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RESUMO

Um total de 112 gendtipos provenientes do Banco Ativo de Feijao (BAF) do Centro de
Ciéncias Agroveterinarias (CAV) foi analisado, com o objetivo de caracterizar a diversidade
protéica do feijdo em relagdo ao perfil total das proteinas de reserva (SDS-PAGE) e quanto ao
centro de origem (tipos de faseolina), teor de proteina total e soltvel e morfologia da semente.
A partir desta caracterizacdo selecionou-se 34 gendtipos para avaliagdes do contetdo de
nutrientes nos graos: célcio, magnésio, ferro, fosforo total, fitato, zinco, potéssio, proteina
total e sollvel, em duas safras 2005/2006 e 2006/2007. As avaliacbes bioquimicas e
morfoldgicas da semente indicaram que 0s 112 gendtipos de feijao em sua maioria coletados
em Santa Catarina foram provenientes de dois centros de origem: Mesoamericano e Andino.
O tipo de faseolina “S” foi o mais encontrado (58%) e foi representado por sementes
pequenas; o tipo de faseolina “T” representou 38,3% dos gendtipos do banco e caracterizou-se
por sementes grandes. O peso de 100 sementes associado ao tipo de faseolina foram as
caracteristicas que melhor separaram o0s centros de origem. Através da andlise de
correspondéncia realizada para o perfil total das proteinas de reserva dos grédos observou uma
grande diversidade de proteinas, e estas foram associadas a determinados grupos de gendtipos
de acordo com suas frequéncias. Observou-se uma baixa associagdo das faseolinas em todos
0s grupos e alta relagdo com grupos de proteinas de baixo peso molecular (14-26 KDa) e
médio a alto peso molecular (55-184 KDa). Para o teor de nutrientes nos graos, observaram-se
genotipos que se destacaram em determinadas concentracbes de nutriente nos gréos, por
exemplo, o BAF 36 alto teor de ferro (161,68 mg.kg™), BAF 108 destacou-se com altos teores
de ferro, zinco, proteina total e fésforo: 124 mg.kg™, 68 mg.kg™, 246,09 g.kg™ e 5,34 g.kg™,
respectivamente, e apresentou baixos teores de fitato (4,3 g.kg™), o que enfatiza o uso destes
genotipos para consumo. A ampla diversidade constatada nos gendtipos do BAF pode ser
usada como suporte para futuros estudos, como incorporagdo de genotipos em programas de
melhoramento e metabolismo bioquimico e fisioldgico para entender os mecanismos
envolvidos no acimulo destes nutrientes nos graos. Esta diversidade encontrada no trabalho é
importante e deve ser preservada junto ao agricultor.

Palavras chave: Feijdo. Proteinas. Fosforo. Micronutrientes.



ABSTRACT

A collection of 112 common bean genotypes from Banco Ativo de Feijao (BAF) from
Centro de Ciéncias Agroveterinarias (CAV) were analyzed with the objective of characterize
the proteic diversity of the common bean in relation to the profile of total storage proteins
(SDS-PAGE), as well as the center of origin (phaseolin types), total and soluble content
protein and morphology of the seed. From this characterization were selected 34 genotypes
for evaluations of the content of the nutrients in the grains: calcium, magnesium, iron, total
phosphorus, phytate, zinc, potassium, total and soluble protein, in two growthing seasons
(2005/2006 and 2006/2007). The biochemical and morphological evaluation of the seed
indicated that the 112 genotypes of common bean, mostly collected in Santa Catarina, were
derived from two centers of origin: Mesoamerican and Andean. The phaseolin type "S" was
the most found (58%), represented by small seeds, and the phaseolin type "T" showed 38.3%
of the genotypes of the bank and were characterized like large seeds. The 100 seeds weight
associated with the type phaseolin were the characteristics that best separated the centers of
origin. Through the analysis of correspondence performed to profile of total storage proteins
of grains, was observed a great diversity of proteins, and these were associated with certain
groups of genotypes according to their frequencies. There was a low phaseolin association to
the all groups, and a high association with groups of low weight molecular proteins (14-26
KDa) and medium to high molecular weight (55-184 KDa). In relation to the nutrients content
of the grains, was observed genotypes that were highlighted in determined concentrations of
nutrient in the grains. The BAF 36 presented high iron content (161.68 mg.kg™), and the BAF
108 with high contents of iron, zinc, protein and total phosphorus (124 mg.kg™, 68 mg.kg?,
246.09 g.kg™ and 5.34 g.kg™ respectively), and showed low content of phytate (4.3 g.kg™),
which emphasizes the use of these genotypes for the consumption. The large diversity
evidenced in the genotypes from this BAF can be used in future studies of incorporation in
breeding programs, biochemical and physiological metabolism, and the knowledge of the
mechanisms involved in the accumulation of these nutrients in the grain. The diversity
encountered in this study is important and has to be preserved close to the agriculturist.

Keywords: Bean. Proteins. Phosphorus. Micronutrients.



LISTA DE TABELAS

Tabela 01 - Classificagio do formato da semente baseada na relacdo entre

comprimento/espessura (COTICIENTE J).....cccoovvviireee e 29

Tabela 02 - Classificagdo do grau de achatamento da semente baseado na relagéo

largura/espessura (COETICIENTE H)......c.ooiiiiiiiicc e 29

Tabela 03 - Identificacdo, origem da colegéo, tipo de faseolina, peso de 100 sementes,
proteina total e soltvel dos 112 gendtipos da safra 2005/06 do BAF, UDESC,
LA, .t 40

Tabela 04 - Importancia relativa dos caracteres analisados com base na divergéncia genética
(D?) para os 112 genétipos de feijio da safra 2005/06, BAF, UDESC, Lages...43

Tabela 05 - Agrupamento para os 112 geno6tipos de feijdo baseado no peso de 100 sementes,
classes comerciais, tipo de faseolina, coeficiente de J e H, na safra 2005/06 do
BAF, UDESC, LAJES.....ccuiieiiiiiiiitie ettt ettt ettt st s e 44

Tabela 06 - Morfologia da semente dos 112 genoétipos de feijédo e sua relagdo com o grupo
Andino e Mesoamericano, da safra 2005/06 do BAF, UDESC, Lages.............. 46

Tabela 07 - Teor de ferro, zinco (mg.kg™) e calcio, magnésio e potassio (g.kg™) em gréos de
feijdo na safra (1) 2005/06 e safra (2) 2006/07, referente a 34 gendtipos do BAF,
UDESC, LAJES. ...c ettt ettt ettt sttt et sb e st e e e bbb n e e 55

Tabela 08 - Teor de fésforo, fitato, proteina total e proteina solivel (g.kg™) em gréos de
feijdo na safra (1) 2005/06 e safra (2) 2006/07, referente a 34 gendtipos do BAF,
UDESC, LAJES. ...c ettt ettt ettt sttt st st e e sb e et e be e e e 56



Tabela 09 - Importancia relativa dos caracteres analisados com base na divergéncia genética
(D?) para 34 genotipos de feijao, nas safras 1 (2005/06) e 2 (2006/07), do BAF,
UDESC, LAJES. ...c et etteeiiee ettt ettt sttt ettt st et n e nb e ebbe e s e 57

Tabela 10 - Agrupamento com padrdes de comportamento similares pelo método de Tocher,
com base em 9 caracteristicas avaliadas em 34 gendétipos de feijao referente a
safra 1 (2005/06) e 2 (2006/07), utilizando-se a distancia generalizada de
Mahalanobis (D), do BAF, UDESC, LAGES..........cooewveeeeeereeseeesereeseeeesees e 57



LISTA DE FIGURAS

Figura 01 - Classificacdo quanto aos tipos comerciais: manteigdo (1), branco (2), mulatinho
(3), preto (4), colorido (5), amarelo (6), vermelho (7) e carioca (8)................... 30

Figura 02 - Gel de poliacrilamida SDS-PAGE (10 ug de proteina, 15%), corado com nitrato
de prata, onde PM= padréo de peso molecular (45-200 KDa), contendo o perfil
representativo dos tipos de faseolina (S, T, H, B, C) em alguns gendtipos (Bafs:
113,116,117,118,119,61,115,57,110,28 e 48), UDESC, Lages.........ccecvrrvrrurrnee. 39

Figura 03 - Percentual das classes comerciais (amarelo, manteigdo, mulatinho, colorido,
vermelho, preto, carioca e branco) nos grupos Andino e Mesoamericano, da
safra 2005/06 do BAF, UDESC, LaQES......coceeurririeeienieeeene e etie e see e ens 46

Figura 04 - Diversidade de cor e tamanho de gendtipos representativos do banco ativo de
feijdo (BAF), com seus agrupamentos (A, B, C, D, E, F, G, H, I, J e K), da safra
2005/06, UDESC, LAGES.....cieereiieeiiearieatiesieesieeneesseseesseesaeeseesseeseesneesseensessesssenns 47

Figura 05 - Gel de poliacrilamida SDS-PAGE, com 20 ug de proteina, numa concentracdo de
15%, mostrando o perfil das proteinas de reserva de genotipos de feijdo (BAFs:
113, 117, 81, 85, 38, 67, 34, 77, 83 e 09), onde a coluna P = padréo de peso
molecular (6,5 a 200 KDa), da safra 2005/06, BAF, UDESC, Lages................. 48

Figura 06 - Relacdo entre os eixos (dimensdes) 1 e 2 da analise de correspondéncia (AC),
baseado as faixas representativas dos pesos moleculares do perfil total das
proteinas de reserva dos grdos de 112 gendtipos da safra 2005/06 do BAF,
UDESC, LAJES. ...c ettt sttt ettt ettt b st e n e sb e ebbe e s e 50



SUMARIO

LINTRODUGAO. ...ttt 15
2 REFERENCIAL TEORICO.......ooieeeceteeeeeeee et 18
2.1 DIVERSIDADE GENETICA DA CULTURA DO FEIJAO.........ccoooeveeeeeeeeeeeeesnen., 18
2.1.1 Bancos de germOPIaSIMIEA. .......ccueiuiiieiiiiciie et 18
2.1.2 Marcadores morfol0gicos € DIOQUIMICOS.........ccoiiiiriiiieie e 19
2.2 ORIGEM E EVOLUCAQO DO FEIJAO......c.oeieeieieeeeeeeeeeeeeeeveeees s 21
2.3 DIVERSIDADE QUANTO AOS TEORES DE NUTRIENTES NOS GRAOS............... 23
2.4 IMPORTANCIA ECONOMICA E SOCIAL ....oovveeeveeeceeeee st 25
3MATERIAL E METODOS........ooiieceeeeeeieeee e eeeee e an e 27
3.1 MATERIAL VEGETAL. ...t eeee e 27
3.2 AVALIACOES MORFOLOGICAS DA SEMENTE.........c.coooiumeeeeeeeeeeeeee e ee s 28
3.3EXTRACAO E QUANTIFICACAO DAS PROTEINAS DE RESERVA DOS

GRADS. ...ttt sttt 30
3.4 ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA DESNATURANTE (SDS-

PAGE). ...ttt ettt 31
3.5 COLORACAOQ DOS GEIS COM NITRATO DE PRATA.....c..coevoeeereeeeeeeeeeeeeerenon. 31
3.6 COLORACAO DOS GEIS COM COMASSIE BRILLIANT BLUE R 250..................... 32

3.7 ANALISE DOS RESULTADOS DA ELETROFORESE EM GEL DE
POLIACRILAMIDA DESNATURANTE (SDS-PAGE)........ccccoiiiiiiiieiine e 32



3.8 DETERMINAGCAO DOS NUTRIENTES NOS GRAOS........cccvviiiieieeseriereeeeess e, 32

3.8.1 Teor de proteina total dOS Gra0S.........ccureriiirerieiee et e 33
3.8.2 TOr de POLASSIO (K)...eveieeeiie ettt ettt e 34
3.8.3 Teores de calcio (Ca) € MAGNESIO (IMQ).....evrueriereriire et e e e 34
3.8.4 Teores de ferro (Fe) @ ZINCO (ZN)...uiiiiiiieiiice e 35
3.8.5 Teor de fOSFOro tOtal..........cceveiiiieie e 35
3.8.6 Teor de ACIAO FIHICO. .. ..uiiieieiiie ettt e 35
3.9 ANALISE ESTATISTICA ..ottt 36
4 RESULTADOS E DISCUSSAOQ.......c.oiiiiriiiieieisiiesiee s 38
4.1 CENTRO DE ORIGEM DO FEIJOEIRO........coiiiiiiiie s 38
4.2 DIVERSIDADE PARA O PERFIL TOTAL DAS PROTEINAS DE RESERVA............ 47
4.3 DIVERSIDADE DE NUTRIENTES NOS GRAOS DE FEIJAO........ccccvviverrresirnnen. 51
5 CONCLUSOES. ..ottt st s 58
6 PERSPECTIVAS E APLICAC@ES .................................................................................. 59
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS.......o oot 60

ANEXOS e 70



15

1 INTRODUCAO

O feijdo comum (Phaseolus vulgaris L.) é uma das culturas mais difundidas no
mundo, representando metade dos grdos de leguminosas consumidos, sendo uma das
principais fontes calorico-protéicas para cerca de 800 milhGes de pessoas, predominando em
regides menos desenvolvidas do mundo como paises da América Latina e Africa
(BROUGHTON et al., 2003). Neste contexto, o Brasil representa a maior producdo de feijao,
com aproximadamente trés milhdes de toneladas por ano e um consumo de 17,5
kg/habitante/ano (WANDER, 2007).

Vaérios estudos bioquimicos baseados em andlise eletroforética de proteinas de
sementes levaram a identificacdo de diversos tipos de proteinas. Segundo Osborn (1988), as
maiores fracOes de proteinas em feijdo sdo as lectinas, arcelinas e faseolinas. As arcelinas
segundo literatura estdo intimamente associadas a resisténcia a insetos de armazenamento
(brucideos), e séo principalmente encontradas em feijoes selvagens (OSBORN et al., 1986).
J4, as lectinas, apesar de suas propriedades fitohemaglutininas, a maioria de suas fungdes é
desconhecida, mas acredita-se que tenham ligagdo com mecanismos de defesa da planta
contra o ataque de fungos (SILVA & SILVA, 1976).

As faseolinas representam a maior fragdo protéica de reserva do feijao (MA & BLISS,
1978), e baseando-se no perfil dos tipos de faseolina se determina o centro de origem do
feijoeiro (GEPTS et al., 1986).

Dados recentes confirmam que o feijdo € origindrio de multiplos centros de
domesticacdo no continente Americano. Evidéncias arqueoldgicas, morfoldgicas, bioquimicas
e moleculares sugerem dois centros de origem de feijdo comum, o centro Andino e
Mesoamericano, no qual sdo confirmados através de marcadores morfolégicos da semente
(DE LA CRUZ et al., 2005; GEPTS et al., 1986), marcadores morfolégicos da planta e da
semente (SINGH et al., 1991a) marcadores de isoenzimas (SANTALLA et al., 2004;
KOENIG & GEPTS, 1989) marcadores bioquimicos, através do padrdo de faseolina
(SOLANO, 2005; MACIEL et al., 1999; PEREIRA & SOUZA, 1992; GEPTS et al., 1986);
marcadores moleculares através de RFLP (CHACON et al., 2005); AFLP (MACIEL et al.,
2003), RAPD (BEEBE et al., 2000b), ISSR (DE LA CRUZ et al., 2005).
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Os dois centros primarios localizados na América Central apresentam cultivares que
exibem predominantemente faseolina “S”, sementes pequenas (<25 g/100 sementes) e dos
Andes, cultivares com predominancia do tipo de faseolina “T”, sementes grandes (>40 g/100
sementes) (SINGH et al., 1991a). Particularmente, a expressdo do fenétipo da faseolina ndo é
influenciada pelo ambiente (BROWN et al., 1981). Além disso, a herdabilidade da faseolina
em sementes pode alcancar valores de 0,8 — 0,9 (VAN SCHOONHOVEN & VOYSEST,
1991) por isso o marcador de faseolina é uma ferramenta com potencial para ser utilizado em
trabalhos de diversidade genética e fluxo génico em feijées domesticados e selvagens.

Além da relacdo do tipo de faseolina “T”” com o centro de origem Andino, é citado na
literatura que os maiores teores de metionina estdo no centro Andino. Este resultado indica a
possibilidade de encontrar gendtipos com maior teores de amino&cidos sulfurados, o qual €
um amino&cido essencial na dieta humana e naturalmente encontrado em baixa concentracdo
em feijdo (GEPTS et al., 1988). Assim a caracterizagdo, e o conhecimento da diversidade
genética das proteinas de reserva do feijdo, podem fornecer informagdes importantes para
identificacdo de gen6tipos que contenham proteinas de interesse tanto agronémico, quanto
nutricional.

O feijdo representa um excelente alimento, fornecendo proteinas, carboidratos, ferro,
célcio, magnésio, zinco, fibras e vitaminas essenciais a dieta humana (BROUGHTON et al.,
2003; SGARBIERI, 1989). Apesar de apresentar altos teores de proteina, o feijao possui um
baixo valor nutritivo quando utilizado como Unica fonte protéica, entretanto, quando
combinado com cereais como o arroz e o milho, forma uma mistura nutritiva. O feijéo é pobre
em aminodcidos sulfurados, e rico em lisina, enquanto que o arroz, por exemplo, é pobre em
lisina e relativamente rico em aminoécidos sulfurados (BROUGHTON et al., 2003; SATHE,
2002; VAN SCHOONHOVEN & VOYSEST, 1991; SGARBIERI, 1989).

Devido a necessidade da melhoria da qualidade nutricional de gréos de feijao, o qual é
base na alimentacdo humana, principalmente para a populagdo de baixa renda, tem-se a
necessidade de determinacdo da composicdo quimica destes graos e suas inter-relagdes com
antinutrientes. Segundo a literatura os teores de nutrientes apresentam variacdes de acordo
com o genotipo e o local de cultivo (MORAGHAN & GRAFTON, 2001; BEEBE et al.,
2000b). Estes teores por sua vez sao pouco estudados em bancos de germoplasmas, bem com
os teores de aminoacidos, mesmo quando se consideram as cultivares comerciais de feijdo que
séo recomendadas para semeadura no Brasil (RIBEIRO et al., 2007).

Apesar da deficiéncia de informacdes dos germoplasmas, o Brasil detém a maior
diversidade vegetal do mundo, e os estados de Santa Catarina, Parand e Rio Grande do Sul
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destacam-se pelo grande nimero de variedades crioulas (GUERRA et al., 1998). Portanto,
esta diversidade deve ser explorada, caracterizada e utilizada como um bem publico,
garantindo beneficios globais (GEPTS, 2006).

Juntamente com a ampla diversidade vegetal encontrada no Brasil, observa-se que
Santa Catarina possui uma estrutura fundiéria baseada em minifundios, e esta caracteristica
associada a fatores sdcio-econdmicos permitiu a manutengcdo dos genotipos crioulos até os
dias atuais, indicando uma grande biodiversidade. Estes gendtipos vém sendo mantidos por
geracOes de agricultores, sendo fonte de alimento e renda, constituindo um patrimonio
genético que merece ser estudado e conservado em bancos de germoplasma (GUERRA et al.,
1998).

A utilizacdo destes recursos genéticos nas pesquisas pode contribuir no incremento da
qualidade nutricional das sementes, baseado na melhoria dos teores de nutrientes nos gréos, e
ainda fornece base para novas pesquisas em nivel de metabolismo bioquimico associado ao
acumulo de nutrientes nos grdos para consumo e constituir uma forma de incentivo aos
agricultores com objetivo de agregar valor ao produto, em fungéo da venda por preferéncia de
cor e altos teores de nutrientes (CONAFE, 2005). Este trabalho de mestrado teve como
objetivo caracterizar a biodiversidade quanto ao perfil das proteinas de reserva e sua relagéo
com 0s teores de nutrientes nos grdos de gendtipos de feijdo do Banco Ativo de Feijdo do
CAV-UDESC.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 DIVERSIDADE GENETICA DA CULTURA DO FEIJAO

2.1.1 Bancos de germoplasma

O desenvolvimento tecnoldgico avancado das culturas, através do uso de variedades
melhoradas e substituicdo das variedades crioulas, de ampla variabilidade genética, levam a
perda de genotipos que possuam genes Uteis para 0 melhoramento, tais como os relacionados
a producéo, qualidade tecnoldgica e nutricional de gréos, resisténcia a doencas ou tolerancia a
estresses bidticos e abidticos, assim constitui-se em fonte potencial para uma agricultura que
busca sustentabilidade (CONNER & MERCER, 2007; CONAFE, 2005). O Brasil €
considerado o pais com maior diversidade vegetal do mundo, embora esta seja amplamente
desconhecida (GUERRA et al., 1998).

A importancia da biodiversidade tornou-se uma preocupag¢do mundial, no sentido de
promover a conservacao das mais variadas espécies, com o propdsito de constituir base a
sistemas de producdo estaveis, aptos a enfrentar ameacas relacionadas as mudancas
ambientais. Nas acOes de conservagdo das espécies trés métodos prevalecem: o método de
conservacao “ex-situ” que é a preservacdo de recursos genéticos fora do seu habitat natural,
como 0s bancos de germoplasma. A conservacdo “in-situ” que é a preservacdo dos recursos
em seu local de ocorréncia natural, e inclui a conservagdo em reservas genéticas (Unidades de
conservagao) e a preservacao “on-farm’ que prevé a preservacao das espécies em sistemas de
cultivo agricolas (GEPTS, 2006). Desta forma, observa a importancia da coleta, preservagéo e
principalmente caracterizacdo dos genotipos crioulos. Através da preocupagdo em manter &
diversidade genética e a sustentabilidade da agricultura, encontra-se a diferentes bancos de
germoplasmas, das mais variadas espécies. Os bancos de germoplasma estdo distribuidos
mundialmente. Para a cultura do feijdo a maior colegéo se encontra no Centro Internacional de
Agricultura Tropical (CIAT, Colémbia) o qual reine mais de 30.000 acessos (CHIORATO et.
al., 2005). No Brasil, a EMBRAPA vem organizando através do CENARGEM, os bancos
ativos de germoplasma, com cerca de 14.000 acessos somente de feijdo (SILVA &
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FONSECA, 2005). No estado de Santa Catarina, 0s bancos de germoplasmas que se
conhecem s&o compostos por menor niumero de acessos, na maioria em Universidades, como
a UDESC-Lages, e também alguns centros de pesquisa representados pela Epagri-Chapecd,
que mantém exemplares representativos do estado de Santa Catarina. Poucas informagdes sao
obtidas a nivel de bancos de germoplasma no estado, o que dificulta a troca de informac6es
dos mesmos.

Visando preservar e usar a variabilidade presente nos bancos de germoplasma, de
forma sustentavel, existe o interesse socio-econdmico em manter os bancos de germoplasma.
O CAV/UDESC se destaca neste cenario, pois ¢ mantido um banco ativo de feijao (BAF)
desde 1996, com conservagdo ex situ, composto atualmente por 194 acessos de feijéo,
formando-se uma fonte genética para trabalhos de pré-melhoramento para a cultura,
principalmente no estado de Santa Catarina. O banco ativo de feijao (BAF) tem uma
caracteristica peculiar em relacdo aos demais bancos, pois existem muitas pesquisas dentro da
prépria instituicdo com estes gendtipos, bem como fixacdo biolégica de nitrogénio e sua
interagdo com a planta (Dr. Julio Cesar Pires Santos e Dr. Cileide Maria Medeiros Coelho),
resisténcia ao pH baixo e toxidez ao aluminio (Dr. Clovis Arruda de Souza), qualidade
tecnoldgica, fisiologica e nutricional das sementes de feijdo (Dr. Cileide Maria Medeiros
Coelho), modelos biométricos aplicados ao melhoramento de feijao (Dr. Jefferson Luis
Meirelles Coimbra) e diversidade genética baseada em marcadores moleculares (Dr. Altamir
Frederico Guidolin). A preservacdo da variabilidade genética do feijdo torna-se mais Util
quando caracterizada, organizada e disponibilizada a comunidade cientifica, assim finalmente
promove ganhos genéticos expressivos para a cultura, e para agricultura brasileira, o que torna

0 banco do CAV-UDESC um banco ativo nas suas pesquisas com feijao.

2.1.2 Marcadores morfoldgicos e bioquimicos

A caracterizacdo de gendtipos € uma etapa essencial em bancos de germoplasma e
programas de melhoramento. Esta pode ser realizada com base em diferencas morfoldgicas
das plantas, nos tipos de proteinas e de seqiiéncias de DNA (Acido Desoxirribonucléico), ou
ainda pela integracdo de marcadores morfolégicos, moleculares e bioquimicos (FERREIRA &
GRATTAPAGLIA, 1998).

Os marcadores morfolégicos ou caracteristicas fenotipicas sdo utilizados desde os
tempos de Mendel em seus estudos de genética, representando um tipo de analise mais
simples e de menor custo (BALLVE et al., 1997). No entanto, € importante mencionar que a
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maioria das caracteristicas morfoldgicas sdo de natureza quantitativa, e estdo sujeitas a
grandes influéncias do ambiente.

J& a utilizacdo de marcadores moleculares permite identificar um alto nivel de
polimorfismo, diretamente na seqiiéncia do DNA, além da auséncia de efeitos ambientais,
apesar de exigir técnicas e equipamentos mais complexos (GRATTAPAGLIA et al., 1992).
Particularmente, o uso de marcadores bioquimicos representa o resultado da expressédo de um
gene, como é o caso da expressdo do fendtipo da faseolina, o qual ndo possui influéncia do
ambiente, nem por caracteristicas de selecdo realizadas pelo homem (BROWN et al., 1981), o
que demonstra o alto potencial de uso da faseolina com marcador bioquimico para estudos de
diversidade genética, domesticacdo e fluxo génico entre genotipos de feijéo.

Vaérios estudos bioquimicos baseados em analise eletroforética de proteinas de
sementes levaram a identificacdo de diversos tipos de proteinas. Baseados em estudos feitos
por Osborn (1988), os termos usados para as maiores fracdes de proteina de reserva em feijdo
sdo faseolinas, lectinas e arcelinas. Entre as proteinas de reserva armazenadas em feijdo, as
faseolinas representam a maior fragdo protéica de reserva, correspondendo em torno de 40-
60% da proteina total (MA & BLISS, 1978). Tal proteina também é conhecida como
glicoproteina I, vicilina, globulina G1 e componente o (OSBORN, 1988; BUCHBINDER,
1981). A solubilidade completa dessa proteina é realizada em 0,5 M de NaCl. A faseolina
constitui um grupo de subunidades moleculares de polipeptideos com peso molecular entre 43
a 54 KDa e o ponto isoelétrico esta entre o pH 5,6 e 6,8; dependente do variante de faseolina.
O variante tipo “T” (Tendergreen) contém quatro principais subunidades com diferentes pesos
moleculares, a 51 KDa; B 48 KDa; y 46 KDa e y 45,5 KDa, o variante tipo “S” (Sanilac)
contém como principais bandas o 49 KDa; a 48,5 KDa; B 48 KDa; 3 47 KDa; y 46 KDa ¢ y
45 KDa, o variante tipo “C” (Contender) apresenta as seguintes subunidades o 51 KDa; o 49
KDa; 3 48 KDa; 47 KDa ;y 46 KDa; y 45,4 KDa e y 45 KDa (BROWN et al., 1981).

As lectinas, assim como as faseolinas, receberam outras denomina¢Ges como as
fitoaglutinas ou fito-hemaglutininas, glicoproteina I e proteina Il (KLOZOVA & TURKOVA,
1978). Esta fracdo representa cerca de 6 a 12% da proteina total do grdo (OSBORN et al.,
1985). As lectinas tém sido isoladas e caracterizadas em diferentes cultivares de feijdo e as
suas subunidades apresentam peso molecular que se estende de 27 a 37 KDa e 0 ponto
isoelétrico na faixa de pH entre 4,9 a 7,9 (BROWN et al., 1982). As lectinas ainda possuem
funcdes desconhecidas. O que se sabe deste grupo de glicoproteina e que estas sdo
comumente chamadas de fitohemaglutininas, pois tém a capacidade de se ligar com a

superficie das celulas de animais, muitas vezes causando aglutinacdo (especialmente em
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eritrocitos), como a concanavalina A em sementes de jack bean (Canavalia ensiformis) (LIS
& SHARON, 1973). O efeito toxico das lectinas pode ser eliminado através do uso de
tratamento com calor. Estas proteinas parecem ter relagdo com estadios de maturacdo e
germinacdo das sementes Liener, (1976), e segundo Silva & Silva (1976), tem ligagdes com
mecanismos de defesa da planta contra o ataque de fungos. Com relagdo a influéncia das
lectinas no processo de germinacdo, a hipdtese é que a eliminacdo dessas proteinas das
sementes possa causar uma redugdo da germinacdo e ainda incrementar a susceptibilidade a
doencas e insetos (VAN SCHOONHOVEN & VOYSEST, 1991).

Outras glicoproteinas, como as arcelinas sdo geralmente encontradas em espécies
selvagens de feijdo e as suas subunidades apresentam peso molecular que se estende de 35 a
42 KDa dependente do variante e o ponto isoelétrico é mais basico que a faseolina e as
lectinas (OSBORN et al., 1986). Aparentemente a arcelina faz parte do mecanismo de defesa
da planta contra predadores, estando associada a resisténcia do feijoeiro ao Zabrotes
subfasciatus, popularmente conhecido como caruncho (OSBORN et al., 1986), que atacam as
sementes durante seu armazenamento gerando perda como alimento e semente.

Além de todos estes efeitos citados pelas lectinas e arcelinas, pode ser que as mesmas
tenham algum envolvimento com a sintese de fitato, como ja foram observadas algumas
evidéncias em trabalhos prévios por SDS-PAGE (COELHO et al., 2005; COELHO et al.,
2004), onde se observam aumentos na expressdo de tais fracfes protéicas coincidentes com
altos niveis de fitato.

Portanto observa-se a importancia da caracterizacdo da diversidade protéica nos
genotipos dos bancos de germoplasma, buscando a recuperacdo de genes que sao importantes
nas condicGes atuais de cultivo, através da caracterizacdo dos variantes das principais
proteinas de armazenamento e sua relacdo com os caracteres agrondmicos desejaveis como
resisténcia a doencas e valor tecnoldgico e nutricional dos grdos para armazenamento e

consumo, constituem-se em objetivos a serem alcangados pela pesquisa.

2.2 ORIGEM E EVOLUCAO DO FEIJAO

Observagdes arqueoldgicas suportam a hipdtese de que o feijdo comum (Phaseolus
vulgaris L.) € uma planta originada das Américas (VAN SCHOONHOVEN & VOYSEST,
1991). Juntamente com resultados obtidos dos padrdes eletroforéticos de faseolina, sugerem a
existéncia de varios locais de domesticacdo do feijoeiro. Conforme citado por Gepts (1988)

existem trés centros de origem localizados na América Latina, definidos como centro
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mesoamericano, centro norte andino e centro sul andino. O mesoamericano estende-se desde
0 sudeste dos Estados Unidos até o Panama, tendo como zonas principais o México,
Guatemala, Nicardgua, El Salvador, Honduras e Costa Rica, onde se encontra os tipos mais
cultivados como P. vulgaris, P. lunatus, P. cocccineus e P. acutifolius. Enquanto que o centro
norte andino estende-se da Colémbia, Venezuela até o norte do Peru, que possui menos
espécies que a regido mesoamericana. O centro sul andino estende-se do norte do Peru até
algumas provincias do noroeste da Argentina, sendo encontradas as espécies P. vulgaris, P.
lunatus e P. vulgaris var. aborigineus.

Andlises eletroforéticas demonstraram os varios tipos de faseolina, onde o tipo “S” e
sementes pequenas predominaram nos centros mesoamericanos e norte andino, enquanto que
0 tipo “T” e sementes grandes predominaram na regido sul dos Andes. Nesta regido foram
encontrados outros tipos de faseolina como a “C”, “H” e “A”. O tipo “B” foi encontrado
somente em feijoes cultivados na Colémbia (GEPTS & BLISS, 1986; GEPTS et al., 1986).
Gepts e demais autores estabeleceram um paralelo geografico para a variacdo do tipo de
faseolina e tamanho de semente, entre formas de feijoes selvagens e cultivados.

Feijdes mesoamericanos exibiram predominantemente uma faseolina tipo “S” e
sementes menores, enquanto que os andinos, na maioria dos cultivares, apresentaram
faseolina do tipo “T”, com sementes maiores e mais largas. Da mesma forma, Gepts & Bliss
(1986) designaram o norte dos Andes, mais especificamente a Coldombia, como um centro de
domesticagdo adicional, com caracteristicas intermediérias entre 0s mesoamericanos e 0s
andinos, apresentando cultivares com sementes pequenas e com faseolinas tipo “S”, “T” e em
baixa frequéncia o tipo “B”.

Estudos realizados por Singh e colaboradores (1991b, 1989), propdem uma subdiviséo
dos dois conjuntos génicos priméarios (mesoamericano e andino), em ragas quais podem ser
diferenciadas com base na diferenca morfoldgica das plantas, morfologia de semente, regimes
de adaptacdo e habitos de crescimento. O grupo génico mesoamericano foi subdividido em
trés racas: raca Mesoamérica (M), encontrada no México e América Central, caracterizada por
sementes pequenas (< 25 g/100 sementes), faseolina tipo “S”, habitos de crescimento tipo Il e
Il e sementes com tegumentos de coloracdo preta e vermelha; raca Durango (D), composta
principalmente por habitos de crescimento tipo Ill, sementes médias (25 a 40 g/100
sementes), faseolina tipo “S” e cultivada em areas de sequeiro provenientes do México; e raga
Jalisco (J), encontrada em areas Umidas do México, habitos de crescimento tipo 1V, faseolina
tipo “S” e sementes de tamanho médio. O grupo andino também foi subdividido em trés
racas, denominado de raca Nueva Granada (N), representado por feijbes com sementes
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médias a grande (> 40 g/100 sementes), faseolina tipo “T” e habitos de crescimento tipo | e Il;
raca Peru (P), com feijdes com habito de crescimento tipo Il e IV, adaptados a altitudes
acima de 2.000 metros, sementes grandes e faseolina dos tipos “T”, “C”, “H” e “A”; e raga
Chile (C), composta tipicamente por ragas cultivadas no Chile, predominando habitos de
crescimento tipo 111, sementes médias e ovais, geralmente com mais de uma cor e padrfes de
faseolina tipo “C” e “H”.

Com relagdo a introducdo do feijdo no Brasil as hipdteses apresentadas por Gepts et al.
(1988) sugerem que pelo fato de ocorrerem tanto feijdes grandes como pequenos,
possivelmente tenham no minimo trés rotas distintas: a primeira rota envolvendo genétipos da
América Central deve ter comecado no México, seguindo para as ilhas do Caribe, Colémbia,
Venezuela, e posteriormente para o Brasil. Por esta rota provavelmente foram introduzidos
feijdes mesoamericanos, pequenos, pretos, marrons, e mulatinhos.

A segunda rota partiu do Andes e possibilitou a entrada de feijdes grandes em nosso
pais, contendo a faseolina T, feijdes tipo Jalo, Pintado e outros. Ha também possibilidade de
uma terceira rota com feijoes trazidos pelos imigrantes europeus. Para alguns tipos de feijoes,
tal como feijdo Carnaval, preferido por imigrantes italianos e muito consumido no Rio Grande
do Sul. Esta tltima deve ser a rota mais provavel, tanto para o estado do Rio Grande do Sul,
como também para o estado de Santa Catarina que foi colonizado por imigrantes italianos e
alemades, principalmente na regido oeste do estado (MACIEL et al., 1999; GEPTS et al.,
1988).

Os estudos sobre a origem do feijoeiro fornecem dados importantes sobre a
diversidade desta espécie e alternativas para a baixa variabilidade presente nos feijoeiros
cultivados, permitindo a sistematizacdo dos trabalhos de melhoramento que buscam fornecer
resisténcia a fatores abioticos, bidticos (doencas e resisténcia a insetos como o0s brucideos),
melhorias na qualidade tecnolégica e nutricional da semente (GEPTS et al., 1986).

2.3 DIVERSIDADE QUANTO AOS TEORES DE NUTRIENTES NOS GRAOS

O feijdo representa no ponto de vista nutricional dos grédos grande importancia
mundial devido & presenca de caracteristicas que tornam seu consumo vantajoso, contendo
elevados teores de proteinas, minerais, vitaminas, carboidratos e fibras (ARAUJO et al.,
1996). Entre essas caracteristicas podemos citar o alto teor de proteina nos graos, podendo
variar segundo Sgarbieri (1989) de 20 a 25%, ja Sathe (2002), demonstra uma variacdo de

17,5 a 28,7% em feijdes comerciais. Em feijdes crioulos encontra-se uma variagcdo
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relativamente maior, de 17-32% de proteina total (BALDI & SALAMINI, 1973). O feijdo
(Phaseolus vulgaris L.) denota uma fonte mineral importantissima principalmente para paises
como o Brasil (SGARBIERI, 1989), apresentando excelentes fontes de potéssio, fésforo,
calcio, ferro, cobre, zinco e magnésio, particularmente teores altos de potassio, fosforo e
baixo de sodio.

Os teores podem variar de 0,6-2,0 g.kg™ de célcio; 1,23-2,20 g.kg™ de magnésio; 8,21-
16,50 g.kg™ de potassio; 3,74-4,90 g.kg™ de fosforo; 27,1-41,0 mg.kg™ de zinco e 34,8-75,8
mg.kg™ de ferro (SGARBIERI, 1989). Tal variagdo nos teores de minerais é mais ampla em
germoplasmas de feijoes, e estes gendtipos apresentam correlagdes positivas entre 0s
contetidos de minerais, como os teores de ferro correlacionado positivamente com: magnésio,
zinco, fosforo e enxofre, o que pode promover melhoria de um mineral associado a outros
minerais simultaneamente (BEEBE et al., 2000 b).

Coincidentemente os maiores teores de ferro foram encontrados em genotipos andinos,
sugerindo uma relacdo ndo muito evidente entre o conteddo de ferro e a distribuicdo
geografica (BEEBE et al., 2000b). Outras correlagbes entre os teores de minerais foram
negativas entre o tamanho da semente e os teores de célcio e magnésio em contraste do
fosforo que apresentou correlagGes positivas, ja 0os minerais ferro, boro, zinco e potéssio ndo
apresentaram correlacGes significativas. Além da diversidade observada entre gen6tipos para
0 teor de nutrientes nos gréos, observou-se o efeito do ambiente na concentracdo de boro,
ferro, célcio, potéssio, zinco, manganés, magnésio e fosforo quando cultivados em diferentes
locais (MORAGHAN & GRAFTON, 2001). Diferengas no conteudo de minerais foram
encontradas em sementes de genétipos crioulos para micronutrientes como zinco e ferro e
macronutrientes como fosforo e célcio (BLAIR et al., 2005).

Apesar de o feijdo apresentar elevados teores de nutrientes nos gréos, a
biodisponibilidade dos minerais bem como das proteinas pode variar de acordo com alguns
fatores como os fitatos e oxalatos, conhecidos pela sua capacidade de complexagcdo com
cations bivalentes (célcio, ferro, zinco, magnésio e cobre). O fitato (mio-inositol-
hexaquisfosfato) é a principal forma de armazenamento de fosforo nos gréos de cereais e
leguminosas (REDDY et al., 1989). Sua capacidade de interacdo com minerais e proteinas
pode diminuir o seu aproveitamento pelo trato digestivo dos mesmos, embora também tenham
sido demonstrados que também tem efeitos benéficos, podendo atuar como antioxidante e
anticarcinogénico (CHERYAN, 1980). Em trabalhos realizados por Coelho et al. (2002),
encontrou-se variabilidade genética quanto aos teores de fitato com os valores entre 7 g.kg™ a
14,8 g.kg™, e também a presenca de correlacio alta (r=0,73) do fitato com as proteinas para a
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dose mais alta de fésforo. Por este motivo, ha um grande interesse na manipulacdo e avaliacéo
dos teores de fitato em grdos, principalmente quando se trabalha com gendtipos crioulos, 0s
quais possivelmente apresentam uma ampla variabilidade, tanto para os teores de fitato quanto

os teores de minerais.

2.4 IMPORTANCIA ECONOMICA E SOCIAL

O feijdo comum (Phaseolus vulgaris L.) é o mais importante legume para o consumo
humano. Sua producdo mundial excede 23 milhdes de toneladas/ano, sendo sete milhdes de
toneladas produzidos na América Latina e Africa (BROUGHTON et al., 2003). Destes 3,34
milhdes de toneladas colocam o Brasil como maior produtor mundial de feijao (WANDER,
2007).

A grande parte do feijdo cultivado na América Latina ocorre em pequenas
propriedades, a qual varia de 1 a 10 hectares de &rea, com predominio de baixo nivel
tecnoldgico e solos de baixa fertilidade. Algumas estimativas sugerem que até 80% da area
cultivada com feijoes na América Latina sdo regides em encostas. No Brasil 1/3 do total de
feijdo cultivado, é produzido em éareas menores que de 10 hectares. A cultura do feijoeiro
representa no Brasil uma atividade importante por sua expressdo tanto em producdo quanto
em éarea cultivada e, principalmente porque o feijdo representa um alimento importante como
fonte de proteina, especialmente para populacdes de baixa renda (BROUGHTON et al.,
2003).

No cenério socio-econbmico do estado de Santa Catarina, a cadeia produtiva de feijdo
tem importante participagéo, principalmente como fonte de renda para agricultura familiar,
voltada para a subsisténcia, geralmente cultivada em solos &cidos com baixo nivel tecnoldgico
(D’ AGOSTINI et. al., 2001). Em Santa Catarina as estimativas indicam um grande nimero
de pequenos produtores de feijao, que denota um nimero expressivo de genotipos crioulos.
Estes gendtipos apresentam uma grande variabilidade em termos de tamanho, coloracéo,
brilho e forma da semente, caracteristica essa presente em outros estados do sul do Brasil,
como Rio Grande do Sul, qual indicam a presenca de 200 mil pequenos produtores e uma
grande utilizacdo de genotipos crioulos (ANTUNES et al., 2007).

A variabilidade presente em gen6tipos crioulos possibilita a utilizagdo destes
genotipos, atraves de técnicas de melhoramento genético, que buscam sua viabilizacdo e

agreguem maior valor ao produto final, de modo que possibilitem novas alternativas ao
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consumidor e ainda exportacdo de graos diferenciais, como exemplo, no Parana que cultiva
este tipo de grdo com grande retorno econdmico (BIC, 2007).

A biodiversidade do feijdo é a base para a manutencdo de populagdes estaveis que
garantam meios de subsisténcia agricola. A necessidade de utilizagdo de variedades
melhoradas constitui uma base genética pouco diversificada, este motivo tem trazido
preocupacdes mundiais devido as modificacbes ambientais, acdo antropica do homem e
naimero reduzido gendtipos em cultivo. Este fato propde o resgate do patrimdnio genético,
mantendo bancos de germoplasma e principalmente determinando as caracteristicas
importantes de cada genotipo, para que desta forma estejamos preparados para superar
adversidades que incluem os novos patdgenos causadores de doencas, pragas, stresse

ambiental, baixa qualidade nutricional dos alimentos.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 MATERIAL VEGETAL

Para o desenvolvimento deste trabalho foram utilizados 112 gendtipos provenientes do
Banco Ativo de feijdo (BAF) da Universidade do Estado de Santa Catarina (UDESC) em
Lages, SC, o qual representou 100% dos genotipos do banco em 2006.

A origem das sementes inclui principalmente no estado de Santa Catarina, com 65%
do total dos genétipos, Rio Grande do Sul (19%), Sdo Paulo (8%), Goias (5,3%) e
Pernambuco (2,7%). Deste total, cinco gendtipos foram utilizados como controles do tipo de
faseolina: BAF 113 Sanilac (S), 116 Pampa (H), 117 Tendergreen (T), 118 Boyaca (B) e 119
Contender (C), fornecidos através de parcerias com a EMBRAPA - Centro Nacional de
Pesquisa de Arroz e Feijao - CNPAF, Goiania - GO por intermédio da Dr. Heloisa Torres
Silva e incluidos neste banco por ocasido desta pesquisa.

O experimento foi conduzido nos anos agricolas 2005/06 e 2006/07, em propriedade
particular no municipio de Lages, localizado no Planalto Sul de Santa Catarina. As
coordenadas geograficas deste municipio sdo 27° 52’30’ de latitude sul e 50° 18’20’ de
longitude oeste, com altitude média de 930 m (EPAGRI, 2006). O objetivo do experimento de
campo foi obter sementes novas, produzidas na mesma safra.

A semeadura dos 112 geno6tipos foi efetuada manualmente com 12 sementes por metro
linear, em blocos ao acaso, com 3 repeticGes, em parcelas constituidas por 4 fileiras de 2 m de
comprimento espagadas com 0,5 m entre si. A area (til foi composta por 2 fileiras centrais,
descartando 0,3 m das extremidades. A adubacdo de base foi realizada junto as linhas,
previamente a semeadura, na dosagem de 20, 73, 63 kg.ha' de N, P,Os e KO,
respectivamente, segundo andlise do solo e recomendagfes descritas em publicacbes da
Comissao de Quimica e Fertilidade do Solo - CQFS-RS/SC, (2004). A adubacdo de cobertura
foi realizada duas vezes, nos estadios de trés e cinco trifolios (V3 — V4-5), utilizando-se uma
dosagem de 30 kg de nitrogénio (N) por hectare em cada aplicacdo. O controle de plantas
invasoras foi realizado através de capinas manual, e o controle de insetos pela aplicacdo de

500 g.ha™ de metamidofés (organofosforado).
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As sementes foram colhidas, secas, padronizadas para aproximadamente 12% de
umidade e posteriormente armazenadas em camara fria, com temperatura constante de +8°C e
umidade relativa de + 40%.

As andlises bioquimicas das sementes foram realizadas no Laboratorio de Anéalises
Genéticas do Instituto de Melhoramento e Genética Molecular da UDESC/Lages (IMEGEM/
UDESC), as anlises quimicas no laboratorio de Quimica do solo do CAV/UDESC.

Na safra 2005/06 avaliaram-se todos 0s genotipos quanto aos teores de proteina total e
soluvel, morfologia da semente e determinou-se o centro de origem baseando-se no perfil dos
tipos de faseolina.

Para a conducdo do experimento a campo na safra 2006/07, utilizou-se 34 gendtipos.
A escolha dos 34 geno6tipos foi baseada nos gendtipos representativos do agrupamento obtido
pelo centro de origem e também por caracteristicas morfolégicas, produtividade e qualidade
tecnoldgica avaliadas em trabalhos paralelos, os quais estdo publicados ou em tramite de
publicagcdo (BORDIN et al., 2008; COELHO et al., 2008; COELHO et al., 2007c; COELHO
et al., 2007d).

Os 34 genotipos selecionados foram avaliados nas duas safras quanto aos teores de
nutrientes nos graos: calcio, magnésio, fésforo, zinco, ferro, fitato, proteina total e solavel,
com objetivo de comparar estes caracteres em dois anos de cultivo e determinar o efeito da

interacdo entre gendtipo e ano de cultivo.

3.2 AVALIACOES MORFOLOGICAS DA SEMENTE

As avaliagdes de morfologia da semente foram obtidas de trés repeticdes
experimentais, compostas por 10 sementes dentro de cada repeticdo. Enquanto que o peso de
100 sementes (P100) foi baseado na contagem de 100 sementes para cada repeticdo, das trés
repeticdes obtidas do experimento a campo.

A determinacdo do peso de 100 sementes (P100), a forma da semente e a cor do
tegumento foram baseadas nos descritores minimos para a cultura do feijoeiro (SILVA,
2005).

A forma da semente foi determinada atraves dos coeficientes de J(cm) e H(cm). O
coeficiente de J € estimado pela razdo entre comprimento e espessura da semente e fornece
um indicativo de formato da semente (Tabela 01) e o coeficiente de H ¢ a razéo entre largura
e espessura da semente, e indica o0 grau de achatamento da semente (Tabela 02) (SILVA,
2005).
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Tabela 01 - Classificagdo do formato da semente baseada na relagéo entre comprimento/espessura (coeficiente J).

Formato da semente Variagéo (cm)
Esférica 1,16 — 1,42
Eliptica 1,43 -1,65
Oblonga/Reniforme curta 1,66 -1,85
Oblonga/Reniforme média 1,86 -2,0
Oblonga/Reniforme longa >2,0

Fonte: Silva, 2005.

Tabela 02 - Classificacdo do grau de achatamento da semente baseado na relacéo largura/espessura (coeficiente H).

Formato da semente Variagédo (cm)
Achatada <0,69
Semi-cheia 0,70 -0,79
Cheia > 0,80

Fonte: Silva, 2005.

Além do formato da semente, também foram classificados os gendtipos em tipos
comerciais conforme a coloragdo do tegumento. O grupo 1: coloridos ou apenas uma cor, que
apresentem sementes grandes, quais sdo representantes do grupo comercial manteigdo, grupo
2: coloracéo branca, grupo 3: coloracdo bege a marrom sem a presenca de listras, grupo 4, 5, 6
e 7: coloragéo preta, coloridos, cor amarela e vermelha. O grupo 8: comercial carioca marrom
a bege com presenca de listras caracteristica (coloracdo havana) desse grupo comercial
(Figura 01) (SILVA, 2005).
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Figura 01 - Classificacdo quanto aos tipos comerciais: manteigdo (1), branco (2), mulatinho (3), preto (4),

colorido (5), amarelo (6), vermelho (7) e carioca (8).

Fonte: Silva (2005).

3.3 EXTRACAO E QUANTIFICACAO DAS PROTEINAS DE RESERVA DOS GRAOS

Inicialmente retirou-se o tegumento e o embrido das sementes, e 0s cotilédones foram
macerados em almofariz com nitrogénio liquido até se obter p6 bem fino. Cem miligramas do
macerado foram colocados em micro tubo de 1,5 mL, o qual recebeu 1 mL de NaCl 0,5M, pH
2,4, seguido por agitagdo durante 30 minutos em temperatura ambiente, as amostras foram
centrifugadas (15000 g/20 minutos) e o sobrenadante obtido foi armazenado em temperatura
de -20°C (BROWN et al., 1981).

A partir do sobrenadante armazenado realizou-se a quantificacdo das proteinas através
da comparagdo com uma curva padrdo de BSA (fracdo 5 - albumina de soro bovino) de
acordo com o método de Bradford (1976) (Anexo 01), para determinar a quantidade de
proteina soltvel total dos gréos, esta técnica utiliza o corante de "Coomassie blue brilliant” G-
250, que por sua vez interage com as ligacdes peptidicas das proteinas induzindo a formacéo
de um complexo colorido, e a partir dessa interacdo realiza-se a leitura em espectrofotometro
(SPEKOL - UV VIS), sob um comprimento de onda de 595nm.
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3.4 ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA DESNATURANTE (SDS-PAGE)

A eletroforese foi utilizada com o objetivo de separacdo das proteinas de reserva dos
grdos de feijao. Utilizou-se um sistema vertical SE 600 Ruby — Amersham Biosciences, com
sistema de eletroforese descontinua em gel de poliacrilamida contendo dodecil sulfato de
sodio (SDS - PAGE), em uma concentracdo de 3% (gel empilhador) e 15% (gel separador),
com composicdo descrita no anexo 02, nas dimensées de 20 cm x 23 cm x 7,5 mm.

A proteina previamente extraida e quantificada por Bradford foi aplicada em no gel de
acordo com Laemmli (1970), seguindo as modificagdes realizadas por Ma & Bliss (1978).
Apo6s a quantificacdo, uma aliquota correspondente a 20 ug de proteina foi misturada a uma
solucéo tampdo contendo: 0,625 M de Tris-HCI, pH 6,8; 2% de SDS, 40% de sacarose; 5% de
2- B mercaptoetanol (p/v) e 0,001% de azul de bromofenol, na proporcdo 1:1; seguido por
aquecimento em banho-maria a 100°C durante 5 minutos e resfriada por imersédo em gelo por
1 minuto, centrifugadas a 15000 g por 10 minutos e submetidas a eletroforese (BROWN et
al., 1981). Além das amostras, aplicou-se 10 uL do padrao de peso molecular (6,5 a 200 KDa,
Bio-Rad). O sistema de eletroforese contendo as amostras foram colocados em solugdo
tampao com pH em torno de 8,3 (50 mM de Tris, 0,384 M de Glicina, 5mM EDTA, pH 8,8 e
0,25% SDS), sob temperatura constante de 13°C e corrente de 50V durante 1 hora até
passagem das proteinas através do gel empilhador. Quando as proteinas alcancaram o gel

separador, aplicou-se corrente constante de 80 V até o término da corrida.

3.5 COLORACAO DOS GEIS COM NITRATO DE PRATA

Com objetivo de visualizacdo do perfil dos variantes da faseolina e posterior
determinacdo do centro de origem do feijdo, utilizou-se 0 método de nitrato de prata para
realizar a coloracdo dos géis, porque o nitrato de prata € um método que possui maior
sensibilidade e demonstrou uma melhor interagdo com este tipo de proteina (faseolinas).

Apos a eletroforese, os géis foram lavadas com agua ultra pura por 15 minutos, em
seguida incubados em solugéo fixadora (50% de metanol, 10% de acido acético) por 4 horas.
Apos a fixacdo, os géis foram incubados em solugdo de etanol 30% durante 15 minutos e
lavados com agua ultra pura. Na seqiiéncia, adicionou-se uma solucéo de tiossulfato de sddio
0,02% (1,5 minutos) e posterior lavagem com agua ultra pura, seguido pela adi¢do ao gel uma
solucdo com 1,06 mM de nitrato de prata, por 25 minutos e posterior lavagem com agua ultra
pura. E por fim a adicdo da solucdo reveladora contendo 0,57 M de carbonato de sodio,



32

0,0004% de tiossulfato de sodio e 0,019% de formaldeido. Os géis foram mantidos em
solucdo reveladora até o surgimento das bandas, padronizado em 20 minutos. Apds a
revelacdo o processo foi interrompido com o uso de uma solugdo de 10% de &cido acético
durante 10 minutos. Os géis foram armazenados em solugdo com 50% de metanol e

fotografados com maquina digital (Sony 5,1 mega pixels) (BLUM et al., 1987).

3.6 COLORAGCAO DOS GEIS COM COMASSIE BRILLIANT BLUE R 250

Para a coloracdo dos géis com objetivo de analisar a diversidade quanto ao perfil das
lectinas e arcelinas, utilizou-se a técnica com comassie blue R250. Apds a eletroforese, 0s
géis foram lavados com agua ultra pura por 15 minutos, em seguida incubados por 12 horas
em solucdo contendo: comassie brillant blue R250, metanol, &cido acético glacial e 4gua na
propor¢do de 0,15:45:9:45,85. O excesso do corante foi retirado com metanol, &cido acético
glacial e &gua na proporc¢do de 45:9:46, até que as bandas protéicas se tornassem nitidas em
torno de 2 horas. Os géis foram armazenados em solugdo com 50% de metanol e fotografados
com méaquina digital (Sony 5,1 mega pixels) (ALFENAS, 1998).

3.7 ANALISE DOS RESULTADOS DA ELETROFORESE EM GEL DE
POLIACRILAMIDA DESNATURANTE (SDS-PAGE)

O procedimento de avaliacdo foi por comparacdo do perfil protéico das amostras em
relacdo aos pesos moleculares padrdes para determinar o peso molecular de cada banda de
proteina presente no gel. O padrdo (Bio-Rad) apresentou peso molecular, composto por
miosina (200 KDa), B-galactosidase (116,25 KDa), fosforilase b (97,4 KDa), serum albumina
(66,2 KDa), ovoalbumina (45 KDa), anidrase carb6nica (31 KDa), inibidor de tripsina (21,5
KDa), lisozima (14,4 KDa) e aprotinina (6,5 KDa).

3.8 DETERMINACAO DOS NUTRIENTES NOS GRAOS

Para a determinacdo dos macronutrientes: Nitrogénio (N), Potéssio (K), Calcio (Ca) e
Magnésio (Mg), foi realizada a digestao sulfarica.

O procedimento para a digestdo sulfurica foi primeiramente pela pesagem de 200 mg
de grdo moido, em moinho tipo Wiley e submetidas a passagem na peneira de 6 mm, e
adicionadas em tubos de digestdo (25 x 250 mm), onde se adicionaram 0,7 g de mistura
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catalitica (90% de sulfato de sodio, 9% de sulfato de cobre e 1% de selénio), 2 mL de &cido
sulfdrico concentrado e 1 mL de &gua oxigenada 30%. Os tubos foram colocados em blocos
digestores a temperatura inicial de 180°C e posteriormente até atingirem 375°C, por um tempo
suficiente para tornar a amostra com coloracdo transparente. Posteriormente, retirou-se 0s
tubos do bloco para esfriar e completou-se com &gua destilada para um volume final de 50
mL (TEDESCO et al., 1995).

Para a determinacdo dos seguintes nutrientes: Fosforo (P), Zinco (Zn) e Ferro (Fe), foi
realizada a digestéo nitro-perclorica.

Inicialmente, pesou-se 500 mg de grdo moido, transferiram-se as amostras para tubos
de digestdo, e adicionou-se &cido nitrico concentrado e &cido perclérico concentrado na
proporcdo de 2:1. Os tubos foram colocados em blocos digestores a temperatura inicial de
160°C durante 30 minutos, até o volume ser reduzido a metade, em seguida a temperatura foi
gradualmente aumentada até 210°C, mantendo esta temperatura até obter uma aliquota
transparente. Retiraram-se 0s tubos do bloco para esfriar e completar o volume com agua
destilada para 20 mL (MALAVOLTA et al., 1989).

Para a preparacdo das curvas padrdo de cada mineral (Ca, Mg, P, K, Fe e Zn), os
padrdes primarios foram secos em estufa a 105 °C, por duas horas e pesados em balanca de

precisao.

3.8.1 Teor de proteina total dos graos

A determinacgéo do nitrogénio total dos gréos baseia-se na transformagéo do nitrogénio
organico, em sulfato de aménio através da digestdo sulfurica e posterior destilacdo na
presenca de hidroxido de sodio com liberacdo da amdnia, que € fixada em solucdo &cida e
titulada através do processo de neutralizagdo (MARTINS & REISSMANN, 2007).

O método utilizado para determinar o teor de proteina total foi o proposto por
Kjehdahl (AOAC, 1995), o qual se baseia no teor de nitrogénio total contido na amostra. A
partir de uma aliquota de 10 mL da amostra diluida obtida da digestdo sulfurica, procedeu-se
a destilagdo em micro-destilador de nitrogénio (TECNAL TE-036/1). O sal formado, borato
de aménio, apos processo de destilacdo, foi titulado com solucdo padrdo de HCI 0,025 N, com
fator de 700 ug de N para cada mL gasto da solugdo padrdo de HCI 0,025 N, até ponto de
viragem do indicador de &cido bdrico, que é a passagem da coloragdo verde da amostra para
coloracdo rosa claro. A determinacdo do teor de proteina total foi realizada seguindo a
formula: % Proteina = contetdo de N x 6,25 (AOAC, 1995).
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3.8.2 Teor de potéssio (K)

O principio da determinacdo do potassio no grao requer o uso do fotdmetro de chama.
O fotdbmetro quantifica os fétons emitidos pelos 4&tomos de potassio excitados pelo calor da
chama, com base em uma curva padrdo. A quantidade de fétons é proporcional ao nimero de
atomos que estavam no estado fundamental (MARTINS & REISSMANN, 2007).

A partir da aliquota diluida obtida da digestdo sulfirica, determinou-se a concentracao
de potéssio nos grdos pela emissdo de luz em fotémetro de chama (TEDESCO et al., 1995).
Utilizou-se uma curva padrdo obtida da solucdo (KH,PO, - Tritisol - Merck), nas

concentracdes de 0, 40 e 80 mg.Kg™ de potéssio.

3.8.3 Teores de célcio (Ca) e magnésio (Mg)

Para a determinacdo de célcio e magnésio utilizou-se espectrofotometria de absor¢éo
atbmica (TEDESCO et al., 1995). O método consiste em determinar a presenca de elementos
quimicos como célcio, magnésio, manganés, ferro, zinco e cobre usando como principio a
absorcdo da radiacdo ultravioleta por parte dos atomos em estado neutro. Onde estabelece que
o0s atomos livres em estado estavel possam absorver a luz a certo comprimento de onda. A
absorcdo é especifica a cada elemento, nenhum outro elemento absorve este comprimento de
onda (MARTINS & REISSMANN, 2007).

Preparacao das amostras:

Para determinacdo de caélcio, utilizou-se uma diluicdo das amostras digeridas na
propor¢do 1:1 (aliquota diluida: dgua), depois se acrescentou na mesma proporcao o 0xido de
lanté&nio (3,4 g de La,03 diluido em 16,7 mL de &cido sulfarico concentrado, para um volume
final de 1L), com objetivo de evitar interferéncia dos fosfatos durante a leitura do célcio e do
magnésio. J& para o magnésio, foi retirada uma parte da aliquota preparada para o célcio e
adicionado 2 partes de &gua . Para calibracéo do aparelho utilizou-se uma curva padrao obtida
de solucdo padrdo de célcio (CaCOs - Tritisol - Merck) e magnésio (Mg metélico - Merck),
nas concentracdes de: 0; 1,5; 3; 6; 12 e 18 mg.kg™ de célcio e 0; 0,15; 0,3; 0,6; 1,2 e 1,8

mg.kg™de magnésio.
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3.8.4 Teores de ferro (Fe) e zinco (Zn)

A partir da aliquota diluida proveniente da digestdo nitro-perclorica determinou-se a
concentracdo de ferro e zinco através de espectrofotometria de absorcao atdbmica (TEDESCO
et al., 1995). O principio deste método é o mesmo descrito para os teores de calcio e
magnésio. Para a preparacdo da curva padrdo de Fe e Zn utilizou-se um padrdo (Fe e Zn —
Titrisol - Merck), nas seguintes concentracdes: 0, 2, 6, 10 e 16 mg.kg™de ferro e 0; 0,2 ;0,6;
1,2; e 1,8 mg.Kg™de zinco.

3.8.5 Teor de fosforo total

A determinacdo do fésforo total no gréo foi realizada pelo método de colorimetria do
metavanadato, o qual se baseia na formacdo de um composto amarelo do sistema
vanadomolibdatofosforico em acidez 0,2 a 1,6 N (MALAVOLTA et al., 1989). Aos extratos
obtidos pela digestdo nitrico-perclorica foi adicionado um reativo colorido composto por
partes iguais de molibidato de amonio a 5% e metavanadato de amonio a 0,25%, obtendo-se
uma coloracdo final amarela. A leitura foi realizada em espectrofotometro (SPEKOL — UV
VIS), sob um comprimento de onda de 420 nm. Realizou-se a dilui¢do (1:9) de amostra:agua.

A curva padrdo para o fosforo foi obtida através de uma solucdo estoque de 1000
mg.kg™ de fosforo preparada com um padrdo (KH,POy - Tritisol - Merck) diluido para obter
as concentracBes de: 0; 4; 8; 12 e 20 mg.kg™de fosforo.

3.8.6 Teor de acido fitico

A metodologia utilizada foi proposta por Latta & Eskin (1980). Esse método se baseia
na formacdo de um composto ferro-acido-sulfossalicilico de coloracdo azul escuro (Reagente
de Wade). Na presenca de fitatos o ferro é deslocado, reduzindo a intensidade da coloracgéo
azul.

Preparacdo das amostras: As amostras foram moidas em moinho tipo Wiley e submetidas a
passagem na peneira de 6 mm.

Preparacéo da resina trocadora de anions: A resina — Dowex 1x 8-400 ani6nica (Sigma) foi
hidratada em presenca de agua ultra pura por 1 hora, em seguida adicionou-se NaCla 0,7 M e
agitou-se por 5 minutos. A mesma permaneceu em repouso por mais 1 hora para ocorrer a

saturacgdo da resina com CI .
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Extracéo de fitato: A extracdo consistiu na pesagem do material (250 mg) com adicéo de 10
ml de HCI 2,4%, mantendo-se sob agitacdo, por um periodo de 3 horas e posterior
centrifugacdo por 15 minutos a 2000 g a temperatura ambiente.

Recuperacdo do fitato: Retirou-se uma aliquota de 3 mL do sobrenadante e adicionou-se em
1,0 g de resina trocadora de anions anteriormente saturada com NaCl 0,7 M, contendo 8 mL
de agua ultra pura. Apds este processo, promoveu a agitacdo em agitador (modelo 109 - Nova
Etica) durante 1 hora.

Eluicéo das impurezas: Descartou-se 0 sobrenadante, e a resina foi lavada com 8 mL de NaCl
0,07 M para eluir as impurezas, como fésforo-inorganico.

Eluicéo do fitato retido na resina: descartou-se a solugdo de lavagem e adicionaram-se 8 mL
de NaCl 0,7 M para eluir o fitato retido na resina com posterior agitacdo por 30 minutos.
Apos tal periodo centrifugou-se as amostras a 400 g., por 10 minutos a temperatura ambiente.
Leitura das Amostras: retirou-se uma aliquota de 3 mL do sobrenadante e adicionou 1 mL de
reagente de Wade (0,03g de cloreto férrico hexahidratado mais 0,3g de acido sulfossalicilico
num volume de 100 mL). Formou-se neta solugdo um precipitado de fitato de ferro, deste
modo foi necessario centrifugar por 10 minutos a 2000 g. Em seguida realizou-se a leitura em
espectrofotometro (SPEKOL — UV VIS), sob um comprimento de onda de 500 nm.
Preparacdo da Curva: Pesou-se 0,03 g de fitato de sodio (CsHsO24PsNas2) € completou para
um volume final de 100 mL de agua ultra pura. Desta, retirou-se 15 mL e completou-se o
volume com 4gua para 100 mL (45 mg.kg™). Esta solucdo foi utilizada para preparar a curva
padrdo com sucessivas diluicdes, nas concentraces de 7,5; 15; 22,5: 37,5; 45 mg.kg™.

3.9 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados de teores de proteina total e soltvel e o peso de 100 sementes, dos 112
gendtipos foram submetidos a andlise de variancia univariada para constatar a existéncia de
variabilidade entre os genotipos, a 5% de probabilidade, pelo teste de Fischer (F). A analise
multivariada foi executada nos caracteres quantitativos (peso de 100 sementes, proteina total e
proteina soluvel). A analise de multivariada foi administrada usando técnica da variavel
canodnica (RAO, 1952).

A contribuicdo das caracteristicas para variacao total utilizou a distancia generalizada
de Mahalanobis (D% como medida de dissimilaridade, seguindo a metodologia de Singh
(1981).
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Os testes de Scott-Knott e Tukey foram utilizados no procedimento de separacdo de
médias em nivel de significAncia de 5% de probabilidade (STEEL & TORRIE 1980).

Os resultados dos teores de nutrientes dos gréos de 34 gen6tipos foram submetidos ao
teste F (p<0,05). Posteriormente se fez a analise multivariada, da mesma forma que esta
descrito acima. Para 0 processo de agrupamento utilizou-se 0 processo de otimiza¢ao proposto
por Tocher (RAO, 1952). Nesta primeira parte do trabalho a analise estatistica foi executada
utilizando o programa Genes (CRUZ & CARNEIRO 2003).

Os resultados referentes ao perfil das proteinas de reserva avaliadas nos 112 gendtipos
foram submetidos a uma anélise multivariada, onde os pesos moleculares de cada proteina
foram estimados pela avaliacdo de presenca e auséncia de bandas em compara¢do com padréo
de peso molecular conhecido, a partir destes dados as anélises foram realizadas através do
programa CANOCO versoes 4.6 (TER BRAAKS & MILAUER, 1988). Os pesos moleculares
das proteinas foram utilizados para obtencdo do comprimento do gradiente e selecdo do
modelo de resposta a ser utilizado pelo programa. Como este gradiente foi maior que trés
(resposta unimodal), desta maneira optou-se pela anélise de correspondéncia (AC).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 CENTRO DE ORIGEM DO FEIJOEIRO

Andlises eletroforéticas dos 112 gen6tipos demonstraram dois tipos principais de
faseolina “S” e “T” (Figura 02). O tipo de faseolina “S” foi o perfil mais encontrado,
representado 58% do total dos gendtipos, enquanto que o tipo “T” representou 38,3%. Os
tipos de faseolina H, C e B, foram representados apenas pelos controles (2,7%). J& as
cultivares comerciais (BAF: 110, 111, 112, 115, 121 e 80SH) recomendadas para o estado de
Santa Catarina apresentaram o tipo de faseolina “S” (Tabela 03). Os resultados obtidos neste
trabalho indicam a presenca de 2 centros de origem. A presenca mais abundante do tipo de
faseolina S também foi encontrada em outros bancos de germoplasma, como foi o caso de
Pereira & Souza (1992), em 192 feijoes provenientes do banco de germoplasma CNPAF
(Centro de Nacional Pesquisa de arroz e feijdo - EMBRAPA), que observou dois tipos
principais de faseolina, tipo “S” (80,6%) e tipo “T” (19,4%). Deste total de genotipos, 20 sdo
oriundos de Santa Catarina, sendo que somente um Unico genotipo é representado pelo tipo de
faseolina “T” (PEREIRA & SOUZA, 1992). Embora outros resultados, em um total de 72
gendtipos provenientes do Brasil, o tipo de “T” foi predominante em Minas Gerais e Santa
Catarina (GEPTS et al., 1988), porém, estes estudos ndo incluiram um nimero representativo
de gendtipos do estado de Santa Catarina.

Em contraste, outros autores encontraram em genotipos crioulos e comerciais de
feijoes, no estado do Rio Grande do Sul/Brasil tipos de faseolina T, S, H, A, e C,
predominando o tipo “T” (77,27%) (MACIEL et al., 1999).

Os dois tipos de faseolina mais freqlientemente encontrados, reforcam a hipdtese da
existéncia de dois centros de origem do feijao no Brasil, provenientes de duas principais rotas,
América Central e Europa (GEPTS et al., 1988). Em trabalhos com relacdo a distribuicdo das
espécies de rizobios de feijdo no Brasil, (AGUILAR et al., 1998; PEREZ-RAMIREZ et al.,
1998 citado por STOCCO, 2005) argumentam a entrada destes rizobios via sementes de feijdo
pela regido Mesoamericana ou norte da Argentina, e ainda possiveis introducgdes ocorridas por
vias comerciais (Africa e diversos locais da Europa), sendo ento trazidos para o Brasil.
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Figura 02 - Gel de poliacrilamida SDS-PAGE (10 ug de proteina, 15%), corado com nitrato de prata, onde PM=
padréo de peso molecular (45-200 KDa), contendo o perfil representativo dos tipos de faseolina (S,
T, H, B, C) em alguns genétipos (Bafs: 113,116,117,118,119,61,115,57,110,28 e 48), UDESC,
Lages.

A diversidade genética também foi evidenciada pelo peso de 100 sementes, que variou
entre 15,21 a 64,68 ¢g/100 sementes, tendo em média um peso de 28,12 g/100 sementes.
(Tabela 03). Os gendtipos do centro de origem Andino apresentaram sementes maiores (36,68
g/100 sementes), enquanto o centro Mesoamericano, sementes menores (20,6 g/100
sementes). Tais resultados apresentaram boa correspondéncia entre 0s genotipos
representados pelo centro de origem Andino e Mesoamericano, tendo sementes grandes e
pequenas, que estdo em torno de 40 g e 25 g/100 sementes, respectivamente (MACIEL et al.,
1999; SINGH et al., 1991a).

Em termos de proteina total, os dados variaram entre 191,40 g.kg™ (BAF 34 e 63) a
320,20 g.kg™ (BAF 49), tendo em média 262 g.kg™. Esta concentracéo foi similar & obtida por
Santalla et al. (2004) em gendtipos crioulos de feijao, com valores entre 265-352 g.kg™ e no
Brasil, em gendtipos comerciais, entre de 200 a 270 g.kg” (DALLA CORTE et al., 2003;
ANTUNES et al., 1995). Mas, em trabalhos recentes com 21 linhagens de feijdo observou-se
uma maior variagcdo de proteina total no gréo (223,4 a 362,8 g.kg") (MESQUITA et al.,
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2007). Em outros relatos, Antunes et al. (1995) também com linhagens, obtiveram menores
variages de proteina total (233,70 a 257,70 g.kg™).

Particularmente alguns genotipos (BAFs: 04, 07, 13, 49, 53, 60 e 96) superam 0s
resultados observados na literatura para genotipos comerciais e foram proximos a algumas
linhagens de feijao.

O teor de proteina soluvel entre os gendtipos variou entre 74,32 (BAF 79) a 104,32
g.kg™ (BAF 41) (Tabela 03). E constatou-se um teor médio de 88,5 g.kg™, enquanto que a
média de proteina total foi de 262,0 g.kg™, o que representa 34% da proteina total na forma
solivel no grdo. Tais valores foram inferiores aos obtidos por Ramos Junior et al. (2005), que
observaram um teor entre 144 e 163 g.kg™, de proteina solivel e 201 e 214 g.kg™ de proteina
total, quando aplicou 40 e 80 kg.ha™ de N, respectivamente. Este autor justifica que a grande
parte do nitrogénio contido nos grdos de feijdo ndo participa da composicdo das proteinas,
apresentando-se possivelmente na forma de aminoacidos livres ou como outros compostos

ndo protéicos dos graos.

Tabela 03 - Identificacdo, origem da colecéo, tipo de faseolina, peso de 100 sementes, proteina total e soltvel
dos 112 gendtipos da safra 2005/06 do BAF, UDESC, Lages.

BAF Origem da Colecéo Tipo de Peso de 100  Proteina Total Proteina Sollvel

Faseolina ~ sementes (g) (9.kg™ (9.kg™
01 Ponte Serrada S 36,64 257,03 84,06
02 Pelotas (RS) S 22,70 229,69 83,02
03 Palmitos T 29,14 289,84 89,47
04 Lages T 40,81 295,31 98,39
05 Cunha (SP) S 17,25 256,56 88,97
06 Piracicaba (SP) T 27,21 273,44 80,86
07 Lages S 17,61 295,31 88,47
08 Nova Erechim (RS) T 42,37 267,44 85,95
09 Piracicaba (SP) S 24,26 278,91 91,75
10 Palmitos S 19,80 268,00 74,82
11 Lages T 39,93 268,00 83,67
13 Caxambu do Sul S 22,23 306,25 91,86
14 Piracicaba (SP) S 21,10 278,91 85,22
15 Pelotas (RS) S 24,25 289,84 94,73
17 Palmitos S 17,36 246,09 82,28
18 - S 19,60 229,69 79,46
19 Palmitos S 20,97 278,91 98,63
20 Palmitos T 21,34 278,91 91,49
21 Palmitos S 22,99 278,91 96,90
22 Palmitos S 20,20 240,63 85,14
23 Chapecé S 22,80 251,56 90,11
24 Sé&o José do Cerrito S 42,73 251,56 90,44
25 Palmitos T 19,66 279,00 98,01

continua
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Tabela 03 - Identificacdo, origem da colecéo, tipo de faseolina, peso de 100 sementes, proteina total e soltvel

dos 112 gendtipos da safra 2005/06 do BAF, UDESC, Lages.

BAF Origem da Colecao Tipo de Peso de 100  Proteina Total Proteina Solavel

Faseolina ~ sementes (g) (9.kg™ (9.kg™
26 Palmitos S 21,95 267,97 94,72
27 Piracicaba (SP) T 36,21 257,03 85,71
28 Saudades T 27,94 235,16 90,89
29 Ituporanga T 36,37 262,50 89,42
30 - S 33,62 259,24 90,00
31 - T 29,03 257,03 85,05
32 Coronel Freitas T 34,02 246,09 96,67
33 Concérdia T 42,82 262,50 102,37
34 Piracicaba (SP) S 26,27 191,41 84,53
35 Piracicaba (SP) S 18,48 256,50 90,40
36 Sé&o José do Cerrito S 25,98 289,84 86,36
37 Piracicaba (SP) S 23,15 218,75 80,44
38 Pelotas (RS) S 19,55 221,70 98,54
39 Bom Jardim da Serra T 37,43 257,03 99,46
40 Capdo Alto S 20,56 267,97 86,01
41 Bom Jardim da Serra S 21,40 289,84 104,31
42 Capdo Alto S 17,32 267,97 92,73
43 Capdo Alto T 43,71 246,09 77,81
44 Capdo Alto S 19,78 262,50 89,83
45 Capdo Alto S 23,50 240,63 88,63
46 Lages T 39,19 218,75 98,49
47 Piratuba S 38,85 278,91 80,68
48 Capdo Alto T 42,57 278,91 92,04
49 Oeste de SC T 33,91 320,20 82,72
50 Lebon Régis S 20,45 246,09 90,94
51 Cunha Pora T 35,25 251,56 92,70
52 Cunha Pora S 17,96 257,03 79,65
53 Cunha Pora T 47,73 306,25 82,42
54 Cunha Pora T 33,59 267,97 89,94
55 Cunha Pora S 18,43 251,56 81,54
56 Cunha Pora S 18,89 262,50 79,39
57 Cunha Pora T 36,01 202,34 83,28
58 Cunha Pora T 36,93 273,44 88,93
59 Bom Jardim da Serra S 15,86 262,50 81,93
60 Lebon Régis S 18,78 310,20 94,03
61 Painel T 35,50 235,16 84,97
62 Sao Joaquim S 20,55 284,38 86,79
63 Sao Joaquim T 36,59 191,41 88,51
64 Campo Belo do Sul T 33,00 240,63 83,20
65 Lebon Régis S 22,85 262,50 86,41
66 Santa Maria (RS) T 38,05 270,70 82,28
67 Silveira Martins (RS) T 35,60 270,76 78,13
68 Lagoa Vermelha (RS) T 51,51 251,56 80,37
69 Bocaina do Sul S 51,51 267,97 94,37
70 - T 31,72 251,56 83,27
73 - S 21,44 267,97 81,63
74 Irinedpolis T 18,01 295,31 87,72
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Tabela 03 - Identificacdo, origem da colecéo, tipo de faseolina, peso de 100 sementes, proteina total e soltvel

dos 112 gendtipos da safra 2005/06 do BAF, UDESC, Lages.

BAF Origem da Colecao Tipo de Peso de 100  Proteina Total Proteina Soltvel
Faseolina ~ sementes (g) (9.kg™ (9.kg™
75 Formigueiro (RS) S 20,37 273,44 85,77
76 Formigueiro (RS) T 30,86 238,84 88,37
77 Formigueiro (RS) S 16,76 282,19 100,23
78 Lebon Régis S 17,32 257,03 92,55
79 Formigueiro (RS) S 20,47 285,70 74,32
80 Fraiburgo S 19,58 267,97 84,09
81 Lebon Régis S 17,04 251,56 91,46
83 Pinheiro Machado (RS) S 28,58 246,09 93,83
84 Pinheiro Machado (RS) S 19,59 257,03 85,66
85 Pinheiro Machado (RS) S 20,15 236,67 94,16
86 Pinheiro Machado (RS) S 19,09 273,44 87,89
87 Fraiburgo S 50,12 262,50 82,49
88 Curitibanos T 41,45 218,75 74,79
89 Curitibanos T 47,75 235,16 88,34
90 Lebon Régis T 31,05 218,75 82,44
91 Fraiburgo T 33,00 251,56 88,93
92 Fraiburgo S 16,21 262,50 80,04
93 Bom Retiro T 39,72 289,84 86,63
95 Pinheiro Machado (RS) S 18,36 267,97 80,35
96 Pinheiro Machado (RS) T 35,42 300,78 83,66
97 Irai (RS) T 47,01 278,91 82,40
98 Bagé (RS) T 22,10 262,50 83,91
99 Bagé (RS) T 38,33 278,91 87,38
101 Bagé (RS) S 18,48 224,22 81,32
102 Goiania (GO) S 25,73 229,69 90,74
104 Piracicaba (SP) S 19,79 235,16 83,00
106 Recife (PE) T 30,91 248,22 85,56
108 Recife (PE) S 26,94 245,50 85,96
109 Recife (PE) S 24,98 229,69 79,32
110 Lages S 25,25 278,91 129,27
111 Lages S 21,07 311,72 98,49
112 Lages S 21,90 278,91 91,83
113 Goias—CNF5057 s 19,50 311,72 105,12
114 Capdo Alto S 19,56 246,09 82,17
115 Lages S 15,21 295,31 96,12
116 Goias—CNF5493 HP 17,03 267,97 95,20
117 Goias—CNF6551 T 27,67 267,97 102,18
118 Goias—-CNF11513 B¢ 27,47 267,97 118,80
119 Goias—CNF1446 c® 50,85 306,25 95,21
120 Lages T 64,68 235,16 79,86
121 Lages S 24,72 289,84 85,44
80SH Lages S 25,50 229,69 82,07
Média - - 28,12 262,00 88,50
CV % - - 2,93 4,00 4,00

BAF = NUmero da cole¢do dos gendtipos do banco ativo de feijdo do CAV-UDESC;

a —

= Sanilac, H” = Pampa, T° = Tendergreen, B = Boyaca e C° = Contender;

GenGtipos comerciais BAFs: 110 = Guard, 111 = Pérola, 112 = Uirapuru, 115 = BRS-Valente, 121 = lapar 81 e
80SH = Carioca 80SH.
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As caracteristicas quantitativas (peso de 100 sementes, proteina total e proteina
soluvel) apresentaram diferencas entre 0s genotipos através de anélise univariada (p<0,05). A
analise multivariada indicou a contribuicdo relativa de cada caracteristica para a diversidade
genética (Tabela 04). O peso de 100 sementes foi o caractere que apresentou maior
contribuicio relativa para a divergéncia genética (D?), com 91,67% (Tabela 04). Esta alta
contribuicdo do peso de 100 sementes foi observada em analise com descritores de
caracteristicas agronémicas (COELHO et al., 2007c) e por outros autores em estudos de
diversidade genética (CHIORATO et al., 2005; BENIN et al., 2002; FONSECA & SILVA,
1999). As outras caracteristicas avaliadas (proteina total e soltvel), apresentaram uma menor
contribuigéo (8%) (Tabela 04).

Tabela 04 - Importancia relativa dos caracteres analisados com base na divergéncia genética (D?) para os 112
genotipos de feijdo da safra 2005/06, BAF, UDESC, Lages.

Variaveis Valor em %
Peso de 100 sementes 91,67
Proteina Soluvel 4,48
Proteina Total 3,85

Apoés a constatacdo da maior contribuigdo relativa baseada na distancia genética,
realizou-se uma analise de agrupamento (Scoot-Knoot) baseada no peso de 100 sementes, que
revelou a separacdo de 11 grupos. Mas quando associado o peso de 100 sementes ao tipo de
faseolina observou-se 2 grupos (Tabela 05). O primeiro grande grupo (grupos A, B, C, D, E,
F, G e H) apresentou maior peso de 100 sementes (36,86 g), e a grande maioria foi
classificada pelo tipo de faseolina “T” (77%). O segundo grande grupo obteve um menor peso
de 100 sementes, em torno de 20,26 g (grupos I, J e K), com predominancia do tipo de
faseolina “S” (88%). As médias de peso de 100 sementes e tipo de faseolina foram similares
aos resultados de outros autores, 0s quais observaram dois centros: Andes e América Central,
com tipo de faseolina “T” e sementes grandes (>40 g/100 sementes) e cultivares exibindo
predominantemente faseolina tipo “S”, sementes pequenas (<25 @/100 sementes),
respectivamente (SINGH et al., 1991a).

A andlise de agrupamento apresentou diversidade genética também para a coloracao
do tegumento das sementes. No grupo Andino observaram-se sementes de tipo comercial:
amarelo (7,6%), manteigdo (32%), mulatinho (3,8%), colorido (22,6%), vermelho (15%),
preto (15%), carioca (2%) e branco (2%). No grupo Mesoamericano foi verificado sementes
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do grupo carioca (11,9%), branco (5%), vermelho (13,6%), preto (39%), colorido (18,6%),
mulatinho (8,5%), amarelo (1,7%) e manteigdo (1,7%) (Tabela 05, Figura 03 e 04). Os
resultados obtidos concordam com a diversidade genética para a cor de sementes em outras
cultivares (LOGOZZO et al., 2006; DE LA CRUZ et al., 2005). A maior fracdo de sementes
com tegumento de coloragdo preto foi proxima a encontrada em sementes provenientes da
América, de tipo de faseolina “S”, com a maior parte feijoes pretos (47,2%) (LOGOZZO et
al., 2006). Esta variagdo observada no tamanho de sementes associada com a cor do
tegumento preto reflete na preferéncia do consumidor do sul do Brasil.

O formato das sementes foi avaliado pelo coeficiente de J, o grau de achatamento pelo
coeficiente de H, os quais apresentaram similaridades no agrupamento feito pelo peso de 100
sementes. O grupo Andino apresentou sementes com coeficiente J variando entre 2,25 a 1,50
cm, e o coeficiente de H variou entre 0,82 a 0,74 cm. Enquanto o grupo Mesoamericano
apresentou sementes com coeficiente J variando entre 1,59 a 1,53 cm e coeficiente H entre
0,75 a 0,74 cm (Tabela 05). Os agrupamentos através do peso de 100 sementes, formato da
semente ou grau de achatamento da semente podem ser usados em estudos de diversidade
genética, porque apresentam alta correlacdo (85%). Estas variacGes das sementes com relacéo
aos coeficientes (J e H) apresentadas no grupo Andino foram similares as cultivares de feijao
comum e snap bean (SANTALLA et al., 2004).

Tabela 05 - Agrupamento para os 112 gendétipos de feijdo baseado no peso de 100 sementes, classes comerciais,
tipo de faseolina, coeficiente de J e H, na safra 2005/06 do BAF, UDESC, Lages.

Variagdo do . - .
o Tipo de Classes  Coeficiente Coeficiente
Grupos  Genotipos (BAF) Peso de 100 fasgolina comerciais I H*
sementes (Q)
A 120 64,68 T M 2,25 0,74
B 69,87,119 51,51-50,12 S,C M,V 2,17 0,82
C 53,89,97 47,75-47,00 T M,V,A 2,14 0,81
D 08,24,33,43,48,66,88  43,71-41,17 ST C,M,P 1,65 0,82
E 04,11,46,47,67,93,99 40,81-38,05 T,S V,M,AP 1,64 0,75
F 01,27,29,39,51,57, 37,43-35,25 T,S M,P,V,C 1,53 0,79
58,61,63,68,96
G 30,32,49,54,64,70, 34,02-31,05 T M,C,A,Mu 1,50 0,82
90,91

continua
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Tabela 05 - Agrupamento para os 112 gendétipos de feijdo baseado no peso de 100 sementes, classes comerciais,
tipo de faseolina, coeficiente de J e H, na safra 2005/06 do BAF, UDESC, Lages.

Variacdo do . .. .
Grupos  Gendtipos (BAF) Peso :Jl;e 100 fzstgglgnea c ocr:rﬁi?zi s Coefjlilente Coe1;_||ciente
sementes (Q)
H 03,06,28,31,34,36, 30,91-25,58 T,5,B C,M,\V,P, 1,62 0,76
76,83,102,106,108, Mu,Ca,B
117,118
I 02,09,13,15,21,23, 25,50-22,23 S Ca,V,CP, 1,59 0,75
37,45,65,98,109, M,Mu
110,121,SH80
J 10,14,18,19,20,22, 21,90-18,80 ST P,V,Ca,C, 1,57 0,74
25,26,35,38,40,41, B,A
44,50,56,60,62,73,
75,79,80,84,85,86,
104,111,112,113,114
K 05,07,17,42,52,55, 18,40-15,20 STH B,P,C,Mu 1,53 0,75
59,74,77,78,81,92,

95,101,115,116

Classes comerciais: M= manteigdo, V = vermelho, P = preto, C = colorido, B = branco, Ca = carioca, Mu =
mulatinho, A = amarelo.
* = Os resultados foram baseados nas médias dos genotipos dos grupos.

Diferencas significativas (Tukey, p<0,05) foram encontradas conforme o tipo de
faseolina e o formato da semente (comprimento, largura, espessura, coeficiente J, e
coeficiente H), onde os genétipos do grupo Andino apresentaram maior tamanho das
sementes (1,22 cm de comprimento; 0,73 cm de largura e 0,57 cm de espessura) comparado
aos genotipos do grupo Mesoamericano (Tabela 06). As médias das dimensdes das sementes e
os tipos de faseolina foram similares & média observada no centro de origem Andina e
Mesoamericana, por exemplo, tipo de faseolina “T” (Andes) apresentou 1,36 cm de
comprimento, 0,82 cm de largura e 0,63 cm de espessura (GEPTS et al., 1986).

O tamanho das sementes do grupo Andino apresentou 1,66 para coeficiente J e 0,78
para o coeficiente H (Tabela 06), estes foram préximos aos resultados obtidos por Santalla et
al. (2004) nas cultivares das classes de feijdo comum e snap bean do grupo Andino (1,9 e
0,76), respectivamente. Os resultados obtidos também foram similares aos encontrados em
variedades comerciais do Brasil, tendo valores ao redor de 1,68 para o coeficiente J e 0,79
para o coeficiente H (DALLA CORTE et al., 2003).

Com relacdo a classificacdo do formato da semente (coeficiente de J) e grau de
achatamento da semente (coeficiente de H), observou-se que o grupo Mesoamericano (grupos
I, J, K) predominou sementes eliptica e semi-cheia (Tabela 01 e 02). J& no agrupamento
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Andino, observaram-se sementes: oblonga reniforme longa e semi-cheia (grupo A), oblonga
reniforme longa e cheia (grupo B e C), formato eliptico e grau de achatamento caracterizado
como semi-cheio (grupos D, E, F, H) e o grupo G sementes elipticas e cheias (Tabela 01 e
02).

Estes resultados demonstraram uma ampla variagdo de formato e grau de achatamento

dentro dos grupos, confirmando a variabilidade existente no banco de germoplasma estudado.

E Andino
O Mesoamericano

% das Classes Comerciais

% de cada classe

Classes Comerciais

Figura 03 - Percentual das classes comerciais (amarelo, manteigdo, mulatinho, colorido, vermelho, preto,
carioca e branco) nos grupos Andino e Mesoamericano, da safra 2005/06 do BAF, UDESC, Lages.

Tabela 06 - Morfologia da semente dos 112 genétipos de feijdo e sua relagdo com o grupo Andino e
Mesoamericano, da safra 2005/06 do BAF, UDESC, Lages.

Média do tamanho das sementes (cm)”

Grupos Comprimento  Largura  Espessura  Coeficiente J Coeficiente H
Andino 1,22a 0,73a 0,57a 1,66a 0,78a
Mesoamericano 0,99b 0,63b 0,47b 1,58b 0,74b

" Médias seguidas pela mesma letra nas colunas ndo diferem estatisticamente pelo teste Tukey (p <0,05).
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Figura 04 - Diversidade de cor e tamanho de genétipos representativos do banco ativo de feijao (BAF), com
seus agrupamentos (A, B, C, D, E, F, G, H, I, J e K), da safra 2005/06, UDESC, Lages.

4.2 DIVERSIDADE PARA O PERFIL TOTAL DAS PROTEINAS DE RESERVA

Com o objetivo de representar o comportamento das distribuicdes dos diferentes tipos
de proteinas de reserva em um espaco de ordenacdo e comparar a correspondéncia entre 0s

genotipos e as proteinas de reserva encontradas, realizou-se uma analise de correspondéncia
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(AC), a partir da tabela de frequéncia de pesos moleculares referentes a cada proteina gerada
pelo método SDS-PAGE (Figura 05).

KDa
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Figura 05 - Gel de poliacrilamida SDS-PAGE, com 20 g de proteina, numa concentragdo de 15%, mostrando o
perfil das proteinas de reserva de gendtipos de feijao (BAFs: 113, 117, 81, 85, 38, 67, 34, 77, 83 e
09), onde a coluna P = padréo de peso molecular (6,5 a 200 KDa), da safra 2005/06, BAF, UDESC,
Lages.

O modelo multivariado proposto pela AC permitiu a simplificagdo da complexagéo
dos dados pela ordenagdo dos mesmos em eixos/dimensdes. A alta variabilidade dos dados
permitiu a decomposicdo em Vvarios eixos, sendo 0s dois primeiros €ixos responsaveis por
explicarem conjuntamente 24,4% da variabilidade total dos dados. As dimensdes 1 e 2 (eix0s
principais 1 e 2) explicaram 12,6% e 11,8%, respectivamente, da variabilidade total dos dados
(Figura 06). A andlise permitiu observar a maior ou menor associagdo das diferentes proteinas
de reserva da semente com o0s genotipos avaliados, por meio da proximidade entre as
variaveis (diferentes pesos das proteinas e genotipos), ou seja, quanto mais proximas as
variaveis, mais freqlientes sdo suas ocorréncias conjuntas. A analise de correspondéncia

permitiu a visualizacdo através do grafico a formagéo de cinco grupos distintos formados por
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diferentes gendtipos associados pela maior freqiiéncia relativa de ocorréncia de diferentes
proteinas.

Desta forma visualizou ao longo da dimens&o 1 (eixo principal 1), o grupo | formado
pelos gendtipos (BAFs: 92, 96, 90, 101, 93, 98, 102, 97, 95, 91, 89 e 99) , os quais estdo
dispostos na porcdo mediana superior. Estes gendétipos estdo fortemente associados a maior
freqiiéncia de ocorréncia conjunta das proteinas encontradas em faixas de peso molecular de
14 a 26 KDa e de 55 a 184 KDa. (Figura 06)

Os gendtipos (BAFs: 44, 37, 38, 47, 38, 39, 43, 48, 40, 45, 37, 44), representados pelo
grupo Il encontram-se na por¢do mediana, e estdo associados a altas freqliéncias das proteinas
representadas nas faixas de peso molecular de 55-184 KDa e em menores freqliéncias
encontram-se proteinas de 14-26 KDa, lectinas (27-34 KDa) e arcelinas (36-42 KDa), o que
permitiu constatar uma grande variabilidade com relacdo a freqliéncia das proteinas de reserva
(Figura 06).

O grupo 11 esté disposto na porc¢éo inferior a extrema esquerda, este grupo é composto
por 25 genotipos (BAFs: 4, 6, 27, 11, 2, 10, 13,1, 7, 8, 9, 88, 5, 76, 80, 86, 3, 83, 84, 79, 77,
78, 81, 85 e 87). Neste grupo houve uma alta frequéncia das proteinas de reserva dentro de
faixas de peso de 14-26 KDa e 55- 184 KDa, e as faseolinas em menor freqiiéncia (Figura 06).

O grupo 1V pode ser identificado na porcdo inferior central, estd composto por 13
gendtipos (BAFs: 112, 121, 18, 21, 22, 15, 20, 24, 17, 19, 13, 14 e 16), e apresentou uma alta
freqUiéncia de proteinas variando de 55-184 KDa.

O ultimo grupo visualizado é o grupo V, localizado na por¢do inferior a extrema
direita, foi composto pelos genotipos BAFs: 118, 104, 108, 112, 116, 110, 115, 111, 114 ¢
109 e foram agrupados por apresentarem uma maior freqiiéncia de proteinas de 14-26 KDa e
menor expressao das faseolinas. As proteinas dispostas na por¢do mediana da Figura 06 ndo
se associaram especificamente a nenhum gendtipo e apresentaram pouca contribuicdo para a
variabilidade total (Figura 06).

A anélise de correspondéncia demonstrou que as faseolinas apesar de representar a
maior fracdo das proteinas de reserva no grao de feijdo apresentou pouca contribuicdo para a
variabilidade total dos genétipos. Portanto, as demais proteinas de reserva contribuiram mais
representativamente para a diversidade avaliada entre os genétipos. A faixa de peso molecular
das proteinas que foram mais abundantes variaram entre 54-184 KDa. Tal caracterizagdo das
proteinas de reservas dos grdos nos diferentes gendtipos permite o uso de genotipos
contrastantes em estudos ligados a especificidade destas proteinas de reserva.
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Apesar dos gendtipos (BAFs: 48, 33, 113, 65) ndo se enquadrarem em nenhum dos
grupos observados, estes tem uma forte associagdo com as lectinas e estas podem estar
diretamente relacionadas a mecanismo de defesa da planta, como também na germinacdo da
semente, portanto estes genotipos devem ser estudados a nivel bioquimico e fisioldgico da
semente, para entender a presenca e a atuacdo destas proteinas de reserva dos gréos.
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Figura 06 - Relagdo entre os eixos (dimensfes) 1 e 2 da analise de correspondéncia (AC), baseado as faixas
representativas dos pesos moleculares do perfil total das proteinas de reserva dos grdos de 112
genotipos da safra 2005/06 do BAF, UDESC, Lages.

Somente o grupo Il apresenta associagcdo com as freqliéncias das arcelinas e lectinas.
Os gendtipos pertencentes a este grupo, particularmente os mais ligados as arcelinas podem
ser indicados para identificar caracteristicas de resisténcia a insetos, especificamente 0s

brucideos, que sdo comuns durante o armazenamento das sementes de feijo.
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Os grupos 1V e V associaram somentes as faixas de proteina entre 55-184 KDa e 14 -
26 KDa, respectivamente. Estas faixas protéicas ndo representam as fracGes de proteina de
reserva mais abundantes no gréo, porém merecem estudos mais detalhados, para identificar a

funcdo destas proteinas como possiveis pontos de controle.

4.3 DIVERSIDADE DE NUTRIENTES NOS GRAOS DE FEIJAO

A andlise de variancia mostrou diferenca significativa (p<0,05) entre os genotipos
avaliados nas duas safras, para todos os nutrientes estudados. Observou-se que os teores de
ferro variaram entre 62 (BAF 33) a 124 mg.kg™ (BAF 04) na safra 1 e de 90,67 (BAF 75) a
161,68 mg.kg™ (BAF 36) para safra 2. Tendo em média 87,95 e 101,90 mg.kg™ na safra 1 e 2
respectivamente (Tabela 07). Estes resultados foram superiores tanto aos trabalhos realizados
com linhagens, que apresentam uma variacéo entre 71,37 a 126,9 mg.kg™ (MESQUITA et al.,
2007) ou trabalhos com cultivares e genotipos crioulos, com uma variacdo entre 60 a 96
mg.kg™ para os crioulos e 55 a 89 mg.kg™ em feijées cultivados (BEEBE et al., 20004a).

Sabendo da importancia do ferro na dieta de adultos e principalmente criangas,
observaram-se genotipos crioulos (BAFs: 36, 108 e 39) que contribuiram neste aspecto, pois
tais genotipos apresentaram altos teores de ferro 161, 124 e 119 mg.kg™, respectivamente
(Tabela 07), o que enfatiza a importancia da caracterizacdo dos gendtipos provenientes de
bancos de germoplasma.

Os teores de zinco nos grdos, no presente estudo, variaram de 32 (BAF 74) a 54,58
mg.kg™ (BAF 25) na safra 1; e 34 (BAF 75) a 68 mg.kg™ (BAF 108) na safra 2 (Tabela 07);
os quais foram superiores a varios trabalhos (HOUSE et al., 2002; BEEBE et al., 2000g;
SGARBIERI, 1989). Pois, Beebe et al. (2000b), que relatam uma faixa de 29 a 43 mg.kg™
para gendtipos selvagens e 35 a 54 mg.kg™ para gendtipos comerciais.

A caracterizacdo destes gendtipos € apontada como um fator importante também por
outros autores, 0s quais sugerem que o contetdo de ferro e zinco dos graos de feijdo pode ser
incrementado a partir de genétipos crioulos. Tais trabalhos citam um incremento no contetdo
de ferro entre 60 a 80%; e para zinco em 50% (BEEBE et al., 2000b).

O Zn e Fe apresentaram teores contrastantes nos genotipos aqui estudados, os quais
possuem potencial para serem incorporados em programas de melhoramento com o intuito de
aumentar o teor destes micronutrientes nos grédos para consumo, visto que 0s grdos de
leguminosas, na sua maioria, apresentam elevados teores de antinutrientes, como o fitato
(COELHO et al., 2007a).
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O teor céalcio encontrado nos gréos de feijio apresentou uma variagdo entre 0,28 g.kg™
(BAF 07) a 0,56 g.kg™ (BAF 56) a para a safra 2; e 0,25 g.kg™ (BAF 58) a 0,95 g.kg™ (BAF
108) na safra 1 (Tabela 07). Estes teores foram mais baixos dos que se observou por alguns
autores em trabalho com feijées crioulos (0,32 a 0,64 g.kg™) (BEEBE et al., 2000b), como
também apresentados em variedades comerciais, 0,6 a 2,0 g.kg™ (SGARBIERI, 1989).

Os teores de magnésio foram maiores na safra 1 e variaram entre 1,70 — 2,79 g.kg™,
enquanto para a safra 2 os teores apresentaram-se entre 0,63 — 1,23 g.kg™(Tabela 07), estes
teores estdo préximos aos encontrados em variedades comerciais (1,23 — 2,20 g.kg™)
(SGARBIERI, 1989). O magnésio € requerido por muitas enzimas, atribuindo papel
importante como cofator enzimatico.

Ja para o teor de fosforo, observou-se uma variagdo entre 2,84 (BAF 67) a 5,87 g.kg™
(BAF 121) para a safra 1; e 4,0 (BAF 62) a 5,45 g.kg™ (BAF 07) na safra 2. Enquanto, o teor
de 4cido fitico variou de 3,48 (BAF 110) a 10,93 g.kg™ (BAF 58) na safra 1; e 2,38 (BAF
112) a 7,55 g.kg™ (BAF 115) na safra 2 (Tabela 08). Os teores de &cido fitico e fésforo total
encontrados foram menores do que os apresentados por Coelho et al. (2002). Sabendo da
funcdo do fitato como antinutriente, ou seja, da sua caracteristica de complexar minerais e
proteinas, na auséncia da enzima fitase. Estes baixos teores de fitato encontrados em Vvarios
genotipos no banco de germoplasma podem ser indicados para estudos tanto em nivel de
melhoramento da cultura, quanto a nivel bioquimico.

Os teores de potassio nos grdos variaram entre 11,82 (BAF 39) a 15,65 g.kg™ (BAF
07) na safra 2, e 12,84 (BAF 110) a 20,21 g.kg™ (BAF 13). Com base nos resultados médios
de K de todos os genétipos, observou-se 16,4 e 12,98 g.kg™ nas safras 1 e 2, respectivamente
(Tabela 7). Como o potassio é um nutriente facilmente eliminado em condicGes de baixa
qualidade fisioldgica da semente, estes altos teores de potassio encontrados sugerem uma
melhor qualidade fisioldgica, mas esta hipdtese ainda precisa ser estudada. O potéssio tanto
para 0 ser humano, como para 0s vegetais estd envolvido no balanco e distribuicdo de &gua,
no equilibrio osmotico, no equilibrio acido-base, e promove o crescimento celular.

O BAF 108, na safra 2, destacou-se com altos teores de ferro, zinco, proteina total e
fosforo: 124 mg.kg™, 68 mg.kg™, 246,09 g.kg™ e 5,34 g.kg™, respectivamente, e apresentou
baixos teores de fitato (4,3 g.kg™) (Tabela 07 e 08). Isto corrobora com outros autores que
encontram um alto teor de proteina associado ao alto teor de ferro (MESQUITA et al., 2007),
e contraria outros trabalhos que citam uma correlagdo positiva entre proteina e fitato
(COELHO et al., 2002; RABOQY et al., 1984). Esta correlacdo positiva € uma dificuldade para

0s programas de melhoramento, pois com o aumento da proteina normalmente ocorre o
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aumento no teor de fitato, o qual é um antinutriente. Alem do BAF 108, tal relagdo foi
observada em outros gendétipos do banco (BAFs: 60, 69) o que enfatiza o uso destes gendtipos
para consumo, serem incorporados nos programas de melhoramento, e estudos a nivel
bioquimico, para entender os mecanismos fisiologicos envolvidos no acUmulo destes
nutrientes nos grdo. Como por exemplo, o gene da MIPS, que foi considerado um ponto de
controle na sintese de fitato (COELHO et al., 2007b).

Dentre 0s genotipos avaliados também se destacaram o BAF 67 e 68 por terem baixos
teores da grande maioria dos nutrientes avaliados. Ambos apresentaram baixos teores de:
fésforo BAF 67 (2,84 g.kg™) e BAF 68 (4,16 g.kg™), ferro BAF 67 (77,76 mg.kg™) e BAF 68
(68 g.kg™), zinco BAF 67 (34 mg.kg™) e BAF 68 (40 mg.kg™), calcio BAF 67 e BAF 68 (0,3
g.kg™) (Tabela 7 e 8). Esta diversidade genética observada nos teores de nutrientes associada
aos valores contrastantes é uma caracteristica fundamental na selecdo dos parentais para obter
maior segregacdo génica para tais caracteres e consequentemente maior ganho genético
(MACHADO et al., 2000).

Além da aplicacdo da diversidade para o melhoramento, esta pode ser utilizada para
estudar os mecanismos de controle de acimulo destes nutrientes nos grdos. Em concordancia
com Guzmén-Maldonado et al. (2000), o qual cita que tais compostos sdo facilmente
encontrados em genotipos selvagens e crioulos, e pouco compreendidos 0s mecanismos de
controle destes nutrientes.

Através da andlise univariada, detectou-se efeito significativo de genotipo (p<0,05),
para todos os caracteres avaliados (proteina total e sollvel, célcio, magnésio, ferro, zinco,
fosforo total, fitato e potéssio), indicando a presenca de diversidade genética para tais
caracteres.

Depois de identificado o efeito de gendtipo, realizou-se a analise multivariada
separadamente para cada safra (1, 2), com o objetivo de indicar a contribuicdo relativa dos
caracteres (nutrientes) para diversidade, com base na distancia generalizada de Mahalanobis
(SINGH, 1981), e posterior agrupamentos dos gendtipos mais semelhantes.

Com base na analise multivariada, observou-se na safra 1 uma maior contribuicéo
relativa do teor de célcio (23%), sequido pelo teor de fitato (17,76%), zinco (13,94%), fosforo
total (11,42%) e ferro (9,56%), 0 que o representou um total de 76%. As outras caracteristicas
(proteina soluvel, magnésio, potéssio e proteina total) contribuiram em 24% da divergéncia
observada (Tabela 09). Tais percentuais obtidos na contribuicdo demonstraram que 0s

nutrientes contribuem de forma semelhante na separacdo dos genétipos.
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Na safra 2, o teor de fitato foi o cardter que apresentou maior contribuicdo relativa
para a divergéncia genética (D?), com 26,2%. Seguido pelo teor de magnésio (16%), ferro
(10,86%), proteina soluvel (10,40%) e zinco (10,13%). As outras caracteristicas avaliadas
(célcio, fésforo total, potassio e proteina total) apresentaram menores contribuices (Tabela
09).

Apesar das contribuicOes relativas de cada nutriente para a diversidade serem
diferentes em cada safra, observou-se que a maioria dos gendtipos do grupo 1 (safra 1) foi
coincidente como os gen6tipos do grupo 1 (safra 2), quais foram: 40, 13, 115, 55, 56, 19, 50,
41, 121, 74, 62, 28, 68, 04, 60 e 69, demonstrando que estes genotipos foram mais estaveis
em diferentes anos de cultivo, ou seja pouco efeito do ambiente sobre o teor de nutrientes
acumulados nos gréaos (Tabela 10).

A partir do célculo da distancia generalizada (Mahalanobis), fez-se o agrupamento dos
genotipos considerando todos os caracteres avaliados. O método usado foi pela otimizacdo de
Tocher, fundamentado na dissimilaridade, expressa pelas distancias de Mahalanobis
possibilitou a distribuicdo dos 34 genotipos em 7 grupos distintos na safra 1 e 2 (Tabela 9).

Na safra 1, o grupo | foi composto por 26 genoétipos, correspondendo a 76% dos
genotipos estudados, predominou o tipo de faseolina “S” (69%). O grupo 2, foi constituido
por 3 gendtipos, todos com tipo de faseolina “T”. Com excec¢do do grupo 3, 0s demais grupos
(4, 5, 6 e 7) apresentaram tipo de faseolina “S” e foram compostos por apenas 1 genotipo
(Tabela 10).

Na safra 2, o grupo 1 foi constituido pela maior parte dos gen6tipos analisados (22), e
contribuiu com 63% de gendtipos do tipo de faseolina “S”, muito préximo ao obtido na safra
1 (69%). O grupo 2 apresentou 5 gendtipos, destes 3 com tipo de faseolina T. O grupo 3 e 4
apresentou 2 gendtipos, enquanto os grupos 5, 6 e 7 por apenas 1 gen6tipo, com a maioria tipo
de faseolina “S” (Tabela 10).

A grande maioria dos gendtipos safra 1 (76%) e safra 2 (65%) foram agrupados pelo
meétodo de Tocher no grupo 1. Este método ndo foi sensivel suficientemente para separar 0s
gendtipos quanto a diversidade observada para os teores de nutrientes nos grdos, nas duas
safras de avaliacdo. Além disso, ndo existe um nutriente especifico para separar 0s genétipos
quanto a diversidade observada.
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Tabela 07 - Teor de ferro, zinco (mg.kg™) e célcio, magnésio e potassio (g.kg™) em gréos de feijio na safra (1)
2005/06 e safra (2) 2006/07, referente a 34 gendtipos do BAF, UDESC, Lages.

Ferro (mg.kg")  Zinco (mg.kg™) Célcio (g.kg") Magnésio (g.kg™") Potassio (g.kg™)

Safra Safra  Safra Safra Safra Safra Safra  Safra Safra Safra

BAF 1 2 1 2 1 2 1 2 1 2

03 106,00 109,57 46,00 43,83 0,53 046 225 115 19,51 1354
04 124,00 100,00 34,00 40,00 0,45 031 231 095 18,25 12,32
07 120,00 99,47 44,00 45,78 0,33 028 2,79 1,07 18,48 14,56
10 106,00 107,90 42,00 63,86 0,48 038 234 092 17,06 12,76
13 88,00 82,16 47,30 51,90 0,43 049 209 094 20,21 13,90
19 76,00 103,47 40,00 41,80 0,55 039 246 1,13 18,58 14,14
25 80,00 95,70 54,58 52,50 0,33 054 246 0,95 18,29 11,93
28 88,00 81,67 43,28 40,00 0,28 029 19 1,04 17,06 14,43
33 62,00 106,00 38,00 39,92 0,33 044 1,79 1,02 16,01 13,52
36 74,00 161,68 41,30 45,91 0,33 036 209 121 17,81 14,04
39 80,00 119,52 34,00 39,84 0,28 039 210 091 18,48 10,92
40 86,00 95,82 44,00 4591 0,58 038 19 101 19,35 13,65
41 88,00 110,00 38,98 41,96 0,45 045 2,15 0,99 18,06 11,71
42 102,00 104,00 46,00 40,00 0,53 049 210 096 19,98 13,27
44 85,00 94,00 66,00 40,00 0,63 044 201 1,05 17,11 13,15
46 88,00 107,80 44,00 42,00 0,33 030 198 0,63 14,76 11,32
50 78,00 113,77 40,00 43,78 0,35 034 248 1,03 16,14 12,61
55 94,00 100,00 46,00 44,00 0,58 043 254 117 1520 12,54
56 86,00 99,88 40,00 42,00 0,61 056 227 101 17,68 14,03
57 92,00 84,00 44,00 38,00 0,53 033 218 1,08 16,73 12,67
58 72,00 105,45 44,00 40,00 0,25 048 188 1,02 13,28 13,38
60 82,00 100,00 44,00 47,90 0,30 030 252 1,04 14,79 13,28
62 66,00 95,81 38,00 35,86 0,65 040 224 1,06 14,04 12,21
67 82,36 77,76 34,00 41,88 0,55 033 19 1,09 11,54 11,85
68 68,00 83,45 40,00 40,00 0,30 030 194 098 18,38 14,33
69 104,50 104,00 40,00 40,00 0,60 039 180 095 13,99 13,41
74 88,00 104,00 32,00 40,00 0,55 038 209 117 13,04 11,79
75 96,00 90,67 40,00 34,00 0,43 03 185 1,06 15,53 13,88
108 86,00 124,00 40,00 68,00 0,95 045 246 1,05 14,25 14,03
110 90,50 85,40 50,00 43,86 0,41 035 182 096 12,84 12,30
111 94,00 94,00 52,00 50,00 0,38 056 242 131 13,68 12,80
112 74,00 88,00 42,00 54,00 0,48 035 200 1,07 16,63 11,23
115 88,00 132,00 50,00 40,00 0,55 035 199 0,89 17,59 12,35
121 96,00 103,70 42,00 53,47 0,63 040 1,70 1,25 13,48 13,78

Média 87,95 101,90 42,98 44,47 0,47 039 214 1,03 16,40 12,99
CV% 5,45 4,37 3,88 3,38 6,50 308 520 2,00 5,50 2,50
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Tabela 08 - Teor de fosforo, fitato, proteina total e proteina solGvel (g.kg™) em gréos de feijio na safra (1)
2005/06 e safra (2) 2006/07, referente a 34 gendtipos do BAF, UDESC, Lages.

Fosforo Fitato Proteina Total Proteina Soltvel
g.kg”
BAF Safra Safra Safra Safra Safra Safra Safra Safra
1 2 1 2 1 2 1 2

03 5,18 4,96 7,96 5,85 289,84 278,91 89,48 102,10
04 4,88 5,51 7,50 4,36 295,31 232,42 98,39 84,06
07 5,64 5,77 9,46 3,41 295,31 254,30 88,48 86,83
10 4,68 4,83 6,88 6,58 267,97 223,13 74,82 92,74
13 5,29 4,53 8,23 4,40 306,25 248,83 91,86 83,91
19 5,60 5,28 7,42 5,33 278,91 224,22 98,64 90,99
25 5,27 5,38 7,70 5,30 278,91 270,70 98,02 94,08
28 4,95 5,17 7,25 5,58 235,16 226,95 90,89 98,99
33 3,48 4,50 5,70 5,84 262,50 218,75 102,37 87,92
36 5,07 5,65 8,95 7,03 289,84 246,09 86,36 81,82
39 4,23 5,53 5,62 5,03 257,03 243,79 99,46 94,65
40 4,78 4,04 8,09 5,42 267,97 246,09 86,01 70,37
41 5,44 4,36 9,75 4,50 289,84 248,83 104,31 88,00
42 5,22 5,49 7,63 8,01 267,97 235,16 83,85 93,39
44 3,95 4,71 6,21 6,65 262,50 265,23 89,84 76,34
46 5,21 4,22 7,55 4,33 218,75 245,78 98,50 91,60
50 4,65 5,13 8,03 5,43 246,09 231,65 90,95 77,04
55 4,86 5,16 9,42 4,59 251,56 234,56 81,54 74,44
56 5,73 4,53 9,24 5,45 262,50 202,34 79,39 86,98
57 3,95 4,34 4,79 3,00 202,34 199,61 83,28 81,23
58 4,35 4,78 10,93 511 273,44 267,97 88,93 77,71
60 5,27 4,47 5,81 4,35 322,66 218,75 94,04 74,74
62 4,18 4,39 6,83 6,36 284,38 232,42 86,80 81,50
67 2,84 4,37 5,26 6,21 270,76 224,22 78,13 70,58
68 4,16 5,39 8,47 5,53 251,56 237,89 80,37 85,59
69 4,41 4,85 4,06 3,52 267,97 235,16 94,38 74,10
74 491 5,44 6,30 3,84 295,31 213,28 87,73 81,58
75 472 5,18 10,56 7,83 273,44 251,56 85,77 01,24
108 4,57 5,14 6,54 4,62 245,50 257,03 85,96 75,74
110 5,27 431 3,48 6,15 278,91 259,87 129,28 73,77
111 5,48 4,81 5,61 3,93 311,72 226,95 98,49 72,89
112 4,17 4,41 7,80 2,38 278,91 218,75 91,83 74,30
115 5,31 4,46 7,55 7,55 295,31 226,95 96,12 71,32
121 5,87 4,68 7,58 5,55 289,84 262,50 85,25 77,42

Média 4,81 4,88 7,36 5,27 272,54 238,55 91,16 82,94

CV% 354 2,63 5,12 3,34 4,34 2,42 3,47 2,04
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Tabela 09 - Importancia relativa dos caracteres analisados com base na divergéncia genética (D°) para 34
genotipos de feijdo, nas safras 1 (2005/06) e 2 (2006/07), do BAF, UDESC, Lages.

Variaveis Valor em %
Safra 1 Safra 2

Calcio (g.kg™) 23,02 8,11
Fitato (g.kg™) 17,76 26,20
Zinco (mg.kg™) 13,94 10,13
Fosforo Total (g.kg™) 11,42 9,18
Ferro (mg.kg™) 9,56 10,86
Proteina Solavel (g.kg™) 7,66 10,40
Magnésio (g.kg™) 7,52 16,00
Potéssio (g.kg™) 5,78 3,90
Proteina Total (g.kg™) 3,34 5,22

Tabela 10 - Agrupamento com padrdes de comportamento similares pelo método de Tocher, com base em 9
caracteristicas avaliadas em 34 gendtipos de feijao referente a safra 1 (2005/06) e 2 (2006/07),
utilizando-se a distancia generalizada de Mahalanobis (D?), do BAF, UDESC, Lages.

Grupos Genotipos
Safra l Safra 2

1 03,04,10,13,19,25,28,36,40,41,42,46,50, 04,07,13,19,28,33,40,41,44,50,55,56,58,
55,56,57,60,62,68,69,74,75,111,112,115, 60,62,67,68,69,74,110,115,121,
121

2 33,39,67 03,10,25,39,42

3 58 57,112

4 110 108,111

5 07 36

6 108 75

7 44 46
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5 CONCLUSOES

Conclui-se que existem dois grupos de feijdo bem definidos no banco de germoplasma
do CAV/UDESC, os quais foram relacionados com o centro de origem: Mesoamericano
composto por sementes pequenas (20,6 g/100 sementes), predominando tipo de faseolina “S”
(88%) e outro Andino com sementes grandes (36,68 g/100 sementes) e predominancia do tipo
de faseolina “T” (77%).

O peso de 100 sementes juntamente com tamanho, formato e cor das sementes
contribuiu para diversidade genética.

A andlise de correspondéncia identificou 2 grupos bem distintos entre si (IV e V), com
maior freqliéncia das proteinas na faixa 55-184 KDa e 14-26 KDa, 0s quais devem ser
estudados mais a fundo para relacionar tais proteinas com caracteristicas agronémicas
importantes.

Os 34 genotipos de feijdo que foram selecionados como representativos do banco de
germoplasma também apresentaram uma ampla diversidade quanto ao teor de nutrientes nos
grdos, o que foi evidenciado pela diferente contribuigdo de cada um destes nutrientes no
agrupamento dos genotipos em ambas as safras (2005/06 e 2006/07).

Observaram-se gendtipos que se destacaram em determinadas concentragdes de
nutrientes nos grdos, como o BAF 36 alto teor de ferro (161,68 mg.kg™), BAF 108 alto teor
de ferro, zinco, proteina total e fésforo: 124 mg.kg™, 68 mg.kg™, 246,09 g.kg™ e 5,34 g.kg™,
respectivamente, e apresentou baixos teores de fitato (4,3 g.kg™).
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6 PERSPECTIVAS E APLICACOES

A ampla diversidade constatada no banco ativo de feijdo do CAV/UDESC serve de
base para o agricultor como fonte de renda voltada a subsisténcia e para futuras pesquisas,
como possibilitar diretamente através de programas de extensdo de incentivo ao pequeno e
médio agricultor, a preservacdo desta diversidade genética e uso destes genotipos diferenciais
para agregar valor ao feijdo produzido.

Outras alternativas, referem-se a estudos moleculares, particularmente, o gene da
faseolina, para comprovar as diferengas entre os gendtipos a nivel de DNA. Em
complementacdo, tais informagdes sobre 0s genotipos contrastantes nos teores de nutrientes
possibilitam estudos de heranca génica destes caracteres e particularmente algumas proteinas
que participem nos mecanismos regulatérios dos nutrientes nos grdos avaliados neste
trabalho.

As perspectivas de estudos bioquimicos também devem ser consideradas, baseando-se
nos genodtipos contrastantes quanto aos teores de nutrientes e antinutrientes, visando
identificar, durante o desenvolvimento dos graos, pontos de controle que alterem o acimulo
final destes nutrientes nos grdos, preferencialmente aumentar proteinas e diminuir fitato, por

exemplo.
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ANEXOS

ANEXO 01 - Grafico 01. Demonstrativo da curva de BSA (Soro Albumina Bovina), utilizada
para a quantificacdo de proteina soluvel

ANEXO 02 — Tabela 01. Composicdo de um gel de poliacrilamida para eletroforese SDS-
PAGE.



ANEXO 01

Graéfico 01 - Demonstrativo da curva de BSA (Soro Albumina Bovina), utilizada para a quantificacéo

proteina solGvel.
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ANEXO 02

Tabela 01. Composicdo de um gel de poliacrilamida para eletroforese SDS-PAGE.

Componentes Gel de Empacotamento (3%) Gel de Resolucéo (15%)
Agua Ultra pura 8,8 mL 13,44 mL
Acrilamida/Bisacrilamida 30/0,15 - 13 mL
Acrilamida/Bisacrilamida 30/1,5 1,0 mL -

TRIS-HCI, 3,5M, pH 8,8 - 4,0 mL
TRIS-HCI, 2,5M, pH 6,8 1,0 mL -

Sédio Dodecil Sulfato 20% 100 pl 200 pl

EDTA, 0,25M, pH 8,8 - 160 pl

EDTA, 0,5M, pH 6,8 50 ul -

Persulfato de Amonia 7,5% 100 pl 320 pl

TEMED 10 ul 40 pl




