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APRESENTACAO

O Livro “Ciéncias biologicas: Génese na formagao multidisciplinar 2”, traz ao leitor
vinte capitulos de relevada importancia na area de Genética, Citogenética, Imunologia,
Parasitologia, Quimica medicinal, Saude publica e Ecologia. Entretanto, caracteriza-se
como uma obra multidisciplinar que engloba diversas areas da Ciéncias biolégicas.

Os capitulos estdo distribuidos em tematicas que abordam de forma categorizada e
multidisciplinar a Ciéncias biologicas , as pesquisas englobam estudos de: mapeamentos
genético, citogenético, sequenciamento, genética e educacéo ,analises forenses , doencas
genética, eugenesia classica, engenharia genética, analise por PCR, cultura de células de
linfoma e leucemia, salde mental, resposta imune, vacinagdo contra a covid-19, virus
Sars-Cov-2, métodos de extracdo de lipidios ,levantamento taxonémico, morfologia vegetal,
eficiéncia de inseticidas , quimica medicinal, cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE),
espectroscopia de infravermelho (IV) e espectrometria de massas (EM), problematica
ambiental e de saude publica, poluentes emergentes e biodiesel.

A obra foi elaborada primordialmente com foco nos profissionais, pesquisadores
e estudantes pertencentes as areas de Ciéncias biologicas e Ciéncias da Salde e suas
interfaces ou areas afins. Entretanto, € uma leitura interessante para todos aqueles que de
alguma forma se interessam pela area.

Cada capitulo foi elaborado com o propésito de transmitir a informacgéao cientifica
de maneira clara e efetiva, em portugués, inglés ou espanhol. Utilizando uma linguagem
acessivel, concisa e didatica, atraindo a atencéo do leitor, independente se seu interesse é
académico ou profissional.

O livro Ciéncias biologicas: Génese na formagao multidisciplinar 2”, traz publica¢des
atuais e a Atena Editora traz uma plataforma que oferece uma estrutura adequada, propicia

e confiavel para a divulgacéo cientifica de diversas areas de pesquisa.

Alana Maria Cerqueira de Oliveira
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RESUMO: Phaseolus lunatus L. (feijao-fava ou
feijao-lima) € uma das quatro espécies do género
Phaseolus L. mais exploradas comercialmente.
O feijao-fava € uma fonte de emprego e renda
para a populagdo carente, além de ser uma
importante fonte de proteinas, sendo usado
tanto na alimentagdo humana como na racgdo
para bovinos. Diante da sua reconhecida
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importancia, este trabalho realizou uma reviséo bibliografica, reunindo os principais trabalhos
de diferentes pesquisas sobre mapeamentos genético, citogenético e sequenciamento do
genoma do feijao-fava. Esses estudos foram separados em trés categorias: (1) investigacédo
da origem evolutiva e diversidade genética molecular, (2) mapeamento citogenético e de
sequenciamento, e (3) melhoramento genético do feijao-fava. Estudos adicionais utilizando
marcadores moleculares sao necessarios para analisar a diversidade inexplorada e para
a identificacdo de genes associados a caracteristicas agrondémicas de interesse dessa
leguminosa economicamente importante.

PALAVRAS-CHAVE: Diversidade Genética. Germoplasma. Marcadores moleculares.
Phaseolus lunatus.

GENETIC, CYTOGENETIC, AND SEQUENCING MAPPING OF FAVA BEANS: A
REVIEW

ABSTRACT: Phaseolus lunatus L. (Fava beans, Lima beans), is one of the four most
commercially exploited species of the Phaseolus L. genus. The Lima bean is an income
generation for the low-income population; besides it is an important source of proteins
used in human and animal nutrition. Because of its known importance, this work performed
a bibliographical review, collecting the main works of different researches regarding to the
genetic, cytogenetic and sequencing mapping of the fava bean genome. These works were
separated into three categories: (1) investigation of evolutionary origin and molecular genetic
diversity, (2) cytogenetic and sequencing mapping, and (3) genetic breeding of the fava bean.
Additional studies using molecular markers are needed to analyze the unexplored diversity
and the identification of genes associated with agronomic traits of interest of this economically
important legume species.

KEYWORDS: Genetic Diversity. Germplasm. Molecular markers. Phaseolus lunatus.

11 INTRODUGAO

O feijdo-fava (Phaseolus lunatus L.), popularmente conhecido por feijdo-de-lima,
fava-de-lima ou simplesmente fava, é superado, em termos de consumo e areas cultivadas,
apenas pelo feijao comum (P. vulgaris L.) (ARTEAGA et al., 2018). No cenario mundial, o
feijao-fava dispersou-se do seu local de origem, na regido da Mesoamérica e dos Andes,
para regides subtropicais do globo (SERRANO-SERRANO et al.,, 2010). Na América do
Norte, os Estados Unidos sdo o maior produtor de feijdo-fava no mundo. Na Europa, é
cultivado em pequena escala nos paises mediterraneos (ARTEAGA et al., 2018). No Brasil,
o feijdo-fava é produzido e comercializado por pequenos produtores na regido Nordeste,
sendo consumido na forma verde e madura (MORAES et al., 2017).

Bonifacio et al. (2012) e Penha et al. (2016) destacam o potencial e a diversidade
genética do feijao-fava e suas aplicacdes em programas de conservagao e melhoramento
genético dessa espécie. Penha et al. (2016) também ressaltam que, apesar da importancia
do feijao-fava, variedades melhoradas dessa leguminosa ndo séo produzidas no Brasil,
além de haver poucas informacdes sobre seu sistema de reproducdo e da diversidade
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genética existente.

O melhoramento genético atua diretamente na adaptabilidade e produtividade
dos cultivos, sendo necessario o conhecimento detalhado da constituicdo genética das
espécies (BERED; NETO; CARVALHO, 1997). Nesse contexto, estudos envolvendo a
construcao de mapas genéticos, citogenéticos e de sequenciamento tém sido bastante Uteis
na localizacdo de genes que controlam caracteristicas de importancia morfoagronémica,
sendo ferramentas-chave para o melhoramento genético de uma espécie-alvo (HA et al.,
2012; ANDARGIE et al., 2013; SOUSA et al., 2015).

Diante de sua reconhecida importéncia, o presente trabalho objetivou realizar
uma revisao bibliogréfica acerca dos mapas genéticos e citogenéticos disponiveis para
P. lunatus e o recente sequenciamento do seu genoma, bem como sua aplicabilidade ao
melhoramento genético, destacando as possiveis implicagbes dessas pesquisas, além de

oferecer um panorama geral desses conhecimentos para futuras aplicages.

21 METODOLOGIA

Este trabalho reuniu os principais conhecimentos acerca da genética, citogenética e
gendmica do feijao-fava obtidos por meio de marcadores moleculares e citogenéticos, a fim
de determinar o seu panorama atual.

A busca pelos artigos foi realizada nas bases de dados Science Direct, Google
Académico, PubMed, Springer e biblioteca eletronica Scientific Eletronic Library Online
(SCIELO). Foram utilizados os seguintes descritores: feijao-fava, marcadores moleculares,
mapeamento genético, mapeamento citogenético, sequenciamento e melhoramento
genético, lima bean, molecular markers, genetic mapping, cytogenetic mapping, genetic
breeding, sequencing e Phaseolus lunatus L.

Fizeram parte da pesquisa os artigos que obedeceram aos seguintes critérios:
estudos abordando dados genéticos e citogenéticos de feijao-fava, trabalhosutilizando
marcadores moleculares e citogenéticos e estudos que oferecem conhecimentos relevantes
para o seu panorama geral.

A partir desses trabalhos e seu compilado de informacdes, dividimos a revisdo em
trés categorias: (1) investigacdo da origem evolutiva e diversidade genética molecular, (2)
mapeamento citogenético e sequenciamento, e (3) melhoramento genético do feijao-fava.
Para o entendimento da evolugéo do conhecimento obtido em cada categoria ao longo do
tempo, os estudos selecionados foram postos, via de regra, em ordem cronolégica, sendo
cada estudo abordado separadamente.
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31 MAPEAMENTO GENETICO, MAPEAMENTO CITOGENETICO E
SEQUENCIAMENTO DO GENOMA DE PLANTAS

Diante da importancia nutricional e alimentar das espécies vegetais no mundo todo
e visando o desenvolvimento de espécies com maior rendimento e resisténcia a estresses
biéticos e abibticos, como resisténcia a virus e tolerdncia a seca, respectivamente,
pesquisas gendmicas tém sido voltadas ao melhoramento genético de plantas (VARSHNEY
et al., 2010; VARSHNEY, GRAMER; SORRELLS, 2005).

Nesse contexto, o desenvolvimento de mapas genéticos, citogenéticos e, mais
recentemente, o sequenciamento do genoma de plantas tém se tornado abordagens
genéticas classicas e modernas cada vez mais utilizadas, permitindo a localizacdo de
regides génicas de interesse, sendo ferramentas-chave para o melhoramento genético
vegetal, para o mapeamento genémico comparativo e para obtencdo de um mapa de
referéncia para a maioria das espécies vegetais.

Mapas genéticos disponiveis para espécies vegetais tém auxiliado a detecgéo de
genes economicamente importantes. Varios tipos de marcadores podem ser utilizados
na construcdo desses mapas, como: AFLPs (Amplified Fragment Length Polymorphisms;
Polimorfismos de Comprimento de Fragmento Amplificado), RAPDs (Random Amplified
Polymorphism DNA; Fragmentos de DNA Amplificado ao Acaso), SSRs ou microssatélites
(Simple Sequence Repeats; Sequéncias Simples Repetidas) e SNPs (Single Nucleotide
Polymorphisms; Polimorfismos de nucleotideo Unico) (DURAN et al., 2009; ZOLET et al.,
2017). Tais marcadores sdo importantes para 0 mapeamento genético e para a selecao
assistida por marcador (WANG et al. 2006).

Essas marcas genéticas podem, ainda, ser associadas e integradas a cromossomos
especificos (mapas citogenéticos ou fisicos), permitindo a comparacdo das distancias
genéticas e fisicas, a andlise da distribuicdo de sequéncias repetitivas no genoma de
determinada espécie, bem como a determinagéo da origem do seu genoma (MARTINS,
2020). Essas marcas correspondentes em cada grupo de ligagdo sao utilizadas como
sondas para Hibridizacdo in situ Fluorescente (FISH), permitindo a sua integracdo e
localizagao fisica nos cromossomos de espécies-alvo (CARNEIRO; VIEIRA, 2002).

O sequenciamento do genoma possibilitou a associagdo de marcas relacionadas a
genes de interesse, permitindo a identificacao e clonagem desses genes. Mapear o genoma
de uma espécie € um processo relativamente oneroso e laborioso, sendo limitado a apenas
algumas espécies vegetais. A primeira espécie a ter o genoma sequenciado e montado
foi Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. (Arabidopsis Genome Initiative, 2000), em 2000,
tornando-a um organismo-modelo para o estudo de organizacdo gendémica e evolucdo de
plantas (SOUSA et al., 2015; DASH et al., 2016).

Com os avancos das tecnologias de sequenciamento, aliados a sua reducédo de
custo e de tempo, o sequenciamento do genoma de espécies vegetais tem se tornado
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cada vez mais acessivel, aumentando a disponibilidade de dados para espécies
economicamente importantes. Schneider ef al. (2018) afirmaram que a reducao dos custos
de sequenciamento e o aumento do investimento em pesquisas relacionadas a Biologia
Molecular tem relacionado o uso de marcadores moleculares a estudos cada vez mais
especificos.

Estudos comparativos e evolutivos, assim como programas de melhoramento de
espécies cultivadas, realizados com uso de marcadores moleculares, permitem avaliar
sistematicamente a diversidade genética entre cultivares de uma espécie, construir
mapas de ligagcdo mais detalhados e selecionar marcadores associados a caracteristicas
morfoldgicas de interesse (ALMEIDA, 2006).

A heranca de caracteres quantitativos é fundamental para pesquisas no campo da
genética agricola e evolutiva. Através de um mapa genético supersaturado, é possivel
localizar genes e QTLs (Quantitative Trait Loci; Loci de caracteristicas quantitativas)
associados a caracteristicas morfoagronémicas de interesse, além de estudos comparativos
de sintenia entre espécies, contribuindo para o entendimento acerca da evolugdo dos
genomas de plantas (ANDARGIE et al., 2013; POLANCO et al., 2019). O namero de loci,
suas posicoes gendmicas, suas interagdes genéticas e sua resposta a fatores bioticos ou
abioticos estdo entre os parametros utilizados para quantificar a arquitetura genética de
caracteristicas individuais.

Mais recentemente, os avangos nas técnicas de edicdo do genoma baseados em
CRISPR/Cas (Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats; Repeticoes
palindrémicas curtas agrupadas e interespacadas) aplicadas na agricultura possibilitam
identificar caracteristicas qualitativas e quantitativas de interesse, além da selegdo de
genitores (CHEN et al., 2019).

41 O FEIJAO-FAVA

4.1 Descricao e taxonomia

O feijao-fava (P. lunatus) é distribuido do sul dos Estados Unidos ao norte da
Argentina, desde o nivel do mar até aproximadamente 2.700m de altitude (DOHLE,
2017). Essa espécie é proximamente relacionada ao feijao comum (P. vulgaris) ambas
pertencentes a subfamilia Papilionoideae, familia Leguminosae (AZANI et al., 2017).

O género Phaseolus L. € um grupo monofilético de origem Mesoamericana,
representado por espécies majoritariamente difundidas nos Andes e nas Américas Central
e do Sul, sendo o México seu principal centro de diversidade (com 90% das espécies
distribuidas), enquanto a Europa e o Brasil sdo considerados centros de diversificagdo
secundarios do grupo (LIOI; RIERGIOVANNI, 2015). Esse género é composto por cerca
de 75 espécies subagrupadas em dois clados maiores e divididos em oito grupos,
sendo: Pauciflorius, Pedicellatus e Tuerckheimii pertencentes ao clado A; e Filiformis,
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Leptostachyus, Lunatus, Polystachios e Vulgaris pertencentes ao clado B. Pelo menos
sete eventos independentes de domesticagéo ocorreram dentro do género, o que gerou o
isolamento reprodutivo de cinco espécies domesticadas: P. acutifolius A. Gray, P. coccineus
L., P polyanthus Greeman, P. lunatus e P. vulgaris, sendo as duas ultimas de maior destaque
mundial (DELGADO-SALINAS; BIBLER; LAVIN, 2006; BITOCCHI et al., 2017).

Delgado-Salinas, Bibler e Lavin (2006) sugerem que a diversificacdo das espécies
de Phaseolus ocorreu por volta de 2 milhdes de anos atras. De acordo com Baudoin (1988)
e Bitocchi et al. (2017), P. lunatus é uma espécie predominantemente autbgama que inclui
arbustos anuais determinados e escaladores indeterminados que sédo frequentemente
perenes devido a sua raiz principal alargada.

4.2 Importancia econémica

Os feijdes do género Phaseolus sdo uma importante fonte nutricional, com cerca de
30% de proteinas presentes nos seus graos, além de serem ricos em carboidratos, acido
folico e sais minerais, como zinco, calcio, magnésio e fésforo, dentre outros (USDA, 2015).
Séo amplamente adaptados, de ciclo de vida curto, de facil produgédo e de alto consumo,
especialmente em paises em desenvolvimento. Esses feijoes constituem a principal fonte
de subsisténcia para a populagéo de baixa renda, devido ao seu alto valor proteico, além
de serem uma fonte geradora de emprego e renda para as familias carentes (BOUKAR et
al., 2016).

O feijdo comum é uma das leguminosas de grdos com maior consumo mundial
em termos de rendimento total e area cultivada, apresentando um papel importante na
alimentagdo em paises em desenvolvimento da Africa e das Américas Central e do Sul
(GIOIA et al., 2019). Dados mais recentes disponibilizados pela da FAO (Organizacdo das
Nacbes Unidas para Agricultura e Alimentagéo), relativos ao ano de 2018, indicam que
a sua producdo mundial foi estimada em cerca de 55 milhdes de toneladas métricas (t)
(FAO, 2020). O Brasil € considerado o principal produtor de graos de feijao comum com
alta qualidade fisiologica, com area total de 1,5 milhdo de hectares (ha), com producdo em
cerca de 2,4 milhGes de toneladas e produtividade média de 1.500 kg/ ha, sendo o estado
de Goias responsavel por 37% da sua produgdo (EMBRAPA, 2021).

O feijao-fava, por sua vez, apresenta producéo e produtividade inferiores quando
comparado ao feijdo comum. Na América do Norte, os Estados Unidos sdo o maior
produtor de feijao-fava no mundo. Na Europa, é cultivado em pequena escala nos paises
mediterraneos, principalmente na Espanha, onde € um ingrediente da tradicional “paella”
(ARTEAGA et al., 2018). No Brasil, os estados do Ceara e da Paraiba sao uns dos maiores
produtores nacionais de feijao-fava (IBGE, 2019). Algumas regides apresentam baixos
niveis de produgcéo em relagédo a quantidade de recursos utilizados, principalmente devido
a falta de programas de pesquisas sobre nutricdo mineral (OLIVEIRA et al., 2004). Em
2019, a producao nacional dessa leguminosa contabilizou 11.449 t (IBGE, 2019).
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4.3 Mapeamento genético do feijao-fava

As pesquisas com feijao-fava que utilizam marcadores moleculares geralmente
possuem trés objetivos principais: (1) investigacdo da origem evolutiva e diversidade
genética molecular, (2) mapeamento citogenético e sequenciamento, e (3) aplicacbes
no melhoramento genético. Tal divisdo ndo é exclusiva, o que significa que uma mesma
pesquisa pode obter informagdes e conclusdes afins a um ou mais objetivos. Os trés pontos

acima mencionados sdo detalhados a seguir.

4.3.1  Origem evolutiva e diversidade genética molecular

Baseando-se em registros de exploradores e botanicos, Mackie (1943) prop6s uma
origem pré-colombiana para P. lunatus. Entretanto, mais informag6es seriam necessarias
para confirmar tal hipotese. Nesse contexto, os avangos das técnicas de biologia molecular
propiciaram ferramentas para a realizagdo de estudos relativos a diversidade genética em
espécies vegetais (DURAN et al., 2009).

O estudo da evolugdo de uma espécie vegetal pode ser feito através de um mapa Unico
de referéncia (CARNEIRO; VIEIRA, 2002). Desse modo, € possivel entender a evolugao de
uma espécie com base nos dados genéticos obtidos de espécies evolutivamente proximas.
No caso do feijao-fava, que sofreu domesticagcdes desde os tempos pré-colombianos, a
comparacao das formas silvestres e cultivadas é de suma importancia para a compreenséo
dos seus processos evolutivos.

A fim de compreender sua distribuicdo geogréafica, Salgado, Gepts e Debouck
(1995) analisaram as proteinas de sementes de feijao-fava silvestre e hibridos cultivados.
Esses autores concluiram que as formas silvestres podem ser divididas em dois grupos: o
primeiro, que possui sementes menores e uma area de distribuicdo que se estende desde
o México, América Central a encosta oriental dos Andes; e o segundo, que possui uma
distribuicdo mais circunscrita na costa oeste dos Andes no Equador e norte do Peru.

Andlises da eletroforese de proteinas de sementes confirmaram essa subdiviséo e
mostraram que os cultivares de sementes grandes foram domesticados a partir de feijoes-
fava silvestres de sementes grandes no oeste da América do Sul. Lioi (1996) analisou a
diversidade de feijao-fava silvestre utilizando a eletroforese da proteina faseolina e, a partir
desses dados, sugeriu que a rea de distribuicdo de formas selvagens Mesoamericanas de
feijao-fava estende-se do México a Argentina; ja as formas selvagens Andinas teriam uma
distribuicdo mais limitada.

Maquet, Vekemans e Baudoin (1999) também realizaram andlises comparativas de
proteinas de sementes e investigaram as relagbes filogenéticas entre formas selvagens
de feijao-fava e de outras espécies de Phaseolus, incluindo o feijao comum, de origem
Mesoamericana e Andina. Os resultados sugerem que as espécies Mesoamericanas sao

filogeneticamente mais distantes do feijao-fava que as Andinas que, por sua vez, revelaram
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grande semelhanga com o pool génico Mesoamericano de feijdo-fava. Dessa forma, foi
sugerida uma origem Andina para o feijado-fava e para as espécies selvagens Andinas,
sendo candidatas a apresentarem genes de interesse para o melhoramento genético dessa
cultura.

Serrano-Serrano et al. (2010), usando marcadores moleculares de DNA nuclear
e de DNA nao-codificante cloroplastidial, avaliaram a estrutura genética e a hip6tese de
uma origem Andina relativamente recente dessa espécie, conforme apontado por Delgado-
Salinas, Bibler e Lavin (2006). Serrano-Serrano et al. (2010) analisaram uma colecdo de
feijao-fava silvestre, trés espécies selvagens Andinas (P. augusti Harms, P. pachyrrhizoides
Harms e P. bolivianus Piper) e trés espécies Mesoamericanas (P. leptostachyus Bentham,
P. marechalii Delgado e P. novoleonensis Debouck). Foram identificados 23 hapl6tipos de
DNA nao-codificante de cloroplasto e 28 haplétipos de DNA nuclear, sendo ambos bem
estruturados com a distribuicdo geografica. Os resultados corroboraram com a hip6tese
da origem Andina do feijao-fava silvestre na época do Pleistoceno e com uma divergéncia
inicial de trés pools génicos que teriam evoluido e alcangado a distribuicdo geogréfica atual,
principalmente de forma isolada. Sendo assim, tais pools sédo importantes em programas
de conservacao e melhoramento (MAQUET; VEKEMANS; BAUDOIN,1999).

Martinez-Castillo, Colunga-GarciaMarin e Zizumbo-Villarreal (2008) usaram 90
marcadores SSRs para estimar a diversidade genética de 21 ragas primitivas de espécies
nativas de feijao-fava da Peninsula de Yucatan no México, com o objetivo de analisar o risco
de erosao genética e gerar dados moleculares aplicaveis a conservacgéao in situ. Comparado
ao pool genético silvestre, o pool genético domesticado apresentou menor diversidade
genética e as variedades locais abundantes apresentaram uma diversidade genética mais
baixa que as racgas locais comuns e raras. Os dados moleculares confirmaram um alto risco
de erosdo genética para as ragas de feijao-fava domesticado da Peninsula de Yucatan e,
por isso, precisam ser conservados in situ.

Martinez-Castillo et al. (2014) utilizaram 67 populagdes selvagens de feijdo-fava
mediante analise de 10 loci SSRs. Os resultados mostraram que a variacao interpopulacional
€ maior que a variagdo intrapopulacional. Foi confirmada a existéncia de dois pools de
genes (Ml e MIl) no México e, ainda, foi proposta a existéncia de dois subgrupos dentro
de MI (Mla e MIb), confirmando que a estrutura genética do feijao-fava silvestre é mais
complexa do que se pensava, sendo necessarios mais estudos para a ratificacdo dos
subgrupos Mla e MIb.

Andueza-Noh, Martinez-Castillo e Chacon-Sanchez (2015), a fim de avaliar a
hipbtese de dois eventos de domesticacdo para as racas indigenas Mesoamericanas
com sementes pequenas, caracterizaram 62 acessos de feijao-fava domesticados, 87
selvagens e seis invasores com 10 /oci SSRs. Os resultados sugerem que houve pelo
menos um evento de domesticagéo na area do pool Ml no centro-oeste do México e que
algumas racas locais sdo geneticamente relacionadas a acessos selvagens do pool MIl.
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Os autores ndo conseguiram estabelecer, contudo, o local especifico de origem das ragas
indigenas Mesoamericanas de feijado-fava. Entretanto, os resultados sugerem que essas
ragas nao compdem um grupo geneticamente homogéneo, o que indica a ocorréncia de
mais de um evento de domesticagdo e multiplos eventos de introgressdo. Dessa forma,
€ necessaria uma amostragem maior em areas da América Central, especialmente em
Honduras, Nicardgua e Panama, no norte da América do Sul, além de mais dados do
genoma desses acessos para ampliarmos o conhecimento a respeito dos processos de
domesticacao dessa espécie.

Chacon-Sanchez e Martinez-Castillo (2017) analisaram a estrutura genética do
pool de genes selvagens de feijao-fava na Mesoamérica por meio de marcadores SNPs.
Analisou-se dois eventos de domesticacéo para Ml e MIl separadamente, e um evento de
domesticacao do pool génico Ml sucedido por um fluxo génico com populagdes selvagens.
Os marcadores SNPs também foram usados para avaliar a estrutura genética do feijao-fava,
o efeito de sua domesticagdo na diversidade genética e a detec¢éo de genes candidatos
a domesticacdo. Os resultados confirmaram a existéncia dos trés pools de genes de
feijdo-fava: dois Mesoamericanos (Ml e MIl) e um Andino (Al), 0 que corrobora com as
informacgdes obtidas por Martinez-Castillo et al. (2014). Ainda, foi proposta a possibilidade
da existéncia de outro pool génico Andino (All) no centro da Coldmbia. Quanto aos possiveis
cenarios de domesticagédo, um Unico evento de domesticagdo do pool génico Ml seguido
pela mistura com popula¢des selvagens mostrou-se estatisticamente mais provavel. As
andlises genéticas para domesticagéo indicam o envolvimento de efeitos fundadores, que
resultaram na perda da diversidade genética e aumento do desequilibrio de ligagdo (LD)
nas racas locais. Além disso, as regides genémicas relacionadas a domesticagdo dessa
espécie foram detectadas.

Penha et al. (2016) buscaram estimar as taxas de cruzamento natural e os niveis de
diversidade genética de P. lunatus var. lunatus, variedade botanica domesticada de feijao-
fava do Brasil, por meio de 10 /oci SSRs, a fim de obter informagbes para sua conservagéo
e melhoramento. Os resultados mostraram que o feijao-fava brasileiro possui uma taxa de
cruzamento natural de 38,1%, o que indica a predominancia de autofecundagdo em um
sistema de cruzamento misto. A maioria dos cruzamentos ocorreu entre parentes, gerando
irmaos completos, meios-irmaos e irmaos que se autofecundam. Segundo os autores,
as implicagbes dos resultados afetam positivamente os programas de melhoramento,
uma vez que as altas taxas de cruzamento aceleram a gera¢do de novas linhagens de
variedades melhoradas. Entretanto, as implicacbes para os programas de conservacao
estdo relacionadas a multiplicacé@o e regeneracéo do material em bancos de germoplasma,
que devem ser realizadas sob condi¢des controladas visando evitar a troca de pélen entre
as plantas. Além disso, um grande tamanho de amostra é necessario para reter 0 maximo
de diversidade para a conservacao ex situ. Ainda, percebeu-se que a diversidade de feijao-

fava no Brasil &€ maior que a encontrada em outras regides da América e comparavel
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a observada em populagdes selvagens da Peninsula de Yucatan, no México, que é
considerada o centro de diversidade genética de feijao-fava.

Gomes et. al. (2019) analisaram a diversidade genética de 153 acessos de feijao-
fava, a fim de criar uma colecao nuclear de feijao-fava do Banco Ativo de Germoplasma de
P. lunatus da Universidade Federal do Piaui (BGP-UFPI), ja que bancos de germoplasma
com alta variabilidade sdo excelentes recursos para o estudo da diversidade de uma
espécie e para evitar sua erosao genética. Para isso, foram usados 11 marcadores SSRs,
gerando um total de 113 alelos com média de 10,27 alelos por locus. Os resultados
indicaram que esses mesmos alelos poderiam ser representados por um minimo de 34 dos
153 acessos de feijao-fava, podendo formar uma cole¢do nuclear representada por 22%
dos acessos do BGP-UFPI, com baixa redundéancia. A avaliacdo da coleg¢ao nuclear indicou
que as culturas representativas possuem maior indice de diversidade que a colec¢éo inteira
do banco de germoplasma. Os autores concluem que a cole¢do nuclear ira auxiliar os
estudos das variagdes morfologicas de interesse agrondmico, estudos de campo e estudos
de associagdo gendémica com feijdo-fava, mas advertem que essa deve ser atualizada
periodicamente, incluindo germoplasmas de feijao-fava adicionais na colecédo de base,
examinando sua resisténcia a doengas e a seca.

4.3.2 Mapeamento citogenético

A citogenética é uma ferramenta valiosa para caracterizagdo da diversidade dos
recursos genéticos vegetais. A analise de cari6tipos envolvendo o numero, morfologia
e tamanho dos cromossomos, presenca de constricdo secundaria e quantidade de
heterocromatina sdo informacdes importantes para comparar espécies ou detectar
polimorfismos entre cromossomos homologos e ndo homologos de individuos da mesma
espécie ou entre homeodlogos de espécies relacionadas (MOSCONE; LAMBROU;
EHRENDORFER, 1996). Esses dados, associados a outras caracteristicas citolégicas, tém
se mostrado importantes para o reconhecimento de variedades, hibridos e poliploides e na
compreensao das relagdes filogenéticas dentro e entre taxons (GUERRA, 2000).

Os primeiros relatos sobre o nimero cromossémico em Phaseolus ocorreram em
1925, por Karpechenko, que obteve 2n = 22 para as espécies de feijao comum (P. vulgaris),
feijdo escarlate (P. coccineus), feijao-fava (P. lunatus) e feijao tepario (P. acutifolius).
Dessa forma, estabeleceu-se x = 11 como o numero béasico de cromossomos do género
(MERCADO-RUARO; DELGADO-SALINAS, 2000). Mercado-Ruaro e Delgado-Salinas
(2000) realizaram uma revisao bibliogréafica de estudos citogenéticos no género Phaseolus
e das diferentes hipoteses para explicar as alteragbes cromossOmicas nesse género.
Redugdes no numero cromossOmico foram relatadas em trés espécies relacionadas do
género: P. leptostachyus, P. micranthus Hook. & Arn. e P. macvaughii A. Delgado, todos
com 2n = 2x = 20 cromossomos, sendo essa reducdo causada por eventos de disploidia
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descendente (MERCADO-RUARO; DELGADO-SALINAS, 2000; FONSECA; FERRAZ;
PEDROSA-HARAND, 2016).

Com o surgimento da técnica de FISH (Hibridizagdo in situ Fluorescente), foi
possivel integrar marcadores genéticos a cromossomos especificos. As sequéncias de DNA
comumente utilizadas como sondas em FISH s@o: DNA altamente repetitivo em tandem,
como os sitios de DNAribossomais (DNAr) 5 e 35S; sequéncias centroméricas; teloméricas;
repetitivas dispersas, como os elementos transponiveis; e sequéncias repetitivas e copia-
Unica inseridas em vetores, como plasmideos, cosmideos, Cromossomos Atrtificiais de
Leveduras (YACS) e de Bactérias (BACs) (GUERRA, 2004; JIANG; GILL, 2006).

Estudos citogenéticos moleculares tém sido conduzidos em espécies dos géneros
Phaseolus, utilizando como sondas sitios de DNAr (GUERRA et al., 1996; MOSCONE et
al., 1999; PEDROSA-HARAND et al., 2009), DNA centromérico, sequéncias teloméricas
(IWATA-OTSUBO et al., 2016), DNA satélite (RIBEIRO et al., 2019) e BACs (PEDROSA-
HARAND et al., 2009; BONIFACIO et al., 2012; ALMEIDA; PEDROSA-HARAND, 2013).

Lioi e Galasso (2002) investigaram polimorfismos em genétipos selvagens e
cultivados de feijao-fava oriundas de pools génicos Mesoamericanos e Andinos e de formas
intermediarias. Foram utilizados oligonucleotideos (oligos), marcados com digoxigenina,
como sondas para FISH. Cinco dos marcadores utilizados, (AAT),, (ATG),, (GACA),,
(GATA),, (GGAT), exibiram bandas bem definidas e que revelaram altos niveis de variagéo
intraespecifica, sendo uma ferramenta Gtil para a anélise da diversidade genética em feijéao-
fava.

Almeida (2006) estudou a evolugéo cariotipica de feijdo-fava e do feijado comum
através da distribuicdo de heterocromatina e do nimero de sitios de DNAr 5S e 35S em
acessos Mesoamericanos e Andinos de ambas as espécies e construiu um mapa citogenético
comparativo baseado nos padrdes de localizacao e distribuicdo de sitios DNAr e de regibes
heterocromaticas [CMA/DAPI (Cromomicina A,/ 4’ 6’-diamidino-2-fenilindol)]. Em ambas
as espécies, a heterocromatina esta geralmente localizada na regido pericentromérica da
maioria dos cromossomos. O feijdo-fava apresentou um par de sitios 35S, enquanto o
feijao comum apresentou dois pares em todos os acessos analisados.

Almeida e Pedrosa-Harand (2011) determinaram a distribuicdo dos sitios de DNAr
5S e 35S em 17 acessos de feijao-fava pertencentes a diferentes centros de domesticagéao.
Os cromossomos de P. lunatus, assim como os de P. vulgaris, possuem sitios de DNAr 35S
localizados no cromossomo 6. Através de analises adicionais por BAC-FISH, foi observado
que o cromossomo 6 é conservado entre as espécies previamente analisadas (P. vulgaris,
P. lunatus, P. microcarpus e P. leptostachyus), sendo considerado o provavel cromossomo
ancestral dentro do género (ALMEIDA; PEDROSA-HARAND, 2013; FONSECA; FERRAZ;
PEDROSA-HARAND, 2016).

O mapa fisico do feijao comum foi primeiramente realizado por Pedrosa-Harand
et al. (2009). Os autores mapearam fisicamente trés cromossomos dessa espécie, sendo
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posteriormente estabelecido por Fonséca, Ferraz e Pedrosa-Harand (2016), que mapearam
0s sete pares cromossOmicos restantes. Em seguida, a biblioteca de sondas BACs de
P. vulgaris foi utilizada em estudos carioevolutivos em diferentes espécies do género,
incluindo P. lunatus.

Bonifacio et al. (2012) realizaram uma analise comparativa entre 0s cromossomos
do feijao-fava e do feijdo comum usando BACs de feijao comum como sondas para FISH,
que foram mapeados nos cromossomos do feijao-fava, permitindo estabelecer homeologias
cromossdmicas e 0s mecanismos evolutivos que moldaram os cariétipos analisados.
Também foram mapeados os sitios de DNAr 5S e 35S, sequéncias repetitivas contidas em
BACs e regides de heterocrométicas por coloragdo CMA/DAPI. Corroborando com Almeida
(2006), sete dos 22 BACs selecionados de diferentes cromossomos de feijao comum néo
puderam ser mapeados, pois demonstraram padrbes pericentroméricos repetitivos no
feijao-fava. Todos os cromossomos puderam ser identificados através de 16 clones de BACs
cépia-unica. Na maioria das extremidades cromossémicas do feijao comum, foi encontrado
um padrao repetitivo subtelomérico, o que ndo ocorreu com o feijao-fava, apontando falta
de conservacgéo dessa repeticdo subtelomérica. Os resultados indicam alta conservagéao
da macrossintenia (conservagéo de blocos cromossdmicos entre espécies) e colinearidade
(manutencao da ordem desses blocos cromossGmicos entre espécies) envolvendo os 11
pares cromossémicos entre as espécies analisadas, apesar das diferencas que sugerem
ocorréncia de inversbes pericéntricas nos cromossomos 2, 9 e 10. A pequena quantidade
de rearranjos estruturais indica, portanto, alta estabilidade cariotipica do género Phaseolus.

Posteriormente, Almeida e Pedrosa-Harand (2013) construiram um mapa
citogenético comparativo dos cromossomos 3, 4 e 7 do feijdo comum e do feijao-fava
usando 30 BACs e dois bacterid6fagos. Nove BACs apresentaram um padrao repetitivo de
DNA com distribuicdo pericentromérica. Vinte e trés BACs cépia-tnica do feijao comum
foram mapeados nos cromossomos 3 (9 BACs), 4 (8 BACs) e 7 (6 BACs) do feijao-fava,
ratificando a alta sintenia e colinearidade previamente encontrada entre o feijao comum e
o feijao-fava, sendo as principais diferencgas cariotipicas associadas a fragao repetitiva do
DNA.

4.3.3 Sequenciamento do genoma

Durante os Ultimos anos, os avangos das pesquisas gendmicas suportadas pelas
plataformas de bioinformética e de sequenciamento de nova geragéo (NGS) permitiram um
progresso nos estudos citogenéticos moleculares de sintenia e evolugdo cromossdmica em
plantas (CHEVRE et al., 2018).

Dentre as espécies de Phaseolus, o genoma de P. vulgaris (~587 Mb) foi o primeiro
a ser publicado, mediante abordagem combinada pelas plataformas Roche 454, Illumina e
Sanger (SCHMUTZ et al., 2014). Posteriormente, Lobaton et al. (2018) ressequenciaram
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0 genoma inteiro de 35 variedades cultivadas e elites de P. vulgaris pertencentes a
diferentes programas de melhoramento genético do género, bem como de P. acutifolius e
P. coccineus. Os resultados permitiram identificar diferencas de variacdo genética entre e
dentro espécies fornecendo, assim, informacdes valiosas para programas de melhoramento
genético voltados para as espécies do género.

Recentemente, Garcia et al. (2021) sequenciaram e montaram o genoma (542
Mb) de um acesso de feijao-fava domesticado do pool genético Ml coletado na Colémbia,
mediante sequenciamento Pacific Biosciences e lllumina, além do sequenciamento do
genoma completo (WGS), 10X Genomics, GBS (Genotyping by Sequencing; Genotipagem
por sequenciamento) e sequenciamento de RNA (RNA-seq) associada a montagem do
transcriptoma de novo. Dos ~28.500 genes anotados, 1.917 genes foram particularmente
relacionados a resisténcia a fatores bibticos, além de identificagdo de 4.275 genes
diferencialmente expressos que podem estar relacionados a deiscéncia da vagem e ao
desenvolvimento das sementes. A montagem de alta qualidade do genoma de P. lunatus
fornece, portanto, suporte e aplicabilidade para programas de melhoramento genético
voltados ao género Phaseolus.

A comparacao estrutural entre 22.180 genes ortdlogos de feijao-fava com feijao
comum corroborou a alta sintenia apontada por Bonifacio et al. (2012) e Almeida e
Pedrosa-Harand (2013) e revelou cinco rearranjos cromossémicos: (1) inversdo de 5
Mb no brago longo do cromossomo 3 de P. luntatus (Pl03); (2) inversdao de 10 Mb no
brago longo do cromossomo PI07; (3) translocacdo complexa dentro do brago curto do
cromossomo PI09; (4) inverséo do brago curto do cromossomo PI10; (5) translocagéo da
regido pericentromérica do cromossomo 2 de P. vulgaris (Pv02) dentro do brago curto do
cromossomo Pl02. Esses resultados também sugerem que ha uma organizagdo em seis
grupos com distribuicbes ndo sobrepostas e que as ragas locais mesomericanas podem
ser subdivididas em trés subaglomerados. Além disso, foram estabelecidas associacbes
de loci genéticos com caracteristicas relevantes para os processos de domesticagdo e
melhoramento em feijao-fava.

Os dados obtidos por Garcia et al. (2021) sdo de interesse para todos os trés objetivos
de pesquisa abordados neste trabalho, uma vez que suas informagdes e conclusbes
contribuem para um maior entendimento da evolugéo e diversidade de Phaseolus, para o
mapeamento genético de feijao-fava e também para o melhoramento genético do género,
com énfase em P. lunatus.

4.4 Melhoramento genético

Tecnologias capazes de identificar e selecionar genes que codificam caracteristicas
de interesse econémico tém revolucionado a agricultura (CARRER; BARBOSA; RAMIRO,
2010). Um exemplo disso sdo os estudos que avaliaram a resisténcia de feijao-fava a
fatores abioticos, pragas e doengas.
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Mhora et al. (2016) utilizaram GBS para obter 12 marcadores associados ao fenétipo
de resisténcia a raca F de Phytophthora phaseoli, um oomiceto causador de mildio, em
feijao-fava. Usando os marcadores especificos para alelo Kompetitive (KASP), foi possivel
mapear sete loci de resisténcia a raca F de P. phaseoli em 256 acessos de feijao-fava.
Os ensaios utilizados obtiveram sucesso na genotipagem do painel de diversidade do
feijdo-fava e de um hapléptipo com dois dos sete marcadores ligados, confirmando a
funcionalidade dos métodos aplicados para prever os fen6tipos de resisténcia do feijao-
fava a raca F de P. phaseoli. Os autores apontam para a possibilidade da existéncia de
mais de um gene de resisténcia a P. phaseoli e propdem que seu uso em conjunto, a
fim de gerar uma resisténcia mais duradoura nos acessos de feijao-fava. Além disso, ao
mapear esses loci no genoma do feijdo comum, ratificou-se a alta colinearidade com o
feijdo-fava (Almeida e Pedrosa-Harand, 2013). Esses dados podem auxiliar programas de
melhoramento genético dessa espécie, tanto em relacdo a pragas quanto a condigdes
ambientais de estresse.

Preocupados com as consequéncias das mudangas climaticas para a agricultura e
visando entender melhor a resposta do feijao-fava a tais mudancas, Martinez-Nieto et al.
(2020) compararam as caracteristicas e a adaptabilidade das sementes de trés cultivares
tradicionais valencianas locais (‘Pintat’, ‘Ull de Perdiu’ e ‘Cella Negra’) e um comercial
(denominada ‘Peru’) de feijao-fava no processo germinativo, submetidas a estresses
ambientais (temperatura e estresse hidrico). Para calcular o polimorfismo e a divergéncia
entre os cultivares estudados, foram usados oito marcadores moleculares. Os resultados
mostraram que a raca tradicional ‘Pintat’ apresentou significativa competitividade em
relagdo a cultivar comercial ‘Peru’ quanto a tolerancia a temperatura e a seca. Utilizando
uma relagdo entre a porcentagem e o tempo médio de germinagdo, a temperatura de
30 °C foi considerada ideal para o grupo de cultivares estudados. Os autores também
investigaram uma possivel correlagdo entre as caracteristicas genéticas e as respostas
de germinagéo das cultivares. Porém, a técnica DNA barcoding nao encontrou diferencas
genéticas entre as racgas valencianas. Os autores propdem que as diferentes respostas
dessas ragas geneticamente proximas podem ser explicadas por mecanismos epigenéticos
ou por alguns genes que desempenham um papel relevante nas respostas aos estresses.

Algumas doencas transmitidas por insetos geram prejuizos em quantidade e
qualidade para espécies cultivadas do género Phaseolus. Agarwal et al. (2021) avaliaram o
feijdo comum e feijao-fava em relacéo a resisténcia a doenca do crumple da folha causada
por dois begomovirus transmitidos pela mosca branca (Bemisia tabaci): o virus do crumple
da folha da cucurbitacea (CuLCrV) e o virus do mosaico dourado sida da Flérida (SiGMFV).
Foram examinados 82 gendétipos de feijao comum e dois de feijao-fava para resisténcia
contra CuLCrV e/ou SiGMFV. Desses, 20 apresentaram niveis altos a moderados de
resisténcia a CuLCrV e/ou SiGMFV, sendo 21 considerados altamente suscetiveis. O
sequenciamento permitiu identificar 645.729 SNPs, 30.169 insercbes e 38.543 delecbes
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distribuidos nos 11 cromossomos dessas espécies, sendo o cromossomo 2 (49,67 Mb) com
maior numero de variantes (73.326). Segundo os autores, os dados obtidos serdo Uteis em
estudos futuros de associagdo do genoma para identificar a base genética da resisténcia
ao begomovirus em espécies do género Phaseolus.

51 CONSIDERAGOES FINAIS

Marcadores moleculares e citogenéticos apresentaram uma grande importéancia
nos estudos de feijao-fava. No que tange a origem evolutiva e a diversidade genética
dessa espécie, as pesquisas corroboram a hipétese de uma origem Andina na época do
Pleistoceno e sugerem a existéncia de dois pools génicos Mesoamericanos (Ml e MIl) e
dois Andinos (Al e All). A diversidade de feijao-fava, apesar de ser afetada negativamente
pela erosao genética, ainda pode ser bastante explorada por estudos filogenéticos usando
marcadores moleculares, a fim de descobrir novas variagées e desenvolver variedades
melhoradas, principalmente no Brasil, que possui um potencial ainda pouco explorado.

A construcdo de mapas citogenéticos e o sequenciamento do genoma do feijao-
fava elucidaram os mecanismos genéticos/genémicos responsaveis pela separagédo
das linhagens de feijao-fava e feijdo comum. As aplicagdes de melhoramento genético
forneceram dados para a identificacdo de genes relacionados a resisténcia a fatores
bi6ticos e abibticos, além de propor novos meios na identificacdo dos acessos de feijao-
fava mais resistentes.

Diante disso, é necessario dar continuidade a trabalhos utilizando abordagens
baseadas em mapas citogenéticos, sequenciamento e marcadores moleculares para
identificar genes associados com caracteristicas de interesse em P. lunatus. E necessaria,
portanto, a preservagéo dessa diversidade genética em bancos de germoplasma, além de
realizar estudos que explorem a diversidade genética do feijao-fava.
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