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Associacdo Gendmica Ampla para cor e escurecimento do tegumento do gréo de feijéo

carioca.

RESUMO

O feijdo comum (Phaseolus vulgaris L.) é uma cultura de grande valor
socioecondmico, visto que é um alimento produzido em larga escala e utilizado como fonte de
energia e proteina para a populagdo. No Brasil, tendo em vista que o grupo comercial carioca
tem alta demanda no mercado, o conhecimento da variabilidade que rege a coloracdo e o
escurecimento de grdos de feijdo de tegumento carioca é de extrema importancia. Isto porque
0 escurecimento precoce nestes grdos provoca uma rejeicao por parte dos consumidores, pois
associam a grédos velhos, depreciando o valor comercial da cultura. Neste contexto, esse
estudo objetivou a elaboracdo de um painel de diversidade de grdos carioca pertencentes ao
banco de germoplasma do Instituto Agronémico (IAC), a avaliacdo da variabilidade genética
e da expressao fenotipica em funcdo do tempo através da metodologia de escurecimento
prolongado, e a verificacdo de regibes gendmicas importantes que regulam a cor e o
escurecimento de gréos de feijao carioca através da ferramenta de associacdo genémica ampla
(GWAS). Para tal, foi construido um painel com cento e trinta e dois gendtipos de feijao
carioca abrangendo os diferentes fendtipos existentes para as caracteristicas em questdo. Apds
o plantio na safra das aguas de 2018, os grdos foram colhidos e armazenados em camara de
temperatura e umidade controladas. As avaliacbes dos caracteres foram realizadas nos
tempos: 0, 30, 60 e 90 dias de prateleira. Em paralelo, os DNAs das amostras foram extraidos
e a genotipagem ocorreu com o0 uso de 6.000 marcadores SNPs através do BeadChip
BARCBean6K_3 da Illumina e de marcadores microssatélites. Para agrupamento dos
genotipos contrastantes foi feito o teste de médias de Scott-Knott. Com o resultado obtido,
inferiu-se que ha a necessidade da utilizacdo combinada de todos os parametros (L*, a*, b* e
AE) envolvidos na escolha de genotipos claros e tolerantes ao escurecimento. Nas analises de
GWAS, utilizaram-se 2180 SNPs e 7 SSRs distribuidos ao longo dos 11 cromossomos. Esta
andlise foi realizada com 0 modelo FARMCPU do pacote GAPIT, com um threshold definido
por 300 permutacbes. No total, encontraram-se 17 SNPs significativos associados a
caracteristica cor do tegumento, logo apds a colheita, e 3 genes candidatos foram encontrados.
Em relacdo ao escurecimento do tegumento do gréo de feijdo, localizaram-se 7 marcadores
significativos associados a caracteristica e 15 genes candidatos foram associados. O

microssatélite Pvsd-1157 mostrou-se informativo para discriminar grdos de escurecimento



lento de gréos de escurecimento normal, podendo ser uma importante ferramenta para selecéo

assistida por marcadores em programas de melhoramento de feijao.

Palavras-chave: Phaseolus vulgaris L; Feijdo comum; SNP; Beadchip; GWAS.

Genome-Wide Association Studies for grain color and darkening of carioca bean

ABSTRACT

Common beans (Phaseolus vulgaris L.) is a crop of great socioeconomic value, since
it is a food produced on a large scale and used as a source of energy and protein for the
population. In Brazil, considering that the carioca commercial group has high demand in the
market, knowledge of the variability that governs grain color and browning of carioca
tegument is extremely important. This is because the early browning in beans of the carioca
type causes a rejection on the part of consumers, since they associate with old grains,
depreciating the commercial value of the crop. In this context, this study aimed to verify
important genomic regions that regulate the color and darkening of carioca bean grains
through the broad genomic association tool (GWAS) in prolonged grain darkening. For this
purpose, a panel was built with one hundred and thirty-two genotypes of carioca beans
covering the different existing phenotypes for the traits in question. After planting in the 2018
water harvest, the beans were harvested and stored in a temperature and humidity-controlled
chamber. The character evaluations were carried out at times: 0, 30, 60 and 90 days on the
shelf included in the extended darkening methodology. In parallel, the DNAs from the
samples were extracted and genotyping occurred using 6,000 SNPs markers through
Illumina's BeadChip BARCBean6K 3. The Scott-Knott means test was used to group the
contrasting genotypes. With the result obtained, it appears that there is a need for the
combined use of all parameters involved. In the GWAS analyzes, 2,180 SNPs and 7 SSRs
were used, distributed along the 11 chromosomes. This was done using the FARMCPU model
of the GAPIT package with a threshold defined by 300 permutations. In total, 17 significant
SNPs were found associated with the tegument color trait shortly after harvest and 3 candidate
genes. Regarding the browning of the bean grain integument, 7 significant markers were
found associated with the trait and 15 candidate genes. The microsatellite marker Pvsd-1157

proved to be informative for the characteristic of discriminating slow-darkening grains from



normal-darkening grains and can be an important tool for marker-assisted selection in bean

breeding programs.

Keywords: Phaseolus vulgaris L; Common bean; SNP; Beadchip; GWAS.
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1 INTRODUCAO

O feijdo comum (Phaseolus vulgaris L.) é um produto agricola de grande valor
econdmico-social para o Brasil, visto que € um alimento produzido em larga escala e utilizado
como fonte de energia e proteina para a populacdo (Broughton et al. 2002). Atualmente, o
Brasil é o terceiro maior produtor mundial, com a producdo de 2,9 toneladas, e também o
maior consumidor mundial com a média de consumo de aproximadamente 16,5 kg/hab/ano
(FAO 2018).

A qualidade dos grdos de feijdo é julgada sob o aspecto tecnoldgico de trés formas:
comercial, culindria e nutricional. As caracteristicas consideradas pelos melhoristas em
relacdo a qualidade comercial sdo a respeito do tipo de gréo, isto é: cor, brilho, forma e
tamanho (EMBRAPA 2003). Contudo, a qualidade culinaria dos grdos é tdo decisiva para o
futuro de uma nova cultivar quanto o seu tipo comercial. Entre as caracteristicas culinarias
desejaveis pelos consumidores estdo: rapida hidratacéo, baixo tempo de coccdo, producéo de
um caldo espesso, bom sabor e textura, grdos moderadamente rachados, casca delgada e boa
estabilidade de cor (Armelin et al. 2007).

Dentre os diversos grupos comerciais de feijdo, merece destaque o grupo comercial
carioca, preferido e mais consumido no pais, ocupando cerca de 70% da producdo nacional
(Silva et al. 2014). Os gréos para serem comercializados devem apresentar fundo creme claro
e rajas marrons. Qualquer alteracdo neste padrdo, como 0 escurecimento precoce do
tegumento durante o armazenameto, provoca rejeicdo dos grdos pelos consumidores, que
associam erroneamente grdos escuros como mais velhos e com maior dificuldade de
cozimento (Junk-Knievel et al. 2008).

O escurecimento precoce possui interacdo com fatores pds-colheita e de genotipos x
ambiente. Com relacdo a pos-colheita, destacam-se a influéncia da umidade, do tempo de
secagem dos grdos e das condi¢cBes de armazenamento, principalmente no que se refere a
umidade, temperatura e luminosidade. Ao que tudo indica, a quantidade de polifendis,
especificamente o tanino, também contribui para a susceptibilidade ao escurecimento dos
grdos (Junk-Knievel et al. 2007).

O escurecimento do tegumento tem sido atribuido também a presenca de compostos
fendlicos, principalmente, aos taninos condensados e, nos ultimos anos, intensificaram-se as
pesquisas a respeito do papel que esses compostos podem ter em leguminosas, especialmente
no feijdo. A proantocinidina ou taninos condensados sdo polimeros de favan-3-ol ou

(catequina) ou flavan 3,4 diol (leucoantocianidinas) derivados da via de biossintese dos



flavonoides, o qual ocorre naturalmente nas sementes de cereais e leguminosas e, se presentes
em grandes quantidades, podem diminuir a biodisponibilidade de proteinas e minerais (Rios
et al. 2002), além de possibilitar o escurecimento do tegumento do gréo de feijao.

Existem algumas linhagens de feijdo carioca que apresentam a cor creme bem clara e
essa tonalidade persiste por muito tempo. H&, contudo, outras que, pouco tempo apds o
armazenamento, apresentam escurecimento dos grdos. Para o feijoeiro-comum, o
escurecimento lento dos grdos € um carater desejavel, sendo importante conhecer e verificar
genes que controlam essa caracteristica.

A associacdo gendmica ampla (GWAS — Genome Wide Association Studies) é uma
ferramenta que permite a relagdo entre variaces genéticas e caracteristicas fenotipicas. Sendo
assim, a utilizacdo do GWAS prevé uma melhor compreensdo da influéncia genética na
expressao fenotipica (Yang et al. 2012). Esta metodologia teve sua origem em estudos
epidemiologicos em humanos (Mccarthy et al. 2008). Porém, atualmente esta sendo muito
utilizada em estudos com animais e vegetais (Yang et al. 2012; Zhang et al. 2016). Isso
porque com o auxilio de marcadores moleculares, a localizacdo de regides genémicas de
maior efeito sobre o carater de interesse torna-se possivel. Os resultados positivos destes
estudos podem ser obtidos da forma direta ou indireta. A associacdo direta ocorre quando o
marcador encontrado esta intimamente relacionado com a caracteristica de interesse, sendo
entdo, um marcador denominado de funcional. Contudo, pode ocorrer do marcador nao ser
funcional e estar ligado ao gene ou a regido gendmica de interesse por desequilibrio de
ligacdo (DL), sendo este definido como a associacdo ndo aleatdria entre alelos de diferentes
regibes em uma populacao.

Os marcadores moleculares podem ser uma ferramenta bastante util, pois quando
ligados aos alelos de interesse, podem ser utilizados na selecdo assistida por marcadores
moleculares (SAM), especialmente para as fases iniciais de sele¢do, na qual o nimero de
gendtipos em avaliacdo é grande (Gupta et al. 1999; Alzate-Marin et al. 2005). Os marcadores
possuem a vantagem de ndo serem influenciados pelo ambiente, com a aplicacdo em qualquer
fase de desenvolvimento da planta e possibilitam a selecdo precoce e de caracteristicas de
dificil avaliacdo fenotipica (Gupta et al. 1999; Schuster 2011).

O marcador de polimorfismo de nucleotideo Unico (SNP — Single Nucleotide
polymorphism) apresenta um grande destaque. Este marcador é definido como variacdes em
uma Unica posicdo nucleotidica em uma fita de DNA (Wang et al. 1998). Os SNPs podem
estar presentes em regides codantes, ndo codantes de genes, ou em regides intergénicas, com

diferentes frequéncias, em diferentes regides cromossdmicas (Guo-Liang 2013). Estes



marcadores sdo Uteis em uma variedade de aplicacGes, incluindo a construcdo de mapas de
alta resolucdo, andlise da estrutura genética de populacdes, anélise filogenéticas, mapeamento
de QTL e selecdo gendmica (Rafalski 2002). As vantagens sobre outros tipos de marcadores
se devem ao fato de que os SNPs séo a forma mais abundante de variagdo genética no genoma
(Zhu et al. 2003), apresentam alta estabilidade (Jin et al. 2003), além do grande avanco nas
tecnologias biotecnoldgicas que contribuem para as analises de SNPs de alto rendimento (Li
et al. 2009), como, por exemplo, a genotipagem por sequenciamento (GBS) ou os chips de
DNA de alta densidade.

Neste contexto, 0s objetivos do trabalho foram: (1) construir um painel de diversidade
com cento e trinta e dois genotipos de grdos carioca pertencentes ao banco de germoplasma
do Instituto Agronémico (IAC); (2) avaliar a variabilidade genética e a expressdo fenotipica
de feijdo carioca em funcdo do tempo de armazenamento na metodologia de escurecimento
prolongado; (3) realizar estudos de associacdo genémica ampla (GWAS) para coloracéo e
escurecimento do tegumento em feijoeiro comum utilizando a metodologia de escurecimento

prolongado.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Aspectos gerais da cultura do feijoeiro comum (Phaseolus vulgaris L.)

O feijoeiro comum (Phaseolus vulgaris L.) é uma planta herbacea, pertencente a
classe Dicotiledoneae da familia Fabaceae (Cronquist 1988; Silva et al. 2003; Santos e
Gavalines 2008), sendo diploide (2n = 22) com taxa de fecundacdo cruzada inferior a 3%
(Ramalho e Abreu 2006; Burle et al. 2010). O género Phaseolus apresenta apenas 5 espécies
domesticadas, sendo elas P. vulgaris L.(feijio Comum), P. lunatus L. (feijdo de Lima), P.
coccineus L. (feijdo Ayocote), P. acutifolius A. Gray (feijdo Tepari) e P. dumosos (antigo P.
polyanthus Greeman) (Gepts e Debouck 1991; Singh 2001).

O feijoeiro comum ¢é originario das Ameéricas e é organizado em dois pools génicos
(Mesoamericano e Andino) que divergiram de um ancestral silvestre em comum ha mais de
100.000 anos atras (Mamidi et al. 2013). Eventos de domesticacdo independentes ocorreram
dentro de cada pool génico, ha aproximadamente 8.000 anos, provocando uma alta
diferenciacdo genética entre estes e grandes alteracdes morfoldgicas, incluindo o tamanho e
cores das sementes, tamanho das folhas e variagcbes no habito de crescimento (Singh et al.
1991, McClean et al. 2002). Outra teoria sobre a histdria evolutiva do feijoeiro comum sugere
que o pool génico Andino foi derivado de uma populacdo Mesoamericana silvestre, a partir de
uma populacdo de fundacdo de apenas alguns milhares de individuos, sofrendo, portanto, um
gargalo genético que ocasionou a reducdo da diversidade genética neste pool génico em
comparacdo ao Mesoamericano (Bitocchi et al. 2012a, Bitocchi et al. 2012b). Pode-se afirmar
que dado as diferentes pressdes seletivas que lhe foram impostas, surgiram uma grande
variedade de gréos de diferentes cores, formatos e tamanhos (Gepts 1998; Burle et al. 2010;
Bitochi et al. 2013), com uma ampla aptiddo edafoclimatica. A aceitacdo por determinado tipo
de gréos varia conforme os aspectos culturais regionais (Maluf e Speranza 2014).

No Brasil, o cultivo do feijdo comum é amplamente disseminado ao longo do
territorio nacional (Buratto et al. 2007). Essa pratica engloba desde a producéo realizada na
agricultura familiar até a agricultura comercial em larga escala (Melo et al. 2007) e a
semeadura da cultura ocorre durante o ano todo, separada entre trés ciclos de semeadura-
colheita distintos definidos como: safra das aguas, safra da seca e a safra de inverno.

Na primeira safra (das dguas), ocorre entre 0s meses de agosto a novembro e em todos
os estados brasileiros. Na segunda, safra da seca, a semeadura ocorre nas Regifes Sul,

Sudeste, Centro-Oeste e no Norte, sendo nesta regido em consorcio com o milho, nos meses



de dezembro a abril. A terceira safra, denominada safra de inverno, se restringe as regioes
tropicais do Brasil e o plantio se concentra entre 0os meses de abril a julho, sendo importante
para o equilibrio do preco e oferta de mercado (Barbosa e Gonzaga 2012; Arns 2018;
EMBRAPA 2018). Com isso, temos o abastecimento continuo do grdo, que reflete na

expressiva producdo brasileira.

2.2 Aspectos socioecondmicos do feijoeiro

O feijdo comum pode ser classificado quanto a sua matéria verde (brotos ou vagens)
ou seca (grdos maduros). De acordo com Food and Agriculture Organization (FAO 2018), a
producdo de feijdo seco € amplamente distribuida nos continentes (Figura 1), com maior
concentragio na Asia (48%), sequida das Américas (26,5%), Africa (22,8%), Europa (2,6%) e
Oceania (0,1%).

toneladas

Figura 1: Distribuicdo da producdo de feijdo seco em toneladas no cenario mundial com
énfase na producdo por paises com a Asia representando 48% da concentracdo mundial, as
Américas 26,5%, a Africa 22,8%, a Europa 2,6% e a Oceania 0,1%. Fonte: Food and
Agriculture Organization 2018.



Atualmente, o Brasil se destaca como o terceiro maior produtor mundial com uma
producéo de aproximadamente 2,9 toneladas, atras de india com a producéo de 6,2 toneladas e
Myanmar com produgdo de valor proximo a 4,8 toneladas (Figura 2) (FAO 2018). A area total
plantada no Brasil neste mesmo ano de 2008 foi de 1,5 milhdes de hectares, equivalendo a
uma produtividade média de 1,496 kg/ha, correspondendo a um decréscimo de 3,67% em
relacdo a safra do ano anterior (EMBRAPA 2018). Além disso, o Brasil é considerado como o
maior consumidor mundial com a média de consumo de 16,5 kg/hab/ano (EMBRAPA 2018).

Producio de feijao seco: os 10 principais produtores
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Figura 2: Paises de maior producdo mundial de feijdo seco em toneladas no ano de 2018 com
a India liderando com 6,2 toneladas e o Brasil em terceiro lugar com uma producéo total de

aproximadamente 2,9 toneladas. Fonte: Food and Agriculture Organization 2018.

Schmutz et al. (2014) constatam que em alguns paises Africanos e Americanos, 0
consumo de feijdo contribui com 15% da caloria total diaria e 36% do conteddo proteico
consumidos, sendo importante para a seguranca alimentar. Isto porque o feijdo comum é uma
das principais fontes de proteina vegetal e de outros nutrientes essenciais, como as vitaminas
(principalmente do Complexo B), carboidratos, fibras, compostos fendlicos, célcio e ferro
(Blair et al. 2013; Myers et al. 2019), proporcionados em quantidades significativas, com um
custo mais acessivel em comparacdo com a proteina animal e a possibilidade de
armazenamento por um longo periodo de tempo (Castro-Guerrero et al. 2016).

A composicdo de compostos totais e 0s nutrientes essenciais presentes no grdo do
tegumento de feijdo foram extrapolados para estudos com pacientes com doencas
cardiovasculares, obesidade e diabetes em pesquisas evidenciando os beneficios do consumo

do feijdo na dieta humana (Hayat et al. 2014). Diaz et al. (2010) enfatizaram que o contetido



de taninos condensados afeta a absor¢do de ferro e as antocianinas presentes no grao
apresentam propriedades antioxidantes. Nesse contexto, Peng et al. (2014) investigaram sobre
0 conteudo fendlico total na dieta humana e sugeriram que alguns gendtipos sdo importantes
fontes de antioxidantes naturais para a prevencdo de doencas desencadeadas pelo estresse
oxidativo. O consumo de feijao também pode afetar o colesterol sérico, reduzindo-o e
provocando melhores condigdes para pacientes com diabetes (Anderson et al. 1999). Além
disso, peptideos presentes no gréo de feijéo estdo se monstrando importantes aliados na defesa
contra o cancer colorretal, dado que esses sdo capazes de modificar a expressdo de
marcadores associados a parada do ciclo celular ou apoptose ativada mitocondrial, resultando
em um efeito antiproliferativo de células cancerigenas (Luna et al. 2014). Portanto, a cultura

do feijoeiro comum é de notdria importancia socioeconémica e medicinal.

2.2 Programas de melhoramento e o feijéo carioca

O feijdo comum e um alimento muito consumido e tradicional na alimentagdo humana
tanto em paises subdesenvolvidos quanto em paises em desenvolvimento. Os programas de
melhoramento genético do feijoeiro comum brasileiro estdo concentrados no setor publico,
sendo o Instituto Agronémico (IAC) pioneiro neste ramo, datando de pesquisas iniciadas em
1932. Os primeiros estudos foram acerca da capacidade produtiva, porte de planta e
resisténcia a doencas da cultura para a posterior utilizacdo na obtencdo de linhagens.
Resultados importantes foram registrados como a constatacdo da alta produtividade de
linhagens de tegumento preto em detrimento a outras, pois esse apresentou tolerancia a seca e
ao patogeno agente da ferrugem, principal doenca que acometia a cultura na época. Verificou-
se gque antes dos anos 70, grdos com coloracdo de tegumento preto possuiam baixa aceitacao
comercial e as cultivares de tegumento do tipo rosinha, roxinho, bolinha e, principalmente a
cultivar manteiga prevaleciam no mercado (Chiorato e Carbonell 2014).

Em meados de 1970, foi identificado um novo tipo de grdo de maior capacidade
produtiva e de coloracdo creme com listras marrons, em Palmital-SP, denominado
Carioquinha. O nome Carioquinha ocorreu em decorréncia da associacdo da coloracdo do
grdo a uma racga suina, que também apresenta listras pelo seu corpo, pelo proprietario da
fazenda (Chiorato e Carbonell 2014). Com isso, ap0s a identificacdo por pesquisadores do
IAC, sucederam-se testes com a variedade em questdo e, em 1971, foi lancado a cultivar

Carioquinha (Almeida et al. 1971), acarretando uma mudanca brusca no cenario comercial



brasileiro. Atualmente, os grdos de feijdo carioca representam aproximadamente 70% do
consumo nacional e sdo os mais plantados desde 1975 (Silva et al. 2014), evidenciando a
importancia do melhoramento e da producéo de gréos carioca no Brasil.

Ao longo dos anos, os objetivos dos programas de melhoramento se tornaram mais
abrangentes e, além das caracteristicas de produtividade, resisténcia a fatores bidticos e
abidticos, porte e precocidade, estdo também enfocando nas propriedades nutritivas e na
qualidade tecnoldgica dos grdos. Entre as caracteristicas nutritivas estdo a composicdo de
aminoécidos, conteido proteico, vitaminas, minerais e a auséncia de fatores antinutricionais
(Ramirez-Cérdenasi et al. 2008). Ja na qualidade tecnoldgica temos a procura de grdos com
rapida hidratacdo, baixo tempo de coccdo, producdo de um caldo espesso, textura e sabor
agradavel (Chaves e Bassinello 2014; Mesquita et al. 2007), além da coloracéo clara do gréo e
tolerancia ao escurecimento (Chiorato e Carbonell 2014).

Em decorréncia da exigéncia do consumidor (elo final da cadeia produtiva), se faz
necessario o aprofundamento do controle genético da cor e do escurecimento no grdo de
feijdo. Os gréos do tipo carioca para serem comercializados devem se apresentar com fundo
creme claro e rajas marrons (Figura 3). Qualquer alteracdo neste padrdo, dentre eles, o
escurecimento precoce do tegumento, provoca rejeicdo dos grdos pelos consumidores, que
associam grdos escuros como mais velhos e com maior dificuldade de cozimento (Silva et al.
2008; Junk-Knievel et al. 2008; Chiorato e Carbonell 2014; Siqueira et al. 2016).

Figura 3: Graos de feijdo carioca da linhagem J43-1-1 com fundo bege claro e rajas marrons

claras colhido em dezembro de 2018 na Fazenda Santa Elisa do Instituto Agronémico.

2.3 Determinacéo da coloracdo de graos de feijao



O feijdo comum apresenta uma grande variabilidade em suas caracteristicas de gréo,
como diferentes formatos, tamanhos e cores. No cenario atual brasileiro, o valor agregado do
grdo de feijdo carioca esta intimamente ligado com a coloragdo do seu tegumento, de acordo
com a preferéncia do consumidor. O escurecimento do tegumento do grdo pos-colheita esta
relacionado com mudancas bioquimicas no contetdo de compostos fendlicos (Bressani et al.
1988; Beninger et al. 2005; Junk-Knievel et al. 2008), ocasionadas por fatores ambientais e/ou
genéticos, dependendo da susceptibilidade do gendtipo.

Em programas de melhoramento de feijdo carioca, a avaliacdo da cor do tegumento
esta sendo realizada de duas formas. Na primeira, usa-se uma escala visual (Figura 4) com
notas variando de 1-5, em que 1 refere-se a cor do fundo do tegumento muito claro; 2:
medianamente claro; 3: claro; 4: medianamente escuro; e 5: muito escuro, proposta por Silva
et al. (2008).

Figura 4: Metodologia de escala notas para mensurar o escurecimento de grdos de feijao
carioca proposta por Silva et al. (2008), onde que 1 identifica genotipos com a coloracao do
tegumento muito claro; 2: medianamente claro; 3: claro; 4: medianamente escuro; e 5: muito

escuro. Fonte: Silva et al. (2008).

A segunda forma de mensuracdo da cor do tegumento € realizada com um
equipamento denominado colorimetro. A escala adotada por este meio é a CIELab* (Figura
5), proposta pela Comissdo Internacional de Iluminacdo (Commission Internationale de
| "Eclairage, CIE) em 1976, onde temos que o L* informa a Luminosidade do obijeto,
variando de O (objeto preto) a 100(objeto branco) e a cromaticidade (a* e b*), onde ambas
tendem a ir de -60 a +60, com 0 a* variando de verde a vermelho e b* de azul a amarelo (CIE
1976).
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Figura 5: Representacdo adaptada da escala CIELab*, proposta pela Commission
Internationale de | Eclairage (CIE) em 1976, com os eixos de Luminosidade (L*) para
objetos pretos (L*=0) e brancos (L*=100) e cromaticidade (a* e b*); a* variando de verde (-

60) a vermelho (+60) e b* de azul (-60) a amarelo (+60). Fonte: Ferreira e Spricigo 2017.

A analise realizada com estes resultados pode ser com o0s parametros derivados em L*,
a* e b* ou com o conjunto destes, formando a diferenca total da cor (AE) (Equacdo 1). No
estudo desenvolvido por Siqueira et al. (2014), com a avaliacdo de 6 cultivares quanto aos
processos de escurecimento e endurecimento ao longo do tempo de prateleira de 5 meses,
apenas através do AE foi possivel observar que a coloracdo da cultivar BRSMG Madrepérola

é estavel ao longo do tempo, ja que esta obteve o menor valor da diferenca total de cor.

Equacéo 1.

AE = VAL? + Aa? + Ab?,
Onde AE refere-se a diferenca total da cor; AL é a diferenca da luminosidade da

amostra no tempo decorrido (30, 60, 90 dias) com o valor de L* obtido no tempo zero; Aa é a
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diferenca do parametro a* da amostra no tempo decorrido (30, 60, 90 dias) com o valor de a*
obtido no tempo zero; Ab é a diferenca do pardmetro b* da amostra no tempo decorrido (30,
60, 90 dias) com o valor de b* obtido no tempo zero.

O uso da ferramenta colorimetro torna a interpretacdo dos resultados mais precisos,
uniformes e possibilita a comparacéo de diferentes amostras e trabalhos com maior acurécia,
ja que perde a subjetividade encontrada no método com a escala de notas visual (Marcus
1998; Siqueira et al. 2014; Ariati 2018).

2.4 Aspectos genéticos da coloracéo do grao de feijao

O padrdo da cor para comercializacdo de grdos de feijao carioca é de fundo creme
claro com rajas marrons claras, apresentando valores de L* maiores ou igual a 55 (Ribeiro et
al. 2008) ou superior a 53 (Silva et al. 2009), conforme a escolha da literatura como padréo
estabelecido. Para os valores dos parametros a* e b* ndo ha padréo estipulado na literatura,
embora trabalhos demonstrem a importancia destes na visualizagdo final da cor (Silva et al.
2009; Soares Junior et al. 2012; Siqueira et al. 2014; Possobom et al. 2015).

Segundo Soares Junior et al. (2012), ao estudarem seis cultivares de feijdo, obtiveram
como resultado da luminosidade das cultivares Pérola (grdos do tipo carioca) e Irai (graos de
fundo creme com rajas avermelhadas) um valor de 52,91 e 52,65, respectivamente, ndo
diferindo significativamente. Porém, as variedades apresentaram valores distintos para 0s
parametros a* e b*; Pérola: a* = 5,77 e b* = 10,09 e Irai: a* = 5,04 e b* = 8,58, com a
conclusdo de que apenas o parametro L* em si ndo € capaz de explicar o fenotipo visualizado.
Sendo assim, pesquisas acerca dos parametros a* e b* se fazem necessarias para a
compreensdo da caracteristica e um possivel valor como padrdo potencializara comparacées
futuras.

Os valores de luminosidade e cromaticidade encontrados em estudos previamente
realizados demonstram uma grande diversidade. Ganascini et al. (2014) encontraram valores
de L* no intervalo de 52,35 a 58,53, a* de 4,24 a 6,93 e b* de 10,22 a 11,81. Ja Barros e
Prudéncio (2016) obtiveram para L* valores variando de 41,29 a 51,27, a* de 9,03 a 12,17 e
b* de 17,48 a 19,52. Com estes resultados, observa-se a ampla variabilidade fenotipica, que é
refletida no controle genético do caréater.

Os genes envolvidos no carater sdo bem definidos e regulam as vias de biossintese dos
flavonoides. Em resumo, o alelo dominante P potencializa a cor de sementes e flores e em

homozigose recessiva (pp) ambos sdo brancos (McClean et al. 2002; Bassett et al. 2007). Em
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genotipos com o alelo V_, o tegumento do grdo apresenta pigmentos de antocianina, enquanto
gendtipos vv tem pigmentos de flavonol (variando de amarelo a branco) (Beninger et al. 2000;
McClean et al. 2002; Bassett et al. 2007). Além disso, alelos de outros sete genes (Gy, C, R, J,
G, B e Rk) interagem entre si e com o alelo V e explicam a variabilidade encontrada na cultura
(Bassett et al. 2000; McClean et al. 2002; Bassett et al. 2007).

2.5 Aspectos genéticos do escurecimento do grao de feijao

No mercado brasileiro ha uma ampla gama de tamanhos, tipos e cores de gréos de
feijdo. Porém, a preferéncia pelo feijdo carioca com tolerancia ao escurecimento é evidente e
o fendmeno do escurecimento em grdos de feijao esta intimamente relacionado com o preco
de mercado (Marles et al. 2008; Carbonell el at. 2010). Sendo assim, estudos visando a
tolerancia ao escurecimento sao imprescindiveis para a compreensdo do carater e sua futura
utilizacdo em programas de melhoramento.

As mudancas quimicas observadas no grdo da cultura ocorrem em decorréncia de
fatores ambientais e genéticos, podendo ser intensificadas por alta temperatura, umidade do
ar, exposicédo a luz e tempo de armazenamento (Martin-Cabrejas et al. 1997, Brackmann et al.
2002; Nasar-Abbas et al. 2009). Estudos demonstraram que o escurecimento do feijao €
evidente em cultivares com alto valor de compostos fendlicos (como os taninos condensados e
flavonoides) e o grau da tolerdncia ao escurecimento é proporcional a perda dos mesmos
(Beninger et al. 2005; Silva et al. 2008; Nasar-Abbas et al. 2009; Chen et al. 2014; Siqueira et
al. 2016). Embora a técnica utilizada pelos autores aborde os aspectos bioquimicos da
mudanca, para a quantificacdo de compostos fendlicos do gréo se faz necessario a destruicéo
dele, através de experimentos que demandam tempo e recurso financeiro.

Com relacdo as analises no ambito genético, Junk-Knievel et al. (2008) propuseram
que o carater em questdo € de ordem monogénico, sendo controlado por apenas um gene
recessivo para o fendtipo de escurecimento lento, denominado slow darkening (sd) em
contraposicdo ao gene dominante regular darkening (Sd). O experimento realizado consistiu
no estudo da progénie dos cruzamentos da linhagem 1533-15 de escurecimento lento (EL)
com a cultivar CDC Pintium de escurecimento normal (EN) e do cruzamento da linhagem
1533-15 com a cultivar Pinto Saltillo (EL). Em resumo, a segregacdo do resultado da F2 do
primeiro cruzamento foi da proporcdo de 3(EN) :1(EL) e do cruzamento segundo de 100%
grdos EL. Felicetti et al. (2012) associaram trés microssatélites (Pvsd-1157, Pvsd-1158 e

Pvsd0028) a regido do gene sd , sendo possivel a utilizacdo destes em selecdo assistida por
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marcadores em feijdo pinto. Em feijdo cranberry o resultado ndo foi promissor, pois 0s
marcadores ndo difeririam conforme o fendtipo observado e em feijdo carioca nao foi testado
até o momento.

Em paralelo, Elsadr et al. (2011) examinaram o cruzamento de gendtipos de diferentes
classes fenotipicas para o carater escurecimento e constataram que o controle da caracteristica
processa-se com a interacdo de dois genes (gene sd e gene J) em epistasia recessiva,
separando os genotipo em EL, EN e de ndo escurecimento (NE) (non-darkening). No modelo
relatado, o gene J determina se o gréo vai escurecer (J_) ou ndo (jj) e o gene sd prevé o quao
rapidamente o escurecimento ocorrera. Erfatpour et al. (2018) mapearam o QTL do carater de
“ndo escurecimento” (non-darkening) no cromossomo Pv10 que explicou 48% da variancia
fenotipica utilizando uma populacdo recombinante do cruzamento de Wit-rood boontje (NE)
com a cultivar 1533-15 (EL). Robson et al. (2017) confirmaram a participagédo do gene J no
carater, com o estudo de duas populacdes segregantes em feijao do tipo cranberry. Os autores
construiram um mapa de ligagdo com 654 marcadores SNPs e mapearam 0 escurecimento no
cromossomo Pv10, sendo localizado o mesmo cromossomo onde o gene J ja foi mapeado e
descrito, e assumiram que o gene encontrado seria 0 gene J, comprovando a importancia deste
na influéncia do carater.

Silva et al. (2014) realizaram o estudo acerca do controle genético em feijao carioca
com o cruzamento de 10 cultivares de EN com a cultivar BRSMG Madrepérola (EL) em dois
locais. No primeiro local, foi detectado segregacdo monogénica para quatro populacdes (3
EN: 1 EL), digénica (epistasia duplo-recessiva) para trés populacdes (9 EN: 7 EL) e as outras
trés ndo se enquadraram em nenhum modelo de segregacdo proposto. No segundo local,
quatro populacGes se comportaram com segregacdo monogénica, uma populacdo de forma
digénica e as outras cinco ndo se comportaram em proporcdes esperadas. Apenas duas
obtiveram resultados consistentes em ambos 0s locais e compativeis com o modelo proposto
de heranca monogénica. Por fim, Silva et al. (2014) concluiram que o carater em questdo se
apresenta de forma oligogénico e ha interacdo significativa para gendtipo com o ambiente,

além de serem necessarios mais estudos sobre a caracteristica em questéo.

2.6 Métodos de escurecimento do grao de feijdo

O fenbmeno do escurecimento é um processo gradual, irreversivel e acumulativo, cuja

intensidade e a velocidade dependem de fatores ambientais e intrinsecos da cultivar em
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questdo (Rios et al. 2002; Araujo et al. 2012). Estudos demonstraram que a exposi¢do a luz
branca e ultravioleta (UV), altas temperaturas e umidade durante o armazenamento aceleram
este processo de escurecimento no tegumento do grdo de feijdo (Park e Maga, 1999;
Brackmann et al. 2002; Junk-Knievel et al. 2008 Felicetti et al. 2012). Os métodos
encontrados na literatura abordam formas diferentes para se avaliar o escurecimento ao longo
do tempo, divididos em escurecimento prolongado e escurecimento acelerado.

O escurecimento prolongado (EP) € uma técnica utilizada por diversos autores com o
objetivo de simular o local de prateleira em que 0 gréo se encontraria no supermercado (Silva
et al. 2007; Aradjo et al. 2012; Silva et al. 2012; Mendonca 2015). Neste método, os graos de
feijdo sdo armazenados em sacos plasticos transparente e a mensuracdo da coloracdo dos
grdos é realizada mensalmente, podendo variar 0 nimero de meses do experimento de acordo
com o objetivo do trabalho. O processo de escurecimento ocorre em uma camara de
fotoperiodo, umidade e temperatura controladas de forma similar ao que ocorre com 0s gréos
que estdo nas prateleiras de um supermercado.

Silva et al. (2008) estudaram o escurecimento do gréo a partir da metodologia EP, da
populacdo resultante do cruzamento entre a cultivar BRSMG Madreperola com cultivar
BRSMG Majestoso, afim de correlacionar com valores de taninos condensados, verificando
que progénies de escurecimento normal apresentaram teores 3,42 vezes maiores do que
progénies de escurecimento lento apos 30 dias de prateleira. Beninger et al. (2005), em ensaio
em feijdo pinto, apresentaram resultado similar acerca do isolamento de flavonoides,
especialmente proantocianidinas e kaempferol, dos cultivares CDC Pintium (EN) e 1533-15
(EL) e verificaram que ambos os compostos fendlicos, se apresentam significativamente em
maior quantidade em sementes de grdos com escurecimento normal (CDC Pintium) do que
nas sementes de cultivares com escurecimento lento (1533-15).

Com o intuito de se minimizar o tempo gasto para a selecdo desta caracteristica em
programas de melhoramento, o método do escurecimento acelerado (EA) proposto por Junk-
Knievel et al. (2007) visa a utilizacdo de uma camara de luz ultravioleta para que o fendmeno
do escurecimento seja acelerado. Para tal, os autores realizaram a comparacdo de trés
metodologias de aceleramento do escurecimento do gréo de feijao, desenvolvendo o protocolo
de exposicdo a luz ultravioleta em comparacdo com as metodologias de armazenamento em
casa de vegetacdo e em camara com temperatura de 30°C, umidade relativa de 80% e
exposicdo a luz o tempo todo. Os autores propuseram a utilizacdo de camaras de luz

ultravioleta, dado que com esta metodologia foi possivel a distingdo dos grdos de
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escurecimento lento (EL) e normal (EN), com custo e tempo minimizados e sem efeito na
germinacédo das sementes.

Os primeiros estudos sobre a regulacdo genética do carater de escurecimento do
tegumento de grdos da cultura em questdo foram, principalmente, em feijoes do tipo pinto
com a metodologia de escurecimento acelerado em luz ultravioleta. Os resultados obtidos séo
em horas com a mensuracdo minima podendo até ser de 24 horas. Erfatpour et al. (2018)
encontraram 40 genes candidatos para ndo escurecimento (NE) no intervalo flanqueado pelos
SNP 715646341 e SNP 715646348 no cromossomo Pv10, ao analisarem a populagdo
recombinante do cruzamento das variedades Wit-rood boontje e 1533-15 e separa-las em
genotipos NE, EL e EN através da metodologia EA com a discriminacdo dos dados ap6s 24

horas de exposicéo a luz ultravioleta.

2.7 Marcadores moleculares e associacdo gendmica ampla (GWAS)

Marcadores moleculares sdo importantes ferramentas na deteccdo e exploracdo da
variabilidade genética. Os marcadores possuem a vantagem de ndo serem influenciados pelo
ambiente, tendo aplicabilidade em qualquer fase de desenvolvimento da planta e com isso
possibilitam a selecdo precoce e de caracteristicas de dificil avaliacdo fenotipica (Gupta et al.
1999; Schuster 2011). Sendo assim, os marcadores contribuem ativamente no sucesso de
programas de melhoramento, dado que estes dependem fundamentalmente da escolha dos
genitores e da compreensdo do carater selecionado (Bered et al. 1997; Turchetto-Zolet et al.
2017).

Dentre as possiveis classes de marcadores moleculares, o marcador de polimorfismo
de nucleotideo Unico (SNP — Single Nucleotide polymorphism) em conjunto com o0s
microssatélites ocupam o ranking de mais utilizados desde 2005 (Figura 6). Os SNPs sdo
definidos como variacbes em uma unica posicdo nucleotidica em uma fita de DNA,
originados por mutacdes pontuais no DNA (Wang et al. 1998; Turchetto-Zolet et al. 2017).
Este marcador ¢ a forma mais abundante de variacGes genéticas e estdo amplamente
distribuidos pelo genoma (Zhu et al. 2003). Em humanos, sabe-se que 0s SNPs representam
90% das variacdes (Brookes, 1999; Turchetto-Zolet et al. 2017). Além disso, os grandes
avancgos nas areas de biotecnologia e bioinformatica contribuem significativamente para as
analises de SNPs de alto rendimento potencializando a aplicabilidade destes marcadores em
analises de diversidade genética e de estudos de associacdo gendmica tanto em humanos

como em plantas (Turchetto-Zolet et al. 2017). Pantalido (2016) utilizando da ferramenta de
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associagdo gendmica encontrou 6 genes candidatos correlacionados com a produtividade em

arroz, possibilitando o estudo do desenvolvimento de cultivares de arroz mais produtivos.
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Figura 6: Estimativa da popularidade das diferentes classes de marcadores moleculares nos
ultimos 37 anos, baseada em dados obtidos através do banco de dados Web of Science. Fonte:
Turchetto-Zolet et al. 2017.

A associacdo gendmica ampla (GWAS — Genome Wide Association Studies) € um
design experimental que permite a deteccdo da relacdo entre variacbes genéticas e
caracteristicas fenotipicas em amostras de uma populacdo (Visscher et al. 2017). A
metodologia se originou em estudos epidemiologicos em humanos com o objetivo de
compreender melhor doencas, para assegurar a qualidade na prevencdo e em tratamentos
(Mccarthy et al. 2008; Visscher et al. 2017). Nos dias atuais, a técnica também é muito
utilizada nos mais diversos estudos com animais e vegetais (Yang et al. 2012; Zhang et al.
2016). O principio da técnica se baseia na existéncia do desiquilibrio de ligacdo entre
marcadores associados a caracteristicas de interesse econdémico. Sendo assim, a frequéncia de
Hardy-Weinberg esperada ndo ocorre nestes casos, possibilitando a utilizacdo destas marcas
para selecdo da caracteristica em questao.

Em 2014, Hwang et al. estreitaram regides contendo QTLs que controlam o conteudo
proteico e de 6leo em sementes de soja, ao associar 47 SNPs significativos a proteina de

sementes, 25 SNPs com 6leo de sementes e, dentro destes, 7 marcadores significativos para

16



ambas caracteristicas de interesse. Fristche-Neto et al. (2019) também associaram regides
gendmicas com a resisténcia as doengas antracnose e mancha angular através do GWAS em
feijoeiro comum. Os autores afirmam que foram observados dois marcadores SNPs
significativos no cromossomo Pv02 relacionados com a resisténcia a mancha angular,
explicando até 25% da variacdo fenotipica. Em relacdo a resisténcia a antracnose, foi
visualizado um marcador significativo no cromossomo Pv10, explicando cerca de 19% da

variacdo fenotipica.
3 MATERIAL E METODOS

3.1 Dados fenotipicos
3.1.1 Plantio experimental

Para este trabalho foram escolhidos 132 genotipos de feijdo carioca, pertencentes ao
Banco de Germoplasma do Instituto Agrondmico (IAC, Campinas, S.P.) (Tabela 1). Foram
selecionadas linhagens avancadas e cultivares de maiores impactos econdémicos atuais, que
também exploram a diversidade fenotipica para cor e escurecimento pos-colheita do gréo.
Tabela 1: Cultivares e linhagens avancadas pertencentes ao Banco de Germoplasma do

Instituto Agronémico, selecionadas por seu impacto econdmico e diversidade fenotipica para

cor e escurecimento do tegumento do gréo de feijdo comum na pés-colheita.
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ID Nome do Acesso ID Nome do Acesso ID Nome do Acesso

2 A449 46 FEB200 90 IAPARS80

4 ANFC9 48 FTPaulistinha 92 IAPARCamposGerais

6 BFS24 50 G970 94 IPRCurio

8 Branquinho 52 GenTS33 96 IPRSabia

10 BRSCometa 54 Gen05C13311 98 INB859

12 Desconhecido01 56 Gen05C21113 100 J43111

14 BRSMadreperola 58 Gen05C32411 102 J5451

16 BRSPontal 60 Gen05C43112 104 Jalocao

18 CNFC11948 62 Gen05C46212 106 L3061

20 Caneludo 64 Gen05C64512 108 L4762

22 Carioca80 66 Gen05PR132212 110 L4891

24 CariocaComum 68 405Goytacazes 112 L5071

26 CariocaGuaira 70 H96A10211152 114 LM95102682

CariocaMG 1AC1850 LP88175

Cariocasemcipo IACApua MAB341

Carioquinhalimpo IACArua BRSMajestoso

CNFC11954 78 IACTybata Mourinho

IACImperador OPNS331

ESAL609 IACSintonia Pitoco

40 FEB0208 84 IACVotuporanga 128 TAADama

42 FEB177 86 IAPARBAC6RBAC 130 CATITaquari

44 FEB179 88 IAPAR14 132 LP9091RBAC
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Os gendtipos foram pré-germinados, em papel de germinacdo, em uma estufa
incubadora BOD por 5 dias e transplantados para vasos em casa de vegetacdo (Figura 7) em
mar¢o de 2018, no Centro Experimental da fazenda Santa Elisa do Instituto Agrondmico,
localizado na latitude 22°52" Sul e longitude 47°04" Oeste, no municipio de Campinas, Sao

Paulo.

Figura 7: Plantio dos 132 genotipos de feijao carioca selecionados, em casa de vegetacao, na

Fazenda Santa Elisa, com o intuito de multiplicar sementes para o plantio em campo.

O ensaio experimental foi instalado na Fazenda Santa Elisa, onde o solo é definido
como Latossolo Vermelho Distrofico tipico de textura argilosa. O delineamento utilizado foi o
de blocos casualizados, composto por 3 blocos com parcelas de 1 metro, 10 plantas por
parcela e espacamento de 0,5 metro entre linhas (Figura 8). As bordaduras foram semeadas
com uma semana de antecedéncia, para protecdo do experimento. A adubagem de semeadura
foi realizada com NPK (nitrogénio, fésforo e potassio) e a adubagem de cobertura com uréia,

além dos tratos culturais tradicionalmente empregados na cultura.
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Figura 8: Experimento em campo dos 132 gen6tipos de feijdo carioca em delineamento de
blocos casualizados, contendo 3 blocos com parcelas de 1 metro e espacamento de 0,5 metro

entre linhas, na Fazenda Santa Elisa, em novembro de 2018.

O cultivo ocorreu na safra das aguas, datando de setembro 2018 com a colheita no
final de dezembro 2018. Apos a colheita, as plantas permaneceram em estufas para secagem
total das vagens e posteriormente, estas foram debulhadas. Em virtude da ocorréncia de
excessiva chuva em novembro e dezembro (Figura 9), os grdos foram selecionados, sendo
excluidos os grdos mofados, e foram limpos com um pano para remocao de impurezas e terra,

a fim do ndo comprometimento das leituras com o colorimetro.
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Figura 9: Média mensal da precipitacdo acumulada, em milimetros, do ano de 2018, em
comparacdo a média de precipitacdo acumulada registrada no periodo de 1990 a 2018. Fonte:
Adaptado de Centro de Pesquisas Meteoroldgicas e Climaticas Aplicadas a Agricultura-
CEPAGRI.
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3.1.2 Avaliacéo colorimétrica

A avaliagdo da cor do tegumento foi realizada com o colorimetro do modelo CR-410
manual da marca Minolta, com lluminacdo de area ampla (iluminante D65, &ngulo de
visualizagdo de 0°). O sensor do aparelho de 50 mm de didmetro foi posicionado sobre
compartimentos de PVC proprios para a leitura colorimétrica (Figura 10), os quais ndo
permitem interferéncia de luz externa, de forma perpendicular, com o feixe de luz incidindo
diretamente sobre os gréos, sendo determinadas 10 aferices técnicas em diferentes posicoes
de 3 repeticdes de cada genotipo. Os resultados obtidos estdo demonstrados seguindo o
sistema de escala CIELab (CIE 2017), na qual o parametro L* representa a escala de
luminosidade de 0 a 100, a* representa a escala do verde (-60) ao vermelho (+60), b*
representa a coloracdo do azul (-60) ao amarelo (+60) e AE (diferenga total da cor).

Figura 10: Recipientes de PVC proprios para a analise colorimétrica com o colorimetro do
modelo CR-410 da marca Minolta com os genotipos: A) “BRS Estilo”; B) “IAC Alvorada”;
C) “BRS Pérola” e D) “TAA DAMA”.

3.1.3 Metodologia de escurecimento prolongado e andlise de cor logo apo6s a colheita

(tempo zero)

Os gréaos recém-debulhados foram separados em saquinhos transparentes e colocados

em prateleiras de uma camara (Figura 11) com temperatura ambiente (26°C) e fotoperiodo de

12 horas. Semanalmente os saquinhos foram reposicionados para que a luz incidisse de forma
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uniforme nos grdos. As amostras foram mensuradas a respeito de sua cor de grdo logo apds a
colheita (tempo 0) e aos 30, 60 e 90 dias de armazenamento com o uso do colorimetro.

Figura 11: Gendtipos selecionados separados nos trés blocos e armazenados em uma camara

de fotoperiodo e temperatura controlada, simulando a prateleira de supermercado.

Para as avaliacdes do escurecimento do tegumento dos grdos de feijao também foi
aplicado a diferenga total de cor (AE*) (Equacdo 1) (Zanoni et al. 1995; Pathare et al. 2013).

Equacdo 1: AE = VAL*2 + Aa*? + Ab*2,

Onde:
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AL* = L*a (L* de gréos apés o periodo de escurecimento) — L*= (L* de gréos recém-
colhidos);

Aa* = a*a (a* de grdos apds o periodo de escurecimento) — a*r (a* de graos recem-
colhidos);

Ab* = b*a (b* de grdos apds o periodo de escurecimento) — b*r (a* de graos recém-
colhidos).

3.1.4 Andlises estatisticas

Os dados obtidos tanto para cor do tegumento do gréo logo apés a colheita (L*,a* e
b*) e escurecimento (L*,a*, b* e AE*) do grdo ao longo do tempo foram submetidos a
analise de variancia (ANOVA) em delineamentos em blocos casualizados (DBC) e as médias
agrupadas pelo teste Scott-Knott pelo programa RBio (BHERING 2017). Tambéem se realizou
a analise de componentes principais (PCA - Principal Component Analysis), grafico Boxplot
e correlacdo de Pearson entre os parametros através do Software R 3.2.2. Os gréaficos de

agrupamento foram realizados no programa Excel.

3.2 Dados Genotipicos

3.2.1 Extracdo de DNA

O DNA das amostras foi extraido a partir do macerado de folhas frescas usando
método de extracdo do CTAB (CIMMYT, 2005), quantificados pelo fluorimetro Qubit
(ThermoFisher, do CBMEG/UNICAMP) e a integridade e qualidade foram verificadas no
espectrofotbmetro por um gel de agarose 1% corado com GelRed ™ (Biotium, Inc. Hayward,
CA). Apos terem suas concentracdes estimadas, as amostras de DNA foram diluidas para 50

ng/uL em solucdo TE e estocadas a 4°C.

3.2.2 Sequenciamento e GWAS (Genome-wide Association Study)

3.2.2.1 Marcadores SNPs
O sequenciamento dos SNPs com o BeadChip (BARCBean6K_3 BeadChip, Illumina)
foi realizado em colaboracdo com o Dr. Qijian Song do Departamento de Agricultura dos

Estados Unidos (USDA, Betsville, EUA). A metodologia de sequenciamento empregada
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consistiu na hibridizagcdo de sondas com as sequéncias de DNA fragmentadas e rotuladas das
amostras, onde a interpretacdo da razdo alélica naqueles locos foi transmitida pela intensidade
do sinal (Song et al., 2015).

A partir da analise do Barcode, foi gerada uma tabela no Excel com os ID’s e seus
respectivos cromossomos, a posi¢cdo no cromossomo e os alelos resultantes de cada um dos
132 gendtipos. No programa TASSEL, os SNPs resultantes foram filtrados com um MAF
(Minor allele frequency) de 3% e Missing data de 90%. A imputacdo dos dados faltantes de
foi realizada pelo programa Beagle 5.1 (Browning et al., 2018), sendo a substituicdo pelo
alelo provavel de acordo com a analise de parentesco efetuada pelo proprio programa.

3.2.2.2 Marcadores microssatélites e Sitio de Sequéncia Marcada

Os marcadores moleculares selecionados para o presente trabalho sdo do tipo
Microssatelite (SSR — Simple Sequence Repeats) e Sitio de Sequéncia Marcada (STS —
Sequence-tagged site). O numero total de pares de primers utilizados foi o de 69, os quais 64
sd0 SSR e 5 STS (Tabela 2). Os marcadores estdo divididos em marcadores de ampla
abrangéncia genémica (aleatérios) do numero 1 a 54, especificos para escurecimento do
namero 55 a 64 e especificos para cor inicial do tegumento do gréo apos a colheita do nimero
65 a 69 da Tabela 2.
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Tabela 2: Marcadores Moleculares selecionados com ampla abrangéncia gendmica

(aleatorios) e especificos para cor e escurecimento do tegumento do grao de feijdo (Continua).

Ne Nome SEQUENCIAF SEQUENCIAR

1 BMd52 TCTTGGTGCGCAGAAAGTTA AAGGCTTTGTTTTGATTAAGGTT
2 BMd36 CATAACATCGAAGCCTCACAGT ACGTGCGTACGAATACTCAGTC
3 PVBRI8 GTTCTGCTTGCAGCATACC AGAAACACAATCGGAAGAG

4  BMd12 CATCAACAAGGACAGCCTCA GCAGCTGGCGGGTAAAACAG

5  BMd-56 AATGCGTGAGCATGATTAAGG TCATCTGTCAGCACCAAACC

6 BMd57 GAGGCAAAGAAGCTATTGAA TTTTTAATTCCTGTGAATTGTTT
7  BMd44 GGCAGCTTACTAACCCGAAA TTCCTTCCCCTTTCTTCTCC

8  BMd47 ACCTGGTCCCTCAAACCAAT CAATGGAGCACCAAAGATCA

9  BMd40 AACCTTCTTGCGCTGATCTC TAGTGGCCATTCCTCGATCT

10 BMd42 TCATAGAAGATTTGTGGAAGCA TGAGACACGTACGAGGCTGTAT
11 BMd49 TCTCTTCCTTACCCTGTTCTGC GGTTCAATGCTGGCTGAGA

12 BMC310 AGTTTCGGAGGGAACACACA TGGTGTTCTCTGGGTTTGGT

13 PVatt004 GGGAGGGTAGGGAAGCAGTG GCGAACCACGTTCATGAATGA
14 BMd46 GGCTGACAACAACTCTGCAC CTGGCATAGGTTGCTCCTTC

15 BM138 TGTCCCTAAGAACGAATATGGAATC GAATCAAGCAACCTTGGATCATAAC
16 BM139 TTAGCAATACCGCCATGAGAG ACTGTAGCTCAAACAGGGCAC
17 BM114 AGCCTGGTGAAATGCTCATAG CATGCTTGTTGCCTAACTCTCT
18 BM172 CTGTAGCTCAAACAGGGCACT GCAATACCGCCATGAGAGAT
19 BM170 AGCCAGGTGCAAGACCTTAG AGATAGGGAGCTGGTGGTAGC
20 BM160 CGTGCTTGGCGAATAGCTTTG CGCGGTTCTGATCGTGACTTC
21 BM183 CTCAAATCTATTCACTGGTCAGC TCTTACAGCCTTGCAGACATC
22 BM210 ACCACTGCAATCCTCATCTTTG CCCTCATCCTCCATTCTTATCG
23 PV67 TGAGCCATATATTTTTTCTCACTCTT ATGGGCATGGTGGATGATTAG
24 PVBR107  CCCCTTTCTCACCACTTCAG ACCAAAAACGGTGCTCAAAC
25 PVBR69 GATGCTGGCCTCTTTGTAGC CACCCCTCTGTGTTTTTCTCC

26  Bng57 TTAGTTTTGTTATGCGTGCT AGCATGTGTTACCGTGTGTA
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Tabela 2: Marcadores Moleculares selecionados com ampla abrangéncia gendmica

(aleatorios) e especificos para cor e escurecimento do tegumento do grao de feijdo (Continua).

N°  Nome SEQUENCIAF SEQUENCIAR

27 PVBR201 GTGATGGTGCTGCTTTTCAA ATGCGTGGGGAGAAGTAAGA

28 PVBRI172 TTTCTCTTTCCTCTCTCTCTCCT GAGACGTATTGATAGATTGAGATGG
29 Bng-68 TTGCTTATGTCAAACCTGAA TTTTTAATTCCTGTGAATTGTTT
30 BMC301 GAGAGTGGAGAATTAGGGTTTGA CAGGATGCAGATCACCGTAA

31 Bng95 CATTCCAGAGGCTAAAATTG ACCACAGTAGCAGGCTTAAA

32 BM98 GCATCACAAAGGACTGAGAGC CCCAAGCAAAGAGTCGATTT

33 PV176 GAGGAAAGAGAAAGCAACAGAGA AGTTTGAGGAGCAGGAGCAG

34 PVBR250 GGTGGAGAGTGGTGGACAGT CGAAACCCTACCACTTTTTCC

35 PVBR215 AATGGAAAAGGGGGAAGAGA GCAACATTGCAGAGAGACGA

36 PVBR61 GATGCTGGCCTCTTTGTAGC CACACCCCTCTGCTTTCTTC

37 PVBRS82 CCCAAAGAGAATGCAAGGTT GCTTCCCTTTCAACGACATC

38 PVBRI163 TGAGAGTGGAGAAGGAGAGAGA TGACAACACTGCAAACACCA

39 PVBR167 GGCAAAAACAAAACCATTTCA GCCATTTCTCCACTGTCTGG

40 PVBRI181 AGGGAAAAGTGGGAAAGGAA CCACAGCTGATGAAAAGCAA

41 PVBR228 TGCAGGTTGCAAGTAGCAGT GCGAGGAGAGAAAGAGAAAGAA
42 PVBR125 GGAGCGAGAGAAAATCGAAA CTGAGACGCAGAGCAGACAC

43 BM199 AAGGAGAATCAGAGAAGCCAAAAG TGAGGAATGGATGTAGCTCAGG
44  PVBRI16 AAGCAACAGAAAAGCAGAAGAC TTGTGGTGTTGAGTGTGGTG

45 PVBR20 TGAGAAAGTTGATGGGATTG TACGCTGTTGAAGGCTCTAC

46 PVBR173 TCGAGATGGATTGAAAACGA CTCTCCCCGCAAAACACAC

47 PVBR188 GGAGCGAGAGAAAATCGAAA CTGAGACGCAGAGCAGACAC

48 PVBRI11 AAACTCAAAGTCGTTGTTCC CCACTGACTCTAGCTCCTCC

49 PVBR14 TGAGAAAGTTGATGGGATTG ACGCTGTTGAAGGCTCTAC

50 PVBR169 TGGAAAGTCGGAGGAGAAGA AAAAGGGTCCCAACCAAAAC

51 PVBR23 GAACGGAGACATAACAGCCA GAGGACCAACCAAACCAAGC

52 PVBRS87 CTCATTGCGTCTACCAGTGC CCTAGGTTCCGCAGCATGT

53 PV35 TCTACGCGTTCCCTCTGTCT AGTGGATGTGTGGGAAAAGC

54  PV59 TTGAGTGAGCCCATATATTTTTCTC GTTGGTGTGGGAAGAGAGGA

55 PVBRS83 GTCTGTATCGAAGCCGAGGA CTTATGCGTAGCATGGAGGA

56 PVBR259 TCAACCTTCTCCTGGTCCTG TCTCTCTTTCTTTCTGCGGTCT

57 PVBR101 TGCACGACACGTAGCACATA GCGTGGTGTGCAGTTAGAGA

58 PVESTBR-98 TCTTTAACAGCGCACACACTTT GTTGGAAAACGACAGTAGGAACC
59  X57022 AAGGATGGGTTCCGTGCTTG CACGGTACACGAAACCATGCTATC
60 PVEST-6 TTTTGAGGATTGGGAATATTGG TCAAATGGACTCACGATTAACTTGC
61 PVMO02TC116 CGCCATTTGGATTGGATT AGGCGTGGAAGTGGAGTG

62 Pvsd-1157 AATTGGGGAAGATGGTTGGTT GTCAGGGTTGAAAATTGCGT

63 Pvsd-1158 GCAATTGACAAAAAGCTTCG TTGTCATGCGGTTTT

64  Pvsd-0028 TGAAACGCCTAGATAAAATTTAAAAC TGGTACAATTTTATGAATGATGCC
65 0OL4500 CACACAGTGAAAGTGCTTAATTCC GACTGCACACTATCCATAAAAAT
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Tabela 2: Marcadores Moleculares selecionados com ampla abrangéncia gendmica
(aleatorios) e especificos para cor e escurecimento do tegumento do grdo de feijdo

(Conclusédo).

N°  Nome SEQUENCIAF SEQUENCIAR

66 OAP2650 TCCCTAGAAGCAAACACAACATAA TTGCATGGATGTGTAAGAGTTTTC
67 0OD12490 GAGAAGCAGGAGGACGAGAAG CTAGCATCTAGGGAGGAGGCAT
68 OW17600 GTCCTGGGTTTTGGAGGTTGATGT GTCCTGGGTTCAATTCCATAGTCC
69 0U14850 CGAAAACTTCTAGGGTCAGGACAT ATTCATACTTCAAGTGGCGTGTT

A caracterizacao dos pares de primers decorreu com um gradiente de temperatura com
a reacdo de 50 ng de DNA, 12,5 uL GoTag® MasterMix, 2,0 uL de cada primer (forward e
reverse) e 3,5 uL de &gua, num volume total de 25 pL. As condi¢cBes de amplificacdo que
foram utilizadas sdo: 1) 94°C, 1 min; 2) 94°C 1 min; 3) gradiente de temperatura (Ta) 4) 72°C
1 min, 5) volta ao passo 2 por 30 vezes; 6) 72°C por 5 min.; 7) 15°C, incubagdo no caso dos
SSR. J& no caso dos marcadores STS o volume da GoTag® MasterMix e da agua milli-q
foram ajustados para 8 uL cada.

Posteriomente a caracterizacdo dos primers para ambos marcadores, utilizou-se o
termociclador MyCycler da BioRAD para a realizacdo da reacdo da cadeia da polimerase. Os
produtos das amplificacbes do DNA foram visualizados em gel de agarose 3% para
comprovar a qualidade da amplificacdo e, com isso, definiu-se a melhor temperatura de
anelamento de cada par de primer.

Para a caracterizacdo dos resultados provenientes da PCR com os marcadores ja
mencionados, foi utilizado o kit DNF-905-K1000 do genotipador automatico Fragment
Analyzer (Agilent Technologies Inc.) que apresenta uma alta resolucao de até 500 pb, com a
discriminacdo desde um par de bases.

No equipamento, foram utilizadas duas solu¢bes, onde para cada placa genotipada,
prepara-se 40 mL de dsDNA 905 Gel com 4uL de Intercalating Dye diluido para a primeira
solucdo. A segunda solucdo consiste em 40 mL de solucdo 5X Capillary Conditioning (8mL
de Conditioning para 32mL de agua milli-g autoclavada.

Além disso, na corrida utilizou-se quatro placas; placa de Buffer, placa de marcador de
peso molecular, placa de descarte e placa de amostras com material genético, preparada com
21uL de TE Buffer 1X, 3uL do resultante da PCR, com exce¢do do pogo H12, o qual foi
colocado 24puL de Ladder (35-400 Range DNA Ladder).
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3.2.2.3 Anélise de Associacdo genémica ampla

Para a anélise de Associacdo Gendmica Ampla (GWAS), os dados fenotipicos foram
verificados quanto & normalidade da distribuicdo dos residuos com o teste de Shapiro-Wilk,
com o intuito de melhorar a qualidade dos dados e aumentar a probabilidade de identificacéo
de SNPs significativos. Com relacdo aos dados genotipicos foram utilizados os dados
resultantes do sequenciamento do beadchip e dos marcadores microssatélites. A analise do
GWAS foi desenvolvida com o modelo Circulating Probability Unification (FarmCPU) (LIU
et al., 2016) implementado no pacote GAPIT (LIPKA et al. 2012). A abordagem desse
modelo se baseia no Modelo Misto Multi Locus (MLMM) e é executada em duas etapas,
Modelo de Efeito Fixo (FEM) e Modelo de Efeito Aleatério (REM), repetidamente até que
nenhum SNP significativo seja detectado. Para tal, o efeito do gen6tipo foi considerado como
efeito fixo e os blocos como efeito aleatério. A filtragem de qualidade dos dados foi
designada com um call rate de 95%, excluindo marcadores com missing data maior que 5%,
0 MAF de 5%, dado que alelos raros dificultam o poder de associacdo entre gendtipo e
fendtipo, heterozigosidade de 5% e linkage disequilibrium de 99%. Para estruturacdo genética
foi utilizado a PCA, a matriz de parentesco foi obtida pela metodologia de VanRaden
(VanRaden, 2008) e o agrupamento de distancia genética estimado por neighbor-joining
(Saltou and Nei 1987). O desequilibrio de ligacdo da populacéo foi calculado por Almeida et
al.(2020, no prelo). O threshold foi obtido para cada parametro através da funcéo
FarmCPU.P.Threshold, onde foram realizadas 300 permutacdes para que enfim fosse
estimada a associacdo aleatdria entre todos os marcadores e o fendtipo.

Os resultados das analises foram comparados com o genoma de referéncia encontrado

no banco de dados Phytozome 13 v2.1 [https://phytozome.jgi.doe.gov/pz/portal.html], sendo

considerado a regido de 100 kpb upstream e downstream.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Cor do tegumento do gréo de feijdo carioca logo apos a colheita

Os dados fenotipicos referentes a coloracdo do tegumento dos grdos de feijao logo

apos a colheita estdo sob os parametros L*, a* e b*. Com a analise de variancia (ANOVA)
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(Tabela 3) observou-se que as fontes de variaces (gendtipos e blocos) foram significativas
para todos os parametros; L*, a* e b*, confirmando a diversidade dos gen6tipos selecionados
para a caracteristica em questdo. O coeficiente de variacdo (CV) baixo em todos 0s

parametros indicou que o experimento teve uma alta precisdo e boa condutancia.

Tabela 3: Analise de variancia (ANOVA) do plantio experimental em delineamento em
blocos casualizados, com trés blocos e 132 gendtipos em relacdo aos parametros L*, a* e b*
na safra das aguas de 2018.

Quadrados médios

FV GL L* a* b*
Genotipos 131 14,13** 1,76** 3,18**
Blocos 2 35,63** 7,51** 10,61**
Residuos 262 0,90 0,24 0,52
CV % 1,83 6,97 4,56

** Significativo a 1% de probabilidade pelo teste F.

As comparagdes das médias dos valores dos trés parametros e seus outliers sdo
visualizadas no boxplot (Figura 13). No parametro de luminosidade (L*), obtivemos o valor
méaximo de 58,89 (“Branquinho”) e minimo de 44,47 (“L3591”), com o valor da média
aritmética de 51,74, sendo um pouco abaixo do valor desejavel de 53 (Carneiro et al. 2000;
Silva et al. 2009) ou de 55 (Ribeiro et al. 2008), estipulados como de melhor valor comercial.
Rodrigo et al. (2011) realizaram a avaliacdo de 60 cultivares e linhagens de feijdo carioca, nas
diferentes épocas de semeadura, e obtiveram um valor médio de 51,21, na safra das aguas de
2009, 52,99 na safra de inverno de 2010 e 53,15 na safra das seca de 2010, resultado proximo
do adquirido neste trabalho.

O parametro a* teve a sua média de 6,99, valor maximo de 9,55 (“IAC Votuporanga”)
e minimo de 4,47 (“BRSMG Madrepeérola”). Para o parametro a*, Rodrigo et al. (2011)
encontraram um valor médio de 6,90 na safra das aguas, 6,16 na safra de inverno e 6,83 na
safra da seca, sendo também proximo do aqui obtido.

Ja o parametro b*, o valor médio foi de 15,83, com valor maximo de 20,58 (“G970”) e
minimo de 12,26 (“L4891”). Rodrigo et al. (2011) obtiveram um valor médio de 20,21 na

safra das aguas, 19,82 na safra de inverno e 19,20 na safra da seca, destoando do valor
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resultante de 15,83 encontrado. A partir destes resultados, infere-se que o pardmetro b* € a
caracteristica que apresenta maior influéncia ambiental.

Para os parametros a* e b* ndo ha estudos que definem o melhor valor para a
aceitagdo do consumidor em relacdo ao feijdo carioca. Contudo, quanto maiores e positivos
estes valores, maior a tendéncia da cor vermelho-amarelado no tegumento do gréo. Siqueira et
al. (2014) ressaltaram a importancia da contribuicdo dos pardmetros L*, a* e b* na
visualizacao final da cor do gréo, dado que valores altos de b* podem ocultar valores de a*.
Portanto, os valores de a* e b*, em conjunto com o valor de L*, devem ser considerados na
avaliacdo para a caracteristica de cor do tegumento do grdo de feijdo do grupo carioca
(Siqueira 2013; Possobom 2014).

o)
S
1
I |
S _—
-
4
L]
Q _
o
o
. [ ]
2 31
o _|
d _q,m_
R N—
o |
=
_6_
| | |
a* b* L*
Parametros

Figura 13: Boxplot demonstrando as médias dos valores dos parametros a*, b* e L* e seus
outliers, obtidos pelo colorimetro Minolta, sob 10 repeti¢bes técnicas, de cada um dos 132

genotipos, logo apos a colheita dos graos.

A correlacdo entre os parametros foi visualizada por um grafico de analise de
componentes principais (Figura 14) e mensurada pela correlacdo de Pearson. No gréfico de
PCA, as componentes 1 e 2 contemplam 94% da diversidade dos dados. O pardmetro L*

apresentou uma correlacdo negativa com o pardmetro a* (-0,55) e uma baixa correlagdo com o
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parametro b* (0,16). Os parametros a* e b* também apresentaram uma baixa correlacao
(0,47) entre si.

Siqueira (2013) também observou uma correlacdo negativa significativa entre os
parametros a* e L* no 5° més de armazenamento, onde genotipos com L* inferiores
apresentaram maiores valores de a*, indicando a forte correlacdo destes parametros com a cor
do tegumento no processo de escurecimento ao longo do tempo e enfatizando a necessidade

de estudo dos trés parametros em conjunto.

01-

0.2 01 EI.IEI 0.1 0.2
PC1 (53.78%)

Figura 14: PCA representando 94% da diversidade dos acessos nas componentes principais 1
e 2, sob as variaveis a*, b* e L*, dos 132 genotipos de feijdo carioca quanto a sua coloragdo

de grdo mensurada logo apds a colheita.

A diversidade quanto a caracteristica da cor dos gréos de feijdo carioca foi também
verificada com o teste de agrupamento Scott-Knott. No parametro L* foram encontrados 8
grupos distintos significativamente (Figura 15). De acordo com 0 agrupamento temos que em

geral, 0s gendtipos se apresentam com valores de luminosidade proximos a média. Nos
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extremos ha apenas o gendtipo “Branquinho” de L* superior e dois gen6tipos no grupo h;
“L.3591” e “ESAL 651” com os menores valores de L*.

Agrupamento L*

N2 DE GENOTIPOS

Figura 15: Agrupamento derivado do teste Scott-Knott do parametro L*, onde temos a
quantidade de acessos nos 8 grupos formados da analise realizada logo apds a colheita do
plantio em Campinas, na safra das aguas de 2018.

Em decorréncia da extensdo da Tabela que apresenta os valores de médias para os 132
genotipos (Anexo | — Tabela 1) foram selecionados 15 genotipos de maiores e menores
valores de L* na Figura 16. Na Figura 16a, nota-se o cultivar “Branquinho” como o genotipo
que mais diferiu dos outros acessos com o valor de 57,73, sendo considerado o genétipo mais
claro e com um valor relativamente proximo do encontrado de 58,4 por Rodrigo et al. (2011),
também na safra das aguas. Além disso, Rodrigo et al. (2011) constataram que 0 acesso
“Branquinho” se apresentou no grupo de gendtipos de maiores valores de L*, em todas as
safras testadas, ocupando sempre o grupo “a” nos testes de Scott-Knott a 5% de probabilidade
realizados. Os valores de L* dos gendtipos “IAC Alvorada” (55,89) e “FT Porto Real” (54,69)
também foram similares aos valores do “IAC Alvorada” de 54,2 e do “FT Porto Real” de 56,9
detectados por Rodrigo et al. (2011).

Os genotipos de menores valores de luminosidade sdo o “L.3591” (44,96) e 0 “ESAL
651" (46,29) e, por isso, considerados como 0s acessos mais escuros logo apds a colheita
(Figura 16b). As cultivares “IAC Ybaté” (48,20) e “Aporé” (48,23) também foram
encontradas no grupo de menores valores de L* obtidos por Rodrigo et al. (2011); com “I1AC
Ybaté” e “Aporé” com L* de 47,2 e 47,6, respectivamente. Entretanto, os genotipos “Carioca
Precoce” (47,73), “IAC Votuporanga” (48,31), “Carioca MG” (48,37) e “Carioca Lustroso”
(48,39) localizados no segundo grupo de menores valores de L* neste estudo, ndo estdo
relacionados com o verificado por Rodrigo et al. (2011), possivelmente evidenciando a grande

influéncia ambiental sobre a caracteristica.
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Figura 16: Relacdo dos 15 acessos de maiores € menores valores de Luminosidade (L*) apds
a colheita (tempo zero), agrupados pelo teste Scott-Knott a 5% de probabilidade, de gréos
com o plantio em Campinas na safra das aguas de 2018. A) Gendtipos com maiores valores de
L* (sentido horario), agrupados nos grupos “a”, “b” ¢ “c”. B) Gendtipos com menores

valores de L* (sentido anti-horario), agrupados nos grupos “g” e “h”.

O teste de agrupamento Scott-Knott a 5% de probabilidade do parametro a*, apds
recém-colheita do gréo, dividiu os genotipos em 5 grupos (Anexo | - Tabela 2). Observa-se
que 0s genotipos estdo concentrados em valores mais altos de a* (Figura 17). Apenas no
grupo “a” foram agrupados 35 gendtipos. Em contraposicdo, no grupo “e”, menor valor de a*,

ha sé 3 genotipos.

Agrupamento a*

50 a7
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Figura 17: Histograma derivado do teste Scott-Knott do parametro a*, onde se tem a
quantidade de acessos nos 5 grupos formados da analise realizada logo apds a colheita do

plantio, em Campinas, na safra das aguas de 2018.
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Na Figura 18a, nota-se que 0s gendtipos mostrados estdo todos com altos valores de a*
e no mesmo grupo “a” de acordo com o teste Scott-Knott. Sendo assim, estes gendtipos
apresentam um tom de vermelho de maior intensidade do que 0s outros acessos. Em
comparagdo com o parametro L* (Figura 16b), vé-se a correlagdo negativa entre o0s
parametros de alguns gendtipos, conforme ja mencionado. Os acessos “IAC Votuporanga”,
“Carioca MG”, “GenTS3-3” e “Carioca Lustroso” exibem concomitantemente 0os menores
valores de L* e os maiores valores de a*. Ja os acessos de menores valores de a* (Figura 18b)
também corroboram com a correlagcdo negativa encontrada com o pardmetro L*. Por isso,
foram verificados que os acessos “BRSMG Madrepérola” (4,74), “H96A102-5-1-52-1A”
(5,30), “ANFC5” (5,45), “H96A31P2-1-1-1-1" (5,52), “ANFC9” (5,62) e “Branquinho”
(5,65) também foram os de maiores valores de L* (Figura 16a). Com a integracdo dos dois
parametros, tém-se acessos promissores para 0 uso em programas de melhoramento do

feijoeiro comum, com um fundo mais claro e um tom vermelho de menor intensidade.
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Figura 18: Relacdo dos 15 acessos de maiores e menores valores de a*, apos a colheita
(tempo zero), agrupados pelo teste Scott-Knott a 5% de probabilidade, de graos de feijao do
tipo carioca, com o plantio em Campinas, na safra das aguas de 2018. A) Genotipos com
maiores valores de a* (sentido horario), agrupados no grupo “a”. B) Genotipos com menores

valores de a* (sentido anti-horario), agrupados nos grupos “c”, “d” e “e”.

Finalmente, o teste de agrupamento Scott-Knott do parametro b* separou os genétipos
em apenas 4 grupos (Anexo | — Tabela 3). Atualmente, hd pouco estudo sobre a influéncia do
parametro b* no grdo de feijdo. Entretanto, como j& mencionado, espera-se que 0S graos nao
apresentem o tom amarelado que é mensurado pelo valor de b*, sendo possivelmente

preferido grdos com valores proximos de zero. Em geral, na divisdo dos genotipos entre 0s
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grupos notou-se que 0s genotipos se concentram em grupos intermediarios (grupo “b” e grupo

“c”) do parametro b* (Figura 19).
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Figura 19: Histograma derivado do teste Scott-Knott do pardmetro b*, onde tem-se a
quantidade de acessos nos 4 grupos formados da analise realizada logo apds a colheita do
plantio em Campinas, na safra das aguas de 2018.

Na escala adotada, nimeros positivos e maiores de b* resultam em um tom mais
intenso de amarelo no gréo, acarretando a possivel rejeicdo dos grdos por consumidores.
Contudo, ao comparar o resultado do parametro b* com os parametros a* e L*, acredita-se
que os genotipos “BRSMG Madrepérola” e “ANFC5” sdo potencialmente melhores, dado as
exigéncias de consumidores quanto a cor do grdo de feijao, pois além de apresentar menores
valores de b* (Figura 20b) e de a*, exibem maiores valores de L*, resultando em um gréo de

tom mais claro e menos vermelho-amarelado.
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Figura 20: Relacdo dos 15 acessos de maiores e menores valores de b* apds a colheita

(tempo zero), agrupados pelo teste Scott-Knott a 5% de probabilidade, de grdos com o plantio
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em Campinas na safra das aguas de 2018. A) Gendtipos com maiores valores de b* (sentido
horério), agrupados no grupo “a”. B) Gendtipos com menores valores de b* (sentido anti-

horario), agrupados no grupo “d”.

As analises de associacdo gendmica ampla (GWAS) foram realizadas englobando os
SNPs provenientes do Beadchip BARCBean6K 3 da Illumina (proc FAPESP auxilio
2017/24711-4) e os marcadores moleculares para os parametros de luminosidade (L*), a* e
b*. Néo foi observada uma estruturacdo populacional nos métodos de Neighbor joining
(Figura 21a), VanRaden (Figura 21b) e Andlise de componentes principais (21c), sendo
assim, ndo foi possivel a subdivisdo dos gendtipos em diferentes grupos. Posteriormente, a
aplicacdo dos filtros, restaram 2.172 SNPs e 7 SSRs distribuidos ao longo dos 11

cromossomos de feijdo comum.
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PC2

Figura 21: Relagdes de parentesco do painel de diversidade de feijdo carioca, composto por
132 genotipos cultivados em agosto de 2018 em Campinas, S8o Paulo, através das
metodologias A) Neighbor-joining B) VanRaden C) PCA.

Nas analises de coloracdo do tegumento do grdo, logo apos a colheita, encontraram-se,
no total, 17 SNPs significativos associados entre os parametros estudados, de acordo com o
threshold definido pelas 300 permutacBes, em todos 0s cromossomos, com excecdo dos
cromossomos Pv07, Pv09 e Pv10 (Figura 22). A alta complexidade do resultado é explicada
pelo grande ndmero de genes envolvidos ja descritos para esta caracteristica (Bassett et al.
2000; McClean et al. 2002; Bassett et al. 2007).
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Figura 22: Manhattan plots obtido pelo pacote FarmCPU de acordo com os dados obtidos
logo ap6s a colheita e seus respectivos QQ-plots mostrando os desvios dos SNPs que
provavelmente estdo associados com a caracteristica em estudo. A) Parametro L* (Li) com
um QTL significativo nos cromossomos Pv06 e Pv08 e dois nos cromossomos Pv0l e Pv04.
B) Parametro a* (a) com um QTL significativo nos cromossomos Pv01, Pv02, Pv03, Pv06 e
Pv11 e dois nos cromossomos Pv04 e Pv05. C) Parametro b* (b) com um QTL significativo
nos cromossomos Pv04 e Pv06. A linha verde demarca o threshold informado pelo

coeficiente de bonferroni (valor ~ 5) e abaixo o threshold pelo meio das 300 permutacdes.

No cromossomo Pv01, é importante ressaltar o SNP ss715645938, o qual foi
significativo nas analises dos parametros L* e a* (Tabela 4). Em uma regido de 100 Kpb
upstream e downstream do marcador, foram obtidos 23 genes. Com relacdo a caracteristica,
foram encontradas trés copias do gene que codifica 0 NAD(P)-BINDING ROSSMANN-FOLD
SUPERFAMILY PROTEIN (Phvul.001G234700.2, Phvul.001G234800 e Phvul.001G234900
a 62 Kpb, 65 Kpb e 69 Kpb downstream, respectivamente), ja descrito como possivel gene
candidato associado ao conteudo fendlico total, dado seu envolvimento na biossintese de
flavonoides, além de outras funcdes (Myers et al. 2019). Infere-se que esta regido encontrada
associada ao alelo favoravel que determina a cor clara (maiores valores de L*) e menor
avermelhamento do grdo (menores valores de a*) (Figura 23), ocorreu dado a relacdo de a
enzima antocianina redutase ser pertencente a superfamilia de cadeia curta

redutase/desidrogenase dependente de NAD(P) (Freixas-Coutin et al. 2017).

A) $5715645938 B) $5715645938
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Figura 23: Boxplots relacionando o valor genotipico de cultivares de feijdo comum do tipo
carioca, com SNP significativo associado a caracteristica de coloracdo do tegumento do grdo

de feijdo, para o parametro L* (A) e parametro a* (B).

39



O gene MYB-LIKE DNA-BINDING PROTEIN MYB foi encontrado nos cromossomos
Pv05 (55715639856 - Phvul.005G109900.1) e Pvll (ss715645475 - Phvul.011G019200.1)
com relacdo ao pardmetro a*. Este gene é relatado como promissor candidato relacionado
com o gene J, o qual interage com o gene V e 0 gene sd, determinando a cor do gréo e a
tolerancia ou susceptibilidade ao escurecimento do grdo respectivamente, pois regula a via
metabolica de antocianinas e proantocianidinas pela reducdo de fenilpropanoides (Liu et al.
2015; Coutin et al., 2017; Erfatpour et al. 2018). Além disso, na regido demarcada do
cromossomo Pvll, foi observado o gene 4-COUMARATE-COA LIGASE 3
(Phvul.011G020200.1) que também estd envolvido diretamente na via metabdlica da
antocianina e da proantocianidina (Coutin et al. 2017).

Ao comparar a sequéncia forward do gene G, descrito por Basset et al. (2002) como
intimamente ligado a expressdao da cor no tegumento de grdo de feijdo, com os QTLsS
significativos obtidos da analise de GWAS, obtém-se que o gene G (Score: 35,6 e e-value:
3,2E-02; identidade de 95%) estd a uma distancia de 63,5 Kpb upstream do marcador
$S715649476 no cromossomo Pv04.

Além disso, foram observados genes que compdem a defesa da espécie como
CYSTEINE-RICH PEPTIDE FAMILY (Phvul.001G233600.1) (Cummings et al. 2017),
(Phvul.001G234700.2) e PEPTIDYLPROLYL ISOMERASE (Phvul.001G233400.1) (Marivet
et al. 1992), E3 UBIQUITIN-PROTEIN LIGASE SDIR1 (Phvul.001G233500.1) (Shu et al.
2017), 22.0 KDA HEAT SHOCK PROTEIN (Phvul.004G129400.1) (Xu et al. 2012),
LEUCINE RICH REPEAT N-TERMINAL DOMAIN (LRRNT_2) // LEUCINE RICH REPEAT
(LRR_8) (Phvul.004G023600.1) (Matsushima et al. 2012), sugerindo a existéncia da relacéo

da cor do tegumento do grdo com resisténcia a fatores bioticos e abidticos.
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Tabela 4: Parametros (L, a, b), Cromossomos (Pv), posicdes em pb (pares de base), p-

valores, minor allele frequencies (MAF) e efeitos dos SNPs significativos associados a cor do

tegumento do grdo de feijdo.

Pardmetro SNP Pv  Posigdo (pb) p-valor MAF Efeito
§5715645938 1 48780253 2,17E-07 0,168 -0,752
§5715650354 1 52152379 6,28E-09 0,031 -1,078
$s715650918 4 25245150 5,06E-08 0,115 0,987

L* §5715650318 4 36437652 2,72E-07 0,115 0,888
$5715639368 6 31397045 4,63E-07 0,046 -0,361
$5715646651 8 55497579 5,11E-06 0,420 0,759
§5715645938 1 48780253 1,37E-08 0,168 0,277
§5715647033 2 23450802 1,06E-03 0,225 -0,382
§s715649919 3 30251280 4,19E-09 0,183 -0,202
§5715649476 4 15020274 4,22E-03 0,130 0,449

a* $s715646130 4 42616835 7,24E-08 0,141 0,268
§5715639856 5 33614554 7,21E-07 0,061 -0,370
$s715646996 5 35473109 9,24E-08 0,298 -0,207
§s715641722 6 1740107 6,75E-08 0,111 0,317
$s715645475 11 1573240 4,85E-09 0,351 0,176

b* §5715646215 4 2670845 2,15E-09 0,053 -0,557
$5715650275 6 1980240 3,43E-09 0,256 0,268

4.2 Escurecimento do tegumento do gréo de feijao carioca

Nas andlises da metodologia de escurecimento prolongado, os parametros avaliados

foram: L*, a*, b* e AE, nos tempos de 30, 60 e 90 dias ap0s a colheita. O escurecimento ao

longo do tempo provocou mudangas em todos os parametros. Conforme os dias de

experimento ocorreram, a média do parametro L* dos grdos decaiu. Inicialmente, a média do

L* dos gréos era de 51,74 e com 0 armazenamento caiu para 46,78, 42,93 e 41,59 aos 30, 60 e

90 dias de prateleira, respectivamente (Figura 24). Isso porque, o grdo sofre mudancas

quimicas que resultam no escurecimento do grédo e, portanto, tendem a diminuir seu valor de

L*, de acordo com a escala adotada CIELab*.
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Figura 24: Boxplot da evolu¢do do parametro L*, com o valor de L* mensurado nos tempos
de 0, 30, 60 e 90 dias de armazenamento empregados na metodologia de escurecimento
prolongado de 132 gendtipos de feijdo carioca pertencentes ao banco de germoplasma do
Instituto Agrondmico de Campinas.

De modo geral, em contraposi¢do ao parametro L*, os valores de a*, b* ¢ AE
aumentaram ao longo do tempo de armazenamento, resultando no aumento da cor amarelo-
avermelhada nos grdos. O valor médio inicial de a* foi de 6,99 e teve seu maximo com 90
dias no valor de 12,72 (Figura 25). Aos 30 e 60 dias de armazenamento, os valores médios de
a* foram de 9,81 e 11,87, respectivamente. Ja no parametro b* (Figura 26), a média inicial foi
de 15,83 e, subiu para 17,36 aos 30 dias, e 17,86 aos 60 dias de armazenamento. Contudo, aos
90 dias, em relacdo ao valor médio dos 60 dias de experimento, a média sofreu uma leve

reducdo para 17,65.
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Figura 25: Boxplot da evolucdo do parametro a*, com o valor de a* mensurado nos tempos
de 0, 30, 60 e 90 dias de armazenamento, empregados na metodologia de escurecimento
prolongado de 132 gendtipos de feijdo carioca pertencentes ao banco de germoplasma do

Instituto Agrondémico de Campinas.
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Figura 26: Boxplot da evolucdo do parametro b*, com o valor de b* mensurado nos tempos
de 0, 30, 60 e 90 dias de armazenamento empregados na metodologia de escurecimento
prolongado de 132 gendtipos de feijdo carioca pertencentes ao banco de germoplasma do

Instituto Agronémico de Campinas.

43



A diferenga total da cor (AE) engloba os trés parametros (L*, a* e b*) e de acordo com
Siqueira (2013), o resultado do AE mensura a estabilidade da cor do grdo de feijdo ao longo
do tempo. Portanto, quanto menor o AE, maior sera a estabilidade/manutengdo da cor do
tegumento do grao de feijdo em relacdo a coloracdo dos grédos no tempo zero. No tempo 0, 0
AE ndo foi calculado, pois neste tempo s6 ha os valores iniciais de L*, a* e b*. Com 30 dias
de experimento, o valor médio foi de 5,98 e quase dobrou aos 60 dias de experimento,
chegando ao valor de 10,33 (Figura 27). Apos 90 dias de experimento, o valor médio do AE
também aumentou (11,88), mas de forma menos brusca em relacdo hd 60 dias. Acredita-se
que apds 90 dias de prateleira, os grdos tendem a sofrer mudancas ndo significativas em seus

parametros, podendo ser observada pela queda do aumento no valor de AE ao longo do

tempo.
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Figura 27: Boxplot da evolugdo do parametro AE, com o valor de AE mensurado nos tempos
de 0, 30, 60 e 90 dias de armazenamento empregados na metodologia de escurecimento
prolongado de 132 gendtipos de feijdo carioca pertencentes ao banco de germoplasma do

Instituto Agronémico de Campinas.

E importante ressaltar que o AE é um pardmetro necessario em estudos de
escurecimento de gréos de feijdo carioca. Em analises, se utilizando apenas o L* de grdos, a

perda de informacdo ocorre, dado a omissdo da perda do valor de luminosidade sofrida pelo
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grdo ao longo do tempo. No gréfico abaixo, observa-se que os valores de L* aos 60 dias (L60)
dos genotipos “ESAL651” (38,41) e “L5014” (38,59) sdo proximos, porém o L* no tempo
zero (LO) difere substancialmente (Figura 28). Ao utilizar apenas o valor de L60 na analise, a
diferenca entre a luminosidade no tempo zero e a luminosidade no tempo de 60 dias
(AL*=L0-L60) fica omitida, sendo ambos 0s gendtipos enquadrados no mesmo grupo em
relagdo a susceptibilidade do escurecimento do grdo. No entanto, com a variavel AE ha a
correcdo dessa omissdo ao considerar ndo s6 o LO e o L60, mas também os parametros a* e b*
nos tempos zero e aos 60 dias de experimento, em seu calculo estatistico. Contudo, na

literatura héa poucos trabalhos que utilizam o calculo do AE em seus resultados.
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Figura 28: Gréafico de dispersdo da comparacgdo entre os valores absolutos das variaveis L*
no tempo zero (LO) e L* 60 dias, apos a colheita (L60) na metodologia de escurecimento
prolongado e a correlagdo da diferenga destes valores com o parametro AE apds 60 dias de

colheita (DEG0).

Os parametros L*, a* e b* da analise do tempo de 30 dias de prateleira ndo entraram
na normalidade mesmo apds as diferentes tentativas de transformacdes. Por isso, s6 foi
utilizado o parametro AE (Tabela 5). As analises de variancia (ANOVA) indicaram que as
fontes de variacao (genotipos e blocos) foram significativas para todos os parametros; L*, a*,
b* e AE em todos os tempos (Tabelas 5, 6 e 7), exceto para blocos do parametro AE do tempo

de 60 dias (Tabela 6). O coeficiente de variacdo (CV) também foi baixo para todos os
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parametros indicando que o experimento do escurecimento prolongado teve uma alta preciséo
experimental.

Tabela 5: Analise de variancia do delineamento em blocos casualizados, com trés blocos, e

132 tratamentos da variavel AE de 30 dias, apds a colheita, na metodologia de escurecimento
prolongado para feijoes do tipo carioca.

FV GL AE
Genotipos 131 4,81**
Blocos 2 4, 47**
Residuos 262 1,06
CV % 17,23

**Significativo 1% de probabilidade pelo teste F.

Tabela 6: Anélise de variancia do delineamento em blocos casualizados, com trés blocos, e

132 tratamentos das variaveis L*, a* e b* ¢ AE de 60 dias, apés a colheita, na metodologia de
escurecimento prolongado para feijoes do tipo carioca.

FV GL L* a* b* AE
Genotipos 131 21,09** 5,42** 3,41** 10,67**
Blocos 2 26,22** 8,47** 3,25** 3,56ns
Residuos 262 1,32 0,33 0,28 1,83
CV % 2,68 4,82 2,97 13,10

** Significativo 1% de probabilidade pelo teste F; ns é ndo significativo.

Tabela 7: Anélise de variancia do delineamento em blocos casualizados, com trés blocos, e

132 tratamentos das variaveis L*, a* e b* ¢ AE de 90 dias, apés a colheita, na metodologia de

escurecimento prolongado para feijdes do tipo carioca.

FV GL L* a* b* AE
Genotipos 131 23,16** 5,92** 3,00** 89,69**
Blocos 2 8,75** 1,63** 4,55** 12,36**
Residuos 262 1,40 0,29 0,28 1,99
CV % 2,85 4,26 3,00 18,33

** Significativo 1% de probabilidade pelo teste F.

Segundo Silva et al. (2008), o melhor tempo para selecdo do carater de escurecimento

do grdo é o de 60 dias apos a colheita e, por isso, foi 0 tempo experimental explorado neste
trabalho.
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O grafico Biplot PCA realizado no tempo de 60 dias de experimento indicou que o
parametro a* e o AE apresentaram uma alta correlacdo (0,74). Tanto a variavel a* como o AE
evidenciaram uma correlacdo negativa com o parametro L*, onde a correlagdo de L* e a* é de
valor de -0,68 ¢ L* e AE de -0,54. Ja a correlagdo do pardmetro b* com o a* apresentou um
valor de 0,54, b* com o L* de 0,05 e b* com o AE de 0,54 (Figura 29).

-0.1 EI.IEI 0.1
PC1 (54.69%)

Figura 29: Biplot PCA representando 91% da diversidade dos acessos nas componentes
principais 1 e 2, sob as variaveis a*, b*, L* AE (DE na imagem) dos 132 gendtipos de feijao
carioca representados pelos pontos pretos quanto a sua coloracdo de grdo apds 60 dias de

prateleira.

A separacdo em grupos pela analise Scott-Knott aos 60 dias de experimento do
parametro L* constitui-se de 9 grupos (Anexo Il — Tabela 1). Apenas entre os 15 genotipos
com os maiores valores de L*, hd 5 grupos diferentes, como o observado na Figura 30. Apos

0s 60 dias de experimento, 0s acessos tendem a ocupar grupos de menores valores de L*.
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Figura 30: Histograma derivado do teste Scott-Knott do pardametro de luminosidade (L*60),

onde temos a quantidade de acessos nos 9 grupos formados da andlise realizada apés 60 dias

de prateleira, com o plantio em Campinas, na safra das dguas de 2018.

No grupo a, tem-se apenas o gendtipo “Branquinho” com um valor de 52,78, o qual é

considerado alto, proximo do valor de 53 estipulados como de melhor L* aceito por

consumidores (Figura 31a). No grupo b* estdo os gendtipos “BRSMG Madrepérola” e

“ANFC9” com os valores 50,72 e 50,60, respectivamente. Lopes (2011) demonstrou que 0

genotipo “Branquinho” apresentou as maiores notas de L*, nas trés diferentes safras (dguas

em 2009 e secas e inverno em 2010), aos 60 dias de experimento. J& 0s 15 menores valores de

L* foram todos agrupados no grupo i (Figura 31b). O gendtipo “IAC Ybaté”, menor valor em

relacdo ao painel, apresentou um L* de 38,12, com uma diferenca alta de 14,66 com relacéo

ao “Branquinho”, acesso de maior valor de L*.
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*
4
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Figura 31: Relacdo dos 15 acessos de maiores e menores valores de Luminosidade (L*) ap6s

60 dias de experimento agrupados pelo teste Scott-Knott a 5% de probabilidade, de grdos com

o0 plantio em Campinas na safra das dguas de 2018. A) Genotipos com maiores valores de L*
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(sentido horario), agrupados nos grupos “a”, “b”, “c”, “d” e “e”. B) Genotipos com menores

valores de L* (sentido anti-horario), agrupados no grupo “i”.

No parametro a*, os acessos foram divididos em 8 grupos (Anexo Il — Tabela 2). Em
relacdo ao nimero de genotipo por grupo formado, temos que 0S acessos se concentram em
valores intermediarios e detrimento dos valores de menores e maiores valores de a* (Figura
32).

Agrupamento a*60

50 1 44

N2 DE GENOTIPOS

Figura 32: Histograma derivado do teste Scott-Knott do parametro de a* (a*60), onde temos
a quantidade de acessos nos 8 grupos formados da analise realizada apos 60 dias de prateleira,

com o plantio em Campinas na safra das aguas de 2018.

Os 15 gendtipos de maiores valores de a* se localizam nos grupos “a” e “b” do teste
Scott-Knott (Figura 33a) e 0s 15 gendtipos de menores valores de a* estdo nos grupos “e”,
“f7, “g” e “h” (Figura 33b). Como j& mencionado, observa-se a correlagdo negativa com o
parametro L* dos acessos “SMB 277, “INB858” e “IAC-Apud”, dado que apresentaram
menores valores de L* e maiores valores de a*. As cultivares “BRSMG Madrepérola”,
“ANFC5”, “ANFC9”, “TAA-Dama”, “Branquinho” e “[AC-Polaco” e as linhagens
““H96A102-1-1-152”, “H96A102-5-1-52-1A” e “H96A31-P2-1-1-1-1” resultaram em
maiores valores de L* e menores valores de a*, sendo importantes acessos para explorar a

tolerancia ao escurecimento em programas de melhoramento.
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Figura 33: Relacdo dos 15 acessos de maiores e menores valores de a* apds 60 dias de
experimento agrupados pelo teste Scott-Knott a 5% de probabilidade, de grdos com o plantio
em Campinas na safra das aguas de 2018. A) Gendtipos com maiores valores de a* (sentido
horéario), agrupados nos grupos “a” ¢ “b. B) Genotipos com menores valores de a* (sentido

anti-horario), agrupados nos grupos “e¢”, “f”, “g” e “h”.

O parametro b* foi dividido em 7 grupos (Anexo Il — Tabela 3). Em contraposi¢do ao
parametro L*, aos 60 dias de experimento, 0s acessos tenderam a ter valores maiores de b*
(Figura 34). Pode-se observar que sdo poucos 0s gendtipos com valores significativamente

baixos de b*.

Agrupamento b*60
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Figura 34: Histograma derivado do teste Scott-Knott do parametro de b* (b*60), onde temos
a quantidade de acessos nos 6 grupos formados da analise realizada ap6s 60 dias de prateleira,

com o plantio em Campinas na safra das aguas de 2018.

Por apresentar valores de correlacdo ndo significativos com os outros parametros e por

ser um parametro pouco estudado, ha pouca comparacdo a ser explorada. Em relacdo aos
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genotipos de maiores valores de b* (Figura 35a), ou seja, acessos que apresentam maior
pigmentacdo amarelada nos gréos, o cultivar “INB 859” é destacado dado que este aparece no
grupo de menores valores de L* e o maior valor de a*. Sendo assim, em programas de
melhoramento visando a tolerancia ao escurecimento, este acesso deve ser descartado. Em
contra partida, nos acessos de menores valores de b* (Figura 35b), destaca-se 0s gendtipos
“ANFC5”, “BRSMG Madrepérola”, “H96A102-5-52-1A” ¢ “TAA-Dama”, pois também
presentaram maiores valores de L* e menores valores de a*, sendo um conjunto de

caracteristicas importantes na tolerancia ao escurecimento.
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Figura 35: Relacdo dos 15 acessos de maiores e menores valores de b* apos 60 dias de
experimento agrupados pelo teste Scott-Knott a 5% de probabilidade, de grdos com o plantio
em Campinas na safra das aguas de 2018. A) Gendtipos com maiores valores de b* (sentido
horério), agrupados no grupo “a”. B) Genotipos com menores valores de b* (sentido anti-

horério), agrupados nos grupos “d”, “e” e “f”.

O calculo do AE mensura as transformagdes dos pardmetros em conjunto ao longo do
tempo. Sendo assim, os acessos de maiores valores de AE, sdo os que apresentam menor
estabilidade ao longo do tempo em relacdo as suas caracteristicas no tempo zero. No gréafico
abaixo (Figura 36) verificamos que apenas 11% dos gendtipos exibem uma estabilidade de
cor ao longo do tempo significativamente baixa. 1sso representa que aos 60 dias de
experimento poucos gendtipos mantem sua coloracdo de tegumento estatisticamente préxima

ao valor inicial do experimento.
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Figura 36: Histograma derivado do teste Scott-Knott do parametro de AE (AE 60), onde
temos a quantidade de acessos nos 4 grupos formados da analise realizada apds 60 dias de
prateleira, com o plantio em Campinas, na safra das dguas de 2018.

O “IAC-Alvorada” foi a cultivar que mais se alterou ao longo do tempo (Figura 37a)
(Anexo Il — Tabela 4). Por exemplo, o L* inicial foi de 55,89 (grupo b) e aos 60 dias de
experimento decaiu para 43,77 (grupo f). Em contraposicdo, 0 gendtipo “BRSMG
Madrepérola” apresentou um valor de AE 4,60 (Figura 37b). Ao ser correlacionado com 0s
outros parametros, este genotipo sempre esteve entre 0s maiores valores de L* e menores de
a* e b*, em ambos os tempos zero/inicial e de 60 dias de experimento. Por este motivo, em
diversos trabalhos € utilizado como uma importante fonte de tolerancia ao escurecimento em
cruzamentos simples e dialelos (Aradjo et al. 2012; Jodo 2016; Rodrigues 2018). Além disso,
0s genotipos “ANFC5”, “ANFC9”, “TAA-Dama”, “Branquinho”, “IAC-Polaco”, “H96A102-
1-1-152”, “H96A102-5-1-52-1A” e “H96A31-P2-1-1-1-1” também apresentaram alta
estabilidade da cor, com maiores valores de L* e menores valores de a*, pertencendo a
categoria de tolerantes ao escurecimento e com grande potencial a ser explorado em
programas de melhoramento do feijoeiro.

Contudo, ¢ necessario ressaltar que o AE por si s6 ndo € capaz de explicar a tolerancia
ao escurecimento. 1sso porque a estabilidade da cor é referente a cor inicial do genétipo, como
ja mencionado. No caso do “IAC Lustroso” observa-se que a luminosidade do seu tegumento
inicialmente ja era escura (48,40) e, aos 60 dias de experimento, decaiu para 42,60. Por isso,
infere-se que € imprescindivel a combinacdo dos parametros separadamente (L*, a* e b*), e
em conjunto (AE), para a melhor escolha de potenciais genitores para cruzamentos em

programas de melhoramento.
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Figura 37: Relagdo dos 15 acessos de maiores ¢ menores valores de AE apos 60 dias de
experimento agrupados pelo teste Scott-Knott a 5% de probabilidade, de grdos com o plantio
em Campinas na safra das aguas de 2018. A) Gendétipos com maiores valores de AE (sentido
horéario), agrupados no grupo “a”. B) Genoétipos com menores valores de AE (sentido anti-

horério), agrupados no grupo “d”.

Por fim, atualmente, se faz necessario mais estudos para o aprofundamento da
compreensdo das correlagdes dos parametros L*, a*, AE e b* e a padronizacdo destes nas
caracteristicas de escurecimento e da cor do gréo de feijdo carioca logo apds a colheita, para o
melhor refinamento da selecdo em programas de melhoramento de feijdo de cultivares
superiores.

Em relacdo ao GWAS, o numero total de marcadores apés as filtragens de qualidade
foi de 2.180 SNPs e 7 SSRs englobando os 11 cromossomos da espécie. A partir dos
resultados, constata-se o total de 8 marcadores significativos para os parametros L*, a* e b*
aos 60 dias de experimento (Figura 38) entre os cromossomos Pv01, Pv03, Pv05, Pv06 e Pv07
(Tabela 8). No parametro AE ndo apareceu nenhum marcador significativo, pois mensura a
estabilidade de cor ao longo do tempo através do conjunto dos parametros L*, a* e b* e, por
isso, temos o envolvimento de diferentes genes, como podemos ver pelos QTLs resultantes,

sendo dificil a deteccdo de marcadores significativos.
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Figura 38: Manhattan plots obtido pelo pacote FarmCPU de acordo com os dados obtidos
apos 60 dias de experimento e seus respectivos QQ-plots mostrando os desvios dos SNPs que
provavelmente estdo associados com a caracteristica em estudo. A) Parametro L* (L60) com
um marcador significativo nos cromossomos Pv01, PvO7 e Pv010. B) Parametro a* (a) com
um marcador significativo no cromossomo Pv07. C) Parametro b* (b) com dois SNPs

significativos nos cromossomos Pv03 e um SNP significativo nos cromossomos Pv05 e Pv06.

E importante ressaltar que o marcador microssatélite significativo encontrado no
cromossomo Pv07 (marcador SSR Pvsd-1157) foi constatado para os parametros L* e a*
(Tabela 8). O efeito do QTL, em contraposicéo entre os parametros a* (-0,871) e L* (1,615),
corroboram com a correlagdo encontrada nas analises fenotipicas, os quais também sao
visualizados nos boxplots (Figura 39) sobre o nimero de copias de alelos favoraveis. Felicetti
et al. (2012) identificaram o marcador Pvsd-1157 no cromossomo Pv07 fortemente ligado ao
loco slow darkening (distancia de 0,9 cM) utilizando populacbes F2 de feijao pinto com o
SNP chip de primeira geracdo PvOPA-1 Illumina GoldenGate assay. No presente estudo ndo
foi obtido correlagdo com os marcadores Pvsd0028 e Pvsd1158 com o escurecimento do gréo

de feijdo carioca.

Pvsd1157
A) Pvsd1157 B)
e O
o | ! H o
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Figura 39: Boxplots relacionando o valor genotipico de cultivares de feijao comum com SNP
significativo associado a caracteristica de coloracdo do tegumento do grdo de feijdo para o

parametro L* (A) e parametro a* (B).
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Tabela 8:Pardmetros (L, a, b), Cromossomos (Pv), posicOes em pb (pares de base) p-valores,
minor allele frequencies (MAF) e efeitos dos SNPs significativos associados ao

escurecimento do tegumento do gréo de feijao apds 60 dias de prateleira.

Parametro SNP Pv Posicdo  p-valor MAF Efeito
b
5715645938 1 48%0)253 197E-06 0,168 -0,771
L* Pvsd1157 7 28860396 1,58E-07 0,095 1,615
5715649365 10 8246206 3,43E-07 0,168 -0,978
a* Pvsd1157 7 28860396 2,52E-06 0,095 -0,871
5715650436 3 869671  1,15E-07 0,462 -0,431
5715649919 3 30251280 4,97E-07 0,183 -0,426
b* 5715649300 5 36614267 1,83E-07 0,382 -0,326
5715646668 6 31748898 1,37E-09 0,137 -0,370

A regido estudada foi de 100 Kpb upstream e dowstream dos marcadores evidenciados
pela a andlise, e com isso, genes importantes para a regulacdo do fenbmeno de escurecimento
foram obtidos. O gene NAD(P)-BINDING ROSSMANN-FOLD SUPERFAMILY PROTEIN,
sugerido por Myers et al. (2019) como gene candidato associado ao contetdo fendlico total,
dado seu envolvimento na biossintese de flavonoides foi encontrado nos cromossomos PvO05 e
PvO7.

Os genes MYB-LIKE DNA-BINDING PROTEIN MYB (cromossomos Pv03 e Pv10),
BASIC HELIX-LOOP-HELIX (BHLH) DOMAIN (cromossomo Pv07) e WD40-REPEAT-
CONTAINING DOMAIN (cromossomos Pv07 e Pv10) formam o complexo MYB-bHLH-
WDR, fator de transcricdo que regula genes da via de proantocianidina ja descrito em A.
thaliana, Medicago truncatula e em Fragaria x ananassa (Xie et al. 2003; Schaart et al. 2013;
Xu et al. 2014;Jun et al. (2015); Freixas-Coutin et al. 2017). Isso porque a regulacédo positiva
de genes tardios favorecem o acumulo de proantocinidina e, consequentemente, 0
escurecimento da semente em Arabidopsis, Brassica sp. e leguminosas como a soja (Baudry
et al. 2006; Auger et al. 2010; Kovinich et al. 2012; Freixas-Coutin et al. 2017).

Além disso, Myers et al. (2019) sugeriram como um possivel gene candidato, na
proximidade de um QTL relacionado com o contetdo fendlico total, o gene de funcéo
CYTOCHROME P450, no cromossomo Pv04. De acordo com Winkel-Shirley (2001) e
Freixas-Coutin et al. (2017), os precursores da via de biossintese de flavondides séo
catalisados por duas enzimas do Citocromo P450 (CYTOCHROME P450); flavonoide 3'-
hidroxilase e flavonoide 3'5'-hidroxilase. No cromossomo Pv10, a uma distancia de 76 Kpb

do SNP evidenciado, foi localizado o gene Phvul.010G053100 que codifica o
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CYTOCHROME P450, sendo entdo um possivel gene candidato em associa¢do ao fendmeno
do escurecimento do gréo de feijdo.

O marcador ss715649919, localizado no cromossomo Pv03, quando em andlise foi
comparado com o genoma de referéncia e se encontrou exatamente na regido do gene
Phvul.003G119100, descrito como VACUOLAR PROTEIN SORTING-ASSOCIATED
PROTEIN 13. Previamente, em um estudo de sequenciamento de RNA, este gene também foi
localizado em linhagens recombinantes ndo tolerantes ao escurecimento e de gréos que nao
escurecem de feijdo do tipo cranberry. No trabalho foi visualizado que gréos suscetiveis ao
escurecimento apresentam uma maior expressdo do gene em questdo (Freixas-Coutin et al.
2017).

Em trabalnos com Medicago truncatula, foi observado que na sintese de
proantocianidina, ha uma etapa de glicosilacio com uma enzima glicosiltransferase
especifica, sendo esta intimamente ligada ao acumulo de proantocianidinas (Pang et al. 2013).
No cromossomo Pv10, foi encontrado o gene UDP-GLUCOSYLTRANSFERASE a 17 Kpb
downstream. Anteriormente, este gene foi previsto como sendo a enzima antocianina 3'-O-f3-
glucosiltransferase, a qual apresenta uma fungdo importante na sintese de proantocianidina
porque favorece o acimulo de proantocinidina (Freixas-Coutin et al. 2017).

Em contraposicdo, enzimas que regulam o transporte de moléculas como as
OLIGOPEPTIDE TRANSPORTER e SUGAR TRANSPORTER também podem exibir um
papel crucial no acimulo de proantocianidina, dado que a maior expressdo destes genes esta
correlacionada com grdos mais claros em todos os estagios de desenvolvimento de feijao do
tipo cranberry indicado por Freixas-Coutin et al. (2017). Ademais, 0s autores também
encontraram relacdo na expressdo dos genes que codificam ASPARTIC-TYPE
ENDOPEPTIDASE ACTIVITY, E3 UBIQUITIN-PROTEIN LIGASE e CA2+-
INDEPENDENT PHOSPHOLIPASE A2 com a caracteristica em questdo. Contudo, mais
estudos sdo necessarios para a compreensdo destes genes na tolerancia ao escurecimento do

gréo de feijao.
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Tabela 9: Genes candidatos localizados no intervalo de 100 Kpb upstream e dowstream dos
marcadores significativos através da anélise de associacdo genémica ampla associados ao

fendbmeno de escurecimento.

Gene Distancia  Orientacgéo Descricao
(Kpb)
Phvul.001G233600 6 upstream ASPARTIC-TYPE ENDOPEPTIDASE ACTIVITY
Phvul.001G233500 10 upstream E3 UBIQUITIN-PROTEIN LIGASE
Phvul.003G119100 0 VACUOLAR PROTEIN SORTING-ASSOCIATED
PROTEIN 13
Phvul.003G006500 99 upstream OLIGOPEPTIDE TRANSPORTER, OPT
SUPERFAMILY
Phvul.003G007800 9 downstream MYB-LIKE DOMAIN
Phvul.005G128500 15 downstream NAD(P)-BINDING ROSSMANN-FOLD
SUPERFAMILY PROTEIN
Phvul.007G171333 94 upstream TRANSCRIPTION FACTOR TT8 - BASIC HELIX-
LOOP-HELIX (BHLH) DOMAIN
Phvul.007G172100 15 downstream NAD(P)-BINDING ROSSMANN-FOLD
SUPERFAMILY PROTEIN
Phvul.007G172300 38 downstream CA2+-INDEPENDENT PHOSPHOLIPASE A2
Phvul.007G172600 87 downstream WD40-REPEAT-CONTAINING DOMAIN
Phvul.010G053600 5 upstream WD40-LIKE-CONTAINING DOMAIN
Phvul.010G053400 58 upstream SUGAR TRANSPORTER
Phvul.010G053200 65 upstream MYB-LIKE DNA-BINDING PROTEIN MYB
Phvul.010G053100 76 upstream CYTOCHROME P450
Phvul.010G053700 17 downstream UDP-GLYCOSYLTRANSFERASE (PREDICTED
ANTHOCYANIN 3'-OB-
GLUCOSYLTRANSFERASE
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5 CONCLUSAO

O painel de diversidade de cariocas se demonstrou efetivo para a utilizagdo em estudos
de mapeamento associativo possibilitando a sua aplicagdo em outros estudos.

A combinacdo das variaveis (L*, a* e b*) obtidas pela analise com o colorimetro
Minolta demonstrou ser de extrema importancia na escolha dos melhores cultivares e/ou
linhagens. A correlacdo existente tanto para a visualizacdo da caracteristica de cor do grdo na
colheita como na alteragdo da cor do grdo ao longo do tempo evidencia a necessidade da
utilizacdo da combinacgéo dos parametros em detrimento da escolha de apenas um deles.

Em relacdo a cor do grdo do feijdo logo ap6s a colheita, os acessos “BRSMG
Madrepérola”, “H96A102-5-1-52-17, “ANFC5”, “H96A31P2-1-1-1-17, “ANFC9” e
“Branquinho” se mostraram promissores para 0s programas de melhoramento por
apresentarem fundo mais claro (L* superiores) e menor avermelhamento (a* inferiores) do
tegumento do grdo de feijdo do tipo carioca. Em especial, os genotipos “BRSMG-
Madrepérola” e “ANFC5”, pois estes genotipos também apresentam uma menor intensidade
do tom amarelo.

Para a caracteristica de escurecimento ao longo do tempo, 0s gendtipos “ANFC5”,
“ANFC9”, “TAA-Dama”, “Branquinho”, “IAC-Polaco”, “H96A102-1-1-152”, “H96A102-5-
1-52-1A” ¢ “H96A31-P2-1-1-1-1” tiveram um 6timo desempenho com alta estabilidade da
cor, maiores valores de L* e menores valores de a* e, portanto, sdo cultivares e linhagens
tolerantes ao escurecimento e com potencial a ser explorado em programas de melhoramento
do feijoeiro visando a toleréncia ao escurecimento. Ademais, 0 parametro AE se mostrou
uma importante ferramenta de selecdo para este carater.

O controle genético das caracteristicas de cor e escurecimento do grdo foram
correlacionados com a via metabolica de proantocianidinas (taninos condensados).

Na tolerancia ao escurecimento do tegumento do gréo de feijdo carioca, o0 marcador
Pvsd1157 se mostrou promissor para selecdo precoce, podendo ser utilizado como uma
importante ferramenta em estudos de sele¢do assistida. Outros marcadores encontrados
ressaltam a importancia do estudo envolvendo todos os parametros obtidos na analise de

colorimetria em analises de associa¢do genémica ampla em feijao com tegumento carioca.
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Anexo | — Resultados dos testes de Scott-Knott de gréos recém-colhidos para os feijoes

cariocas

7 ANEXOS

Tabela 1: Valores de Luminosidade (L*) de 132 gend6tipos recém-colhidos, agrupados pelo

teste Scott-Knott a 5% de probabilidade, na safra das aguas de 2018, em Campinas, SP

(Continua).

Genétipo L*

Branquinho 57,73 a'
Gen05C1-3-3-1-1 56,09 b
ANFC9 5595 b
IAC Alvorada 55,89 b
J/39-2-3-1 55,64 b
IAC 1850 5541 b
ANFC5 55,20 c¢
IPR Sabid 55,07 ¢
FT Porto Real 54,69 C
H96A102-5-1-52-1A 54,67 ¢
Gen05C2-1-1-1-3 54,66 ¢
BRS Madrepérola 54,45 c
J/43-1-1-1 54,45 ¢
IAC Arua 54,40 c
H96A31-P2-1-1-1-1 54,13 ¢
IAC Pyata 54,07 c
BZ 3815-1 54,01 c
IPR 139 53,93 d
IPR Celeiro 53,82 d
IAC Polaco 53,81 d
J/43-5-1 53,75 d
Gen05C4-4-3-1-2 53,73 d
BRS Estilo 53,71 d
405 Goytacazes 53,69 d
Gen05PR13-2-2-1-2 53,64 d
Gen05C2-1-1-1-1 53,57 d
TAA Gol 53,57 d
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BRS Majestoso
Z-28
Gen05C2-1-6-1-1
IAC Formoso

53,51
53,50
53,49
53,42

o O o o

Tabela 1: Valores de Luminosidade (L*) de 132 gend6tipos recém-colhidos, agrupados pelo

teste Scott-Knott a 5% de probabilidade, na safra das aguas de 2018,em Campinas, SP

(Continua).

Genétipo L*

Coreata 53,42 d
H96A102-1-1-152 53,34 d
CNFC 11-948 53,33 d
FT Bonito 53,31 d
IAPAR 14 53,26 d
Gen05C3-2-4-1-1 53,17 d
J/61-5-3-1 53,12 d
EMP 407 52,99 d
IAPAR 81 52,97 d
MAB 89 52,93 d
J/54-5-1 52,92 d
IAPAR 80 52,87 d
Gen05C4-6-2-1-2 52,76 e
IAC Tybata 52,76 e
L507-1 52,72 e
LM 95102682 52,65 e
Bico de ouro 52,60 e
IPR Tangara 52,50 e
IAPAR BAC 6R BAC 52,46 e
Gen05C4-3-1-1-2 52,42 e
BFS 24 52,39 e
Gen86-12A-122 52,33 e
IAC Imperador 52,23 e
L306-1 52,18 e
Carioquinha de produtor 52,17 e
L476-2 52,15 e
Cv-48 52,11 e
CNFC 11-954 52,10 e
Desconhecido01 52,09 e
IAC Akyta 52,03 e
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Tabela 1: Valores de Luminosidade (L*) de 132 gendtipos recém-colhidos, agrupados pelo

teste Scott-Knott a 5% de probabilidade, na safra das &guas de 2018,em Campinas, SP

(Continua).

Genétipo L*

Carioca antigo 51,97 e
Mulatinho bico de ouro 51,86 e
BRS Horizonte 51,82 e
GenTS 4-8 51,82 e
Jalocdo 51,79 e
FEB 180 51,76 e
IPR Campos Gerais 51,72 e
IPR Curié 51,59 f
G970 51,57 f
MAB 341 51,55 f
BRS Talisma 51,54 f
OPNS-331 51,48 f
IAC Sintonia 51,38 f
Gen05C6-3-5-2-1 51,36 f
Carioca 80 51,35 f
LP90-91 R.BAC 51,33 f
CHC 01-175-1 51,29 f
Gen05C6-4-5-1-2 51,28 f
IAC Apua 51,27 f
Gen05C3-2-4-1-7 51,26 f
LM 95102774 51,25 f
BRS Pontal 51,24 f
LM 93204328 51,22 f
Carioca Guaira 51,20 f
IPR Eldorado 51,18 f
Mourinho 51,13 f
INB 859 51,12 f
CATI Taquari 51,02 f
FEB 200 51,00 f
GEN-C97.2 50,99 f
MD-806 50,98 f
Carioca de Cipo 50,98 f
BRS Cometa 50,96 f
FEB 178 50,88 f
IAPAR 72 50,87 f
BRS Pérola 50,84 f
Gen05P5-3-8-1 50,78 f
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Cajuri Antigo 50,62 f

Tabela 1: Valores de Luminosidade (L*) de 132 gendtipos recém-colhidos, agrupados pelo

teste Scott-Knott a 5% de probabilidade, na safra das &guas de 2018,em Campinas, SP

(Concluséo).

Genétipo L*

FEB 177 50,58 f
A449 50,53 f
Carioca Comum 50,52 f
FEB 0208 50,35 f
Pitoco 50,29 f
Caneludo 49,93 f
Pintadinho Precoce 49,82 f
L485-1 49,81 f
Carioca 75 dias 49,77 f
A443 49,71 f
L501-4 49,55 g
FEB 176 4929 g
ESAL 609 49,25 g
LP88-175 49,18 g
SMB-27 49,11 g
MAB 333 49,08 g
FT Paulistinha 48,96 g
INB 858 4894 g
TAA Dama 48,76 g
Carioquinha limpo 48,67 g
GenTS 3-3 48,66 g
Carioca Lustroso 48,39 g
Carioca MG 4837 g
IAC Votuporanga 4831 g
Aporé 48,23 g
IAC Ybaté 48,20 g
FEB 179 48,17 g
IAC Tuna 48,17 G
L489-1 47,76 G
Carioca Precoce 47,73 G
Carioca sem cipo 47,73 G
ESAL 651 46,29 H
L359-1 4496 H

"Médias com letras diferentes significam
diferencas entre tratamentos, segundo o
teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.
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Tabela 2: Valores de a* de 132 gendtipos recém-colhidos, agrupados pelo teste Scott-Knott a

5% de probabilidade na safra das 4guas de 2018 em Campinas, SP (Continua).

Gendétipo a*

IAC Votuporanga 8,98 a
INB 858 8,60 a
IAC Sintonia 8,45 a
ESAL 609 8,29 a
Carioca MG 8,26 a
SMB-27 8,16 a
IAPAR 14 8,14 a
GenTS 3-3 8,05 a
LP88-175 7,97 a
Pintadinho Precoce 795 a
L501-4 7,92 a
IAC Imperador 7,89 a
INB 859 7,88 a
Carioca Lustroso 7,87 a
Carioca 75 dias 7,86 a
EMP 407 7,85 a
G970 7,84 a
L507-1 7,83 a
Carioca Comum 7,78 a
Pitoco 7,77 a
Jalocao 7,73 a
Carioca sem cipd 7,71 a
L485-1 7,70 a
FT Paulistinha 7,69 a
A449 7,68 a
BRS Talisma 7,66 a
Cajuri Antigo 7,66 a
IAC Akyta 7,64 a
Mourinho 7,64 a
Carioca Precoce 7,63 a
TAA Gol 7,61 a
Aporé 7,58 a
FEB 176 7,58 a
Gen05C3-2-4-1-7 7,53 a
Z2-28 7,52 a
ESAL 651 7,48 b
LP90-91 R.BAC 7,48 b
LM 93204328 747 b
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Tabela 2: Valores de a* de 132 gendtipos recém-colhidos, agrupados pelo teste Scott-Knott a
5% de probabilidade na safra das 4guas de 2018 em Campinas, SP (Continua).

Genoétipo a*

BRS Cometa 7,45 b
MAB 333 743 b
Carioca de Cipdé 7,40 b
Carioca 80 7,40 b
MAB 341 7,34 b
FEB 179 733 b
Gen05C2-1-1-1-3 732 b
LM 95102774 729 b
J/43-5-1 728 b
BRS Horizonte 7,28 b
IAC Apu3 723 b
Gen05C4-3-1-1-2 723 b
Carioca Guaira 7,22 b
BRS Estilo 721 b
IAPAR 81 721 b
L476-2 717 b
IAPAR BAC 6R BAC 7,16 b
FEB 0208 716 b
Gen05P5-3-8-1 7,15 b
BRS Pontal 7,14 b
Gen05C4-6-2-1-2 7,14 b
IAC Ybaté 713 b
L489-1 713 b
IPR Eldorado 7,09 b
Gen05C4-4-3-1-2 7,04 b
CATI Taquari 703 b
L306-1 7,02 b
IAPAR 72 7,02 b
Gen05C6-4-5-1-2 7,02 b
GenTS 4-8 701 b
Mulatinho bico de ouro 701 b
L359-1 7,00 b
IAC Tuna 6,99 b
IPR Tangara 6,98 b
FEB 177 6,97 b
CNFC 11-954 6,94 b
BRS Pérola 6,93 b
IAC Formoso 691 b
Carioquinha de produtor 6,89 b
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Tabela 2: Valores de a* de 132 gendtipos recém-colhidos, agrupados pelo teste Scott-Knott a
5% de probabilidade na safra das 4guas de 2018 em Campinas, SP (Continua).

Genoétipo a*

FT Porto Real 6,89 b
Carioquinha limpo 6,89 b
Gen05C3-2-4-1-1 6,89 b
Gen05PR13-2-2-1-2 6,88 b
Bico de ouro 6,86 b
CHC 01-175-1 6,83 ¢
FT Bonito 6,83 ¢
Coreata 6,81 ¢
J/43-1-1-1 6,79 c
Gen05C1-3-3-1-1 6,77 c
IAC Arua 6,76 ¢
MD-806 6,75 c
IAPAR 80 6,73 c
BRS Majestoso 6,72 ¢
IPR Celeiro 6,71 c
Desconhecido01 6,69 c
IPR Curié 6,61 c
FEB 178 6,60 c
FEB 200 6,60 c
Caneludo 6,55 ¢
IPR Campos Gerais 6,55 ¢
IAC Pyata 6,53 c
IPR 139 6,53 c
OPNS-331 6,51 c
IAC Tybata 6,49 c
BFS 24 6,43 c
CNFC 11-948 6,41 c
IPR Sabia 6,39 c
Gen05C2-1-1-1-1 6,37 c
Cv-48 6,37 c
LM 95102682 6,34 c
Gen86-12A-122 6,31 c
GEN-C97.2 6,26 c
MAB 89 6,26
IAC 1850 6,25 c
IAC Alvorada 6,23 ¢
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Tabela 2: Valores de a* de 132 gendtipos recém-colhidos, agrupados pelo teste Scott-Knott a
5% de probabilidade na safra das 4guas de 2018 em Campinas, SP (Concluséo).

Genoétipo a*

J/54-5-1 6,22 c
FEB 180 6,22 ¢
J/61-5-3-1 6,22 c
Gen05C6-3-5-2-1 6,15 c
J/39-2-3-1 6,12 c
Gen05C2-1-6-1-1 6,08 c
405 Goytacazes 6,07 c
H96A102-1-1-152 595 ¢
A443 5,83 d
IAC Polaco 5,77 d
Branquinho 5,65 d
ANFC9 562 d
H96A31P2-1-1-1-1 5,52 d
TAA Dama 5,50 d
ANFC5 5,45 d
H96A102-5-1-52-1A 530 d
Carioca antigo 498 e
BZ 3815-1 489 e
BRS Madrepérola 4,74 e

"Médias com letras diferentes significam
diferencas entre tratamentos, segundo o
teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.

Tabela 3: Valores de b* de 132 gendtipos recém-colhidos, agrupados pelo teste Scott-Knott a

5% de probabilidade, na safra das aguas de 2018, em Campinas, SP. (Continua).

Genoétipo b*

G970 18,70 a
IAPAR 14 18,28 a
SMB-27 18,22 a
IAC Votuporanga 17,91 a
L507-1 17,87 a
LP90-91 R.BAC 17,79 a
INB 858 17,66 a
INB 859 17,62 a
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Tabela 3: Valores de b* de 132 gend6tipos recém-colhidos, agrupados pelo teste Scott-Knott a
5% de probabilidade, na safra das 4guas de 2018, em Campinas, SP. (Continua).

Genoétipo b*

LP88-175 17,56 a
IAC Sintonia 17,50 a
BZ 3815-1 17,39 a
Gen05C3-2-4-1-7 17,38 a
IAC Akyta 17,17 a
405 Goytacazes 17,14 a
IPR Celeiro 17,06 b
Gen05C1-3-3-1-1 16,99 b
IAPAR 81 16,97 b
Z-28 16,95 b
Jalocao 16,93 b
GenTS 3-3 16,88 b
J/43-5-1 16,82 b
EMP 407 16,80 b
Cv-48 16,77 b
IAC Arua 16,70 b
IAC Apua 16,69 b
J/43-1-1-1 16,67 b
IAC Formoso 16,63 b
Carioca MG 16,62 b
Gen05C3-2-4-1-1 16,60 b
Gen05C4-4-3-1-2 16,59 b
J/39-2-3-1 16,55 b
L476-2 16,55 b
Gen05C4-3-1-1-2 16,48 b
IPR 139 16,47 b
Aporé 16,43 b
Gen05P5-3-8-1 16,42 b
IAC Pyata 16,37 b
Gen05PR13-2-2-1-2 16,34 b
L501-4 16,32 b
IAC Imperador 16,31 b
IPR Tangara 16,31 b
L485-1 16,28 b
IAC Alvorada 16,28 b
BRS Talisma 16,23 b
FT Bonito 16,23 b
Gen05C6-4-5-1-2 16,21 b
Carioca Lustroso 16,17 b
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Tabela 3: Valores de b* de 132 gend6tipos recém-colhidos, agrupados pelo teste Scott-Knott a
5% de probabilidade, na safra das 4guas de 2018, em Campinas, SP. (Continua).

Gendtipo b*

FT Porto Real 16,16 b
BRS Majestoso 16,12 b
L306-1 16,06 b
Gen05C2-1-1-1-3 16,02 b
IAPAR 72 16,02 b
Gen05C4-6-2-1-2 16,00 b
A449 1599 b
CNFC 11-948 1595 ¢
Pintadinho Precoce 1594 ¢
BRS Cometa 15,94 ¢
BRS Estilo 15,93 ¢
Pitoco 15,91 ¢
J/54-5-1 15,85 ¢
Carioquinha de produtor 15,79 ¢
Carioca Comum 15,79 ¢
IPR Sabia 15,79 ¢
Branquinho 15,77 c¢
CNFC 11-954 15,76 ¢
BRS Horizonte 15,75 ¢
IPR Campos Gerais 15,75 ¢
IAPAR BAC 6R BAC 15,73 ¢
IPR Eldorado 15,71 ¢
Coreata 15,68 ¢
FEB 180 15,68 ¢
BRS Pérola 15,67 c
Gen86-12A-122 15,66 ¢
Gen05C2-1-6-1-1 15,66 ¢
Mourinho 15,65 ¢
FT Paulistinha 15,64 c
CATI Taquari 15,61 c
GenTS 4-8 15,61 c
IAPAR 80 15,60 c
H96A102-1-1-152 15,57 c
IAC Tybata 15,55 ¢
IAC Ybaté 15,53 ¢
FEB 176 15,52 ¢
Cajuri Antigo 15,49 ¢
BRS Pontal 15,48 ¢
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Tabela 3: Valores de b* de 132 gend6tipos recém-colhidos, agrupados pelo teste Scott-Knott a
5% de probabilidade, na safra das 4guas de 2018, em Campinas, SP. (Continua).

Gendétipo b*

FEB 178 15,47 ¢
ESAL 609 15,43 ¢
CHC 01-175-1 15,42 c¢
IAC 1850 15,42 ¢
FEB 177 15,39 ¢
IPR Curié 15,38 ¢
J/61-5-3-1 15,37 ¢
LM 95102774 15,35 ¢
Carioca de Cipo 15,34 ¢
LM 95102682 15,29 ¢
IAC Tun3d 15,28 ¢
Mulatinho bico de ouro 15,27 ¢
MAB 333 15,27 ¢
Desconhecido01 15,25 ¢
Carioca antigo 15,24 ¢
Bico de ouro 15,18 ¢
FEB 0208 15,13 ¢
ANFC9 15,09 ¢
MAB 341 15,04 c
MD-806 15,04 ¢
H96A31P2-1-1-1-1 15,03 ¢
Gen05C2-1-1-1-1 15,03 ¢
LM 93204328 1498 c
FEB 179 1493 ¢
Carioca Guaira 14,90 d
Carioca 80 14,89 d
GEN-C97.2 14,85 d
OPNS-331 14,75 d
TAA Dama 14,73 d
Carioca 75 dias 14,71 d
H96A102-5-1-52-1A 14,68 d
MAB 89 14,61 d
IAC Polaco 14,61 d
FEB 200 14,60 d
Gen05C6-3-5-2-1 14,54 d
BFS 24 14,45 d
ANFC5 14,36 d
Caneludo 14,34 d
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Tabela 3: Valores de b* de 132 gend6tipos recém-colhidos, agrupados pelo teste Scott-Knott a
5% de probabilidade, na safra das aguas de 2018, em Campinas, SP. (Concluséo).

Genoétipo b*

BRS Madrepérola 14,32 d
Carioca Precoce 14,19 d
L489-1 14,19 d
A443 14,16 d
L359-1 13,75 d
Carioca sem cipo6 13,71 d
TAA Gol 13,67 d
Carioquinha limpo 13,50 d
ESAL 651 13,41 d

*Médias com letras diferentes significam
diferencas entre tratamentos, segundo o
teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.

Anexo Il — Resultado do teste de Scott-Knott de graos aos 60 dias de experimento

Tabela 1: Valores de Luminosidade (L*) de 132 gendtipos, aos 60 dias de experimento,
agrupados pelo teste Scott-Knott, a 5% de probabilidade, na safra das aguas de 2018 em

Campinas, SP (Continua).

Genétipo L*

Branquinho 52,78 a
BRS Madrepérola 50,72 b
ANFC9 50,60 b
ANFC5 50,05 ¢
H96A102-5-1-52-1A 4931 c
TAA Dama 48,77 c
H96A31-P2-1-1-1-1 48,41 c
IAC Polaco 4798 d
H96A102-1-1-152 47,58 d
IPR Celeiro 47,18 d
IAC Arua 47,01 d
Gen05C2-1-1-1-3 46,86 d
IAC 1850 46,69 d
IPR Sabia 46,41 d
Z-28 46,16 e
J/39-2-3-1 4594 e
IAPAR 14 4549 e
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Tabela 1: Valores de Luminosidade (L*) de 132 gendtipos, aos 60 dias de experimento,
agrupados pelo teste Scott-Knott, a 5% de probabilidade, na safra das aguas de 2018 em

Campinas, SP (Continua).

Genétipo L*

FT Porto Real 4530 e
J/54-5-1 4520 e
Gen05C4-3-1-1-2 45,08 e
Coreata 4497 e
Gen05C1-3-3-1-1 44,71 f
J/43-1-1-1 4461 f
MAB 89 44,55 f
BRS Horizonte 4455 f
J/61-5-3-1 44,52 f
FT Bonito 44,44 f
Gen05C2-1-1-1-1 44,42 f
IAC Pyata 44,26 f
Gen05C6-3-5-2-1 44,22 f
EMP 407 44,13 f
IPR Curié 44,10 f
Gen05C3-2-4-1-1 44,08 f
BFS 24 44,06 f
BRS Cometa 4397 f
MD-806 43,81 f
BZ 3815-1 43,79 f
Jalocao 43,78 f
IAC Alvorada 43,77 f
Gen05C2-1-6-1-1 43,74 f
Bico de ouro 43,62 f
Pitoco 43,56 f
IAPAR 72 43,53 f
IPR 139 43,49 f
CNFC 11-948 43,48 f
BRS Talisma 43,43 f
J/43-5-1 43,38 f
IAC Formoso 43,33 f
ESAL 609 43,33 f
BRS Pontal 43,32 f
LM 95102682 43,25 f
Desconhecido01 43,21 f
Gen05C4-4-3-1-2 43,12 g
IAC Imperador 43,08 g
IAC Tybata 42,97 g
IAPAR 81 4295 g

83



Tabela 1: Valores de Luminosidade (L*) de 132 gendtipos, aos 60 dias de experimento,

agrupados pelo teste Scott-Knott, a 5% de probabilidade, na safra das aguas de 2018 em

Campinas, SP (Continua).

Genétipo L*

IPR Campos Gerais 42,94 g
LP90-91 R.BAC 42,85 g
IAPAR BAC 6R BAC 42,82 g
L306-1 42,77 g
FEB 180 42,74 g
IAPAR 80 42,72 g
Carioquinha de produtor 42,72 g
LP88-175 42,71 g
Gen05C4-6-2-1-2 42,69 g
IPR Eldorado 42,65 g
Carioca Lustroso 42,60 g
TAA Gol 42,59 g
MAB 341 42,58 g
Caneludo 42,54 g
Carioca Guaira 42,54 g
Mourinho 42,52 g
Carioca antigo 42,49 g
BRS Estilo 42,44 ¢
Gen05PR13-2-2-1-2 42,42 g
IAC Akyta 42,41 g
Gen86-12A-122 42,39 g
L476-2 42,38 g
GenTS 4-8 42,20 g
Cajuri Antigo 42,20 g
Carioca de Cipo 42,18 g
Carioca Precoce 42,11 g
405 Goytacazes 42,10 g
CNFC 11-954 42,08 g
LM 93204328 42,07 g
Mulatinho bico de ouro 42,05 g
FEB 200 42,00 g
Gen05C3-2-4-1-7 41,92 g
IAC Sintonia 41,78 g
Cv-48 41,76 g
LM 95102774 41,71 g
Gen05C6-4-5-1-2 41,69 g
CATI Taquari 41,62 h
BRS Pérola 41,56 h
Carioquinha limpo 41,56 h

84



Tabela 1: Valores de Luminosidade (L*) de 132 gendtipos, aos 60 dias de experimento,
agrupados pelo teste Scott-Knott, a 5% de probabilidade, na safra das aguas de 2018 em

Campinas, SP. (Concluséo).

Genétipo L*
CHC 01-175-1 41,56 h
G970 41,54 h
IPR Tangara 41,53 h
Carioca 75 dias 41,50 h
A449 41,41 h
Carioca Comum 41,34 h
OPNS-331 41,19 h
FEB 0208 41,18 h
Carioca 80 41,17 h
L507-1 41,15 h
Carioca sem cipo 41,08 h
A443 41,02 h
Aporé 41,01 h
Pintadinho Precoce 40,66 h
GEN-C97.2 40,65 h
IAC Votuporanga 40,50 h
IAC Apua 40,46 h
FEB 178 40,25 h
L485-1 40,19 i
INB 859 40,11 i
FT Paulistinha 40,08 i
FEB 176 40,08 i
BRS Majestoso 3990 i
Carioca MG 39,88 i
FEB 179 39,58 i
L359-1 39,53 i
Gen05P5-3-8-1 39,50 i
L489-1 39,25 i
MAB 333 39,25 i
FEB 177 39,24 i
SMB-27 39,18 i
GenTS 3-3 38,90 i
INB 858 38,66 i
L501-4 38,60 i
ESAL 651 38,41 i
IAC Tuna 38,20 i
IAC Ybaté 38,12 i

'Médias com letras diferentes significam
diferencas entre tratamentos, segundo o teste
de Scott-Knott a 5% de probabilidade.
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Tabela 2: Valores de a* de 132 gendtipos, aos 60 dias de experimento, agrupados pelo teste
Scott-Knott, a 5% de probabilidade, na safra das dguas de 2018 em Campinas, SP. (Continua).

Gendétipo a*

INB 859 1499 a
SMB-27 14,22 a
L507-1 14,06 a
INB 858 13,97 a
IAC Votuporanga 13,73 b
IAC Sintonia 13,59 b
IPR Tangara 13,54 b
IAC Apua 13,53 b
J/43-5-1 13,48 b
Gen05C4-4-3-1-2 13,45 b
BRS Cometa 13,44 b
Gen05PR13-2-2-1-2 13,39 b
IAC Akyta 13,29 b
FT Bonito 13,24 b
Gen05P5-3-8-1 13,24 b
L501-4 13,16 b
Gen05C3-2-4-1-7 13,11 b
405 Goytacazes 13,11 b
Pintadinho Precoce 13,06 b
L476-2 13,00 c
FEB 177 12,97 c
Gen05C1-3-3-1-1 12,96 ¢
J/39-2-3-1 12,96 c
GenTS 3-3 12,93 ¢
IPR 139 1290 c
IAC Alvorada 12,88 ¢
IAC Imperador 12,77 c¢
EMP 407 12,74 ¢
IAC Ybaté 12,73 ¢
Carioca MG 12,69 c¢
A449 12,67 c
Carioca Comum 12,66 ¢
Gen05C4-6-2-1-2 12,66 c
IAC Tuna 12,66 ¢
Carioquinha de produtor 12,62 c
Cv-48 12,60 c
FT Paulistinha 12,57 c
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Tabela 2: Valores de a* de 132 gendtipos, aos 60 dias de experimento, agrupados pelo teste
Scott-Knott, a 5% de probabilidade, na safra das aguas de 2018 em Campinas, SP. (Continua).

Gendétipo a*

Jalocao 12,55 c
Mulatinho bico de ouro 12,53 ¢
IAPAR 14 12,50 c
FEB 176 12,49 ¢
LP90-91 R.BAC 12,49 c
MAB 333 12,44 ¢
CATI Taquari 12,43 ¢
LM 95102774 12,42 ¢
CNFC 11-954 12,41 c
OPNS-331 12,41 ¢
FEB 178 12,40 c
CHC 01-175-1 12,40 c
Carioca 80 12,38 ¢
IAC Formoso 12,38 ¢
LM 93204328 12,36 ¢
IAC Tybata 12,35 ¢
FT Porto Real 12,32 ¢
G970 12,32 ¢
GenTS 4-8 12,30 c
Gen05C6-4-5-1-2 12,29 ¢
BRS Horizonte 12,28 ¢
BRS Pérola 12,25 ¢
IAPAR 80 12,25 ¢
Gen05C3-2-4-1-1 12,24 ¢
BRS Talisma 12,23 ¢
Cajuri Antigo 12,20 c
FEB 179 12,17 d
Gen86-12A-122 12,15 d
GEN-C97.2 12,07 d
Carioca de Cipo 12,04 d
Carioca 75 dias 12,04 d
L306-1 12,03 d
BRS Majestoso 12,03 d
CNFC 11-948 11,95 d
BRS Estilo 1193 d
BZ 3815-1 1191 d
IAC Pyata 11,90 d
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Tabela 2: Valores de a* de 132 gendtipos, aos 60 dias de experimento, agrupados pelo teste
Scott-Knott, a 5% de probabilidade, na safra das aguas de 2018 em Campinas, SP. (Continua).

Gendétipo a*

LM 95102682 11,89 d
L485-1 11,87 d
Bico de ouro 11,84 d
Gen05C2-1-6-1-1 11,84 d
FEB 0208 11,81 d
Z-28 11,78 d
Aporé 11,76 d
1/43-1-1-1 11,76 d
Carioca Guaira 11,72 d
IPR Campos Gerais 11,72 d
Desconhecido01 11,65 d
MAB 341 11,65 d
BRS Pontal 11,62 d
FEB 200 11,62 d
Gen05C2-1-1-1-3 11,60 d
ESAL 609 11,59 d
IPR Eldorado 11,57 d
IAC 1850 11,56 d
Coreata 11,51 d
LP88-175 11,48 d
Pitoco 11,48 d
IPR Sabid 11,44 e
Mourinho 11,42 e
J/54-5-1 11,41 e
FEB 180 11,40 e
IAPAR 81 11,33 e
Gen05C4-3-1-1-2 11,31 e
IAPAR BAC 6R BAC 11,31 e
Carioca sem cipo 11,26 e
L489-1 11,26 e
Gen05C2-1-1-1-1 11,26 e
Carioca antigo 11,18 e
J/61-5-3-1 11,18 e
IAPAR 72 11,16 e
Carioca Lustroso 11,13 e
ESAL 651 11,06 e
MAB 89 11,04 e
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Tabela 2: Valores de a* de 132 gendtipos, aos 60 dias de experimento, agrupados pelo teste

Scott-Knott, a 5% de probabilidade, na safra das aguas de 2018 em Campinas, SP.

(Conclusédo).

Gendétipo a*

L359-1 11,03 e
Ad443 11,01 e
BFS 24 10,80 e
Caneludo 10,72 e
Carioquinha limpo 10,72 e
IPR Celeiro 10,69 e
Carioca Precoce 10,68 e
TAA Gol 10,50 f
IAC Arua 10,35 f
MD-806 10,23 f
IPR Curié 10,22 f
Gen05C6-3-5-2-1 9,82 f
H96A31-P2-1-1-1-1 890 g
IAC Polaco 873 g
H96A102-5-1-52-1A 838 g
Branquinho 827 g
H96A102-1-1-152 8,18 g
TAA Dama 8,17 g
ANFC9 8,10 g
ANFC5 7,70 h
BRS Madrepérola 6,95 h

"Médias com letras diferentes significam

diferencas entre tratamentos, segundo o
teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.

Tabela 3: Valores de b* de 132 genotipos, aos 60 dias de experimento, agrupados pelo teste

Scott-Knott a 5% de probabilidade, na safra das aguas de 2018, em Campinas, SP. (Continua).

Genétipo b*

J/39-2-3-1 20,20 a
IAPAR 14 19,84 a
BZ 3815-1 19,82 a
INB 859 19,76 a
405 Goytacazes 19,71 a
Jalocao 19,47 a
LP90-91 R.BAC 19,47 a
IPR 139 19,37 a
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Tabela 3: Valores de b* de 132 gend6tipos, aos 60 dias de experimento, agrupados pelo teste
Scott-Knott a 5% de probabilidade, na safra das dguas de 2018, em Campinas, SP. (Continua).

Gendétipo b*

Gen05C4-4-3-1-2 19,35 a
J/43-5-1 19,28 a
J/54-5-1 19,21 a
IAC Alvorada 19,21 a
Gen05C3-2-4-1-7 19,18 a
Gen05C3-2-4-1-1 19,11 a
IAC Formoso 19,11 a
IAC Apua 19,08 a
IPR Sabia 19,07 a
L476-2 19,06 a
Cv-48 19,06 a
IAC Sintonia 19,05 a
FT Porto Real 19,04 a
FT Bonito 19,02 a
SMB-27 19,02 a
Gen05PR13-2-2-1-2 19,00 a
IPR Tangara 18,99 a
IAC Pyata 18,97 a
J/43-1-1-1 18,95 a
Gen05C1-3-3-1-1 1891 a
IAC Akyta 18,82 a
IAC Votuporanga 18,77 a
Z2-28 18,76 a
IAC 1850 18,68 b
BRS Majestoso 18,66 b
G970 1862 b
Gen05C2-1-6-1-1 18,55 b
IPR Celeiro 18,55 b
Carioquinha de produtor 18,49 b
LM 95102682 18,48 b
EMP 407 18,47 b
L507-1 18,43 b
BRS Cometa 18,42 b
IAC Imperador 18,41 b
IAC Tybata 18,40 b
Gen05C4-6-2-1-2 18,37 b
LP88-175 18,36 b
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Tabela 3: Valores de b* de 132 gend6tipos, aos 60 dias de experimento, agrupados pelo teste
Scott-Knott a 5% de probabilidade, na safra das dguas de 2018, em Campinas, SP. (Continua).

Gendétipo b*

Gen05C6-4-5-1-2 18,30 b
A449 18,25 b
CHC 01-175-1 18,23 b
BRS Talisma 18,19 b
IPR Campos Gerais 18,15 b
Gen05C2-1-1-1-3 18,15 b
CNFC 11-954 18,10 b
Gen86-12A-122 18,07 b
IAPAR 80 18,07 b
BRS Estilo 17,99 b
IAC Arua 17,97 b
CNFC 11-948 1797 b
Gen05C4-3-1-1-2 17,96 b
L306-1 1796 b
IAPAR 72 1793 b
Mulatinho bico de ouro 1793 b
IAPAR BAC 6R BAC 1792 b
Gen05P5-3-8-1 1791 b
Coreata 1791 b
MAB 89 1790 b
Carioca antigo 17,86 c¢
IAPAR 81 17,84 ¢
GenTS 4-8 17,84 ¢
LM 95102774 17,78 ¢
Pintadinho Precoce 17,77 c
BRS Pérola 17,76 ¢
CATI Taquari 17,76 ¢
Carioca Comum 17,75 ¢
Desconhecido01 17,74 ¢
Gen05C2-1-1-1-1 17,74 ¢
Aporé 17,71 c
INB 858 17,70 ¢
FEB 180 17,69 ¢
Pitoco 17,69 ¢
Carioca MG 17,68 ¢
Carioca 80 17,61 ¢
OPNS-331 1761 c
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Tabela 3: Valores de b* de 132 gend6tipos, aos 60 dias de experimento, agrupados pelo teste
Scott-Knott a 5% de probabilidade, na safra das dguas de 2018, em Campinas, SP. (Continua).

IAC Ybaté 17,01
FT Paulistinha 16,99
IAC Polaco 16,93
MAB 341 16,89
MAB 333 16,86
ANFC9 16,80
MD-806 16,78
BFS 24 16,77
H96A102-5-1-52-1A 16,71
IAC Tuna 16,67

Genétipo b*
Bico de ouro 17,61 c
J/61-5-3-1 17,58 ¢
IPR Curié 17,56 ¢
BRS Horizonte 17,54 ¢
BRS Pontal 17,51 ¢
Carioca de Cipd 17,46 ¢
IPR Eldorado 17,43 ¢
Mourinho 17,41 ¢
FEB 179 17,41 c
Cajuri Antigo 17,36 ¢
LM 93204328 17,36 ¢
FEB 177 17,32 d
FEB 178 17,28 d
Carioca Lustroso 17,26 d
GEN-C97.2 17,25 d
ESAL 609 17,23 d
Carioca Guaira 17,21 d
H96A31-P2-1-1-1-1 17,18 d
Gen05C6-3-5-2-1 17,16 d
FEB 200 17,12 d
GenTS 3-3 17,11 d
H96A102-1-1-152 17,11 d
A443 17,10 d
FEB 0208 17,10 d
FEB 176 17,08 d
Carioca 75 dias 17,03 d
Branquinho 17,02 d
d
d
d
d
d
d
d
d
d
d
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Tabela 3: Valores de b* de 132 gend6tipos, aos 60 dias de experimento, agrupados pelo teste

Scott-Knott a 5% de probabilidade, na safra das &guas de 2018, em Campinas, SP.

(Conclusédo).

Genétipo b*

L485-1 16,66 d
TAA Dama 16,41 e
L501-4 16,34 e
Caneludo 16,31 e
Carioca sem cipo 16,04 e
Carioquinha limpo 1591 e
BRS Madrepérola 15,83 e
Carioca Precoce 15,75 e
ANFC5 15,66 e
L489-1 15,62 e
TAA Gol 15,59 e
ESAL 651 14,88 f
L359-1 14,19 f

'Médias com letras diferentes significam diferencas entre
tratamentos, segundo o teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.

Tabela 4: Valores de AE de 132 gendtipos aos 60 dias de experimento, agrupados pelo teste

Scott-Knott a 5% de probabilidade, na safra das aguas de 2018, em Campinas, SP. (Continua).

Genétipo AE

IAC Alvorada 14,14 Q'
405 Goytacazes 13,82 a
INB 859 13,29 a
Gen05PR13-2-2-1-2 13,27 a
L507-1 13,17 a
Gen05C1-3-3-1-1 13,11 a
IPR Tangara 13,06 a
FEB 177 13,00 a
Gen05P5-3-8-1 12,94 a
BRS Cometa 12,83 a
IAC Apua 12,76 a
Gen05C4-4-3-1-2 12,71 a
BZ 3815-1 12,63 a
IPR 139 12,58 a
Cv-48 12,30 a
FEB 178 12,25 a
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Tabela 4: Valores de AE de 132 gendtipos aos 60 dias de experimento, agrupados pelo teste
Scott-Knott a 5% de probabilidade, na safra das dguas de 2018, em Campinas, SP. (Continua).

Gendétipo AE

OPNS-331 12,21 a
L501-4 12,16 a
GEN-C97.2 12,12 a
IAPAR 80 11,82 a
Gen86-12A-122 11,78 a
IAC Tybata 11,77 a
IAC Formoso 11,75 a
Gen05C4-6-2-1-2 11,73 a
J/39-2-3-1 11,70 a
Gen05C2-1-6-1-1 11,69 a
L476-2 11,68 a
SMB-27 11,67 a
J/43-5-1 11,67 a
CNFC 11-954 11,66 a
Carioca 80 11,65 a
Carioca antigo 11,64 a
IAC Ybaté 11,64 a
INB 858 11,61 a
CHC 01-175-1 11,57 a
IAC Tuna 11,57 a
Mulatinho bico de ouro 11,57 a
IAC Pyata 11,49 a
CNFC 11-948 11,48 a
Carioquinha de produtor 11,39 a
LM 95102682 11,39 a
IAC Akyta 11,29 b
IAPAR 81 11,25 b
FT Porto Real 11,23 b
GenTS 4-8 11,22 b
MAB 333 11,16 b
Gen05C6-4-5-1-2 11,14 b
LM 95102774 11,12 b
IAPAR BAC 6R BAC 11,11 b
G970 11,09 b
CATI Taquari 11,06 b
Gen05C3-2-4-1-7 11,05 b
BRS Estilo 11,03 b
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Tabela 4: Valores de AE de 132 gendtipos aos 60 dias de experimento, agrupados pelo teste
Scott-Knott a 5% de probabilidade, na safra das dguas de 2018, em Campinas, SP. (Continua).

Gendétipo AE

IAC Sintonia 11,01 b
GenTS 3-3 1093 b
J/54-5-1 10,93 b
BRS Pérola 10,90 b
Gen05C3-2-4-1-1 10,85 b
FT Bonito 10,84 b
L306-1 10,83 b
BRS Horizonte 10,78 b
BRS Majestoso 10,74 b
Gen05C2-1-1-1-1 10,73 b
IAC 1850 10,72 b
A449 10,67 b
J/43-1-1-1 10,65 b
LM 93204328 10,65 b
Pintadinho Precoce 10,65 b
Carioca Comum 10,61 b
FEB 200 10,61 b
FEB 180 10,60 b
IPR Sabia 10,59 b
IAC Imperador 10,58 b
Bico de ouro 10,57 b
FEB 176 10,56 b
A443 10,55 b
L485-1 10,52 b
Desconhecido01 10,49 b
FEB 0208 10,48 b
IPR Campos Gerais 10,48 b
EMP 407 10,31 b
FT Paulistinha 10,26 b
MAB 89 10,24 b
Carioca de Cipo 10,20 b
J/61-5-3-1 10,18 b
FEB 179 10,17 b
MAB 341 10,14 b
Carioca Guaira 10,03 b
LP90-91 R.BAC 10,00 b
Mourinho 997 b
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Tabela 4: Valores de AE de 132 gendtipos aos 60 dias de experimento, agrupados pelo teste
Scott-Knott a 5% de probabilidade, na safra das dguas de 2018, em Campinas, SP. (Continua).

Gendétipo AE

Coreata 993 b
IPR Eldorado 9,81 b
Cajuri Antigo 9,78 b
Jalocdo 971 b
BFS 24 969 b
Carioca MG 9,65 b
L489-1 959 b
Carioca 75 dias 9,56 b
BRS Talisma 955 b
BRS Pontal 9,32 ¢
IAC Votuporanga 921 c
Gen05C2-1-1-1-3 9,19 c
IAPAR 14 9,06 c
IPR Curié 9,05 c
ESAL 651 8,79 c
Gen05C6-3-5-2-1 8,78 ¢
Caneludo 8,73 ¢
Z2-28 8,69 c
IAPAR 72 8,65
Gen05C4-3-1-1-2 8,55 ¢
Aporé 8,45 ¢
Carioquinha limpo 8,43 <
IAC Arua 8,35 c
MD-806 8,16 c
IPR Celeiro 7,94 c
Pitoco 790 c
Carioca sem cipd 7,90 c
LP88-175 7,42 d
L359-1 7,20 d
TAA Gol 7,08 d
ESAL 609 7,04 d
H96A31P2-1-1-1-1 6,99 d
IAC Polaco 6,93 d
H96A102-1-1-152 6,83 d
Carioca Lustroso 6,75 d
Carioca Precoce 6,60 d
H96A102-5-1-52-1A 6,51 d
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Tabela 4: Valores de AE de 132 gendtipos aos 60 dias de experimento, agrupados pelo teste
Scott-Knott a 5% de probabilidade, na safra das &guas de 2018, em Campinas, SP.
(Conclusédo).

Gendétipo AE

ANFC9 6,15 d
ANFC5 579 d
TAA Dama 5,75 d
Branquinho 5,74 d
BRS Madrepérola 461 d

*Médias com letras diferentes significam
diferencas entre tratamentos, segundo o
teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.
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