do género Rhizobium (medindo
mais de 2 mm de didmetro, apds 2 dias), produzem alcali em meio LMA. Ao contrario de
Rhizobium e Bradyrhizobium, esse género nao assimila agucares (exceto glicose)
(MARIN et al., 2008) e segundo Young (1996), quanto a posicao filogenética, encontra-
se mais afastado do género Rhizobium.

O género Allorhizobium também apresenta, até agora, uma uUnica espécie
descrita, A. undicola (LAJUDIE et al., 1998), isolada a partir de nédulos de Neptuna
natans, uma planta aquatica africana do Senegal (WANG et al., 2008).

Até recentemente era aceito que as leguminosas eram noduladas

exclusivamente por membros das a-Proteobactérias pertencentes a alguns géneros
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relacionados a familia Rhizobiaceae, acima descritos. Nés ultimos anos, entretanto, um
namero de outras a-proteobactérias foram mostradas como noduladoras de
leguminosas incluindo Methylobacterium, (SY et al, 2001), Blastrobacter (VAN BERKUN
e EARDLY, 2002) e Devosia (RIVAS et al., 2002).

Atualmente membros de B-Protobactérias foram descobertas nos noédulos de
leguminosas tropicais incluindo, Burkholderia sp. estirpes (STM 678 e STM 815),
Ralstonia taiwanesis (LMG 19424) isoladas de Mimosa pudica (Chen et al. 2001, 2003
e 2007).

2.3.2. Diversidade dos rizébios

A utilizagdo da diversidade dos microrganismos ocorre, principalmente, através
do conhecimento das caracteristicas morfolégicas, fisiolégicas, bioquimicas,
fiologenéticas e genéticas, que sao aplicadas de forma conjunta ou individual nos
trabalhos sobre rizobios (ORMENO-ORRILLO et al., 2006; ZRIBI et al., 2005; FENG et
al., 2002; ANYANGO et al,, 1995; SOARES et al., 2006; STROSCHEIN, 2007).
Atualmente todas essas técnicas sao utilizadas para distingdo de estirpes de rizobios,
constituindo a taxonomia polifasica, mantendo o uso dos métodos fenotipicos classicos,
que nunca entraram em desuso ou tornar-se-ao obsoletos. Segundo Bécquer (2004), a
diversidade genética dos microrganismos nunca poderd ser avaliada por um Unico
critério, ainda que sejam as técnicas moleculares.

A captura dos microrganismos na rizdsfera das plantas é feita com a utilizacao de
planta-isca, cuja principal caracteristica € a promiscuidade, constituindo um dos
métodos mais utilizados para avaliar a diversidade de bactérias noduladoras de
leguminosas e fixadoras de N> (BNLFN) nos solos. Hungria (1994) recomenda a coleta
de nddulos para isolamento ou de solos que serdo utilizados como fonte de indculos,
em um raio de 30 cm da planta-isca, na profundidade de 0 a 20 cm. O isolamento
normalmente € realizado a partir da selegcdo aleatéria dos maiores nédulos, de
coloracao intensa avermelhada, firmando a presenca de leghemoglobina e conseqlente
fixacdo ativa de Na.

Melloni et al. (2006) avaliaram a eficiéncia e a diversidade fenotipica de
populagées de BNLFN em solos de areas de mineragdo de bauxita, nos ambientes de
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campo e serra, baseados nas seguintes caracteristicas culturais: tempo de crescimento,
didmetro da colbnia, alteracdo do meio e producdo de goma. Os autores construiram
dois dendrogramas de similaridade, um para os isolados de feijao-caupi e outro para
feijdo-comum utilizados como plantas-isca. O feijao-caupi mostrou-se com um maior
nuamero de grupos de diversidade, em ambos os ambientes. De acordo com Santos et
al. (2007) e Melloni et al. (2006), aléem do numero de grupos de diversidade, a
caracterizacao fenotipica de isolados também pode estimar a diversidade das
populacdes de rizébio através dos indices: Shanon e Weaver, riqueza de Margalef e
outros, aplicados quando populagbes sao obtidas de formas diferenciadas, como
isolamento dos microrganismos coletados sob diferentes areas, coberturas vegetais e
ou diferentes manejos.

Entre isolados de rizébio nativos existe eficiente fixacdo do N., que pode
contribuir para aumentar a producao de gréos e reduzir os custos com fertilizantes
nitrogenados, entretanto, é necessaria a avaliacao, de modo a possibilitar a sele¢ao de
estirpes altamente eficientes em condi¢cdes adversas (SANTOS et al., 2005). Silva et al
(2007) identificaram entre isolados de rizébios nativos, estirpes resistentes a
temperatura elevada e resistentes aos antibiéticos kanamicina e acido nalidixico, com
potencial para utilizagdo em regidbes semi-aridas. Segundo Vieira et al (2005), as
estirpes nativas de rizébio podem ser tao eficientes quanto as estirpes selecionadas,
quando condi¢des adequadas de expressao do seu alto potencial de fixagdo de N, sdo
fornecidas.

Na literatura sdo encontrados diversos trabalhos sobre fixacdo bioldégica de
nitrogénio, em diferentes leguminosas, tais como: amendoin (SANTOS et al., 2005),
feijdo-caupi (VIEIRA et al.,, 2005, ZILLI et al., 2006), feijao-caupi e feijao-comum
(MELLONI et al., 2006), feijao-comum (MOTASSO et al., 2002), que além de identificar
a diversidade dos rizobios, também avaliam a eficiéncia dessas bactérias no processo
da FBN.

Considerando-se que a FBN é mediada por uma ampla gama de microrganismos
procariotos, com substancial diversidade morfologica, fisioldégica, genética, bioquimica e
filogenética (SILVA et al., 2007), espera-se que estudos envolvendo um simbionte
pouco conhecido como o Phaseolus Ilunatus, proporcionem o isolamento de novas
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estirpes de rizobio, com caracteristicas importantes para adaptagao ecoldgica e maior
eficiéncia na fixag&o bioldgica de nitrogénio.

2.4. Analises multivariadas

As técnicas multivariadas possibilitam a avaliacdo simultdnea de varios
caracteres e permitem que inumeras inferéncias sejam feitas a partir do conjunto de
dados existentes (FONSECA; SILVA, 1999). Essas técnicas podem gerar informacdes
importantes para manutencao dos recursos genéticos, na simplificacdo de bancos de
germoplasma e formagéo de colegdes nucleo (ARIEL et al., 2006); além de auxiliar na
escolha de descritores que melhor representem a diversidade presente nos Bancos
Ativos de Germoplasma (BAGs) (FONSECA; SILVA, 1999). Para os programas de
melhoramento, as técnicas multivariadas auxiliam, sobretudo, na identificacdo de
combinagdes hibridas de maior heterozigose e de maior efeito heterético (CARVALHO
et al., 2003), e na indicacao de potenciais genitores a serem utilizados (KARASAWA et
al., 2005).

Com relagao aos bancos de germoplasma, a prépria caracterizacao das sub-
amostras empregadas nessas analises, possibilita a identificacdo de duplicatas e o
intercambio de germoplasma entre pesquisadores. As duplicatas sado presencas
inconvenientes em BAG, por reduzirem o espaco disponivel para conservagao e
avaliagdo do material, além de n&o contribuirem para a variabilidade genética, principal
motivo da conservacao (FONSECA; SILVA, 1999).

Em programas de melhoramento, o efeito heterdtico pode ser estimado pela
natureza preditiva dos genétipos com o uso das analises multivariadas, que tomam por
base as caracteristicas agronémicas, morfoldgicas, moleculares, entre outras, e
dispensam a obtencdo das combinagdes hibridas entre as sub-amostras, tornando-se
vantajosas em relacdo aos métodos quantitativos, que utilizam as andlises dialélicas
(CRUZ et al., 2004).

Entre as analises multivariadas destacam-se os métodos de agrupamento por
otimizacdo e os hierarquicos, que realizam o agrupamento de sub-amostras utilizando
algum critério, mas, geralmente, mantém o principio de estabelecer maior
homogeneidade dentro do grupo que entre os grupos (CRUZ et al., 2004).
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O método de otimizacao mais utilizado é o método de Tocher, que usa o critério
do estabelecimento de grupos, de forma que a distancia média intragrupos seja sempre
inferior a qualquer distancia intergrupos (RAO, 1952). Os métodos hierarquicos
envolvem a construcdo de uma hierarquia aglomerativa ou divisiva em forma de um
dendrograma, aonde as observagbes vao sendo combinadas passo-a-passo e ndao ha
um numero pré-definido de grupos que serdo formados. Entre os mais utilizados estao
o método de ligacao simples (single linkage) ou vizinho mais préximo, ligacao completa
(complete linkage) ou vizinho mais distante e ligagdo média entre grupos (UPGMA)
(CRUZ, 2001).

O método de otimizacdo de Tocher permite a formacao de grupos mutuamente
exclusivos, enquanto que os métodos hierarquicos apresentam uma grande
possibilidade de numeros de grupos, cabendo ao pesquisador adotar aquela que
melhor represente a estrutura de agrupamento esperada, com base no seu conjunto de
dados (BERTAN et al., 2006). Segundo Cruz et al (2004), o estabelecimento de um
exame visual de pontos onde ocorram altas mudancas de niveis possibilita a
delimitacao dos grupos.

O agrupamento de Tocher é normalmente utilizado juntamente com o UPGMA,
que revelam correspondéncia na alocac¢do dos elementos nos grupos (ARIEL et al.,
2006). A concordancia com o agrupamento de Tocher permanece mesmo quando outro
agrupamento hierarquico € utilizado ou técnica multivariada. Karasawa et al. (2005),
trabalhando com tomates, encontraram correspondéncia na formacao de grupos pelos
métodos de Tocher e Vizinho Mais Préximo. Abreu et al. (2004), através dos
componentes principais e agrupamento de Tocher, identificaram concordantemente as
mesmas sub-amostras de feijdo-de-vagem como as mais distantes. Por isso o
agrupamento de Tocher tem sido eficiente na identificacao da diversidade genética em
genotipos de feijao (COIMBRA; CARVALHO, 1998) ou de genitores promissores para o
melhoramento de caracteres nutricionais nos graos de feijao (RIBEIRO et al., 2005).

O UPGMA, que utiliza a média das distancias entre todos os pares de genétipos
para formacao de cada grupo, é adotado em grande escala no melhoramento vegetal,
na representagao das distancias em estudos multivariados, apresentando superioridade
em relacdo aos demais hierarquicos, em estudos filogenéticos (BERTAN et al., 2006).
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Ariel et al. (2006) definiram esse método como o de melhor ajuste, seguido dos
métodos do vizinho mais proximo e do vizinho mais distante, através dos coeficientes
de correlacdo cofenética, que estima o grau de ajuste entre as matrizes de
dissimilaridade observada e a matriz resultante do agrupamento. Elias et al. (2007)
também utilizaram o método UPGMA para agrupamento de cultivares locais de feijao
preto, do Estado de Santa Catarina, devido a superioridades em relagdo aos demais
métodos hierarquicos, em fornecer informagdes genealdgicas ou pedigree.

A aplicagdo dos métodos de agrupamento depende da utilizagdo de uma medida
de dissimilaridade previamente estimada (CRUZ et al.; 2004), entre as quais
encontram-se a distancia euclidiana e a distancia generalizada de Mahalanobis. Esta
ultima é uma medida obtida a partir de dados quantitativos, com repeticdo, que foi
proposta por Mahalanobis, em 1936, sendo amplamente empregada em estudos de
divergéncia nas mais diferentes culturas, tais como: arroz (ZIMMER et al., 2003),
melancia (SOUZA et al., 2005), aveia (BENIN et al., 2003) e feijao (ELIAS et al., 2007;
ABREU et al., 2004; MACHADO et al., 2002; COIMBRA; CARVALHO, 1998).

O emprego das analises multivariadas a partir das medidas de dissimilaridades
aumenta a probabilidade de se recuperar genétipos superiores nas geracdes
segregantes (CARVALHO et al., 2003), sobretudo, quando se realiza o cruzamento
entre individuos mais afastados gerados por essas analises (KARASAWA et al., 2005).
Segundo Coimbra e Carvalho (1998), a identificacdo de genétipos contrastantes através
da distancia generalizada de Mahalanobis é relevante para o programa de
melhoramento lograr éxito na selecdo. Todavia, a escolha de genétipos deve ser feita
considerando também seus comportamentos per se (ABREU et al., 2004), ou seja, 0
mais apropriado € recomendar cruzamentos entre genoétipos divergentes, mas que
também evidenciem desempenho superior em relacdo aos principais caracteres de
importancia agrondmica (COIMBRA; CARVALHO, 1998).

Para os caracteres qualitativos, também avaliados no melhoramento vegetal e na
caracterizacao de microrganismos, sao utilizados indices ou coeficientes para
transformacdo dos dados originais em matrizes de dissimilaridade, que sé&o
posteriormente analisadas de forma multivariada. Sudré et al. (2006) e Bento et al.
(2007), em estudos sobre divergéncia de pimentas e pimentdes, utilizaram dados
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multicateg6ricos multiclasses e binarios, para construcdo de agrupamento pelos
métodos do vizinho mais proximo e Tocher. Fernandes et al. (2003) caracterizaram
geneticamente estirpes de rizébios nativos dos tabuleiros costeiros de Sergipe,
empregando o coeficiente de Jacard para construcdo de dendrograma pelo método
UPGMA. Freitas et al. (2007) utilizaram o coeficiente de Jacard para construir um
dendrograma de similaridade, com base em caracteristicas fenotipicas de bactérias que
nodularam Jacatupé.

Segundo Ariel et al. (2006), quando ndo se tem informacdo sobre a relagao
genética entre a maioria dos genoétipos, ndo se pode determinar que método de
agrupamento seja mais acurado. Entretanto, para os estes é importante que diferentes
critérios de agrupamento sejam utilizados, e que se considere como correta a estrutura
resultante da maior parte deles, para se assegurar que o resultado obtido ndo seja um
artefato da técnica utilizada, tendo em vista que cada técnica multivariada impde certo
grau de estrutura aos dados no reconhecimento da diversidade genética.
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Divergéncia genética para caracteres fisicos e quimicos de sementes em feijao-
fava (Phaseolus lunatus L.)

Genetic divergence for physical and chemical characters of seeds in lima bean
(Phaseolus lunatus L.)
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RESUMO

Objetivou-se realizar a caracterizacao fisica e quimica de sementes e estimar a
divergéncia genética entre sub-amostras de feijao-fava. O material genético constou de
27 sub-amostras, provenientes do Banco Ativo de Germoplasma de Feijao-Fava da
Universidade Federal do Piaui, cultivadas no ano agricola de 2006. As sementes
dessas sub-amostras foram avaliadas com relacao aos seguintes caracteres quimicos:
umidade (8,26 a 11,25 g/100g), cinzas (2,62 a 3,70 g/100q), extrato etéreo (0,16 a 0,93
0/100q), proteina bruta (16,85 a 23,41 g/100g), extrato ndo nitrogenado (62,24 a 70,07
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g/100q), fibra alimentar total (24,21 a 62,42 g/100g), fibra insoluvel (5,65 a 11,88
0/100q), fibra soluvel (15,82 a 53,11 g/100g) e &cido cianidrico (44,49 a 160,63 mg/kg).
Os caracteres fisicos avaliados nas sementes foram: comprimento (9,66 a 18,52 mm),
largura (7,41 a 11,83 mm), espessura (5,33 a 6,90 mm) e massa de 100 sementes
(27,60 a 87,79 g), que possibilitaram a classificacdo quanto a forma (esférica, eliptica e
oblonga/reniforme), perfil (achatado e semi-achatado) e tamanho (pequeno, médio,
normal e grande). A divergéncia genética entre as sub-amostras foi estimada pelo
método de agrupamento de Tocher, com emprego da distancia de Mahalanobis, como
medida de dissimilaridade, formando-se dez grupos. O método de Singh, utilizado para
estimar a contribuicao relativa de cada carater na expressao da divergéncia genética,
indicou que fibra alimentar total (48,62 %) e a fibra soluvel (46,03%) foram os
caracteres que mais contribuiram para a divergéncia total (94,65%) entre as sub-
amostras de feijao-fava avaliadas.

Palavras-chave: Germoplasma, proteina, acido cianidrico, dissimilaridade.

ABSTRACT

This study aimed the physical and chemical characterization of the lima bean
seeds and to evaluated the genetic divergence among samples. In this characterization,
the genetic material consisted of 27 samples, from the "BAG de Feijao-Fava
Universidade Federal do Piaui", cultivated in the 2006 year crop. The seeds of these
samples were evaluated regarding to chemical characters: moisture (8.26 to 11.25
0/100g), ashes (2.62 to 3.70 g/100g), ethereal extract (0.16 to 0.93 ¢/100g), crude
protein (16.85 to 23.41 g/100g), non-nitrogen extract (62.24 to 70.07 ¢g/100g), total
dietary fiber (24.21 to 62.42 g/100gq), insoluble fiber (5.65 to 11.88 g/100g), soluble fiber
(15.82 to 53.11 g/100g) and cyanic acid (44.49 to 160.63 mg / kg). The physical
characters evaluated in the seeds were: length (9.66 to 18.52 mm), width (7.41 to 11.83
mm), thickness (5.33 to 6.90 mm) and weight of 100 seeds (27. 60 to 87.79 g), which
permitted the classification as to form (spherical, elliptical and oblong / reniform), profile
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(flat and semi-flat) and size (small, medium, normal and great). The genetic divergence
among the samples was estimated by the Tocher grouping method, with the
employment of the Mahalanobis distance, as a measure of dissimilarity that formed ten
groups. The Singh method, used to estimate the relative contribution of each character
in the expression of genetic divergence, indicated that the total dietary fiber (48.62%)
and soluble fiber (46.03%) were those who most contributed the total divergence

(94.65%) among the samples of lima beans evaluated.

Key words: Germoplasm, protein, cyanic acid, dissimilarity.

INTRODUCAO

Das 40 espécies do género Phaseolus encontradas nas Américas, somente
cinco sao cultivadas: P. vulgaris (feijao-comum), P. lunatus (feijao-fava), P. coccineus
(feijao-ayocote), P. acutifolius (feijao-tapiri) e P. polyanthus (feijao de toda uma vida)
(DEBOUCK, 1991). Dentre essas, a segunda espécie mais importante é o P. lunatus
(MAQUET et al., 1999).

No Brasil, o feijao-fava é cultivado principalmente na regido Nordeste, com
excecao da Bahia, recebendo varias outras denominagdes populares, como: fava, fava-
belém, feijao-espadinho, feijao-farinha, feijao-figado-de-galinha, feijado-de-lima ou fava-
de-lima. Representa uma fonte potencial de proteina vegetal e de outros compostos
nutricionais em elevados teores, a disposicdo dos apreciadores dessa leguminosa
(VIEIRA, 1992; AZEVEDO et al., 2003).

As caracteristicas relacionadas a qualidade do grao, fisicas, quimicas e
culinarias, sdo importantes para os consumidores de feijao, sendo consideradas como
critérios adicionais de selecdo nos programas de melhoramento (HERRERA et al.,
2002). Em feijao-fava, segundo BRESSANI & ELIAS (1980), a composi¢cao quimica de
graos secos € de 62,9% de carboidratos; 25,0% de proteina; 6,1% de fibras; 3,9% de
cinzas e 2,0% de extrato etéreo. Ja AZEVEDO et al. (2003), em sete cultivares da
mesma espécie, observaram variagao de 64,40 a 73,59% de carboidratos; 17,95 a
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26,70% de proteina bruta; 2,27 a 4,59% de fibra bruta; 3,06 a 4,10% de cinzas e 0,88 a
1,42% de extrato etéreo; e também a presencga de conteudo cianogénico na faixa de
15-25 a 115-150 mg/kg, caracterizando o sabor amargo.

O cultivo do feijao-fava sofre limitagées devido principalmente a maior tradicao
de consumo do feijao-comum (Phaseolus vulgaris L.), o paladar amargo e o tempo de
cocgdo mais longo de seus graos (LYMMAN, 1983; GUIMARAES et al., 2007), além da
auséncia de cultivares no mercado, que atendam as preferéncias de cada regiao.

Em programas de melhoramento, é recomendavel evitar cruzamentos entre
genotipos do mesmo padrao de similaridade, para que a variabilidade ndo seja restrita e
inviabilize os ganhos genéticos a serem obtidos pela selecido (COIMBRA &
CARVALHO, 1998). Segundo CRUZ et al. (2004), o efeito heterédtico pode ser estimado
preditivamente entre gendtipos pela utilizacdo das analises multivariadas, manuseio
simultaneo de varios caracteres ou diretamente na medida de dissimilaridade requerida
para execucdo da andlise. Assim, tomando-se por base estimativas da divergéncia
genética entre gendtipos, é possivel inferir sobre a capacidade especifica de
combinagao e a heterose, antes de se realizar os cruzamentos no campo, com a maior
chance de identificar e recuperar combinacdes mais promissoras nas populacdes
segregantes (OLIVEIRA et al., 2003; ABREU et al., 2004).

Andlise multivariada em estudos sobre divergéncia genética tem sido uma
ferramenta intensivamente utilizada em pesquisas, nas varias culturas, como o quiabo
(MARTINELLO et al., 2001), tomate (KARASAWA et al., 2005) e feijao (COIMBRA &
CARVALHO, 1998, FONSECA & SILVA, 1999; ELIAS et al, 2007). Dentre as
metodologias disponiveis, o uso da distancia generalizada de Mahalanobis (D?), como
medida de dissimilaridade, e 0 método de agrupamento de Tocher tém sido eficientes
na identificagdo da diversidade genética.

A estruturacdo de grupos de divergéncia € fundamental para a escolha de
genitores, sendo que cruzamentos a partir de genétipos reunidos em grupos afastados
sao considerados mais promissores pelo indicativo de serem mais dissimilares (BENIN
et al., 2002).

Assim, objetivou-se realizar a caracterizagdo fisica e quimica de sementes e

estimar a divergéncia genética entre sub-amostras em feijao-fava.
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MATERIAL E METODOS

O material genético constou de 27 sub-amostras de feijao-fava (Phaseolus
lunatus L.), provenientes do Banco Ativo de Germoplasma de Feijao-Fava (BAG de
Feijao-Fava) da Universidade Federal do Piaui (UFPI), cultivados no ano agricola de
2006 (Tabela 1).

As andlises quimicas foram realizadas nos seguintes laboratérios: Controle de
Qualidade Fisico-Quimico, do Nucleo de Estudos, Pesquisas e Processamento de
Alimentos, e Nutricdo Animal, do Departamento de Zootecnia, ambos do Centro de
Ciéncias Agrarias da UFPI; e Quimica, do Departamento de Quimica, do Centro de
Ciéncias da Natureza, da UFPI.

As amostras de 200 g de sementes de cada uma das sub-amostras de feijao-
fava foram trituradas, em um multi-processador elétrico, acondicionadas em sacos
plasticos de polietileno e armazenadas em local seco e fresco, entre 19 a 25°C.
Posteriormente, as amostras foram submetidas as andlises quimicas, conforme
procedimento da AOAC (1995), sendo avaliados o0s seguintes caracteres: teor de
umidade (UMD), determinado por secagem em estufa a 105°C, até a obtengéo de peso
constante; teor de cinza (CZ), determinado pelo método gravimétrico, baseado na perda
de peso do material submetido ao aquecimento a 550°C; extrato etéreo (EE),
quantificado apds extragdo com éter de petrdleo, usando aparelho de Soxhlet; proteina
bruta (PB), determinada pelo método micro-Kjeldahl; extrato ndao nitrogenado (ENN),
calculado por diferenga, de acordo com a expressao: 100 - (umidade + cinzas + extrato
etéreo + proteina bruta); fibora em detergente neutro (FDN) representando a fibra
alimentar total, e fibra em detergente &cido, representando a fibra insolavel,
determinadas segundo metodologia proposta por Van Soest e Wine, descrita por SILVA
(1990); hemicelulose (HEM), representando a fibra soltvel, obtida por diferenca: FDN -
FDA; e é&cido cianidrico (HCN), determinado quantitativamente pelo método
argentomeétrico.

Na caracterizacao fisica das sementes foram avaliados: comprimento (C),
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largura (L) e espessura (E), correspondendo as medidas em milimetros, determinadas
com paquimetro digital, em dez sementes tomadas ao acaso; e a massa de 100
sementes (M100S), referente ao peso, em gramas, de 100 graos tomados ao acaso.
Mediante essa caracterizagdo, as sementes foram classificadas quanto ao tamanho,
segundo Mateo Box, citado por VILHORDO et al. (1996), em: pequena (massa de 100
sementes menor que 30 g), média (31 a 40 g), normal (41 a 59 g), e grande (massa de
100 sementes maior que 60 g). Quanto a forma, a classificagdo das sementes foi
realizada em funcao do indice J, obtido pela relagao entre comprimento e largura (C/L),
em: esférica (1,16 a 1,42 mm), eliptica (1,43 a 1,65 mm) e oblonga/reniforme curta (1,66
a 1,85 mm). A classificagdo quanto ao perfil ocorreu em funcao do indice H, com base
na relacdo espessura/largura (E/L), em: achatada (menor que 0,69 mm) e semi-
achatada (0,70 a 0,79 mm), segundo Puerta Romero, citado por VILHORDO et al.
(1996).

As analises de variancia de cada carater foram realizadas de acordo com o
delineamento inteiramente casualizado, com quatro repeticées. Para comparacao entre
as médias das sub-amostras, utilizou-se o critério de agrupamento de Scott-Knott
(SCOTT & KNOTT, 1974), a 5% de probabilidade.

Na analise multivariada, a divergéncia genética entre as sub-amostras foi
determinada pelo método de agrupamento de Tocher (RAO, 1952), com o emprego da
distdncia generalizada de Mahalanobis, como medida de dissimilaridade. A
identificacdo da importédncia dos caracteres foi feita com base no método de Singh
(SINGH, 1981), complementada pelo método de descarte de varidveis, conforme a
metodologia de GARCIA (1998).

As andlises estatistico-genéticas foram realizadas com auxilio do programa
Genes (CRUZ, 2001).

RESULTADOS E DISCUSSAO
Analise univariada
As sub-amostras de feijao-fava diferiram (P<0,05) com relacdo a todos os
caracteres avaliados (Tabela 2), o que indica a presenca de variabilidade genética e,
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consequientemente, a possibilidade de obtencdo de ganhos genéticos com a selecao
de gendtipos superiores. Quanto aos coeficientes de variacdo experimental (CV), os
valores minimo e maximo observados foram de 2,17% (extrato ndo nitrogenado) e
21,49% (hemicelulose).

A determinacédo do teor de umidade nas sementes apresentou média de 9,68
g/100g, e em todas as sub-amostras foi inferior ou igual a 11 g/100g, média
recomendada pela Secretaria de Agricultura, Irrigacdo e Reforma Agraria (SEAGRI,
2008), para armazenamento de sementes e graos de feijao, a longo prazo. Tais
resultados revelam que as sementes provenientes do BAG de Feijao-Fava da UFPI
encontravam-se devidamente conservadas e, portanto, em condi¢cbes para realizacao
de qualquer andlise. Segundo LUZ (2002), um alto conteudo de umidade pode diminuir
o desempenho fisiolégico das sementes, além de favorecer a atividade de insetos e
fungos que prejudicam o armazenamento de sementes e graos.

Com relagédo ao teor de cinzas, os valores minimo e maximo observados foram de
2,62 g/100g (UFPI-177) e 3,70 g/100g (UFPI-264), respectivamente, com média geral
de 3,21 g/100g. Segundo MADRUGA & ALDRIGUE (2000), as cinzas de um alimento
correspondem ao residuo obtido por incineragao, em temperaturas de 550 a 570°C, e a
sua determinagdo permite a avaliacdo dos minerais presentes nos alimentos. Esses
minerais sdo de grande importancia nas dietas, uma vez que contribuem para o perfeito
equilibrio orgéanico, fazendo parte de praticamente todos os tecidos do corpo humano,
além de desempenhar papel importante em muitos processos metabdlicos.

O conhecimento da fragdo mineral é necessério, porque os teores dos diferentes
componentes desta fragdo variam grandemente, ndo s6 de um alimento para outro,
como também num mesmo alimento. Tal fracdo é composta por ferro, calcio, fosforo,
zinco e cobre, e para cada um destes ha variagdes de porcentagem no alimento
estudado. AZEVEDO et al. (2003) encontraram teores de cinza variando de 3,06% a
4,10%, com médias de caélcio e fésforo de 0,06% e 0,30%, respectivamente, indicando
ser o feijao-fava mais rico em fésforo. As sub-amostras UFPI-264, UFPI-229, UFP|-222
e UFPI-234, que apresentaram os maiores teores de cinza, podem ser bastante
promissoras quanto a presenca de fésforo e calcio.

Quanto ao extrato etéreo, as sub-amostras apresentaram média de 0,50 g/100g,
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minimo de 0,16 e maximo de 0,93 g/100g. Destacaram-se as sub-amostras UFPI-177 e
UFPI-491, com valores de 0,93 e 0,88 ¢g/100g, respectivamente. AZEVEDO et al.
(2003) observaram variagao de 0,88% a 1,42%.

Para o teor de proteina, a média foi de 20,76 ¢g/100g. As sub-amostras se
agruparam em duas classes, sendo que os valores mais baixos variaram entre 16,85 a
19,68 g/100g e os mais altos, entre 20,25 a 23,41 g/100g. Esses resultados indicam a
possibilidade de sele¢cdo de sub-amostras com teores mais elevados de proteina. Os
valores maximo e minimo observados por Azevedo et al. (2003) foi de 17,95 a 26,70%,
e de 21 a 30%, por McLEESTER (1973).

Na determinacdo do extrato n&do nitrogenado, fracdo correspondente aos
carboidratos, observou-se que os valores minimo e maximo foram de 62,24 e 70,07
g/100g, respectivamente, com média de 65,85 g/100g. As sub-amostras UFPI-173
(70,07 g/100g) e UFPI-32 (69,54 g/100g) apresentaram as maiores médias.

As fibras possuem um valor nutricional especifico em funcéo das diferentes
fragcdes encontradas: a fibra insoluvel e a fibra solivel. Conforme a revisao apresentada
por GONCALVES et al. (2007), as fibras insolGveis diminuem o tempo do transito
intestinal, aumentam o volume do bolo fecal, retardam a absorcdo de glicose e a
hidrolise do amido; ja as fibras soluveis, que auxiliam na normalizagdo da microbiota
intestinal, sdo eficientes para tratamento da constipagao intestinal, diminuem o indice
glicémico dos alimentos, aumentam o poder de saciedade de uma refeigcdo e auxiliam
no tratamento do colesterol. Para fragéo de fibra alimentar total, determinada a partir da
fibora em detergente neutro (FDN), observou-se que os valores mais elevados foram
entre 52,62 e 62,42 g/100g, e 0os mais baixos entre 24,26 a 38,18 g/100g. Na fracao
insoluvel, determinada a partir da fibra em detergente acido (FDA), a sub-amostra UFPI-
220 apresentou a maior média, 11,88 @g/100g. As menores médias observadas
situavam-se entre 5,65 a 5,82 g/100g. Na fracao soluvel, hemicelulose, as sub-amostras
com as médias mais altas variaram de 45,77 a 53,11 g/100g, e as mais baixas, de
15,82 a 23,33 g/100g.

As sub-amostras UFPI-264, UFPI-134, UFPI-173, UFPI-220, UFPI-274, UFPI-
237, UFPI-251, UFPI-275, UFPI-282, UFPI-491 e UFPI-228 apresentaram o0s mais
baixos teores de acido cianidrico. Considerando-se esse carater, o interesse dos
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melhoristas é no sentido de selecionar gendtipos com as menores médias, tendo em
vista a sua relagdo com o paladar amargo, caracteristico de algumas variedades do
feijao-fava, que tem de certa forma limitado seu consumo (LYMAN, 1983; AZEVEDO et
al., 2003). Segundo FREHNER et al. (1990), os glicosideos cianogénicos linamarina e
lotaustralina, que conferem o efeito téxico do HCN no feijdo-fava, sdo produzidos na
vagem e sementes, desde os primeiros dias apds a antese, mas somente sob a agao
de choque mecanico ou ferimento ocorre a liberacdo das enzimas responsaveis pela
quebra dos glicosideos (VETTER, 2000).

Para os caracteres fisicos da semente, as médias do comprimento, largura,
espessura e massa de 100 sementes foram de 13,23 mm, 9,27 mm, 5,99 mm e 46,74 g,
respectivamente (Tabela 3). O acesso UFPI-276 apresentou as maiores médias, com
valores de 18,52 mm, 11,83 mm, 6,90 mm e 87,79 g, para esses caracteres. Os mais
baixos valores situaram-se entre 9,66 a 11,31 mm, para o comprimento da semente;
7,41 a 8,02 mm, para a largura da semente; 5,33 a 5,84 mm, quanto a espessura da
semente e para massa de 100 sementes, entre 27,60 a 38,49 g. Os CV's, com
amplitude de 4,56% (espessura das sementes) a 18,01% (massa de 100 sementes),
foram considerados satisfatorios para os descritores utilizados.

Considerando os padrdes de forma, perfil e tamanho das sementes (Tabela 3) e
cor do tegumento (Tabela 1), verifica-se que o feijao-fava apresenta bastante variagao,
constituindo-se numa excelente opgdo de incremento estético de graos, entre as
leguminosas usadas para alimentacao.

Na classificacdo das sementes das sub-amostras, prevaleceu a forma esférica
(18 sub-amostras), perfil achatado (19 sub-amostras) e tamanho normal (10 sub-
amostras). MACKIE (1943) identificou, em P. lunatus, trés grupos de semente segundo
a forma e o tamanho: o Sieva, com sementes médias e achatadas (na ramificacao
Hopi), o Batata, com sementes pequenas e globosas (na ramificacdo Caribe), e 0 Big
lima, sementes grandes e achatadas (na ramificagao Inca), propondo que os grupos de
diversidade formados teriam sido decorrentes da dispersdo vinculada a rota do
comércio. Posteriormente, comprovando a ampla variabilidade das sementes de P.
lunatus, em Cuba, foram encontrados entre 173 sub-amostras, além dos grupos Sieva,

Batata e Big lima, sementes com algumas caracteristicas intermediarias a esses trés
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grupos, capazes de formar novos grupos: o Batata-Sieva e o Sieva-Big lima
(ESQUIVEL, et al., 1990).

Segundo VARGAS et al (2003), as caracteristicas morfolégicas das sementes de
feijdo-fava tém sido um dos principais critérios utilizados para explicar a origem e a
diversidade na espécie, e além disso, sdo 0s principais parametros usados pelos
consumidores durante a escolha do produto na prateleira. Quanto ao feijao-comum,
para o qual existe uma maior definicdo de preferéncia no mercado, as variedades mais
procuradas pelo produtor e atacadista, sdo as que apresentam sementes de formato
eliptico e perfil cheio. O consumidor de feijao-comum tem preferéncia por semente de
tamanho pequeno, massa de 100 sementes entre 20 e 30 gramas, pois cultivares com
valores acima de 30 gramas apresentam problemas de comercializagdo (CHIORATO,
2005).

Analise multivariada

As medidas de dissimilaridade entre os pares de sub-amostras, expressas pela
distancia generalizada de Mahalanobis (D2), indicaram que o valor minimo ocorreu
entre as sub-amostras UFPI-222 e UFPI-278 (D2 = 21,50), as menos divergentes e que

as sub-amostras UFPI-282 e UFPI-491 (D2 = 294,53), foram as mais divergentes
(Tabela 4). O emprego das analises multivariadas, a partir das medidas de
dissimilaridade, aumenta a probabilidade de se recuperar genoétipos superiores nas
geragdes segregantes (CARVALHO et al., 2003), sobretudo quando se realiza o
cruzamento entre individuos de grupos mais afastados, gerados por estas analises
(KARASAWA et al., 2005). De acordo com COIMBRA & CARVALHO (1998), o mais
apropriado € recomendar cruzamentos entre genoétipos divergentes, mas que também
apresentem desempenho superior com relacdo aos principais caracteres de importancia
econdmica, logo, devem-se considerar também os comportamentos per se na escolha
dos genotipos (ABREU et al., 2004).

Na analise do agrupamento das sub-amostras pelo método de Tocher, observou-
se a formacdo de dez grupos (Tabela 5). O grupo 1, com seis sub-amostras, reuniu

duas, que se destacaram quanto ao teor de cinzas (UFPI-222 e UFPI-229); quatro,
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dentre aquelas que apresentaram melhor teor de proteina bruta (UFPI-222, UFPI-229,
UFPI-243 e UFPI-278), em geral com sementes esféricas e semi-achatadas, exceto
UFPI-278 (perfil achatado), prevalecendo o tamanho pequeno em trés sub-amostras
(UFPI-222, UFPI-230 e UFPI-237). Por outro lado, esse grupo também contém cinco
sub-amostras com a segunda maior concentracdo de &cido cianidrico, carater
indesejavel. No grupo 2, contendo sete sub-amostras, prevaleceram aquelas com
caracteres desejaveis, como: alto teor de cinzas (UFPI-234 e UFPI-264), elevado teor
de proteina bruta (UFPI-216, UFPI-234, UFPI-251, UFPI-264, UFPI-275 e UFPI-274),
menores concentracdes de acido cianidrico (UFPI-228, UFPI-251, UFPI-264, UFPI-274
e UFPI-275) e forma eliptica (UFPI-251 e UFPI-275). O grupo 3, quatro sub-amostras,
destacaram-se pelo alto teor de proteina (UFPI-189 e UFPI-468), alto teor de extrato
nao nitrogenado (UFPI-177) e forma eliptica (UFPI-272 e UFPI-468). O grupo 4, duas
sub-amostras, destacou-se pelos altos teores de proteina bruta (UFPI-121 e UFPI-280),
fibra em detergente neutro e hemicelulose (UFPI-121).

Em relacdo ao grupo 5, com duas sub-amostras, verificou-se altos teores de
proteina bruta (UFPI-134) e extrato ndo nitrogenado (UFPI-173), baixo contetudo de
acido cianidrico e sementes de forma eliptica, em ambas; e no grupo 6, com duas sub-
amostras também, observou-se altos teores de extrato etéreo (UFPI-491) e proteina
bruta (UFPI-276 e UFPI-491), baixa concentracdao de acido cianidrico (UFPI-491) e
elevada média de massa de 100 sementes (UFPI-276 e UFPI-491). As sub-amostras
UFPI-32 (grupo 7) e UFPI-271 (grupo 8) apresentaram médias altas para teor de fibra
em detergente neutro e hemicelulose, respectivamente, e sementes achatadas de
tamanho normal. Ja a sub-amostra UFPI-220, grupo 9, apresentou elevado teor de
proteina. No grupo 10, encontra-se a sub-amostra UFPI-282, caracterizada pelos altos
teores de proteina bruta e hemicelulose. Os genoétipos desses dois Ultimos grupos
apresentaram baixa concentracdo de acido cianidrico.

Considerando o desempenho das sub-amostras (Tabelas 2 e 3), as medidas de
dissimilaridade (Tabela 4) e os grupos de sub-amostras estabelecidos pelo método de
Tocher (Tabela 5), verifica-se que os cruzamentos UFPI-491 com UFPI-282, UFPI-121,
UFPI-220 e UFPI-229 constituem boas opcdes para obtencdao de populacoes
segregantes com altos teores de proteina e fibras e baixo conteldo de acido cianidrico.
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RIBEIRO et al. (2005), também utilizando o método de otimizagdo de Tocher,
encontraram eficiéncia na identificacdo de genitores promissores para programas de
hibridacao controlada, com vistas ao desenvolvimento de germoplasma com teores de
proteina e de fibra acima da média. Segundo COIMBRA & CARVALHO (1998), a
distancia generalizada de Mahalanobis, pode ser utilizada para deteccao da diversidade
genética entre genotipos superiores de feijdo, em programas de melhoramento
genético. Porém, deve-se ainda considerar o controle génico, pois a eficiéncia da
predicao esta vinculada a existéncia de efeitos de dominancia nos genes envolvidos na
expressao dos caracteres.

Analisando o local de procedéncia das sub-amostras (Tabela 1), verifica-se que
UFPI-275 e UFPI-274, pertencentes ao grupo 2, sdo provenientes do Estado da
Paraiba, contudo, UFPI-278 e UFPI-276, com a mesma procedéncia, encontram-se nos
grupos 1 e 6, respectivamente. Os genétipos oriundos do Piaui: UFPI-189, UFPI-121,
UFPI-491 e UFPI-32, distribuiram-se, respectivamente, nos grupos 3, 4, 6 € 7. Ja as
sub-amostras UFPI-468, UFPI-280 e UFPI-282, originarias do Maranhao, encontram-se
nos grupos 3, 4 e 10, respectivamente; enquanto UFPI-177 e UFPI-134, oriundos do
Ceara, fazem parte dos grupos 3 e 5. Esses resultados permitem concluir que nao
houve relagdo entre diversidade genética, baseadas nos caracteres fisicos e quimicos
das sementes, e a procedéncia geografica, conforme ja constatado em outros trabalhos
realizados com abdbora (RAMOS et al., 2000), quiabo (MARTNELLO et al., 2001),
feijao-vagem (ABREU et al., 2004) e feijgo-fava (GUIMARAES et al., 2007).

O método de SINGH (1981), utilizado para estimar a contribuigcdo relativa de
cada carater na expressao da divergéncia genética, indicou que fibra insoluvel (48,62%)
e fibra soluvel (46,03%), foram os caracteres que mais contribuiram para a divergéncia
total (94,65%) entre as 27 sub-amostras de feijdo-fava (Tabela 6). A retirada dos
caracteres com mais baixa contribuicdo, espessura da semente, massa de 100
sementes, teor de acido cianidrico, largura da semente, extrato ndo nitrogenado e
extrato etéreo, provocou alteracdo na formacao original dos grupos, logo, mesmo
apresentando baixa contribuicdo, estes caracteres foram importantes no
estabelecimento dos grupos de divergéncia, conforme o método de GARCIA (1998).
ABREU et al. (2004), utilizando a mesma metodologia, em sub-amostras de feijao-
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vagem (P. wulgaris), consideraram oito caracteres sem importancia para divergéncia
genética, devido a nao alteracdo no formato do grupo original, porém, o peso de 100
sementes, de baixa magnitude, foi mantido, pois a sua retirada causou alteragcdo nos
grupos. Segundo COELHO et al. (2007), em trabalhos desenvolvidos com sub-amostras
de feijdo, caracteres relacionados a produtividade, como a massa de 100 sementes,
sdo mais discriminantes em populagdes mais uniformes, contudo, entre gendtipos
crioulos, devido a alta heterogeneidade na producdo, apresentam uma baixa
discriminacdo. FONSECA & SILVA (1999) também apontam a massa de 100 sementes

como um carater importante para efeito de separag¢édo de sub-amostras de feijao.
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Tabela 1 Relacédo das 27 sub-amostras de feijao-fava avaliadas, provenientes do Banco
Ativo de Germoplasma da Universidade Federal do Piaui, segundo local de origem e

cor do tegumento da semente. Teresina, Pl, 2008.

Cédigo do BAG

Local de origem

Cor do tegumento

UFPI-32 Varzea Grande - Pl marrom
UFPI-121 Bom Jesus - PI bege
UFPI-134 Ceasa - CE branco
UFPI-173 origem desconhecida rajado com branco e bege
UFPI-177 Ceasa - CE bege
UFPI-189 Inhuma - PI branco
UFPI-216 Itapiraquan - GO roxo
UFPI-220 Ipamari - GO marrom
UFPI-222 Ipameri - GO roxo
UFPI-228 Porto Firme - MG roxo
UFPI-229 Rio Casca - MG roxo
UFPI-230 Porto Firme - MG roxo
UFPI-234 Coimbra - MG roxo
UFPI-237 Bom Sucesso - MG marrom pintado
UFPI-243 Rio Casca - MG marrom
UFPI-251 Céacere - MT rajado com bege e preto
UFPI-264 Ipanema - MG preto
UFPI-271 Paraguai branco
UFPI-272 origem desconhecida creme
UFPI-274 Cajazeiras - PB branco
UFPI-275 Cajazeiras - PB preto rajado
UFPI-276 Cajazeiras - PB rajado com roxo e branco
UFPI-278 Cajazeiras - PB bege
UFPI-280 Maranhao branco
UFPI-282 Fazenda Santa Fé - MA roxo
UFPI-468 Sao Domingos - MA creme

UFPI-491

Varzea Grande - Pl

creme com hilo diferente
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Tabela 2 Médias' dos teores (g/100g) de umidade (UMD), cinzas (CZ), extrato etéreo

(EE), proteina bruta (PB), extrato ndo nitrogenado (ENN), fibra em detergente neutro
(FDN), fibra em detergente acido (FDA), hemicelulose (HEM) e &cido cianidrico (HCN,

mg/kg) em sementes das 27 sub-amostras de feijao-fava. UFPI, Teresina, PI, 2008.

Sub-amostra UMD  CZ EE PB ENN FDN FDA HEM HCN

UFPI-32 8,94e 3,22d 0,67c 17,84b 69,54a 56,43a 10,42b 46,01a 104,42b
UFPI-121 10,41b 3,05e 0,56c 21,34a 64,89c 54,43a 7,08e 47,35a 87,68b
UFPI-134 10,54b 3,39b 0,55c 22,28a 63,38c 33,42c 5,65f 27,77c 47,22c
UFPI-173 9,48d 3,16d 0,60c 16,85b 70,07a 29,83c 6,50e 23,33d 50,54c
UFPI-177 10,39b 2,629 0,93a 18,55b 68,05b 35,86c 7,37e 28,50c 87,52b
UFPI-189 9,76c 3,03e 0,47d 20,25a 66,33b 45,32b 9,50c 35,82b 92,33b
UFPI-216  8,57f 3,10e 0,54c 20,90a 66,89b 30,27c 8,36d 21,92d 97,08b
UFPI-220 9,81c 3,09e 0,33d 20,67a 65,96b 39,35b 11,88a 27,47c 53,26¢C
UFPI-222 10,06c 3,57a 0,24e 20,66a 65,19c 45,85b 8,81d 37,04b 82,83b
UFPI-228 9,37d 3,12e 0,63c 19,52b 67,32b 33,13c 10,31b 22,83d 75,38¢c
UFPI-229 10,79b 3,63a 0,41d 22,98a 62,24c 38,18c 8,59d 29,59c 83,76b
UFPI-230 10,37b 3,16d 0,76b 18,63b 67,18b 40,89b 8,42d 32,46b 117,38b
UFPI-234  8,52f 3,54a 0,59c 21,32a 66,12b 40,57b 10,53b 30,04c 96,64b
UFPI-237 9,80c 3,44b 0,71c 19,68b 66,58b 24,26c 8,44d 15,82d 62,59¢c
UFPI-243 11,25a 3,15d 0,37d 21,57a 63,58c 41,75b 8,33d 33,43b 84,30b
UFPI-251  9,03e 3,46b 0,34d 20,56a 66,32b 42,10b 8,59d 33,51b 64,60c
UFPI-264 9,42d 3,70a 0,21e 22,27a 64,34c 43,57b 8,36d 35,21b 44,49c
UFPI-271 10,61b 3,40b 0,38d 21,63a 64,00c 52,62a 6,85e 45,77a 160,63a
UFPI-272  9,79c 2,689 0,47d 19,20b 67,83b 46,52b 9,51c 37,02b 88,96b
UFPI-274 10,16c 3,25d 0,45d 21,26a 64,77c 40,54b 8,54d 32,00b 58,00c
UFPI-275 8,26f 3,48b 0,62c 21,84a 65,68c 29,98c 8,45d 21,53d 66,02c
UFPI-276  9,09e 3,29c 0,32d 22,65a 64,52c 46,88b 6,64e 40,24b 116,68b
UFPI-278 9,86c 3,49b 0,43d 21,86a 64,11c 27,95c 9,42c 18,53d 98,22b
UFPI-280 9,34d 3,06e 0,46d 20,82a 66,49b 26,60c 5,82f 20,79d 100,94b
UFPI-282 9,66c 2,85f 0,41d 21,14a 65,59c 62,42a 9,31c 53,11a 66,58¢c
UFPI-468 9,04e 3,14d 0,16e 23,41a 63,94c 31,08c 9,91b 21,17d 102,01b
UFPI-491  9,13e 3,34c 0,88a 20,77a 66,46b 35,55¢c 8,39d 27,15c 71,88c
Média Geral 9,68 3,21 0,50 20,76 65,85 39,82 8,52 31,31 83,77

CV % 283 8,13 2026 650 217 16,67 8,27 21,49 19,90

'Médias seguidas pela mesma letra, em cada coluna, pertencem a uma mesma classe,

de acordo com o teste de Scott-Knott (P<0,05).
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Tabela 3 Médias! dos caracteres fisicos (mm) comprimento (C), largura (L) e
espessura (E) das sementes e massa de 100 sementes (M100S) em g; e classificacao
das sementes quanto a forma, perfil e tamanho, em sementes das 27 sub-amostras de
feijao-fava. UFPI, Teresina, Pl, 2008.

Sub-amostra C L E M100S Forma Perfil Tamanho
UFPI-32 15,80b 10,30b 5,97¢ 54,00b ELP AC
UFPI-121 10,90e 8,88d 6,29b 38,49d ESF SAC
UFPI-134 14,00c 9,72¢c 5,45d 47 .84c ELP AC
UFPI-173 15,40b 9,88¢c 6,06¢C 56,81b ELP AC
UFPI-177 13,70c 9,87c 5,94c¢ 45,82¢ ESF AC
UFPI-189 14,10c 10,50b 6,39b 60,25b ESF AC
FPI-216 12,00d 8,58d 5,45d 34,29d ESF AC
UFPI-220 9,66e 7,48e 5,94c¢ 28,01d ESF SAC
UFPI-222 9,94e 7,68e 5,95¢ 29,41d ESF SAC
UFPI-228 11,10e 8,02e 5,42d 30,94d ESF SAC
UFPI-229 10,50e 8,16e 5,95¢ 33,11d ESF SAC
UFPI-230 10,50e 7.,42e 5,58d 27,60d ESF SAC
UFPI-234 11,31e 8,21e 5,84d 34,47d ESF SAC
UFPI-237 10,60e 7,77e 5,61d 28,51d ESF SAC
UFPI-243 10,50e 7,94e 5,99¢ 30,69d ESF SAC
UFPI-251 12,50d 8,62d 5,33d 35,48d ELP AC
UFPI-264 12,40d 8,71d 5,37d 34,71d ESF AC
UFPI-271 13,40c 9,51¢c 5,91c 48,92¢ ESF AC
UFPI-272 15,50b 10,00b 6,21c 57,99b ELP AC
UFPI-274 15,70b 10,30b 6,12¢c 61,14b ESF AC
UFPI-275 14,90b 10,20b 6,10c 63,52b ELP AC
UFPI-276 18,50a 11,80a 6,91a 87,79a ELP AC
UFPI-278 12,20d 9,25¢c 6,31b 47 .40c ESF AC
UFPI-280 14,00c 10,10b 6,47b 56,46b ESF AC
UFPI-282 14,50c 10,30b 6,53b 55,57b ESF AC
UFPI-468 14,70b 10,10b 6,47b 47.71¢c ELP AC
UFPI-491 18,10a 10,60b 6,31b 85,17a ORC AC

Médias 13,23 9,27 5,99 46,74
CV% 7,68 5,96 4,56 18,01

OHZZ2Z2Z2000Z2Z2Z2 002002022222

"Médias seguidas pela mesma letra, em cada coluna, pertencem a uma mesma classe,
de acordo com o teste de Scott-Knott (P<0,05). Forma (ESF: esférica, ELP: eliptica,
ORC: oblonga/reniforme curta); Perfil (AC: achatada, SAC: semi-achatada); Tamanho

(P: pequeno, M: médio, N: normal e G: grande)
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Tabela 4 Medidas de dissimilaridade entre 27 sub-amostras do feijao-fava com base na distancia generalizada de Mahalanobis.
Teresina, PI, 2008.

Sub-amostra 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
UFPI-32=1 171,63 156,46 99,01 138,65 82,32 66,63 163,96 165,12 89,61 226,20 129,61 95,13 160,34
UFPI-121=2 99,72 121,04 63,92 59,80 112,44 103,10 87,78 125,27 76,48 77,73 160,50 104,07
UFPI-134=3 56,32 119,75 114,83 90,14 178,28 106,09 119,84 90,11 97,66 149,21 72,60
UFPI-173=4 121,16 119,71 50,97 164,50 133,74 106,30 141,06 109,69 119,02 73,43
UFPI-177=5 46,11 105,80 150,97 183,24 112,97 205,40 98,48 224,80 171,20
UFPI-189=6 68,00 80,65 93,78 53,24 139,77 66,24 105,97 110,06
UFPI-216=7 99,02 100,04 39,43 144,29 73,50 49,20 63,27
UFPI-220=8 54,30 38,23 100,50 58,75 75,33 65,50
UFPI-222=9 60,50 34,22 38,24 51,01 24,74
UFPI-228=10 134,18 35,52 49,68 54,39
UFPI-229=11 82,55 108,48 42,02
UFPI-230=12 86,93 49,81
UFPI-234=13 48,86
UFPI-237=14
UFPI-243=15
UFPI-251=16
UFPI-264=17
UFPI-271=18
UFPI-272=19
UFPI-274=20
UFPI-275=21
UFPI-276=22
UFPI-278=23
UFPI-280=24
UFPI-282=25
UFPI-468=26
UFPI-469 =27

Continuagao...
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Tabela 4 Medidas de dissimilaridade entre 27 sub-amostras do feijdo-fava com base na distancia generalizada de Mahalanobis.
Teresina, Pl, 2008. (Continuagao)

Sub-amostra 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27

UFPI-32=1 207,66 63,96 107,62 129,88 67,92 66,04 114,14 92,58 162,11 147,93 106,29 63,73 137,64
UFPI-121=2 33,54 153,45 144,15 62,73 108,90 86,71 217,28 137,23 95,87 55,51 134,24 96,70 241,81
UFPI-134=3 95,98 74,88 56,92 71,05 147,06 39,52 125,17 98,13 108,04 76,92 198,60 12522 126,67
UFPI-173=4 138,79 67,81 69,05 117,86 100,35 52,79 108,54 71,87 136,54 59,51 203,96 102,00 69,66
UFPI-177=5 101,75 165,72 213,82 109,82 44,43 79,54 220,18 14597 161,83 75,10 79,64 96,54 248,85
UFPI-189=6 92,12 93,47 137,90 84,14 58,74 4526 112,29 106,56 65,57 70,27 4517 41,01 202,21
UFPI-216=7 136,63 33,54 69,96 111,37 77,91 53,33 53,79 80,54 87,89 59,18 133,17 43,33 102,49
UFPI-220=8 70,20 106,69 133,28 178,94 125,19 95,82 151,89 227,35 65,13 157,29 129,36 84,68 230,86
UFPI-222=9 56,72 69,12 68,62 97,90 187,40 78,56 112,99 178,44 21,50 124,94 170,96 97,80 211,06
UFPI-228=10 104,56 35,74 92,21 141,22 86,35 50,02 69,62 160,60 60,20 124,53 87,97 57,52 168,89
UFPI-229=11 40,43 129,83 79,65 82,44 226,18 102,06 189,29 182,26 50,39 120,12 264,87 135,51 210,40
UFPI-230=12 43,10 71,64 112,05 73,82 99,09 56,56 131,40 156,84 54,21 108,79 116,88 87,35 188,83
UFPI-234=13 155,21 36,74 54,78 144,86 170,20 88,58 47,20 137,55 51,40 134,31 182,46 63,91 140,71
UFPI-237=14 71,93 52,41 46,97 115,62 174,04 68,39 88,46 158,64 33,98 93,42 212,69 96,07 149,51

UFPI-243=15 147,65 136,49 76,15 131,07 80,18 228,65 186,68 76,18 107,12 165,78 116,82 237,26
UFPI-251=16 28,16 123,11 123,99 40,25 37,86 111,55 81,46 123,53 137,09 72,26 112,62
UFPI-264=17 115,564 180,30 57,35 80,58 115,69 90,97 124,98 220,37 101,22 108,27
UFPI-271=18 130,18 69,85 179,47 78,83 94,92 75,03 177,54 104,33 173,38
UFPI-272=19 57,73 179,37 103,31 178,77 110,80 66,12 68,02 150,32
UFPI-274=20 80,30 66,28 73,22 77,13 87,47 47,52 96,35
UFPI-275=21 108,01 83,57 126,99 174,62 86,75 115,79
UFPI-276=22 150,43 60,68 182,16 81,57 62,18
UFPI-278=23 93,42 163,09 69,00 201,36
UFPI-280=24 174,81 70,87 145,83
UFPI-282=25 83,26 294,53
UFPI-468=26 153,56

UFPI-469=27




73

Tabela 5 Grupos de sub-amostras de feijdo-fava estabelecidos pelo método de
Tocher, com base na dissimilaridade expressa pela distdncia generalizada de
Mahalanobis. Teresina, PI, 2008.

Grupo Sub-amostra
1 UFPI-222, UFPI-278, UFPI-237, UFPI-229, UFPI-230, UFPI-243

2 UFPI-251, UFPI-264, UFPI-234, UFPI-216, UFPI-228, UFPI-275, UFPI-274
3 UFPI-189, UFPI-468, UFPI-272, UFPI-177

4 UFPI-121, UFPI-280

5 UFPI-173, UFPI-134
6
7
8
9

UFPI-276, UFPI-491
UFPI-32
UFPI-271
UFPI-220
10 UFPI-282
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Tabela 6 Contribuicdo relativa dos caracteres fisicos e quimicos para a divergéncia
genética entre as 27 sub-amostras de feijao-fava, pelo método proposto por SINGH
(1981). Teresina, PI, 2008.

Carater Valor (%) Valor acumulado (%)
Fibra insoluvel 48,62 48,62
Fibra solavel 46,03 94,65
Fibra alimentar total 2,96 97,61
Comprimento da semente 0,48 98,09
Cinzas 0,45 98,54
Umidade 0,41 98,95
Proteina bruta 0,23 99,18
Extrato etéreo 0,19 99,37
Extrato n&ao nitrogenado 0,17 99,54
Largura da semente 0,14 99,68
Acido cianidrico 0,12 99,80
Massa de 100 sementes 0,12 99,92

Espessura da semente 0,08 100,00




5. CAPITULO II

Diversidade genética entre isolados nativos de rizobios noduladores do feijao-
fava (Phaseolus lunatus L.)

Genetic diversity among isolates native of rhizobia nodulated of Lima bean
(Phaseolus lunatus L.)
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RESUMO

Objetivou-se caracterizar a diversidade genética entre rizébios nativos
noduladores do feijao-fava em solos do Estado do Piaui. Os gendétipos do feijao-
fava, UFPI-468 (Boca de Moca) e UFPI-491 (Fava Miuda), foram usados como
planta isca de rizobio, em amostras de solos coletadas nos distritos de Nova
Esperanca (07977°10”S e 93°51°58"W) e Santa Rita (07°71'49”S e 93°60°08"W), do
municipio de Agua Branca, Pl, que funcionaram como fonte de inéculo. No
isolamento, utilizou-se nodulos coletados aos 45 dias apdés a emergéncia das

plantulas, periodo que apresentou os maiores valores para 0 numero e a biomassa
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dos nbdulos. Foram identificados 79 isolados que a partir da caracterizacao
morfolégica e fisiol6gica reuniram-se em sete grupos de divergéncia pelo método de
Tocher e em cinco grupos pelo método UPGMA, com concordancia na alocagao dos
isolados entre os métodos. Entre os grupos, identificou-se isolados dos géneros
Bradyrhizobium, Mesorhizobium e Rhizobium.

Palavras-chave: divergéncia fenotipica, fixacao bioldgica de N, nodulagao.

ABSTRACT

The genetic diversity among native rhizobia nodulated of Lima bean in soil
the State of Piaui was characterized and evaluated. The genotypes lima bean, UFPI-
468 (Boca de Moca) and UFPI-491 (Fava Miuda), were used as bait to rhizobium
plant, with samples of soil collected in the districts of Nova Esperanca (07°77°10”S e
93°51’58"W) and Santa Rita (07°71’49"S e 93°60°08"W), in Agua Branca county,
State of Piaui who worked as a source of inoculum. For isolation, the nodules were
collected at 45 days after the emergence of seedlings, a period that showed higher
figures for the number of nodules and biomass. In total 79 isolates were obtained that
characterization of morphological and physiological gathered in groups of divergence
by the methods of Tocher (seven groups) and UPGMA (five groups) agreement with
the allocation of strains. It could be observed that the among groups, there were
strains of the genera Bradryhizobium, Mesorhizobium and Rhizobium.

Key words: phenotypic divergence, biological N fixation, nodulation

INTRODUCAO

Dentre os sistemas biolégicos envolvendo plantas e microrganismos, a
simbiose rizébio-leguminosa é a de maior expressao econdmica (Franco et al.,
2002), trazendo beneficios para a sustentabilidade agricola, devido ao processo de
fixacao biolégica do No (FBN) (Xavier et al., 2006). Durante o processo, as bactérias
comumente conhecidas por rizébios quebram a tripla ligagdo do N, atmosférico,
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através do complexo enzimatico conhecido por nitrogenase (Hungria & Aradujo,
1994), liberando NHj3; para assimilacdo pela planta. Em troca, a planta fornece
fotossintatos para a bactéria, mantendo-se um equilibrio biolégico. Embora a FBN
apresente gastos energéticos para a planta, em comparacdo com o uso de adubos
nitrogenados, o processo apresenta vantagens tanto para a planta e o ambiente
quanto para o produtor.

Dentre as leguminosas cultivadas no mundo, as espécies do género
Phaseolus (P. vulgaris, P. lunatus, P. coccineus, P. accutifolius, P. polianthus) tém
grande importancia e apresentam a capacidade de realizar a FBN. No Brasil, os
estudos sobre FBN nesse género tém enfocado principalmente o P. wulgaris,
havendo estirpes de rizobio recomendadas para uso comercial. Para o P. lunatus
nao ha isolados ou estirpes selecionadas para a inoculagao, devido, principalmente,
a inexisténcia de trabalhos com isolamento, caracterizacao e selecdo das bactérias
nativas capazes de nodular esta espécie.

Os trabalhos sobre isolamento, caracterizagao e selecao de rizébios buscam
entender suas relacdoes ecoldgicas e evolutivas, visando encontrar isolados que
apresentem eficiéncia simbidtica e tolerancia aos fatores bidticos e abidticos
(Straliotto & Rumjanek, 1999). Esses estudos tém revelado alto grau de diversidade
nas populagbes destas bactérias nos solos, devido as diferentes caracteristicas
morfoldgica, fisioldgica, genética, bioquimica e filogenética (Silva et al., 2007).

Atualmente, as ferramentas da biologia molecular vém sendo utilizadas para
estudos da diversidade das bactérias nativas do solo. Entretanto, os métodos
classicos para caracterizacdo dos rizébios, através das variaveis morfologicas,
fisiologicas e bioquimicas, sao bastante Uteis e necessarios para estudos iniciais e
complementares da diversidade destes microrganismos. Além disso, o uso de
técnicas biométricas e processos preditivos, como as analises multivariadas,
auxiliam no entendimento da diversidade, por considerarem simultaneamente essas
diferencas morfolégicas, fisioldégicas, agronémicas e bioquimicas (Cruz et al., 2004).

Varios estudos ja foram realizados visando a avaliacdo da diversidade
genética de rizébios noduladores de leguminosas herbaceas (Aguilar et al., 2001;
Fernandes et al., 2003; Freitas et al., 2007) e arbéreas (Lammel et al., 2007; Vargas
et al., 2007). Entretanto, no Brasil, existe caréncia de estudos sobre a diversidade de
isolados de rizébios noduladores do feijao-fava. Neste sentido objetivou-se



78

caracterizar a diversidade genética entre rizobios nativos noduladores do feijao-fava
em solos do Estado do Piaui.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo do Departamento de
Fitotecnia do Centro de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal do Piaui (UFPI),
Campus da Socopo, em Teresina, Pl, no periodo de 24 de marco a 06 de junho de
2007.

As sub-amostras de feijao-fava utilizadas foram UFPI-491 (Boca de Moca) e
UFPI-468 (Fava Miuda), oriundas do Banco Ativo de Germoplasma de Feijao-Fava
(BAG de Feijao-Fava) da UFPI. Esses gendtipos foram selecionados por serem
bastante cultivados nos Estados do Piaui e Maranhdo, e segundo os dados de
procedéncia, UFPI-491, originario do municipio de Varzea Grande, Pl, apresenta
sementes com tegumento creme e médias de comprimento e largura de 17,53 e
18,18 mm, respectivamente, enquanto UFPI-468 é originario do municipio de Sao
Domingos, MA, com sementes de tegumento creme e médias de comprimento e
largura de 11,77 e 9,26 mm, respectivamente.

Os gendtipos foram cultivados em sacos plasticos, contendo 5 kg de solo,
Latossolo Argissolo, coletado na profundidade de 0,0 a 0,2 m, em areas que
apresentavam histérico de mais de um ano de cultivo do feijao-fava. As areas
selecionadas localizam-se nos distritos de Nova Esperanca (07°77°’10°S e
93951’58"W) e Santa Rita (07271°49”S e 93°60°08"W), no municipio de Agua Branca,
Pl, cujas andlises quimicas e fisicas foram realizadas no Laboratério de Solos da
Embrapa Meio-Norte (Tabelas 1 e 2). Utilizou-se o delineamento inteiramente ao
acaso, no arranjo fatorial 2 (tipo de solo) x 2 (genétipo) x 3 (periodo de avaliagédo),
com quatro repeticdes.

Na semeadura, foram colocadas quatro sementes por saco e, apos 15 dias da
emergéncia, foi realizado o desbaste, deixando-se uma planta por saco. A adubacéao
mineral isenta de N, foi aplicada no plantio, conforme as recomendagdes técnicas
para a cultura (Vieira, 1992). Os sacos foram irrigados diariamente, para manter a
umidade do solo préxima a capacidade de campo (método gravimétrico).
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A capacidade de nodulacdo foi avaliada aos 30, 45 e 60 dias apds a
emergéncia das plantulas, a partir do numero, biomassa e tamanho dos nddulos e
massa seca da parte aérea. Tais avaliagbes foram realizadas em cada planta,
individualmente, apds separar a parte aérea do sistema radicular, na altura no colo.
A determinacdo da massa seca da parte aérea ocorreu em estufa a 60°C. Para
determinacdo do numero e biomassa dos noédulos, procedeu-se a lavagem do
sistema radicular. O tamanho dos nédulos foi calculado a partir da relacdo entre a
massa Umida e o numero dos nédulos. Os dez nddulos maiores e viaveis foram
reservados para dessecar em tubos de ensaio, com silica gel e uma fina camada de
algodao e vedados com tampa de rosca.

O isolamento e a caracterizacdo morfoldgica, fisiolégica e bioquimica dos
isolados foram realizados no Laboratério de Biologia do Solo da Empresa
Pernambucana de Pesquisa Agropecuaria (IPA), segundo a metodologia proposta
por Hungria (1994). Os nodulos utilizados nessas etapas foram coletados aos 45
dias apos a emergéncia das plantulas, periodo em que se observaram os maiores
valores para o niumero e biomassa dos nodulos.

O isolamento foi efetuado em placas de Petri contendo meio de cultura LMA,
pH 6,8, acrescido de indicador vermelho congo e incubados a 28°C, por periodo
necessario para se evidenciar o crescimento das colbnias (Vincent, 1970). As
caracteristicas morfolégicas observadas foram: forma da colénia (FC: R - redonda, E
- elipsoide), elevacao (EL: C - convexa, A - achatada) e cor (CC: BL - branca/leitosa,
T - transparente).

As caracteristicas fisioldégicas foram avaliadas em isolados crescidos em meio
de azul de bromotimol observando-se: tempo de crescimento (TC: R - rapido, 1 a 3
dias, | - intermediario, 4 a 5 dias); formacéao de acidos e alcalis (FAA: AC - acida, AL
- alcalina), formacao de muco (FM: A - ausente, P - presente); volume do muco (VM:
UM - muito, M - médio, P - pouco e S - seco) (Melloni, 2006); elasticidade do muco
(EM: P - presenca de fio, A - auséncia de fio) e producdo de bolhas (PB: P -
presente, A - ausente). Em todos os isolados foram efetuados teste de Gram e estes
apresentaram coloragéo résea (Gram -: negativo).

As comparacoes de medias foram realizadas pelo teste de Tukey, a 5% de

probabilidade.
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Na analise da divergéncia genética entre os isolados, a moda dos dados
referentes as caracteristicas morfoldgicas e fisiolégicas, sem repeticao, foi utilizada
para obtencdo da matriz de dissimilaridade, que posteriormente foi submetida as
técnicas de analises multivariadas: método de Tocher e método hierarquico UPGMA
(Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean). O corte no dendrograma
gerado pelo método UPGMA foi efetuado no ponto em que se observou a mudanca
brusca de nivel, conforme a recomendacao de Cruz et al. (2004). Essas analises e a
construcdo do dendrograma foram realizadas com auxilio do programa GENES
(Cruz, 2001).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Nodulacao

O efeito do periodo de avaliacdo (30, 45 e 60 dias) dos nodulos foi
significativo (P<0,01) para todos os caracteres (Tabelas 3 e 4). A biomassa e o
namero dos nddulos avaliados aos 45 dias foram mais que o dobro dos avaliados
aos 30 dias, porém nao se observou diferenca significativa entre 45 e 60 dias. Xavier
et al. (2006) observaram diferencas significativas entre amostras de Latossolo
Amarelo, oriundas da regido Nordeste do Brasil, para o nimero e a biomassa de
nédulos, usando como planta-isca o feijao-caupi. Informagdes relacionadas ao
numero e massa de nodulos séo critérios freqlientemente utilizados pela RELARE
(Rede de laboratérios para recomendacao, padronizacao e difusdo de tecnologia de
inoculantes microbioldgicos de interesse agricola) para avaliacdo da eficiéncia na
simbiose entre rizobios e leguminosas.

Quanto ao tamanho dos ndédulos, os menores e 0s maiores foram
observados, respectivamente, nas avaliagdes aos 30 e 60 dias, sendo que aos 45
dias, os nodulos nao diferiram dos demais. Com relacdo a massa seca da parte
aérea, verificou-se que a quantidade obtida foi diretamente proporcional ao tempo
para avaliacdo, portanto, aos 60 dias de emergéncia, que corresponde ao inicio do
florescimento dos genétipos de feijdo-fava usados como planta-isca, estimou-se a
maior média. A matéria seca também pode ser utilizada como critério de avaliacao

da eficiéncia de uma estirpe. Zilli et al. (2006) indicaram estirpes com potencial como
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inoculantes a partir da producao de matéria seca da parte aérea e do acumulo de N.
Os resultados da producédo de matéria seca da parte aérea dos genoétipos UFPI-491
e UFPI-468 revelaram que a populagao nativa de rizobios presente nas amostras de
solo nos distritos de Nova Esperanca e Santa Rita tem potencial para o isolamento
de estirpes eficientes e, sobretudo competitivas.

A interagao entre solos e gendtipos foi significativa para o nimero de nédulos.
O gendtipo UFPI-491 destacou-se tanto nas amostras de solo de Nova Esperanca
quanto de Santa Rita, contudo a maior quantidade de nédulos do referido gendtipo
foi contabilizada nas amostras de Nova Esperanca. Essa maior nodulacédo
apresentada pelo genétipo UFPI-491, que segundo os dados de procedéncia
apresenta maior tamanho de semente, esta de acordo com os resultados obtidos por
Dobert & Blevins (1993), que estimou correlacdo positiva entre o tamanho da
semente, a massa e o numero de nédulos produzidos, em cinco variedades de feijao

de lima.

Isolamento

No cultivo dos gendtipos de P. lunatus, em solos de Santa Rita e Nova
Esperanca foram obtidos 79 isolados puros com diferentes caracteristicas
fenotipicas das colénias bacterianas (Tabelas 5 e 6). As caracteristicas
morfolégicas, em geral, apresentaram pequena variacao, para a forma das col6nias,
entre os isolados. Todos os isolados apresentaram formato arredondado, exceto o
ISO-SRB02 e o0 ISO-SRM13 com formato elipsoéide, oriundos do solo de Santa Rita.
Os isolados obtidos, tanto do solo de Santa Rita quanto de Nova Esperanca,
apresentaram colbnias dos tipos convexa (21 e 46 isolados, respectivamente) e
achatada (seis isolados em cada tipo de solo). Entretanto, no genétipo UFPI-491,
todos os isolados apresentaram colénias com elevacado do tipo convexa. A maioria
dos isolados apresentaram col6nias com cor branca e aspecto leitoso, enquanto que
apenas nove isolados apresentaram colbnias transparentes. Segundo Jordan
(1984), as coloragdes encontradas nas coldnias de rizébios podem ser branca,
amarela ou résea, sendo incomum encontrar rizébios formando colénias de cor
amarela ou rosada (Hungria, 1994), embora alguns estudos encontraram isolados

com col6nias de coloracao amarela (Soares et al., 2006; Santos et al., 2007).
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A observacao dos resultados indica que ha uma diversidade morfolégica entre
rizobios nativos noduladores de feijdo-fava nos solos do Piaui. Diversidade
morfolégica entre outros grupos de rizdbios também foi verificada por Silva et al.
(2007) e Martins et al. (1997a) para isolados obtidos em solo de Pernambuco e Mato
Grosso do Sul, respectivamente.

Os isolados oriundos do solo de Nova Esperanca e Santa Rita apresentaram
crescimento rapido (31 e 10 isolados, respectivamente) e intermediario (21 e 17
isolados, respectivamente). Os padrdes de crescimento observados indicam que 0s
isolados podem estar mais adaptados as condi¢coes edafoclimaticas da regido, uma
vez que o crescimento rapido e intermediario favorece maior capacidade de
sobrevivéncia no solo, se comparada aos isolados de crescimento lento (Medeiros et
al., 2007).

Em relacdo a producao de &cido e alcali, observou-se, nos isolados oriundos
do solo de Nova Esperanca, a prevaléncia de reacao acida (38 isolados). Por outro
lado, os isolados oriundos do solo de Santa Rita apresentaram reacao alcalina (16
isolados) e acida (11 isolados). A presenca de isolados de crescimento intermediario
e com producao de alcali, caracteristicas que distinguem o género Bradyrhizobium
(Vargas et al., 2007), sugere que este género realiza simbiose com P. lunatus.
Resultados semelhantes foram observados por Ormeno-Orrillo et al. (2006), em
isolados obtidos em nédulos de feijao-fava cultivado em solos do Peru, nos quais o
género Bradyrhizobium foi o simbionte predominante. As bactérias do género
Bradyrhizobium sao capazes de formar simbiose com inUmeras espécies, tais como
Phaseolus vulgaris (Parker, 2002), Glycine max (Hungria, 1993), Vigna unguiculata
(Zilli et al., 2006), e Arachis hypogaea (Gerin et al., 1996).

Seguindo a classificacao proposta por Melloni (2006), a maioria dos isolados
apresentou col6nias com elevada producédo de muco (49 isolados). Entretanto, foram
encontrados isolados com col6nias de moderada (19 isolados), baixa (10 isolados) e
sem (1) producao de muco. A producao de muco (exopolissacarideo), encontrada na
maioria dos isolados, € uma caracteristica importante relacionada com o processo
inicial de infeccdo nas raizes (Freitas et al.,, 2007). Desta forma, isolados que
apresentam essa caracteristica tem maior vantagem competitiva na infeccao,

colonizagao e formacéao de nédulos.
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O método de agrupamento de Tocher possibilitou formar sete grupos distintos,
baseados nas caracteristicas morfolégicas e fisiolégicas das colénias (Tabela 7). A
maioria dos isolados (62 isolados) foram reunidos no grupo 1, predominantemente
oriundos do solo de Nova Esperanca. Entretanto, para se obter mais informacdes a
respeito da seletividade dos isolados, conforme o solo e o genétipo, realizou-se um
novo agrupamento com os isolados presentes no grupo 1. Desta forma, foram
formados quinze subgrupos de divergéncia a partir do reagrupamento, encontrando-
se subgrupos compostos por isolados seletivos para os solos (subgrupos 01 e 02),
genotipos (subgrupos 04 e 06) e ambos (subgrupos 08, 09, 10, 11, 12, 13, 14 e 15).
Assim, embora que os solos nao apresentem grandes diferencas quanto a
composicao quimica e localizacdo geografica, as caracteristicas fenotipicas
observadas pelos isolados aludem que estes passaram por diferente presséo
ambiental seletiva, pelo fato de que apenas seis subgrupos (02, 03, 04, 05, 06 e 07)
apresentaram isolados dos solos de Nova Esperanca e Santa Rita.

O grupo 2 foi formado por isolados oriundos dos solos de Nova Esperanca e
Santa Rita, noduladores do genétipo UFPI-491. Os isolados desse grupo
caracterizam-se por apresentar colénias de formato arredondado, cor transparente,
ou branca, aspecto leitoso, elevacdo convexa, com crescimento rapido ou
intermediario, reacdo acida no meio, baixo volume de muco com formagéo de fio e
bolhas. Ja o grupo 3 foi formado predominante por isolados noduladores do genétipo
UFPI-468, que apresentaram col6nias de formato arredondado, elevacao convexa,
cor transparente, crescimento rapido, com reacao alcalina, médio volume de muco
com auséncia de fio e formacao de bolhas.

A divergéncia observada entre os isolados dos grupos 2 e 3 indicam
seletividade dos isolados em relacdo aos gendtipos utilizados. Segundo Hartwig
(1998), além das condicoes edafoclimaticas, as caracteristicas genotipicas do
macrossimbionte influenciam na especificidade simbidtica. Alguns trabalhos, no
Brasil, tém mostrado variabilidade quanto a nodulacao, por estirpes de rizébios, em
genotipos de soja (Bohrer & Hungria, 1998), feijao-comum (Franco et al., 2002) e
feijao-caupi (Xavier et al., 2006).

No grupo 4 foram reunidos os isolados que apresentaram col6nias de formato
arredondado, com elevagdo convexa ou achatada, cor branca, aspecto leitoso,
crescimento intermediario, reacdo acida e média producdo de muco. Os isolados
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ISO-SRM20, ISO-NEB20 e ISO-NEBO01 destacaram-se dos demais formando grupos
unitarios. O ISO-SRM20 apresentou colénia de formato arredondado, achatada, cor
branca, aspecto leitoso, crescimento intermediario, reagdo alcalina e elevada
producdo de muco (grupo 5); ISO-NEB20 com colénia de formato arredondado,
elevacao cdncava, cor transparente, crescimento rapido, reacdo acida e elevada
producéo de muco com presenca de fios (grupo 6) e ISO-NEBO1 por possuir colénia
de formato arredondado, elevacao céncava, cor branca, aspecto leitoso, crescimento
intermediario, reacao acida e sem producao de muco (colbnia seca) (grupo 7).

Segundo a classificacdo proposta por Wang et al. (2008), as caracteristicas
apresentadas pelos isolados dos grupos formados identificam espécies dos géneros
Bradyrhizobium (grupo 1 e subgrupos 03, 04, 06, 09; grupo 5), Mesorhizobium
(grupo 1 e subgrupos 01, 02, 03, 04, 06, 07, 10, 11, 12, 13, 14; grupo 2, 3,4, e 7) e
Rhizobium (grupo 1 e subgrupos 01, 02, 05 e 14; grupo 2 e 6), indicando que o P.
lunatus apresenta simbiose com uma ampla faixa de rizébios. Segundo Santos et al.
(2007), em geral, as leguminosas tropicais sdo capazes de formar ndédulos com
ampla faixa de rizébios.

A observacdo do dendrograma a 64,06% de similaridade, evidenciou-se a
formacao de cinco grupos (Figura 1), com caracteristicas semelhantes aos grupos
obtidos pelo método de Tocher, obedecendo, em geral, a mesma a relagdo de
similaridade entre os isolados. O UPGMA é bastante utilizado no estudo de
diversidade com caracteristicas fenotipicas, por ser uma ferramenta mais restritiva
que o método de Tocher (Fernandes et al., 2003; Freitas et al., 2007; Silva et al.,
2007). Houve a formagédo de 42 perfis fenotipicos baseados nas caracteristicas
analisadas e este numero foi inferior ao total de isolados observados, sugerindo a
presenca de duplicidade entre os isolados. Desta forma, ha necessidade de estudos
futuros para se obter uma classificacdo mais detalhada desses isolados, utilizando-
se ferramentas de biologia molecular. Segundo Martins et al. (1997b), a
caracterizagcao morfologica e fisiologica das espécies bacterianas pertencentes a
familia Rhizobiaceae permitiu uma analise prévia da diversidade, possibilitando a
identificagdo e agrupamento que normalmente costuma estar relacionado com os

estudos a nivel de DNA.
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Tabela 1 Caracterizacao quimica dos solos de Nova Esperanca e Santa Rita,

municipio de Agua Branca, Pl, usados como fonte de inoculo em feijao-fava.

Teresina, PI, 2008.

Distrito pH MO P K Ca Mg H + Al
(H:0) (gdm?®) (mgdm™) (cmole dm™)
Nova Esperanca 6,45 58,63 67,40 1,40 6,73 7,26 1,75
Santa Rita 7,20 24,98 95,90 1,80 4,61 2,91 0,89

MO: matéria organica.
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Tabela 2 Caracterizacéo fisica dos solos de Nova Esperanca e Santa Rita, municipio
de Agua Branca, PI, usados como fonte de inoculo em feijdo-fava. Teresina, PI,
2008.

Distrito Granulometria (%) Classificacao textural
Areia fina Areia grossa Silte Argila
Nova Esperanca 16,95 26,50 30,95 25,60 Franco

Santa Rita 43,45 31,30 15,65 9,60 Franco Arenoso
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Tabela 3 Estimativas dos quadrados médios obtidos nas analises de variancia dos
caracteres: biomassa (BN), nimero (NN) e tamanho dos nédulos (TN) e massa seca

da parte aérea (MS), avaliados em feijao -fava. Teresina, Pl, 2008.

Fontes de Variagcdo GL Quadrados Médios
BN NN TN MS

Solos (S) 1 0,00 2133,33 19.10° 28,34
Gendtipos (G) 1 0,12 936,33 1.10°® 2,89
Periodo (P) 2 22,13* 174044,33* 63.10°°* 182,68*
S*G 1 3,06 81840,08**  7,33E-0007 3,43
S*P 2 1,00 14259,08 1.10° 6,26
G*P 1 3,86 33417,58 10.10°® 11,86
Residuo 38 1,44 15610,63 8.10° 9,74

* Significativo a 5% de probabilidade pelo teste F.
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Tabela 4 Médias' dos caracteres: biomassa (BN), nimero (NN), tamanho dos
nddulos (TN) e massa seca da parte aérea (MS), avaliados em feijao-fava aos 30, 45
e 60 dias apds a emergéncia. Teresina, Pl, 2008.

Tempo (dias) Caracteres avaliados
BN NN TN MS
30 1,03b 188,87b 0,005b 11,52¢
45 2,40a 371,12a 0,007ab 15,29b
60 3,37a 367,87a 0,009a 18,26a

"Médias seguidas pela mesma letra, em cada coluna, ndo diferem entre si pelo
teste de de Tukey (P<0,05).
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Tabela 5 Caracteristicas morfolégicas e fisioldgicas dos isolados de rizébios

noduladores de feijdo-fava, oriundos do solo de Santa Rita, municipio de Agua

Branca, PI.
Caracteristicas
Isolados Morfologicas' Fisiolégicas®

G1 FC EL CC TC FAA FM VM EM PB
ISO-SRBO01 R C BL I Ac P MU A P
ISO-SRB02 E C BL I Ac P MU A P
ISO-SRBO03 R C T I Ac P MU P P
ISO-SRB04 R C T I Ac P MU P P

G2 FC EL CcC TC FAA FM VM EM PB
ISO-SRMO01 R C BL I Al P P A P
ISO-SRM02 R C T I Al P MU A P
ISO-SRMO03 R C BL I Al P M A P
ISO-SRM04 R C T I Al P M A P
ISO-SRM05 R C BL R Ac P MU P P
ISO-SRMO06 R C BL I Ac P MU A P
ISO-SRMO07 R C BL I Al P MU A P
ISO-SRM08 R C BL I Al P M A P
ISO-SRM09 R C BL I Al P MU A P
ISO-SRM10 R C BL R Al P P A P
ISO-SRM11 R A BL R Ac P MU A P
ISO-SRM12 R A BL R Ac P MU A P
ISO-SRM13 E C BL I Ac P MU A P
ISO-SRM14 R A BL I Ac P M A A
ISO-SRM15 R A BL R Al P MU A P
ISO-SRM16 R C BL R Al P MU A A
ISO-SRM17 R C BL R Al P M A P
ISO-SRM18 R C BL R Al P M A P
ISO-SRM19 R C BL I Al P M A P
ISO-SRM20 R A BL I Al P MU A A
ISO-SRM21 R C BL R Al P M A P
ISO-SRM22 R A BL R Al P M A P
ISO-SRM23 R C BL I Ac P M A A

TMorfolégicas: FC - forma da coldnia (R: redondas, E: elipséide), EL - elevagdo da
colénia (C: convexa, A: achatada) e CC - cor (BL: Branca/leitosa, T: transparente).

2Fisioldgicas: TC - tempo de crescimento (R: rapido, |: intermediario), FAA -
formagéo de acido e élcalis (Ac: acida, Al: alcalina), FM - formagéo de muco (A:
ausente, P: presente), VM - volume do muco (S: seca, P: pouco, M: médio e MU:
muito), EM - elasticidade do muco (P: presenca de fio, A: auséncia de fio), PB -
producédo de bolhas (A: ausente, P: presente).
G1 - Isolados de rizdbios noduladores dos gendtipos do feijao-fava UFPI-491 (Boca
de Moca); G2- isolados de rizébios noduladores dos gendétipos do feijao-fava UFPI-

468 (Fava Miuda).
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Tabela 6 Caracteristicas morfologicas e fisioldégicas dos isolados de rizdbios,
oriundos do solo de Nova Esperanca, municipio de Agua Branca, Pl noduladores de

feijao-fava.
Caracteristicas
Isolados Morfoldgicas' Fisiolégicas®

G1 FC EL CC TC FAA FM VM EM PB
ISO-NEBO1 R C BL I Ac A S 0 P
ISO-NEB0O2 R C BL R Ac P MU A A
ISO-NEB0O3 R C T R Ac P P P A
ISO-NEB04 R C T R Ac P MU P P
ISO-NEBO5 R C BL R Ac P M A P
ISO-NEBO6 R C BL I Ac P MU A P
ISO-NEBO7 R C BL R Ac P MU A P
ISO-NEB08 R C BL I Al P M A P
ISO-NEB09 R C BL I Ac P M P P
ISO-NEB10 R C BL R Ac P MU P P
ISO-NEB11 R C BL R Ac P M A P
ISO-NEB12 R C BL I Al P MU A P
ISO-NEB13 R C BL R Al P P P P
ISO-NEB14 R C BL R Ac P MU A P
ISO-NEB15 R C BL R Al P MU A P
ISO-NEB16 R C BL R Ac P P P P
ISO-NEB17 R C BL R Ac P MU A A
ISO-NEB18 R C BL R Ac P MU A P
ISO-NEB19 R C BL I Ac P MU A P
ISO-NEB20 R C T R Ac P MU P A
ISO-NEB21 R C T R Ac P M P P
ISO-NEB22 R C BL I Al P MU A P
ISO-NEB23 R C BL I Al P P P P
ISO-NEB24 R C T R Al P P A P
ISO-NEB25 R C BL R Ac P P A P
ISO-NEB26 R C BL R Ac P P A P
ISO-NEB27 R C BL R Ac P MU A P

G2 FC EL CC TC FAA FM VM EM PB
ISO-NEM0O1 R C BL I Al P MU A P
ISO-NEM02 R C BL I Ac P MU A P
ISO-NEM03 R C BL I Ac P M A P
ISO-NEM04 R C BL I Al P MU A P
ISO-NEM0O5 R C BL R Ac P M A P
ISO-NEM0O6 R A BL R Ac P MU A P
ISO-NEM0O7 R C BL I Al P MU A P
ISO-NEM08 R A BL R Ac P MU A P
ISO-NEM09 R C BL R Ac P MU A P
ISO-NEM10 R A BL R Ac P MU A P

Continuagéo...
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Tabela 6 Caracteristicas morfoldgicas e fisioldgicas dos isolados de rizdbios,

oriundos do solo de Nova Esperanca, municipio de Agua Branca, Pl noduladores de

feijao-fava (Continuacao).

G2 FC EL CC TC FAA FM VM M PB
ISO-NEM11 R C BL R Ac P MU A P
ISO-NEM12 R C BL R Ac P MU A P
ISO-NEM13 R C BL R Al P MU A P
ISO-NEM14 R C BL R Al P P A P
ISO-NEM15 R C BL R Ac P MU A P
ISO-NEM16 R A BL I Ac P MU A A
ISO-NEM17 R A BL I Ac P MU A P
ISO-NEM18 R C BL I Ac P MU A A
ISO-NEM19 R C BL R Al P M A P
ISO-NEM20 R C BL I Al P M A P
ISO-NEM21 R C BL I Ac P MU A A
ISO-NEM22 R C BL I Ac P MU A A
ISO-NEM23 R C BL R Ac P MU A P
ISO-NEM24 R A BL I Ac P MU A A
ISO-NEM25 R C BL I Ac P UM A P

1Morfolégicas forma (R: redondas, E: elipséide), elevacéo (C: convexa, A: achatada)
e cor (BL: Branca/leitosa, T: transparente); 2Fisioldgicas: tempo de crescimento (R:

rapido, I:

intermediario), formacdo de acido e alcalis (Ac: &cida, Al: alcalina),

formacao de muco (A: ausente, P: presente), volume do muco (S: seca, P: pouco,
M: médio e MU: muito), elasticidade do muco (P: presenca de fio, A: auséncia de
fio), producdo de bolhas (A: ausente, P: presente); G1 - Isolados de rizdbios
noduladores dos gendétipos do feijao-fava UFPI-491 (Boca de Moca); G2- isolados

de rizébios noduladores dos gendbtipos do feijao-fava UFPI-468 (Fava Miuda).
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Tabela 7 Grupos e subgrupos de isolados noduladores do feijao-fava, estabelecidos

pelo método de Tocher, com base na matriz de dissimilaridade das caracteristicas

morfoldgicas e fisioldgicas.

Grupo  Sub-grupo Isolados N®°
1 1 ISO-NEB02, ISO-NEB17, ISO-NEM18, ISO-NEM21, 62
ISO-NEM22, I1SO-NEB14, ISO-NEB27, ISO-NEM11,
ISO-NEM12
2 ISO-NEBO05, ISO-NEB11, ISO-NEMO05, ISO-NEBO07,
ISO-NEB18, ISO-SRM06, ISO-NEM15, ISO-NEB25
3 ISO-NEB06, ISO-NEB19, ISO-NEMO02, ISO-NEMO09,
ISO-NEM23, ISO-NEM25, ISO-NEB12, ISO-NEB22,
ISO-SRMO07, ISO-NEMO1, ISO-NEMO04, ISO-NEMO7,
ISO-NEM13, ISO-SRB01
4 ISO-NEB08, ISO-SRMO03, ISO-SRM17, ISO-SRM18,
ISO-SRM21, ISO-NEM19, ISO-NEM20, ISO-SRMO01,
ISO-NEM14
5 ISO-NEB10, ISO-SRM05
6 ISO-NEB15, ISO-SRMO09, ISO-SRM08, ISO-SRM19,
ISO-SRM10
7 ISO-SRM11, ISO-SRM12, ISO-NEM10, ISO-NEM17,
ISO-SRM15
8 ISO-NEM16, ISO-NEM24
9 ISO-NEMO06, ISO-NEMO08
10 ISO-SRB02
11 ISO-NEMO03
12 ISO-SRM02
13 ISO-SRM16
14 ISO-NEB26
15 ISO-SRM13
2 ISO-NEB04, ISO-NEB21, ISO-SRB04, ISO-SRB03, 9
ISO-NEB09, ISO-NEB16, ISO-NEB03, ISO-NEB13,
ISO-NEB23
3 ISO-NEB24, ISO-SRM04, ISO-SRM22 3
4 ISO-SRM14, ISO-SRM23 2
5 ISO-SRM20 1
6 ISO-NEB20 1
7 ISO-NEBO1 1
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1SO-NEM23
1SO-NEM25
ISO-NEBOG
ISO-NEMO2
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ISO-NEB192
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ISO-NEM15
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FIGURA 1 Dendrograma da similaridade genética entre 79 isolados, obtido por
UPGMA, com base na matriz de dissimilaridade dos dados morfolégicos e
fisioldgicos.




6. CONCLUSOES GERAIS

As sub-amostras de feijao-fava do Banco Ativo de Germoplasma da UFPI
avaliadas apresentam expressiva divergéncia genética para os caracteres fisicos e
quimicos da semente.

As distancias de Mahalanobis e o método de agrupamento de Tocher
possibilitam a discriminacdo de sub-amostras divergentes com relacdo a caracteres
fisicos e quimicos de semente de feijao-fava.

Os caracteres fibra insoluvel e fibra soluvel sdo os que mais contribuem para
a divergéncia total entre as sub-amostras de feijao-fava.

O tempo de avaliacdo da biomassa e numero de ndédulos é um fator
importante na nodulagéo do feijao-fava.

Os isolados de rizdbio noduladores de fava encontrados nos solos do Estado
do Piaui apresentam grande variabilidade morfolégica e fisioldégica, com a
identificacdo de, pelo menos, quatro grupos de diversidade, pertencentes aos
géneros Rhizobium, Bradyrhizobium e Mesorhizobium.



