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RESUMO

Diversidade molecular de acessos, estimativas de parametros genéticos e de
adaptabilidade e estabilidade em linhagens de guandu (Cajanus cajan (L.)
Millspaugh)

O guandu é espécie de multiplos usos, podendo ser usada para a producao de graos,
de forragem e como melhorador de solos. Apesar de ser uma importante espécie em
regides semiaridas de outros paises tém sido pouco estudada e utilizada no semiarido
brasileiro. Os objetivos desse trabalho foram: estimar parametros de diversidade e
estrutura genética em acessos; estimar e comparar herdabilidades usando diferentes
métodos estatisticos e; estimar parametros de adaptabilidade e estabilidade para
produtividade de graos em linhagens de guandu. No primeiro capitulo foi realizada a
caracterizacao da diversidade molecular de acessos do BAG guandu com marcadores
SSR’s. Setenta e trés acessos de guandu, de 10 procedéncias, foram genotipados
com 11 loci de SSR, distribuidos nos 11 cromossomas de guandu. A AMOVA revelou
grande diferenciacéo genética entre as popula¢des, com Fstvariando de 0,22 a 0,25.
A heterozigosidade esperada (He) nos acessos foi maior que a heterozigosidade
observada (Ho) em oito dos 11 loci. O conteudo de informacao polimorfica (PIC) variou
de 0,13 a 0,67 entre os 11 loci. A similaridade genética entre os acessos de guandu
variou de 0,36 a 0,93, indicando alta variabilidade entre os acessos, com a formacéo
de trés grupos, sendo um exclusivamente com acessos brasileiros. Dois grupos foram
formados na analise no Structure, indicando reduzido compartilhamento alélico entre
as populacdes do nordeste do Brasil com as demais popula¢des. No segundo capitulo
foram estimadas e comparadas herdabilidades calculadas usando quatro diferentes
métodos. Trinta familias subdivididas em seis da geracédo Fs, e oito familias para cada
uma das geracdes Fs, Fs e Fs foram avaliadas em experimento com delineamento em
blocos casualizados, com trés repeticdes. As herdabilidades foram estimadas no
sentido amplo pelo método ANOVA [h?a.gQwm)], modelos mistos via REML/BLUP (h?..
RemL), regressao pai-filho (h2pr) e unidade do desvio padrao (h2up). h2a-e(Qm) € h2a-remL
>0,70 foram estimadas para duas variaveis em quatro geracdes, para duas variaveis
em trés geracfes e em duas geracdes para duas variaveis. Estimativas com base na
regressao ou correlacao pai-filho apresentaram limitacdes, com valores negativos ou
superior a unidade. Correlagcdes >0,99 (p<0,01) entre as herdabilidades estimadas
com os métodos ANOVA x REML, indicando concordancia. Foi observada auséncia
de colinearidade entre médias das variaveis com estimativas das h2. Correlacées de
1,0 (p<0,01) entre herdabilidades x coeficiente de variacdo genético indicam que esse
ultimo parametro pode ser usado de forma indireta, na auséncia de estimativas de h?.
Para o terceiro capitulo, 21 linhagens desenvolvidas no programa de melhoramento
de guandu da Embrapa Semiarido, mais a variedade ‘guandu Petrolina’ (controle),
foram avaliadas em oito ambientes. Os experimentos conduzidos em cinco ambientes
irrigados e em trés sob regime de sequeiro, usando delineamento em blocos
casualizados com trés repeti¢cdes. Foi realizada a correcéo da producao de graos por
covariancia com o stand médio de plantas. Parametros de adaptabilidade e
estabilidade foram estimados pelos métodos de Eberhart e Russell, AMMI e GGE
biplot com analise SREG. O coeficiente de variacdo para os experimentos foi de 6,06,
com dados transformados por raiz quadrada. Os efeitos de todas fontes de variacdo
foram significativos (p<0,01). A linhagem 87, 100 e 158 apresentaram rendimento de
graos elevados e superior a média geral dos experimentos, boa estabilidade e ampla
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adaptabilidade nos ambientes avaliados, considerando simultaneamente o0s
parametros dos métodos Eberhart e Russell, AMMI e GGE biplot. Sendo linhagens
com potencial para langamento como cultivar e recomendacéo para cultivo de guandu
na regido semiarida brasileira. A caracterizacdo molecular dos acessos de guandu
possibilitou a identificacdo de estrutura genética populacional com diferenciacéo
moderada a alta, fluxo génico limitado e compartilhamento de alelos restrito entre
populac6es do Nordeste do Brasil com populagdes da india, Sdo Paulo, SP e América
Central. Isso denota a importancia dos acessos do Nordeste brasileiro para
incrementar a variabilidade do germoplasma do guandu. Por meio de novas
expedicOes para coleta, seja nos locais de origem dessas populacdes avaliadas, ou
em outras regides do Nordeste do Brasil em que o guandu é historicamente cultivado
por pequenos agricultores, ha a possibilidade de aumentar o niumero de amostras e
provaveis alelos de interesse para o melhoramento genético de guandu. Dos métodos
usados para as estimativas de herdabilidade método com base na esperanca dos
quadrados médios da ANOVA e a abordagem com base em modelos mistos,
REML/BLUP, apresentaram resultados semelhantes, e foram superiores aos métodos
com base na regressao e correlacado pai-filno. As estimativas de parametros de
adaptabilidade e estabilidade em linhagens de guandu desenvolvidas pelo programa
de melhoramento de guandu possibilitaram a selecdo de linhagens com real potencial
para recomendacdo e registro de cultivares da espécie. Dentre os genotipos
avaliados, as linhagens 87, 100 e 158 apresentaram ampla adaptabilidade e boa
previsibilidade e produtividade acima da média geral nos ambientes estudados.

Palavras-chave: Desempenho produtivo; diversidade genética; germoplasma,;
herdabilidade; interacdo gendétipos x ambientes; SSR.
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ABSTRACT

Molecular diversity of accessions, estimates of genetic parameters and
adaptability and stability in pigeonpea lines Cajanus cajan (L.) Millspaugh)

Pigeonpea is a species with multiple uses, and can be used for the production of
grains, forage and as a soil improver. Despite being an important species in semiarid
regions of other countries, it has been little studied and used in the Brazilian semiarid
region. The aims of this study were to estimate diversity parameters and genetic
structure in accessions; estimate and compare heritability using different statistical
methods and; to estimate adaptability and stability parameters for grain yield in
pigeonpea lines. In the first chapter, the characterization of the molecular diversity of
pigeonpea BAG accessions with SSR’s markers was performed. Seventy-three
accessions, from 10 sources, were genotyped with 11 SSR loci, distributed in 11
pigeonpea chromosomes. AMOVA revealed great genetic differentiation between
populations, with FST ranging from 0,22 to 0,25. Expected heterozygosity (Hg) in
accessions was greater than observed heterozygosity (Ho) in eight of the 11 loci. The
polymorphic information content (PIC) ranged from 0,13 to 0,67 among the 11 loci. The
genetic similarity among pigeonpea accesses ranged from 0,36 to 0,93, indicating high
variability among accessions, with the formation of three groups, one exclusively with
Brazilian accessions. Two groups were formed in the Structure analysis, indicating
reduced allelic sharing between the populations of northeastern Brazil with the other
populations. In the second chapter, heritability calculated using four different methods
were estimated and compared. Thirty families subdivided into six of the F3 generation,
and eight families for each of the Fs4, Fs and Fe generations were evaluated in a
randomized block design, with three replications. Broad-sense heritability was
estimated by the ANOVA method [hZ%a-ewm)], mixed models via REML/BLUP (h?a-rewmL),
parent-offspring regression (h?pr) and standard deviation unit (h?up). h%a-e(Qw) and hZ.
remL >0,70 were estimated for three variables in four generations, for four variables in
three generations, and one generation for two variables. Estimates based on
regression or parent-offspring correlation had limitations, with negative values or
greater than unity. Correlations >0,99 (p<0,01) between heritability estimated with the
ANOVA x REML methods, indicating agreement. Absence of collinearity between
means of variables with estimates of h2 was observed. Correlations of 1.0 (p<0,01)
between heritability x genetic variation coefficient indicate that this last parameter can
be used indirectly, in the absence of h2 estimates. For the third chapter, 21 strains
developed in the pigeonpea breeding program at Embrapa Semiarido, plus the 'guandu
Petrolina’ variety (control), were evaluated in eight environments. The experiments
carried out in five irrigated and three under rainfed, using a randomized block design
with three replications. Correction of grain production by covariance with the average
stand of plants was performed. Adaptability and stability parameters were estimated
by the methods of Eberhart and Russell, AMMI and GGE biplot with SREG analysis.
The coefficient of variation for the experiments was 6,06, with data transformed by
square root. The effects of all sources of variation were significant (p<0,01). Lines 87,
100 and 158 showed high grain yield and above the general average of the
experiments, good stability and wide adaptability in the evaluated environments,
considering simultaneously the parameters of the Eberhart and Russell, AMMI and
GGE biplot methods. Being strains with potential for release as a cultivar and
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recommendation for pigeonpea cultivation in the Brazilian semiarid region. The
molecular characterization of pigeonpea accessions allowed the identification of
population genetic structure with moderate to high differentiation, limited gene flow and
restricted allele sharing between populations from Northeastern Brazil with populations
from India, Sdo Paulo, SP and Central America. This denotes the importance of
accessions from the Brazilian Northeast to increase the variability of pigeonpea
germplasm. Through new expeditions for collection, either in the places of origin of
these populations evaluated, or in other regions of Northeastern Brazil where
pigeonpea is historically cultivated by small farmers, there is the possibility of
increasing the number of samples and probable alleles of interest for the genetic
improvement of pigeonpea. Among methods used for heritability estimates, the
expected mean squares from ANOVA method and the REML/BLUP mixed-model
approach, showed similar results, and were superior to the methods based on
regression and parent-offspring correlation. The estimates of adaptability and stability
parameters in pigeonpea lines developed by the pigeonpea breeding program enabled
the selection of lines with real potential for recommendation and recording of cultivars
of the species. Among the evaluated genotypes, the 87, 100 and 158 lines showed
wide adaptability and good predictability and productivity above the general average
in the studied environments.

Key-words: Genetic diversity; genotype-by-environment interaction; germplasm,;
heritability; production performance; SSR
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1. INTRODUCAO GERAL

Pulses séo espécies entre as leguminosas produzidas na forma de grédos secos
para o consumo humano. Essas espécies de importancia em diversos paises, tém
reconhecido papel na seguranca nutricional e na sustentabilidade dos sistemas de
producdo agricola global, de forma que 2016 foi declarado pelas Nacfes Unidas,
como o ano das pulses (Calles et al. 2019). Essa entidade, por meio de campanhas
sociais em meios de comunicacédo, projetou o estimulo ao crescimento do consumo
em até 10%, além de promover a conscientizacdo sobre os beneficios do uso
(Chauhan et al. 2016). Dentre essas leguminosas, 0 guandu [Cajanus cajan (L.)
Millspaugh] se destaca por fazer parte do rol de culturas com contribuicdo direta para
seguranca alimentar de diversos paises em desenvolvimento, em especial na india,
maior produtor e consumidor desse gréo, além de diversos paises do continente
africano (FAO 2019).

A exemplo do que ocorrera com outras leguminosas de interesse agricola, como
feijdo e soja, onde o melhoramento genético teve importante contribuicdo para a
expansao e consolidagdo comercial, com aporte de cultivares superiores (Ramalho et
al. 2012), na cultura do guandu situacdo semelhante pode ser tracada e ja € realidade
em alguns paises. Casos como a india e o Malawi, exemplos do sucesso de cultivo
do guandu, com programas de melhoramento para essa cultura bem estabelecidos,
com desenvolvimento de cultivares hibridas com bom desempenho produtivo e
precocidade, uns dos objetivos principais para o melhoramento da cultura (Kaoneka
et al. 2016).

No Brasil o guandu é uma cultura pouco difundida, apesar de ser uma espécie
com caracteristicas de interesse para agricultores, em especial no semiarido brasileiro
na agricultura de subsisténcia, por sua resiliéncia em solos pobres em nutrientes, além
de tolerancia ao déficit hidrico (Varshney et al. 2017) e capacidade de fixar nitrogénio
atmosférico em simbiose com rizébios, bactérias fixadoras de nitrogénio (Saxena
2008). Atributos que fazem do guandu uma importante alternativa para a agricultura
dependente de chuva e produtores com baixo acesso a fertilizantes quimicos. Isso
denota para a agricultura local, real potencial do guandu e requer maior atencao das
instituicbes de pesquisas e de melhoristas, como alternativa para inclui-lo nos
sistemas agropecuarios para producéo de graos e forragem ou ainda como espécie
melhoradora de solo.

A Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria, nas unidades da Embrapa

Semiarido em Petrolina - PE e Embrapa Pecuaria Sudeste, em Séo Carlos — SP, tem



desenvolvido as acbes de pesquisa conduzidas com vistas ao melhoramento de
guandu para producgéo de gréaos e forragem.

A Embrapa Semiérido iniciou estudos com guandu no periodo de 1991 a 1998
(comunicacdo pessoal) a partir de introducdes de germoplasma provenientes do
ICRISAT (International Crops Research Institute for the Semi-Arid Tropics), sediado
na India, e da FAO América Latina e Caribe (Food and Agriculture Organization of the
United Nations), além da incluséo de acessos coletados em diversas areas produtoras
do Nordeste do Brasil, em areas de cultivo tradicional, formando uma colecdo com
mais de 200 acessos, com margem para ser ampliada (Santos et al. 2000). As
pesquisas conduzidas por essa instituicdo tém proporcionado a recomendacdo de
variedades resultantes de introducfes de germoplasma de outros paises (Santos et
al. 2001, Araujo et al. 2004). Para maiores avancos no programa de melhoramento,
foram conduzidos trabalhos iniciais de caracterizacdo de acessos usando variaveis de
interesse para a cultura, tais como precocidade, tamanho reduzido, produtividade
elevada, maior numero de graos por vagem e maior tamanho de grao (Santos et al.
2000). Nesses trabalhos foram identificados acessos com potencial para uso como
parentais em hibridacfes manuais para selecao de linhagens recomendadas para as
condicBes locais de cultivo, algo inédito até o momento (Godoy et al. 2013), e que
ofertaria cultivares mais produtivas aos agricultores.

Os avancos biotecnoldgicos e a disponibilidade de marcadores moleculares
tornaram possivel a caracterizacdo de acessos de forma mais breve. Além dos
trabalhos ja realizados, com a caracterizacdo usando marcadores morfolégicos
(Santos et al. 1994, 2000), a caracterizacdo molecular dos acessos € imprescindivel
para programas de melhoramento, pois permitem estimar parametros de diversidade
genética e mensurar a variabilidade existente no germoplasma. As estimativas de
diversidade somadas aos parametros genéticos, como herdabilidade e coeficientes
de variacao, sao ideais para definir estratégias que aumentam a probabilidade do
sucesso no melhoramento do guandu.

O banco ativo de germoplasma de guandu na Embrapa Semiarido é referéncia no
Brasil, sendo uma colecdo que engloba acessos coletados no Nordeste do Brasil. A
regido possui um historico de cultivo tradicional, com longo processo de adaptacao as
condicOes tropicais e semiaridas, com contribuicbes dos produtores que realizaram
selecdes para algumas caracteristicas, contribuicbes importantes para a incorporacao

do germoplasma dessa regido no melhoramento dessa leguminosa.
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Com a retomada das atividades do programa de melhoramento genético de
guandu para o semidrido espera-se somar aos resultados iniciais obtidos, novos
avancos, como a realizacdo de hibridacdes usando como parentais acessos de
diferentes origens, caracterizados com bons indices produtivos e outras
caracteristicas de interesse como precocidade e porte (Santos et al. 2000). Tais acdes
propiciam o desenvolvimento de novas linhagens, que poderao ser selecionadas para
registro e recomendacéo, e que podem contribuir diretamente para o estabelecimento
do cultivo de guandu no semiarido do nordeste brasileiro.

O objetivo do presente trabalho foi avaliar, realizar genotipagem, selecionar e
estimar parametros genéticos em acessos e populacdes de guandu, além de estimar
parametros de adaptabilidade e estabilidade em linhagens para viabilizar programa
de melhoramento da espécie para o semiarido brasileiro, considerando a producao de

graos.



2. REFERENCIAL TEORICO
2.1 Descricao Botanica, Taxonomia e Adaptagéo

Cajanus cajan (L.) Millspaugh recebe diferentes nomes, dos quais 0 mais
conhecido na literatura € pigeonpea, palavra essa em inglés, que em traducao livre
para o portugués, significa “ervilha de pombo”, originada em Barbados (Plukenet,
1692), onde as sementes serviam para alimentar pombos. No Brasil recebe o nome
de feijdo-guandu ou guandu, e em algumas regides também € conhecido
popularmente como andu. Dentro da classificacdo da FAO para leguminosas, o
guandu é classificado como pulse, termo em inglés usado para culturas entre as
leguminosas que séo colhidas exclusivamente para consumo como gréos Secos,
como o feijao e gréo de bico (FAO 1994).

O género Cajanus pertence a familia Fabaceae, subfamilia Papilionoideae, tribo
Phaseoleae, mesma de outras espécies de importancia agricola como a soja (Glycine
max L.), o feijdo-comum (Phaseolus vulgaris L.) e espécies do género Vigna. A
subtribo € Cajaninae (Remanandan 1990, Kumar et al. 2017) cujas plantas
pertencentes a ela apresentam uma caracteristica que as distinguem das demais
subtribos: a presenca de glandulas vesiculares nas folhas, célice e nas vagens
(Moteetee e Van Wyk, 2006). De acordo com van der Maesen e Remanandan (1986),
32 espécies sao reportadas no género Cajanus, sendo a maioria delas encontradas
na india e na Australia. Desse total de espécies, somente Cajanus cajan é tido como
cultivado na subtribo Cajaninae (Sharma et al. 2008).

Sédo diversas as publicacdes indicando que a espécie como sendo parente
proxima de Cajanus scarabaeoides (Ladizinsky e Hamel 1980, Aruna et al. 2005,
Semwal et al. 2018) e de acordo Mallikarjuna et al. (2012), essas duas espécies
apresentam tracos muito proximos. Nesse estudo, 0s autores destacam que a espécie
cultivada apresenta poucas caracteristicas que a distingue de C. scarabeoides, como
morfologia da flor, cor e morfologia da vagem, constricdo da vagem, cor e estrofiolo
da semente e peso de 100 sementes. Dessa forma, a hipotese € que C. cajanus seria
resultado de sele¢Bes para porte e vigor de planta, deiscéncia das vagens e tamanho
de semente (Kumar et al. 2017).

Quando cultivado na forma anual ou mais comumente semi-perene, o guandu
tem porte arbustivo lenhoso, e mede entre 1 e 2 m de altura, no entanto, pode atingir
alturas de 3 a 4 m quando cultivada em manejo plurianual ou perene (Singh e Oswalt
1992).
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Suas folhas sao constituidas geralmente por trés foliolos em formato lanceolados
ou elipticos, variando de 6,0 a 17,0 cm de comprimento por 3,0 cm de largura, séo
pubescentes, com maior frequéncia de tricomas na superficie inferior do que na
superior (Seiffert e Thiago 1983, Singh e Oswalt 1992). As inflorescéncias localizam-
se em um pedunculo que mede de 1,0 a 8,0 cm, compondo uma panicula terminal em
plantas de crescimento de tipo indeterminado, e em cacho em forma de corimbo nas
de crescimento determinado, com floragdo acropeta, tanto dentro do cacho quanto no
galho. As flores tém tamanho de 1,5 a 1,8 cm, comumente com cores amarela ou
laranja, ja as cores das estrias no lado dorsal do estandarte e a segunda cor das asas
e pétalas da quilha podem ser vermelhas ou purpura, aparecendo em racemos
terminais ou axilares, formando inflorescéncias medindo de 4,0 a 12,0 cm de
comprimento. (Kumar et al. 2017). As vagens podem ser retas ou achatadas
lateralmente, apresentam forma oblonga, com variacdo na coloracdo: verde, roxo,
roxo escuro ou misto verde e roxo. O numero de sementes por vagem pode variar até
nove, as quais tem formato redondo e podem apresentar variagdes no tamanho e na
coloragdo. O desenvolvimento das sementes é visivel sete dias apos a polinizacao, a
maturidade fisiologica é atingida em 30 dias, e as sementes apresentam teor de
umidade indicado para colheita aos 40 dias, apés a polinizacdo (Rao e Rao 1974;
Singh e Oswalt 1992).

O guandu possui ampla variagdo na maturacao, com uma faixa temporal de 85 -
300 dias para as vagens atingirem maturidade, e baseado no nimero de dias para
50% de florescimento (<50 - >160 dias) foram estabelecidos 11 grupos de maturacao
para a cultura (Tabela 1) (Saxena 2008, Saxena et al. 2019a). Para fins praticos, de
acordo com as observagfes dos melhoristas, esse nimero foi reduzido para cinco
grupos de maturacdo (Saxena et al. 2019b). Essa classificacdo ndo é inteiramente
confiavel para todos os locais, em face da fenologia do guandu ser altamente

influenciada pelo fotoperiodismo, temperatura e suas interacoes.

Tabela 1. Onze grupos de maturacao observados em guandu, estabelecidos

em latitude 17°.

Grupo Amplo Subgrupo de maturacao Dias para Florescimento
Superprecoce 00 <50
Extraprecoce 0 51-60

Precoce | 61-70



[l 71-80
1 81-90
v 91-100
Mediano Vv 101-110
VI 111-130
VIl 131-140
Tardio VIl 141-160
IX >160

Adaptado de Saxena et al. (2017)

Com cultivo predominantemente em regifes semiaridas, o guandu € uma
espécie de dias curtos que se desenvolve entre as latitudes 30° N e S. Quanto a
temperatura, a faixa ideal varia de 25,0 a 30,0 °C. Esses dois fatores influenciam
fortemente na formacé&o dos botdes, que sao iniciados quando o guandu é exposto ao
regime de fotoperiodo curto (Saxena et al. 2019a). Em estudo realizado no Quénia,
Silim et al. (2007) estudaram o comportamento de genétipos de guandu dos diferentes
grupos de maturacdo, quando expostos a diferentes comprimentos de dia, sob
temperatura ambiente. Eles demonstraram ocorrer atraso na iniciacdo floral do
guandu quando a duracado do dia foi estendida além das 13 h. Os autores também
relataram as temperaturas meédias 6timas para a floracdo que foram: 24,7°C para os
genotipos extraprecoces; 23,1°C para 0s precoces, 22,2 °C para os medianos e 18,3

°C para os genétipos de maturacéo tardia.

2.2 Origem e Distribuicéo

A origem de C. cajan por muito tempo foi debatida entre historiadores e
cientistas, que defendiam as origens do guandu como africana ou indiana. O principal
argumento dos que defendiam a origem africana era a presenca da espécie selvagem
endémica na Africa, C. kerstingii (Kassa et al. 2012). De acordo com van der Maesen
(1990), existem amplas evidéncias linguisticas, numero de espécies selvagens,
incluindo o potencial progenitor selvagem (C. cajanifolius) e dados arqueoldgicos para
concluir que o principal centro de origem do guandu é a india.

Recentes estudos tém ratificado essas informacgdes, como Fuller e Harvey
(2006), que a partir de analises baseadas no mapa de distribuicdo selvagem

desenvolvido por van der Maesen e Somaatmadja (1989), inferiram que o guandu
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seria originario de regides nos estados indianos Orissa, Andhra Pradesh e
Chattisgarh. Posteriormente, Saxena et al. (2014), em estudo em que detalharam os
niveis de variabilidade genética em 184 gendtipos de guandu, com representacéo de
18 espécies de Cajanus spp. dos pools genéticos primario (77 genotipos), secundario
(69 gendtipos) e terciario (38 genotipos), além de germoplasma cultivado em trés
continentes, com uso de 1616 marcadores SNP’s (single nucleotide polymorphisms).
Esses autores, indicaram de acordo com o nivel mais alto de polimorfismo em
parentes selvagens e racas terrestres encontrado, a provincia central da india,
Madhya Pradesh, como centro de origem do guandu, regido mais ao sul do que a
inferida por Fuller e Harvey (2006).

Outra ferramenta amplamente usada para estudar a dispersdo do guandu sao
0s registros arqueoldgicos. A partir deles ja se pode revelar a presenca de sementes
em Maharashtra, um estado da india, datadas com existéncia do século Il A.C. ao
século Il A.C. conforme apontam Kassa et al. (2012). Nesse mesmo estudo é proposto
a provavel rota de dispersdo de guandu a partir da india, feito pela Malasia e a Africa
Oriental, para a Africa Ocidental e, finalmente, para as indias Ocidentais, culminando
com a chegada do guandu as terras do Novo Mundo, através do comércio de

escravizados da Africa.

2.3 Importancia econémica

Na agricultura de subsisténcia em areas semiaridas, o guandu tem uma longa
histéria e a sua habilidade em produzir economicamente em solos com déficits
hidricos o torna uma importante cultura para a agricultura dependente de chuva
(Varshney et al. 2017). Pode participar dos sistemas de producao das propriedades
agricolas como fornecedora de grdos, como planta forrageira ou ainda como espécie
melhoradora de solo.

A cultura é pouco difundida no Brasil e a auséncia de cultivares mais produtivas,
técnica de manejo e de utilizacdo tem dificultado avaliagbes do real potencial do
guandu para as condi¢des socioecondmicas do semiarido brasileiro, notadamente
para 0s pequenos e médios produtores. Os paises asiaticos sdo 0s maiores
produtores mundiais de guandu, sendo a india, o0 maior produtor. O seu cultivo na
india, ocupa cerca de 5,4 milhdes de hectares, o que corresponde a quase 80% de
toda a area cultivada no mundo, enquanto a producdo mundial de grdos de guandu
foi 4,8 milhdes de toneladas, com a india respondendo por quase 70% dessa producéo
(FAO 2019) (Figura 1).
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Figura 1. Série histérica relativa a producdo e produtividade global de guandu, no
periodo de 1961 a 2019 (FAO 2019).

No Brasil as ultimas informacg6es oficiais sédo de 1975, quando o pais alcancou
1404 toneladas de grdos, sendo que as areas com até 10 hectares de cultivo
responderam por 89% desta producao (IBGE 1979). Desse total, 40,0 % foi consumido
pelos préprios produtores, e o restante encaminhado para o comércio, seja por venda
direta do produtor ao consumidor ou através de intermediarios.

Para o homem, o mais comum € o consumo dos grdos, sem nenhum
processamento ou processados como enlatados ou farinaceos (Saxena 2008). O
contetdo proteico da semente varia entre 12,4 a 29,7%, com média de 21,2%
(Remanandan 1990). Contudo, em relagdo ao valor de aminoacidos, ha deficiéncias
para os aminoacidos sulfurados metionina e cistina, além do triptofano (Saxena et al.
2010), como geralmente ocorre com outras leguminosas, mas que podem ser supridos
com a complementacédo do arroz, por exemplo. No Brasil, os grdos do guandu sao
consumidos preferencialmente verdes, sendo também comum o consumo de
sementes secas, enquanto que na india os gréos sio inicialmente descascados em
moinhos rusticos e os cotilédones separados, resultando em um produto final

chamado “dahal’.

2.4  Melhoramento genético do guandu

O guandu possui um tamanho de genoma de 833,1 Mbp (Varshney et al. 2012),



10

sendo uma espécie diploide com 2n = 2x = 22, assim como para a maioria das
espécies do género Cajanus, com excecao do C. kertsingii, com n=16 (Dundas 1990,
Bohra et al. 2017). E uma planta de conhecida resiliéncia, devido a isso, 0 mesmo é
cultivado em ambientes menos propicios agricolamente, com baixo uso de insumos e
propensos a riscos, ao que pesem a ocorréncia de estresses biotico e abidtico. Esses
fatores juntos colaboram nas diferentes regides produtoras de guandu para a
ocorréncia de uma lacuna entre o real potencial produtivo da espécie e os indices
observados pelos produtores (Bohra et al. 2020). De acordo com Mula e Saxena
(2010), o potencial produtivo de guandu é de cerca de 2.500 kg ha, patamar muito
superior as médias de produtividade obtidas por produtores da Asia (866,2 kg ha') e
da Africa (736,2 kg hal) (Varshney et al. 2012). Apesar da importancia do guandu
para essas regides, € notavel que o melhoramento para a cultura ainda € incipiente.
Segundo Varshney et al. (2012), essa restricdo no melhoramento se deve aos poucos
recursos gendmicos e aos baixos niveis de diversidade genética no pool genético
primario do guandu cultivado. Para esses autores, por pertencer a um grupo de
culturas 6rfas (ou negligenciadas), os investimentos na pesquisa ndo beneficiam essa
cultura de destacada importancia em diversas regifes pobres do mundo para a
seguranca alimentar de diversos povos que ali habitam.

No Brasil, a Embrapa Semiarido iniciou os estudos com guandu no periodo de
1991 a 1998 (comunicacdo pessoal) a partir de introducdes de germoplasma
provenientes do ICRISAT (International Crops Research Institute for the Semi-Arid
Tropics), na india, da FAO América Latina e Caribe (Food and Agriculture Organization
of the United Nations) e de acessos coletados em diversas areas produtoras do
Nordeste, onde a cultura é plantada em pequena escala. Do total de quase 400
acessos de guandu da Embrapa Semiéarido, 182 foram introduzidos de outros paises,
principalmente da india, e o restante foi coletado no Nordeste ou introduzidos de
outras regides do Brasil. Esta colecdo foi ampliada com a inclusdo de linhagens
selecionadas dentro dos cruzamentos efetuados, entre alguns germoplasma
introduzido e coletado. Os trabalhos de pesquisa na Embrapa Semiarido resultaram
na recomendacdo de duas cultivares: guandu forrageiro Taipeiro e do guandu
granifero Petrolina (Santos et al. 2001).

No geral, os resultados desses estudos em Petrolina, com genaotipos graniferos,
forrageiros e de produgéo mista, destacaram o potencial do guandu para as condi¢des
semiaridas do sertdo pernambucano e a possibilidade de inclusdo dessa leguminosa

em sistemas diversificados de exploracdo agropecuaria das pequenas e medias



11

propriedades. Para a producdo de massa seca, o0 guandu forrageiro apresenta a
vantagem de produzir nos primeiros seis meses do ano e em periodos de aguda
escassez de forragem, quando comparado a outras leguminosas, como a Leucena.
Ja o guandu granifero, ou de aptidao mista, deveria ser considerado para as pequenas
propriedades, pois possibilita a colheita de grédos em periodos criticos do ano, em que
outras leguminosas j& completaram o seu ciclo e ndo tém mais a capacidade de
produzir graos.

A retomada do programa de melhoramento vegetal do guandu para o semiarido
€ necessaria e urgente, considerando os resultados iniciais obtidos e a existéncia de
um banco ativo de germoplasma de referéncia no Brasil, disponivel na Embrapa
Semiarido, associando com estimativas de parametros genéticos e selecdo e
avaliacdo multilocal de linhagens, visando a recomendacéo de novas cultivares que

apresentem fenoétipos desejaveis para porte, produtividade e precocidade.

2.5 Métodos de Melhoramento em guandu

O sistema reprodutivo da espécie € um fator que deve ser levado em
consideracdo pelo melhorista na conducdo de um programa de melhoramento de
qualquer espécie (Bradshaw 2017). A compreensdo desse fator influenciard na
maneira como 0s processos de melhoramento e selecdo possam ser maximizados
para um melhor efeito (Brown e Caligari 2011). No guandu, a frequéncia de
cruzamentos naturais varia entre 3,0 e 40,0 % (Kumar et al. 2017). Caracteristica Unica
em relacdo as demais espécies de leguminosas cultivadas, a qual se deve a
morfologia floral do guandu, estruturada de forma que, permite além da
autopolinizagéo a ocorréncia de polinizacéo cruzada (Saxena 2008).

De acordo com (Saxena 2008), ao longo da histéria, nos programas de
melhoramento do guandu foram ignoradas pelos melhoristas as consequéncias do
frequente cruzamento da espécie na eficiéncia de selecao. Isso porque os métodos
de melhoramento usados eram os delineados para culturas autégamas. Ainda
segundo esse autor, isso foi um fator limitante ao sucesso no melhoramento de
caracteristicas quantitativas, como as relacionadas a producdo. Os tradicionais
métodos de melhoramento, selecdo, hibridacdo, mutacdo e poliploidia, tém sido
empregadas em guandu com alguns relatos de sucesso (Sharma et al. 2008). Na
india, onde estdo estabelecidos os principais grupos de pesquisa da cultura, os
esforcos iniciais no melhoramento iniciaram-se com trabalhos concentrados na

selecdo no germoplasma disponivel. Posteriormente, foram realizadas pesquisas
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focadas no melhoramento com base na recombinacéo, e ja durante a década de 1990,

foi dada énfase a producéo de hibridos (Wanjari et al. 2016).

2.5.1 Germoplasma e seus usos

A exploracéo da variabilidade existente em uma espécie sempre foi o ponto de
partida para o melhoramento genético das plantas cultivadas. Seja com uso de
variedades promissoras como parentais para hibridagdo, bem como com uso direto,
por meio de selecdo de gendtipos superiores, para lancamento de cultivares (Saxena
2008).

Harlan e Wet (1971) sistematizaram a classificacdo do germoplasma quanto as
relacdes entre plantas cultivadas e espécies aparentadas em uma estrutura com
quatro subdivisbes, conhecida como pool genético ou conjunto de genes. A
classificacdo é feita de acordo com a facilidade de ocorrer hibridacdo entre os
componentes do germoplasma, e consequente troca de alelos entre eles. Dessa
forma, no pool genético primario séo inclusos o germoplasma cultivado de Cajanus,
no qual os gendtipos sao facilmente cruzados entre si para produzir progénie feértil
(Saxena et al. 2018).

O pool genético secundario abriga o germoplasma selvagem que, por
hibridacdo, embora com certo grau de dificuldade, chega a produzir hibridos, no
entanto, possuem viabilidade inferior, com grau variavel de esterilidade masculina ou
feminina devido a vérias aberracées cromossémicas ou outras incompatibilidades.
Desse conjunto de genes sdo exemplos de usos no melhoramento de guandu o uso
de genotipos com elevado teor de proteina que fora transferido com sucesso (Saxena
e Sawargaonkar 2015), e espécies como C. scarabaeoides, C. sericeus, C. reticulatus
e C. cajanifolius, que foram usadas em trabalhos para criar sistemas de esterilidade
masculina nuclear citoplasmética (Saxena et al. 2010).

No pool genético terciario sdo incluidos todos os parentes selvagens nao
cruzaveis, espeécies aparentadas entre outros géneros ou pouco relacionadas no
mesmo género, sendo comum a esterilidade do hibrido, requerendo uso de técnicas
de hibridag&o, como resgate de embrides para tornar possivel a obtencao do hibrido.
Das vintes espécies que compdem esse pool genético, até entdo sao reportados o
uso em cruzamentos de duas espécies para transferéncia de caracteristicas de
interesse em guandu. Hibridos de guandu foram obtidos a partir do cruzamento com
C. platycarpus, sendo necessario utilizacdo de polinizagdes auxiliadas por hormonios

e procedimentos in vitro. Em trabalho mais recente usando C. volubilis, outra espécie
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desse pool genético, foram obtidas linhas precoces de guandu (Mallikarjuna et al.
2017). Por sua vez o conjunto de genes quaterndrio € composto por espécies de
diferentes géneros, e em sua maioria por leguminosas tidas como sub-exploradas.
(Mallikarjuna et al. 2014, Saxena et al. 2018).

Os bancos de germoplasma do ICRISAT (13632 acessos), National Bureau of
Plant Genetic Resources of India (11229 acessos), Departamento de Agricultura dos
Estados Unidos, com 4116 acessos, e Ministério da Agricultura do Quénia, com 1288

acessos, possuem as maiores colecdes do género Cajanus.

2.5.2 Introducédo de germoplasma

Ha exemplos de uso do germoplasma no melhoramento de guandu em
diferentes paises. Saxena (2008), ao listar os principais marcos do melhoramento de
guandu em diferentes paises, aponta 0s principais programas de melhoramento a
utilizarem essa importante ferramenta. Sado paises como Nepal, cujo programas de
melhoramento sdo baseados em sua maioria em landraces e acessos também
introduzidos da india pelo ICRISAT, que também prové a introducdo de materiais para
fomentar a pesquisas em outros paises como Tanzania, Etiopia, Ruanda, Sudéo,
Somalia e Burundi.

No inicio do século XX os EUA, iniciaram um programa de melhoramento de
guandu na Universidade do Havai, que se estabeleceu apés o lancamento da cultivar
Norman, desenvolvida a partir de selecdes em materiais introduzidos do Paquistéo na
Carolina do Norte e Florida (Killinger 1968). Como o melhoramento da cultura nos
EUA visava a producéao de forragem, com a introducéo de outras espécies forrageiras
ocorreu diminuicdo do interesse pelo guandu. Com isso, de fato importante para a
cultura nesse pais, ocorreu o desenvolvimento em Minnesota de trés variedades de
guandu MN1, MN5 e MN8 de maturacdo precoce para as areas com uma estacao
guente curta que foram introduzidas em alguns paises pelo ICRISAT (Saxena 2008,
Vales et al. 2012).

Trabalhos conduzidos pela Embrapa Semiarido tém buscado a identificacéo de
materiais para producgéo de graos, forragem ou com aptidao mista, ou seja, para uso
com producdo de massa verde e forragem. Em um desses estudos Santos et al.
(2000), em experimento conduzido com 18 genotipos de guandu precoces, com ciclo
inferior a 110 dias, indicaram ICPL 90050 para uso pelos agricultores, por apresentar
caracteristicas de interesse, como produtividade de 862,0 kg ha?, ciclo inferior a 100

dias para a primeira colheita, cor de gréaos e porte.
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Em estudo com 82 acessos de guandu como alternativa para a producdo de
forragem com toleréncia a seca, a Embrapa Semiéarido identificou o genétipo D1 Dwarf
(D1 Type) com potencial forrageiro. O mesmo foi avaliado por um periodo de seis anos
consecutivos, que comprovou o potencial agronémico, resultando no lancamento da
cultivar de guandu forrageiro denominada guandu Taipeiro pela instituicdo (Aradjo et
al. 2004).

2.5.3 Selecédo de progénies

O programa de melhoramento de guandu granifero da Embrapa Semiarido tem
conduzido experimentos buscando identificar linhagens promissoras. Em boa parte
desses trabalhos o melhoramento do guandu tem sido feito por meio de selegédo em
populacbes segregantes de cruzamentos (Nogueira et al. 2013). No inicio dos anos
2001, pesquisas conduzidas na Embrapa Semiarido resultaram no lancamento da
cultivar guandu Petrolina. Essa cultivar foi obtida apds realizacdo de trés ciclos de
selecdo massal, em plantas do acesso UW 10, desenvolvido pela Universidade das
indias Ocidentais, em Trinidad e Tobago (Santos et al. 2001). Em trabalhos
conduzidos na Embrapa Pecuéria Sudeste, em Sao Carlos — SP, por meio de selecdes
no germoplasma existente na instituicao, foi lancada a cultivar BRS Mandarim. Cultivar
essa, incialmente usada com propdsito para biodescompactacdo de solos e
posteriormente ganhou notoriedade de uso na producéo de forragem (Godoy e Santos
2010).

Saxena et al. (2016) apontam que o método de conducdo de populacdes
segregantes genealdgico, ou pedigree, foi amplamente utilizado por melhoristas
indianos no desenvolvimento de cultivares de guandu. No levantamento realizado por
esses autores, 82 das 87 cultivares de guandu foram lancadas utilizando esse método.
Os autores destacam ainda que mesmo com 0s riscos de ocorrer polinizacao cruzada,
na maioria das cultivares ndo houve controle de polinizacdo. Recentemente foi
langcado nos Estados Unidos da América a cultivar Lazaro que é insensivel ao
fotoperiodo, desenvolvida apds varios ciclos de selecdo usando o método pedigree
(Viteri et al. 2020). Outro exemplo de utilizacdo pelos melhoristas usando esse
método, foi no desenvolvimento da variedade indiana Phule Tur-12, que associa
produtividade superior a 1500,0 kg ha* e resisténcia a murcha, nematoide do cisto e
brocas (Bedis et al. 2014). Vales et al. (2012), em estudo para desenvolvimento de
materiais com menor numero de dias para floracdo de 50,0 % das plantas, utilizaram

o método pedigree. Nesse trabalho, os pesquisadores identificaram linhagens com
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florescimento entre 46 e 56 dias, e que completaram ciclo de desenvolvimento em
altas latitudes. Segundo eles, esses materiais seriam indicados para novos nichos
como o consorcio com trigo.

Ultimamente, outro método conducao de popula¢cdes segregantes utilizado tem
sido o método descendéncia de uma Unica semente, o qual é associado ao avanco
rapido de geracdo (RGA - rapid generation advance) no melhoramento de guandu.
Essa tecnologia baseia-se no uso de sementes imaturas para produgao de plantas in
vitro, de forma que ha reducéo na duracao dos ciclos de melhoramento (Samineni et
al. 2020). Em guandu, os poucos estudos recentemente publicados, demonstram a
eficicia dessa tecnologia pouco explorada no melhoramento, devido a fatores como
a sensibilidade ao fotoperiodo, pois a maioria dos gendtipos usados requer longos
periodos de escuriddo para induzir a floracdo (Saxena et al. 2019c). Avancos no
melhoramento do guandu, com a obtencdo de materiais de maturacdo precoce
tornaram possiveis 0 uso dessa tecnologia na cultura. E o que mostra estudo
conduzido por Saxena et al. (2017), que usando sementes imaturas de guandu
conseguiram obter sementes de quatro geracdes dentro de um ano, com uso de
ambiente controlado. Segundo o referido estudo, é indicado o uso de sementes
imaturas com cerca de 35 dias apos a floracdo, com as quais foram observados
elevados indices de germinacdo, semelhantes ao uso de sementes com maturagao

completa, e formacao de plantulas viaveis.

2.5.4 Linhas puras

O desenvolvimento de linhagens tem sido praticado ha décadas para o
desenvolvimento de cultivares com alto rendimento e incorporacéo de caracteristicas
de interesse agrondémico no melhoramento da maioria das culturas autbgamas. No
guandu, a hibridacdo natural é conhecida desde 1914, a qual foi atribuida a ampliacédo
da variabilidade existente para diversos caracteres na espécie (Saxena 2008). Ainda
assim, o desenvolvimento de linhas puras para a obtencdo de novas cultivares tem
sido realizado por melhoristas, sendo que na india o uso desse método resultou no
langcamento de cerca de 100 cultivares. Fato esse que contribuiu tanto para expansao
da area cultivada, quanto na produgdo de guandu indiana, porém, com menor impacto
no aumento da produtividade de guandu (Saxena 2008, Saxena et al. 2019a).

No Brasil esse método predomina em programas de melhoramento de guandu
para a producdo de forragem, como as pesquisas realizadas pela Embrapa Pecuéria

Sudeste, que conduziu diversos estudos com uso desse método (Fernandes et al.



16

2007). Godoy e Batista (2002) avaliaram a produtividade de 17 linhas puras de guandu
promissoras para langcamento de cultivares, e identificaram entre elas trés cultivares

que foram estaveis quanto aos testes realizados em cinco locais diferentes.

2.5.5 Hibridacéo

A producéo de hibridos é uma tecnologia de uso ja estabelecido em varias
culturas agricolas de polinizacdo aberta, a exemplo do sucesso observado na
producédo de milho. Nas leguminosas essa tecnologia foi adotada, sendo que o guandu
foi quem primeiramente obteve sucesso comercial nesse grupo de culturas. Essa
mudanca por novas tecnologias no melhoramento do guandu na india foi impulsionada
pelos indices de producéo estagnados, e oferta e demanda que afetaram diretamente,
elevando o preco. Isso afetou a seguranca nutricional da maioria da populacdo que
dependem ndo sé do guandu, como das demais pulses que sdo fontes mais
acessiveis de proteina (Sameer Kumar et al. 2016).

As iniciativas para desenvolvimento de hibridos de guandu foram conduzidas
pelo International Crops Research Institute for the Semi-Arid Tropics (ICRISAT) e pelo
Indian Council of Agricultural Research (ICAR), os quais desenvolveram pesquisas
por 39 anos até o lancamento de duas cultivares hibridas comerciais, GTH1 e ICPH
26 (Saxena 2015). Os trabalhos iniciais foram desenvolvidos com mais de 7000
acessos visando a identificacdo de fontes de macho-esterilidade citoplasmatica
(CSM), no entanto, foram identificadas apenas fontes de macho-esterilidade genética
(GMS). Com essas fontes, as pesquisas foram continuadas e os pesquisadores
buscaram entender questdes desconhecidas como a proporcdo de vigor hibrido no
guandu (Saxena et al. 2018).

Nos ultimos anos os avan¢os no melhoramento do guandu via hibridagéo tém
desenvolvimento simultdneo aos avancos da genbmica, com disponibilizacdo de
diversas ferramentas e abordagens biotecnoldgicas recentes, que tém proporcionado
promover a consolidacao e o fortalecimento da tecnologia de hibridos para a cultura.
Como exemplos dos usos e potencial dessas abordagens e tecnologias, Saxena et al.
(2015) indicaram o uso de abordagens para aprimorar a producdo de hibridos e
estudar a heterose em guandu, além da base molecular da macho-esterilidade
nuclear-citoplasmatica e, marcadores moleculares para restauracao da fertilidade e

avaliagdo da pureza de hibridos.
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2.6 Diversidade Genética em guandu

Desde os primérdios da agricultura o melhoramento genético tem sido feito
direta ou indiretamente pelo homem, com avancos até atingir o atual cenario do
moderno melhoramento genético de plantas, com a aplicagcdo de ferramentas e
técnicas que otimizam o trabalho do melhorista (Fu 2015). Nesse contexto, existe a
constante necessidade de explorar a diversidade genética existente nas populacfes
de plantas, pois no manejo dos recursos genéticos das culturas, os parentes
selvagens sao continuamente requisitados (Mondini et al. 2019).

Diversidade genética € comumente descrita como a variedade de alelos e
gendtipos em uma populacdo, sendo a base para a existéncia de diferencas
morfolégicas, fisioldgicas e comportamentais em individuos e populagcées (Gomes et
al. 2018). Segundo Bhandari et al. (2017), erros na conceituacdo desse termo tem
ocorrido de forma que diversidade genética e variabilidade genética tém sido tratadas
como sindnimos, erroneamente. Segundo esses autores, variabilidade genética é a
variacdo nos alelos dos genes ou nas sequéncias de DNA / RNA no pool génico de
uma espécie ou populacao, sendo expressa em termos como formas alternativas no
fendtipo. J4 a diversidade genética, conforme esses autores, € um termo mais
abrangente que engloba toda a variabilidade existente entre os diferentes genétipos
com respeito a composicao genética total de gendtipos relacionada a uma Unica
espécie ou entre espécies. A diversidade genética € gerada por mutacdes, ja a
amplitude de frequéncias de diferentes alelos é alterada devido a migracéo, selecéo
e a deriva genética (Frankham et al. 2002).

A diversidade genética € um importante atributo que viabiliza as populacbes
existéncia a longo prazo devido a influéncias no potencial adaptativo, endogamia e
deriva genética. Havendo reducédo na diversidade genética, as populacdes terdo
menor habilidade para responder a mudancas no ambiente, seja uma melhoria,
visando obter maiores ganhos produtivos, por exemplo, ou quanto a mudancas que
pordo em risco a existéncia dessas populacdes (Gomes et al. 2018). Uma vez que a
vulnerabilidade das popula¢cdes naturais aumenta quando elas tém limitagdo no
potencial de resposta a essas mudancas.

A avaliacéo da diversidade genética pode ser estimada de diferentes formas,
como a avaliacdo de caracteristicas morfoldgicas, que consiste na caracterizacéo de
populacbes de plantas usando caracteres morfoagrondmicos (Fu 2015). Apesar do
relativo menor custo, que pode ser apontado como vantagem para 0 uso dessas

técnicas, elas sdo altamente influenciadas por fatores ambientais. Posteriormente, na
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era pré-gendmica, visando reduzir o impacto desses fatores na analise, as pesquisas
foram entdo baseadas em técnicas bioquimicas como isoenzima e eletroforese de
proteinas (Govindaraj et al. 2015).

Com o advento da biotecnologia, diversos avancos foram alcancados e novas
técnicas moleculares foram entdo empregadas, para medir a variacao genética, como
RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA), AFLP (Amplified fragment length
polymorphisms), SSR (simple sequence repeat) and SNP (Single nucleotide
polymorphism) (Mondini et al. 2009).

Em estudos de diversidade genética, comumente tém sido adotados
pardmetros que avaliam a variagdo genética dentro e entre popula¢des. No primeiro
caso, 0s parametros mais comuns adotados na medicdo da diversidade genética tém
sido baseados (i) no polimorfismo alélico, (ii) na heterozigosidade e também pelo (iii)
parametro theta (6). Ja os parametros adotados para medir a variagao genética entre
as populacdes, ou as frequéncias de alelos e genotipos, tém sido (i) a estimativa de
Fst e estatisticas analogas, (ii) a distancia genética, como D de Nei e (iii) a divergéncia
de sequéncia (Mohammadi e Prasanna 2003, Fu 2015).

Estudos de diversidade genética em guandu tém sido publicados, sendo
amplamente difundido o uso de marcadores moleculares, com destaque para 0 uso
de marcadores SSR que tém contribuido significativamente em programas de
melhoramento da cultura em diferentes paises, com programas de melhoramento bem
estabelecidos. Petchiammal et al. (2015) observaram polimorfismo em SSR’s em
estudo com guandu, e estimaram variacao alélica de 1,7 alelos por locus. Ja Sousa
et al. (2011), em estudo de diversidade realizado com transferibilidade de
microssatélites de feijao-caupi para guandu, encontraram valores médios de 5,1 alelos
por locus.

Ao estudarem parametros de diversidade genética em guandu, Bohra et al.
(2017) estimaram diversidade de genes (GD) com valores entre 0,1 e 0,7, com média
de 0,5, o que indica baixa variabilidade entre os genotipos estudados. Porém, de
acordo com 0s autores, a baixa variabilidade observada entre os gendtipos utilizados
era esperada, em decorréncia da estreita base genética entre 0s gendtipos

domesticados de guandu.

2.7 Marcadores Moleculares
Entre as tradicionais atividades agricolas realizadas pelo homem primitivo,

pode-se considerar que o melhoramento foi realizado de forma indireta. Isso devido a
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selecdo realizada pelos agricultores ao escolherem as plantas por meio da
observacdo do fendtipo desejado em uma safra para plantio na préxima. J4 o
melhoramento de plantas feito de forma sistemética € uma atividade mais recente e
existe a cerca de 200 anos (Lee et al. 2015). Dos diferentes marcos durante esse
periodo, um dos principais foram os achados de Gregor Mendel que deram base
genética para o melhoramento moderno. Os descritos de Mendel mostram o uso de
marcadores genéticos, do tipo marcadores morfologicos, utilizados para estudar a
heranca de algumas caracteristicas em ervilha. Essa mesma classe de marcadores
foi usada posteriormente em pesquisas com feijdo e com moscas da fruta para
estabelecer a entdo teoria da ligacdo genética (Adhikari et al. 2017). Desde entéo, o
trabalho dos melhoristas, na busca de identificacdo de variagcBes genéticas que
propiciaram ganhos genéticos, foi realizado mediante a avaliagcdo de caracteristicas
fenotipicas, por meio do melhoramento convencional. Para muitos caracteres de
interesse as etapas necessarias no melhoramento exigem longos periodos, e assim,
o uso de marcadores morfoldgicos é desvantajoso. Outra desvantagem no uso desse
tipo de marcadores, se deve ao fato de serem influenciados pelas condi¢bes do
ambiente (Milach 1999), ndo garantido assim, que o fendtipo observado é
consequéncia dos fatores genéticos. Com os avancos da biotecnologia, outra
estratégia adotada pelos melhoristas foi o0 uso de marcadores moleculares, passando
pelos marcadores citolégicos e bioquimicos até os marcadores de DNA e RNA (Karlik
e Tombuloglu 2016).

Um marcador molecular € o nome dado a uma sequéncia de DNA com uma
posicdo conhecida presente em um mapa de ligacdo ou em um cromossomo, podendo
ou nao essa sequéncia estar ligada a expresséo fenotipica de um gene, que é usada
para se distinguir com facilidade dois individuos intimamente relacionados (Ramesh
et al. 2020). Marcadores moleculares sdo ferramentas biotecnol6gicas com ampla
aplicacéo, tais como uso forense, avaliacao de paternidade, diagnéstico de doencas,
sistematica, estudos filogenéticos, biologia de conservacdo, entre outros, com
garantia de associar variacfes genotipica e fenotipica eficientemente (Varshney et al.
2005, Poczai et al. 2013). Com o uso deles se tornou possivel a avaliagdo quantitativa,
precisa e ampla do genoma, com polimorfismos ao nivel do DNA (Ben-Ari e Lavi
2012). O uso dessa classe de marcadores permitiu entdo aos melhoristas, a avaliagao
de gendtipos em diferentes estadios de desenvolvimento da planta sem que as

condi¢gbes ambientais influenciem.
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Os métodos inicialmente usados eram baseados em hibridizacao, e essa classe
de marcadores de DNA foram substituidos rapidamente apés o desenvolvimento da
reacdo em cadeia da polimerase (PCR) (Winter e Kahl 1995). Diversos novos
marcadores de DNA foram descobertos e desenvolvidos com importantes avancos
que permitiram a otimizacdo para uso dessas ferramentas no melhoramento de
plantas. Dentre esses, marcadores microssatélites ttm amplo uso nessa érea, visto a
frequéncia de importantes estudos publicados com uso dos mesmos.

Microssatélites ou sequéncias simples repetidas (SSR — Simple sequence
repeats e STR — short tandem repeats) séo curtas sequéncias de DNA, geralmente
com comprimento de 1 a 6 pares de bases (pb) repetidos em tandem (Caixeta et al.
2014). Podem ser classificados com base em seu tamanho, tipo de unidade de
repeticdo e localizacdo no genoma. Microssatélites sdo abundantes e tém boa
distribuicdo em organismos eucariotos, sendo caracteristicas desses marcadores, as
grandes variagBes no numero de repeticdo, apontadas como resultado de eventos
mutagénicos dinamicos e complexos, como crossing over desigual, retrotransposicao
e deslizamento da DNA polimerase (Caixeta et al. 2014). Os loci SSR sédo marcadores
moleculares com elevado polimorfismo de regides repetitivas devido a ocorréncia
desses eventos mutagénico, além do que, € comum ocorrer a preservacao entre 0s
individuos de mesma espécie, das sequéncias de DNA que flanqueiam essas
repeticdes. Cada microssatélite constitui um locus genético multialélico, altamente
variavel, de grande conteudo informativo com expressdo codominante, ou seja,
permite a diferenciagcdo entre individuos homozigotos e heterozigotos para
determinado locus. Além dessa caracteristica, a alta reprodutibilidade e simplicidade
da PCR sao outras vantagens presentes em SSR’s que contribuem para que os
mesmos tenham uso para diversos fins, incluindo o melhoramento de plantas (Xu
2010, Caixeta et al. 2014).

No melhoramento genético do guandu microssatélites séo relatados para uso
em estudos de diversidade genética, selecdo assistida por marcadores (SAM),
desenvolvimentos de mapa de ligacdo, analises de QTLs e ultimamente uso em
estudos de selecdo gendmica ampla (Bohra et al. 2017, 2020). Com destaque para 0s
programas de melhoramento para o desenvolvimento de hibridos em guandu, com
mapas genéticos consenso desenvolvidos (Bohra et al. 2012) e estudos com SAM
para identificacdo das linhas parentais empregadas nos sistemas de macho-
esterilidade (Sheikh et al. 2016).
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2.8 Parametros genéticos no melhoramento de guandu

Nas ultimas décadas, mesmo com o0s avanc¢os na producdo global de guandu,
foram obtidos pequenos ganhos relacionados a produtividade. Caracteristica essa que
€ um dos principais objetivos e desafios para os melhoristas da cultura nos paises
onde o cultivo do guandu ja é tradicional. Uma das alternativas para obtencao de
melhores indices de produtividade para a cultura € a identificagcdo de materiais
superiores e com potencial produtivo nos bancos de germoplasma existentes da
espécie ou entre materiais de agricultores tradicionais (Galian et al. 2015).

A existéncia de variabilidade é parte importante para 0 sucesso do programa
de melhoramento de qualquer espécie. Explorar a variagdo genética existente em
populacdes de plantas permite aos melhoristas a obtencdo de novas cultivares,
suprindo a demanda para as caracteristicas de interesse do mercado. Boa parte dos
fendtipos dessas caracteristicas sdo mensuraveis e expressos de forma quantitativa,
ou seja, tém distribuicdo continua (Mackay 2016). Esse tipo de variacéo incorre em
complexidade genética, visto que h& varios genes envolvidos, influenciados pelo efeito
ambiental, ndo ocorrendo entdo, a formacdo de classes fenotipicas facilmente
distinguiveis (Ramalho et al. 2017).

Diferenciar gendtipos avaliados, além de quantificar a variabilidade e a forma
como esses caracteres sdo herdados tem sido o objetivo de diversos estudos. As
respostas e o entendimento dos resultados obtidos sé sdo possiveis gracas a
aplicacao da genética quantitativa. De acordo com Cruz et al. (2014), esse ramo da
genética é fundamental a qualquer programa de melhoramento, que tem como
objetivo comum a identificacdo, o acumulo e a perpetuacéo de genes favoraveis para
determinada caracteristica. Ainda de acordo com esses autores, para que essa
manipulacéo seja possivel e exitosa, de forma que os ganhos obtidos sejam mantidos,
sdo acdes necessarias, identificar a natureza da acdo dos genes envolvidos no
controle dessa caracteristica. Isso se torna possivel mediante a estimativa de
parametros genéticos, tais como variancias aditivas e ndo aditivas, correlacoes,
herdabilidade dentre outros. Correlagbes que auxiliam, principalmente quando ha
caracteres de interesse com baixa herdabilidade ou de dificil mensuracdo, sendo
também Uteis para a eficiéncia da selecédo simultdanea. Os componentes de variancia
genética e fenotipica permitem estimar a acuracia e a herdabilidade, que contribuem
para a eficacia das inferéncias de médias genotipicas e fenotipicas (Resende e Duarte
2007, Lira et al. 2017).
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2.8.1 Herdabilidade: definicdo, importancia, métodos de estimacgéo

Importantes avancgos na agricultura moderna foram obtidos por meio do
melhoramento tradicional. Com contribuicdo da selecdo fenotipica, amplamente
usada para selecionar genotipos com combinacdes especificas de caracteristicas de
interesse agronémico em diversos programas de melhoramento (Jaureguy et al.
2011). Para alcancar éxito na adocdo desse método, é necesséario saber se o
comportamento observado pelo genoétipo € mero efeito do ambiente ou de cunho
genético. Como relata Acquaah (2012), devido aos genes ndo serem expressos em
um vacuo, e sim em um ambiente, um fenotipo observado € resultado da interacéo
entre os alelos que codificam determinada caracteristica e o ambiente no qual os
alelos estdo sendo expressos. Estimar a relacao existente entre a variagcao fenotipica
e variagcdo genética para a caracteristica a ser melhorada, assim como a
confiabilidade do valor fenotipico como guia para o valor genético, € papel da
herdabilidade.

A herdabilidade € um pardmetro genético chave para os programas de
melhoramento. Esse termo foi primeiramente definido pelo geneticista animal Jay
Laurence Lush nos anos 1940 (Holland et al. 2003) como sendo “a fracao da variancia
observada causada pelas diferengas na hereditariedade” (Nyquist e Baker 1991).
Sewall Wright, orientador de Lush em seu PhD, usou o termo em 1920 em seus
estudos (Bell 1977). Posteriormente, 0s geneticistas a subdividiram em herdabilidade
no sentido restrito, proporcéo da variancia total que € atribuivel a variacdo nos valores
genéticos aditivos (h?), e nos valores genéticos totais, a herdabilidade no sentido
amplo (H?). Quanto a simbologia adotada na literatura, tornou-se padrao o uso do
simbolo h2 para denotar referéncia a herdabilidade no sentido restrito. Em
consequéncia desse simbolo estar associado a terminologia usada por Sewal Wright,
ao usar o simbolo h para se referir a hereditariedade. Termo definido como coeficiente
de regressao parcial padrdo, ou seja, a proporcado correspondente dos desvios
padrdo. Cujo o quadrado dessa correlacdo, h?, é definida como a proporcdo de
variacdo no fenotipo que é atribuivel a trilha (path) do gendétipo para o fenotipo na
populacdo (Visscher et al. 2008). Assim para evitar erros de interpretacdo nas
publicacdes, ao se referir a herdabilidade no sentido amplo, tem-se adotado o simbolo
com letra mailscula, H2 (Nyquist e Baker 1991, Priyadarshan 2019).

Diferentes metodologias disponiveis na literatura sdo usadas para estimar
herdabilidades em guandu e em outras espécies leguminosas. O método

tradicionalmente usado para estimar herdabilidade € baseado na analise de variancia,
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por meio do uso das esperancas do quadrado médio (Nyquist e Baker 1991, Acquaah
2012). Ao estudar a magnitude de parametros genéticos de linhagens de guandu,
Pandey et al. (2015), por meio desse método, estimaram a herdabilidades no sentido
amplo para 11 caracteristicas, reportando estimativas de herdabilidade superiores a
0,80.

A herdabilidade no sentido restrito tem sido comumente estimada usando o
método da regressao pai-filho, que consiste na andlise dos dados de uma geragéo
qualquer Fi, tida como parental, com os dados da geracdo posterior, tida como
geracdo filial, denominada de Fw+1, obtendo-se entéo o coeficiente de regresséo b, que
representa a herdabilidade no sentido restrito (Smith e Kinman 1965, Holland et al.
2003). Millawithanachchi et al. (2015) usaram esse método para estimar h2 de
caracteristicas em feijdo-caupi nas geracgdes Fs4, Fs e Fs, adotando essas estimativas
para selecdo de linhagens com elevada producédo de graos.

Com base no meétodo da regressao pai-filho, Frey e Horner (1957)
desenvolveram o método que consiste na estimativa de h? em termos da unidade de
desvio padrdo, estabelecendo valor maximo de 100% em contraste com o método
original que tem diferentes maximos para cada experimento. Msolla e Mduruma (2007)
estimaram h?2 para caracteristicas relacionadas a maturacdo em populacées F2 e F3
de feijdo comum derivadas de cruzamento entre cultivar tardia e precoce, reportando
estimativas de h? variando entre 0,39 para preenchimento de vagem a 0,59 para dias
até inicio da floracéo.

Em alternativa aos meétodos ja citados tem-se também estimacdo de
herdabilidade com usos modelos mistos, via maxima verossimilhanca restrita ou
REML (restrict maximum likelihood method). Hussain et al. (2021), ao estudarem 20
linhagens extra precoces de guandu, estimaram parametros genéticos, dentre eles
herdabilidade no sentido amplo para dez caracteristicas agronémicas, resultando na
selecéo de 12 linhagens para ensaios de competicao.

Outros métodos de estimativa sdo relatados na literatura. O método de analise
de covariancia ou método ANCOVA é um método usado para estimativas de h2.
Segundo Casler (1982) esse € um procedimento eficiente para estimar a herdabilidade
para um conjunto de pais e seus filhos avaliados conjuntamente em varias repeticdes
ou ambientes.

Também é comum na literatura, a estimativa da herdabilidade realizada, que
determina o progresso alcangcado no processo de selecao em relagéo as diferentes

geracdes com base no diferencial de selecéo aplicado (Holland et al. 2003).
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2.9 Adaptabilidade e estabilidade

Na maioria dos programas de melhoramento genético de plantas ao menos trés
etapas sdo comuns: 1) escolha dos parentais com potencial para gerar a populacéo
base; 2) selecéo de plantas superiores nas progénies obtidas; e 3) avaliacdo em um
determinado numero de ambientes, para minimizar as inconsisténcias devidas a
variagdo ambiental (Vasconcelos et al. 2011, Cruz et al. 2014). E na terceira etapa
onde é feita classificacdo dos materiais mais promissores selecionados nas etapas
anteriores, e, a atencdo do melhorista deve ser redobrada devido a possiveis
inconsisténcias quanto ao efeito da interacdo gendtipos e ambientes (GxA). Essa
interacdo ocorre quando ha resposta diferencial dos genoétipos em diferentes
ambientes, o que tende a dificultar a selecédo de gendétipos com ampla adaptacdo. Na
ocorréncia de interacdo, as estimativas de variancia genética podem ser
inconsistentes, de forma que os ganhos genéticos obtidos por meio de selecdo podem
ser superestimados, reduzindo entdo o sucesso pretendido pelo programa de
melhoramento (Silva e Duarte 2006).

Essas avaliagcbes também sdo conhecidas por ensaios multiambientes (do
inglés multi-environment trials), onde os genotipos selecionados sdo avaliados em
diferentes anos, estacdes e locais. A partir deles, se obtém informacdes referentes ao
desempenho dos materiais sob diferentes condi¢cdes desses fatores apresentados, e
serdo fundamentadas as indicacdes para registro da cultivar entdo desenvolvida. No
Brasil, os melhoristas seguem as recomendacdes estabelecidas pelo Ministério da
Agricultura Pecuéria e Abastecimento (MAPA) para realizacao dos testes de Valor de
Cultivo e Uso (VCU) com base no Registro Nacional de Cultivares (RNC) e pelo
Sistema Nacional de Prote¢cdo de Cultivares (SNPC) (Cultivarweb 2019,
http://sistemas.agricultura.gov.br/snpc/cultiv-arweb/cultivares_registradas.php).

Com esses ensaios € possivel prever o comportamento e os efeitos da
interacdo GxA sobre o0s genétipos avaliados, estudos de adaptabilidade e
estabilidade. Um gendtipo é considerado estavel quando o mesmo possui habilidade
de responder vantajosamente a variagcbes no ambiente ao qual ele é submetido. J&
sua estabilidade esta relacionada a previsibilidade de seu comportamento sob
diferentes condi¢cdes ambientais (Souza et al. 2020). Varias abordagens estatisticas
tém sido usadas nas andlises da interagdo GxA, com evolucao a partir da tradicional
ANOVA conjunta de experimentos (Plaisted e Peterson 1958, Cruz et al. 2014).

Subsequentemente, foram desenvolvidos os métodos de estudo da adaptabilidade e



25

estabilidade fenotipica, baseados em analise de regressao, como Finlay e Wilkinson
(1963) e Eberhart e Russell (1966), dos quais derivaram varios outros métodos por
meio de modificagdes.

Posteriormente, 0s métodos nao paramétricos para estabilidade e
adaptabilidade ganharam destaque como Lin e Binns (1988), tido como sendo mais
simples e de mais facil interpretacdo, usa estimador eficaz dos parametros
adaptabilidade e estabilidade fenotipica (Cruz et al. 2014). Outro método
frequentemente usado na avaliacdo de adaptabilidade e estabilidade de gendtipos é
o modelo de efeitos principais aditivos e de interacdo multiplicativa (AMMI - additive
main effect and multiplicative interaction) (Zobel et al. 1988). Modelo esse que
combina o uso de componentes aditivos para descrever os efeitos principais de
genadtipos e de ambientes, e componentes multiplicativos, para descrever os efeitos
da interacdo GxA, com saida de gréafico de dispersao dos gendtipos e dos ambientes
(biplot) para interpretacdo da estabilidade fenotipica e a adaptabilidade dos genétipos
aos ambientes (Yokomizo et al. 2013). A partir de modificacdes no método AMMI, Yan
et al. (2000) propuseram a andalise GGE (genotype and genotype-environment
interaction), usada para analisar os efeitos da interacdo GxA, agrupando os efeitos do
gendtipo (G) e da interacdo GxA (efeito multiplicativo), submetendo esses efeitos a
analise de componentes principais (ACP). Denominado pelos autores de GGE biplot,
essa andlise tem sido amplamente aplicada em programas de melhoramento de
plantas (Balestre et al. 2009).

Além desses métodos, tem sido comum o uso de modelos mistos para analises
de adaptabilidade e estabilidade, por meio da abordagem REML/BLUP, que tem como
vantagens de uso, a aplicabilidade para as situacdes de dados desbalanceados e de
heterogeneidade de variancias (Resende 2004, 2015).

O uso dos métodos tradicionais por programas de melhoramento de guandu é
frequentemente relatado na literatura, sendo o método de Eberhart e Russell (1966) o
mais adotado nas analises em estudos como os de Tyagi e Agarwal (1995), Patel et
al. (2009), Patel e Tikka (2014), Chaudhari et al. (2020), assim com AMMI, em estudos
mais recentes GGE plot (Yohane et al. 2021). No Brasil, estudos publicados com
adaptabilidade e estabilidade dessa cultura sdo escassos, existindo para guandu
granifero, até o presente momento, o estudo publicado por Santos et al. (2000). Esses
autores conduziram experimentos para avaliacdo da producao de graos e massa seca
ao sol em 47 gendtipos de guandu por trés anos. Com avaliacdo da adaptabilidade e

estabilidade de dez gendtipos com diferentes portes e ciclos vegetativos e
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identificacdo de trés gendtipos com elevada produtividade e com parametros de

adaptabilidade e estabilidade considerados bons segundo os autores.
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RESUMO

O guandu é uma cultura subutilizada no Brasil, mas com demanda crescente para
producdo de graos e forragem. Parametros de diversidade e estrutura populacional
em 73 acessos de guandu, de 10 procedéncias, sendo sete do Nordeste e uma do
Sudeste do Brasil, uma da América Central e outra da india, foram estimados no
presente estudo, para orientar programas de recursos genéticos e melhoramento da
espécie. Diversidade e polimorfismo alélico, analise molecular de variancia (AMOVA),
andlise alélica Bayesian (Structure) e dendrograma foram estimados com 11 loci de
microssatélites, distribuidos nos 11 cromossomos de guandu. A AMOVA revelou
grande diferenciacdo genética entre as popula¢des de guandu, com Fst variando de
0,22 a 0,25. A heterozigosidade esperada (He) nos acessos foi maior que a
heterozigosidade observada (Ho) em oito dos 11 loci, com Ho variando de 0,06 a 0,55.
O conteudo de informacao polimoérfica (PIC) variou de 0,13 a 0,67 entre os 11 loci. A
similaridade genética entre os acessos de guandu variou de 0,36 a 0,93, indicando
alta variabilidade entre os acessos, com a formacéo de trés grupos, sendo um
exclusivamente com acessos brasileiros. Dois grupos foram formados na analise no
Structure, indicando reduzido compartilhamento alélico entre as populacbes do
nordeste do Brasil com as demais populacdes. Os resultados realgcam a importancia
da incorporacdo do germoplasma do nordeste do Brasil em programas de
melhoramento dessa leguminosa, bem como o aumento da variabilidade de cole¢des
de germoplasma com a ampliacdo da coleta de acessos em outras regides do
nordeste do Brasil.

Palavras-chave: Andlise bayesiana; Cajanus cajan; Dendrograma; Leguminosa para
grao seco; Nordeste brasileiro; andu.
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GENETIC DIVERSITY AND STRUCTURE OF PIGEONPEA GERMPLASM
ASSESSED BY MICROSATELLITE MARKERS

ABSTRACT

Pigeonpea is an important grain legume in different regions of the world. Pulse
cultivated mainly by small farmers in many semi-arid tropical regions, pigeonpea has
various purposes, including food security, livestock feed and agroforestry systems.
Parameters of genetic diversity and structure in 73 pigeonpea accessions from 10
origins were estimated in the present study, to guide genetic resources and crop
breeding. Allelic diversity and polymorphism, molecular analysis of variance (AMOVA),
Bayesian analysis (Structure) and dendrogram were estimated with 11 microsatellite
loci. AMOVA revealed wide genetic differentiation among pigeonpea populations, with
Fst ranging from 0,22 to 0,25. Expected heterozygosity (He) in the accessions was
greater than the heterozygosity observed (Ho) in eight of the 11 loci, with Ho ranging
from 0,06 to 0,55. Polymorphic information content ranged from 0,13 to 0,67 among
the 11 loci. Genetic similarity among pigeonpea accessions ranged from 0,26 to 0,93,
indicating high variability among them, with the formation of three groups, one including
all Brazilian accessions. Two groups were formed in the Structure analysis, indicating
reduced allele sharing between the populations of Northeast Brazil and other
populations. Results highlight the importance of incorporating germplasm from
Brazilian Northeast into pigeonpea breeding programs, as well as increasing the
variability of germplasm collections expanding accessions collected in other areas of
Northeast Brazil.

Key words: Bayesian analysis; Brazil Northeast; Cajanus cajan; Dendrogram; Pulses;
Redgram
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INTRODUCAO

O guandu (Cajanus cajan (L.) Millspaugh), como outras pulses! da familia
Fabaceae, € uma importante fonte de proteinas, principalmente para pessoas de baixa
renda, que ndo tém acesso as proteinas de origem animal. Evidéncias arqueoldgicas
indicam que o guandu é nativo do sul da Asia, mais precisamente das regides de
Orissa, Northern Andhra, Chattisgarh, na india (Fuller e Harvey 2006). Do sul da Asia,
o guandu foi disseminado para o restante da Asia e introduzido na Africa, de onde foi
levado para o continente americano durante o trafico de escravos (Godoy et al. 2013).
O guandu é uma espécie diploide (2n = 2x = 22), formado por 833,1 milhdes de pares
de bases (Mpb) (Varshney et al. 2012).

Essa leguminosa é a sexta pulse de importancia mundial, com producéo de
6,81 mi de t, em 2017, em &rea 7,02 mi de ha, sendo que a india (71,5%), Mianmar
(11,7%) e Malawi (6,9%) responderam por 90,1% dessa producéo (FAOSTAT 2020).
No Nordeste brasileiro, 0 guandu tem importancia localizada em areas de transicdo
do semiérido para o agreste ou em areas de altitude elevada (Santos et al. 1994). No
Brasil ndo existem dados oficiais de area e producdo do guandu. As cultivares
recomendadas ou registradas de guandu no Brasil sdo resultantes da selecdo de
linhagens dentro de populacfes (Godoy et al. 2013) ou introducfes de germoplasma
de outros paises (Santos et al. 1999), sendo que programas de melhoramento,
envolvendo hibridacbes manuais e selecao de linhagens, séo inexistentes (Godoy et
al. 2013). No Brasil existem raros bancos de germoplasma dessa leguminosa, com
destaque para quase 400 acessos disponiveis na Embrapa Semiérido.

O guandu é uma cultura resiliente as limitacbes ambientais e mudancas
climéticas, cultivado principalmente em regifes semiaridas (Varshney et al. 2017),
sendo que no Brasil € usado para producao de graos e com demanda crescente para
producao de forragem (Santos et al. 2000). Adicionalmente, € uma espécie que tem a
habilidade de retirar fésforo ligado ao ferro em solos do semiarido pobres nesse
elemento, no qual espécies como sorgo e milheto n&o retiram, sendo essa capacidade
atribuida ao &cido piscidico e seus derivativos (Ae et al. 1990).

Estimativas de parametros de diversidade genética em colecbes de
germoplasma séo importantes para programas de melhoramento, sendo que com o
advento de marcadores moleculares essas estimativas foram facilitadas, com

preferéncia para microssatélites, devido ao multialelismo, abundancia e codominancia

1 Termo em inglés usado para descrever entre as leguminosas, aquelas colhidas unicamente para
€CoNsSuUmMo como graos secos
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(Sharma et al. 2018). Odeny et al. (2009) identificaram 35 loci de microssatélites
polimorficos em 24 linhagens de guandu. Saxena et al. (2010) identificaram outros 13
microssatélites polimorficos em 32 cultivares e oito gendtipos silvestres de guandu.
Bohra et al. (2011) identificaram 842 microssatélites polimoérficos em um conjunto de
22 genodtipos de guandu. Sarika et al. (2013) disponibilizaram base de dados de
123387 microssatélites identificados no genoma do guandu, que precisaram ser
validados.

Estimativas de diversidade genética usando microssatélites em guandu foram
reportadas por Zavinon et al. (2020) em 77 landraces do Benin, usando 30 loci, por
Sharma et al. (2018) em 96 acessos indianos, usando 33 loci, por Manju et al. (2017)
em 40 gendtipos indianos, usando 65 loci, Durgesh et al. (2015) em 73 gendétipos
indianos e linhagens interespecificas de Cajanus spp., usando 43 loci, e Kumari et I.
(2014) em 51 acessos de guandu indiano e sete espécies silvestres de Cajanus spp.,
usando 40 loci. No Brasil, Sousa et al. (2011) estimaram a diversidade em 77 acessos
de guandu adaptados a regido sul-sudeste, usando 43 loci. No entanto, ainda falta um
estudo compressivo do germoplasma brasileiro do guandu.

Assim, o objetivo desse estudo foi estimar parametros de diversidade e
estrutura genética em 73 acessos de guandu de 10 procedéncias, incluindo oito do
Brasil, utilizando loci microssatélites para orientar programas de recursos genéticos e

melhoramento da espécie.

MATERIAL E METODOS
Material Vegetal e Extragdo de DNA

Foram avaliados 73 acessos de guandu, procedentes de 10 regides, sendo sete
do Nordeste e uma do Sudeste do Brasil, uma da india e outra do escritério da FAO
na América Central (Caribe): Abaira, BA (6 acessos), Anagé, BA (7 acessos), india (9
acessos), Jacobina e Saude, BA (9 acessos), Mairi, BA (6 acessos), Moreilandia e
Exu, PE (8 acessos), Seabra, BA (5 acessos), Triunfo, PE (7 acessos), Sao Carlos,
SP (9 acessos) e América Central (7 acessos) (Fig. 1). Os acessos brasileiros sao
resultantes de coletas de germoplasma realizadas no Nordeste de acessos do
Sudeste, procedentes da Embrapa Pecuaria Sudeste, Sdo Carlos, SP. Os acessos
de origem indiana sao procedentes do International Crops Research Institute for the
Semi-Arid Tropics (ICRISAT). Todos os acessos estdo preservados no Banco de

Germoplasma da Embrapa Semiarido em Petrolina - PE.
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Foram coletadas amostras foliares de plantas jovens de todos os acessos e
armazenadas a -80 °C até o momento da extracdo de DNA. A extracdo de DNA foi
realizada de acordo com o protocolo Doyle e Doyle (1990) com algumas modificagoes:
as centrifugacbes foram realizadas a 10000 rpm, concentracdo de beta
mercaptoetanol a 2%, e tempo de incubacéo das amostras por 30 min a 60°C. Apos
ressuspenséao do sedimento final em tampao TE (Tris 10 mM pH 8.0, EDTA 1 mM), a
solucdo de DNA foi tratada com RNAse para remover RNAs co-isolados. A
quantificacdo e a integridade do DNA foram verificadas em gel de agarose 0,8%,

seguido de diluicdo do DNA gendmico a 40 ng mL™.

PCR e amplificagdo dos microssatélites

Loci de microssatélites desenvolvidos por Bohra et al. (2011) foram usados
para genotipagem de todos os acessos. Screening inicial foi realizado com conjunto
de 42 loci (Anexo 1) para identificacdo de um locus polimérfico por grupo de ligacao
do guandu (n=11) (Tabela 1), conforme mapa publicado por Bohra et al. (2012). As
reacoes em cadeia da polimerase (PCRs) para amplificacdes dos loci foram realizadas
para o volume final de rea¢do 12 pyL contendo 1x do tampéao de PCR, 2 mM de MgClz,
0,2 mM de dNTPs, 5 ng uL* DNA, 0,2 uM de cada primer e 0,1 U de Taq DNA
polimerase.

Os fragmentos de DNA foram amplificados usando o programa touchdown de
PCR (Termociclador Biometra, modelo-T1 Thermoblok): desnaturacao inicial de 5 min
a 95°C, seguido por cinco ciclos de desnaturacéo por 20s a 94°C, anelamento por 20s
de acordo com a temperatura de cada par de ‘primers’ (Tabela 1), sendo a temperatura
de anelamento reduzida em 1°C por ciclo, e extenséo por 30s a 72°C. Posteriormente,
30 ciclos de desnaturacdo a 94°C por 20s, seguidos de anelamento por 20s na
temperatura de cada par de ‘primers’ e extensao por 30s a 72°C e 15 min de extensao
final a 72°C. Os produtos da PCR foram submetidos a eletroforese em gel de
poliacrilamida desnaturada a 6% em placa de vidro tipo sanduiche de 60 pocos. Para
visualizacdo dos produtos de PCR, os géis foram corados em nitrato de prata (Creste
et al. 2001).

Anélises dos dados moleculares
Foram selecionados loci de microssatélites que apresentaram polimorfismo de
facil visualizacdo e interpretacdo. Os dados genotipicos de cada acesso foram

submetidos as andlises para estimativas de parametros de diversidade genética:
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maior frequéncia de alelos (MAF), numero de genotipos (NG), numero de alelos (NA),
namero de alelos privados (NAP), diversidade de genes (DG), heterozigosidade
esperada (HE), heterozigosidade observada (HO) e conteudo de informacéo
polimorfica (PIC), disponiveis no software PowerMarker (Liu e Muse 2005) e no macro
de Excel GenAlEx (Peakall e Smouse 2006).

Dados dos loci de microssatélites foram codificados para presenca (1) ou
auséncia (0) para estimar as relacbes genéticas entre os acessos de guandu, com
dendrograma construido pelo método UPGMA (unweighted pair group method with
arithmetic mean), com base no coeficiente de similaridade de Jaccard. O ajuste do
dendrograma foi avaliado pela correlacdo cofenética, ou seja, a correlagdo entre a
distancia real e as distancias representadas graficamente, no software NTSYSpc
(Rohlf 2000).

Analise de variancia molecular (AMOVA), sem estrutura regional dos dados e
com a decomposicao da variagdo genética total entre populacdes, entre individuos e
dentro de individuos, por meio dos quadrados médios, foi realizada no software
GenAlEx (Peakall e Smouse 2006), com a opg¢ao ‘Codom-Allelic’ para estimar Fst. As
significancias das estimativas de Fst e numero de migrantes (Nm) foram obtidas pelo
meétodo de randomizacgéo, com 9999 permutacoes.

A estrutura alélica de cada acesso de uma populacao foi avaliada pelo método
de agrupamento bayesiano com o software Structure (Pritchard et al. 2009). A andlise
bayesiana foi realizada com burn-in de 50000 iteracdes e 100000 simulacdes do
método de Monte Carlo com Cadeia Markov (MCMC). Uma série continua de K foi
testada, de 1 a 10, em 10 execug0es, frequéncias de alelos correlacionados e modelo
de mistura (admixture model). Foram introduzidos dados de conhecimento prévio
sobre a origem da populacédo, subdividindo os acessos em dez grupos iniciais, de
acordo com os locais de coleta. A determinacdo do valor mais provavel de K foi
realizada usando a estatistica ad hoc AK, que é baseada na taxa de variagdo da
probabilidade logaritmica dos dados em relacdo ao numero de grupos inferidos pelo
Structure (Evanno et al. 2005). Definido o K, a estrutura da populacéo foi inferida por
meio de uma nova execug¢do no mesmo software, desta vez usando um periodo de
burn-in de 50000 e um comprimento de execucao de 500000 repeticbes de MCMC
com o mesmo modelo mencionado acima. Para a apresentacao grafica dos resultados

da estrutura das populagdes foi utilizado o servidor Clumpak (Kopelman et al. 2015).
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RESULTADOS
Diversidade genética e analise UPGMA

Foi identificado pelo menos um locus de microssatélite nos 11 grupos de
ligacbes genéticas do guandu (Tabela 1), entre os 42 loci avaliados inicialmente.
Quarenta alelos (NA) foram revelados pelos 11 loci de microssatélites nos 73 acessos
de C. cajan (Tabela 2), com média de 3,64 alelos por locus. A maior frequéncia de
alelos (MFA) variou de 0,39 (CcM1962) a 0,92 (CcM402), com média por locus de
0,56. O numero de alelos efetivos (NE) variou entre 1,14 (CcM402) a 2,29 (CcM492)
com valor médio de 1,78. O numero de gendtipos (NG) foi de 78 com média de 7,09
por locus, com o menor numero de gendtipos nos loci CcM402, CcM1791 e CcM2911,
3, e 0 maior niumero de genotipos, 12, nos loci CcM492 e CcM1962. O conteudo de
informacéao polimorfica (PIC) variou de 0,13 (CcM402) a 0,67 (CcM1962) entre os 11
loci, com valor médio de 0,46. A média da diversidade de genes (DG) foi de 0,53, com
menor valor no locus CcM402 (0,14), e o maior no locus CcM1962 (0,72) (Tabela 2).

A heterozigosidade esperada (He) nos acessos foi maior que a
heterozigosidade observada (Ho) em oito dos 11 loci. Os valores de Ho variaram de
0,06 (CcM402) a 0,55 (CcM2542), com média de 0,32 entre os loci. Para os valores
de He a variacao foi de 0,08 (CcM402) a 0,53 (CcM492) com média de 0,38 (Tabela
2). Alelos privados (NPA) foram observados em trés loci, CcM1573, CcM1962 e
CcM2542, com um, seis e quatro alelos, respectivamente. Nos acessos ICPL 88018,
ICPL 90044, ICPL 90046, ICPL 90050, ICPL 90052 e ICP 2582 foram encontrados um
ou mais alelos privados dos 11 alelos privados identificados nos 73 acessos de
guandu encontrados em trés loci. Todos os alelos privados foram identificados em
acessos de origem indiana.

A similaridade genética entre os acessos das 10 popula¢cbes de guandu variou
de 0,26 a 0,93 indicando alta variabilidade entre os acessos avaliados (Fig. 2). No
ponto de corte de 0,30 é possivel observar a formacgéo de trés grupos: um grupo com
todos os acessos brasileiros, o segundo grupo com o acesso UW10 (América Central)
e ICPL 88018 (india) e o terceiro grupo com acessos de origem indiana (Fig. 2). As
maiores similaridades (0,93) foram observadas entre os acessos Jacobina5l e
Jacobina56 e entre os acessos Morelandial9 e Exu25 (Fig.2). Os menores
coeficientes de similaridades foram observados com sete acessos de origem indiana
(Fig. 2). A correlacéo cofenética de 0,82 indica moderado ajuste entre a distancia real

e as distancias representadas graficamente.
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Estrutura populacional por analise molecular de variancia e bayesiana

A andlise de variancia molecular (Amova) revelou grande diferenciacdo
genética entre as 10 populacbes de guandu avaliadas, Fst = 0,25 (Tabela 2).
Considerando as oito populacdes brasileiras Fst=0,23 e reduzindo para as sete
populacbes amostradas no nordeste brasileiro Fst =0,22 (Tabela 2), também
indicando de moderada a alta diferenciagdo genética (Wright 1978). O numero de
migrantes (Nm) foi proximo de 0,8 nas trés situacdes analisadas, sendo ligeiramente
superior entre 0os acessos do Nordeste brasileiro (Tabela 2). A maioria dos valores Fst
das populacdes foram significativas, indicando diferenciagcdo de moderada a elevada
entre pares de populacdes de guandu, exceto para populagbes amostradas em
Seabra, BA x Abaira, BA, Abaira, BA x Triunfo, PE e Abaira, BA x S&o Carlos, SP
(Tabela 3).

O numero de subpopulagfes sugeridas nas andlises bayesianas, nos softwares
Structure e Structure Harvester foi K = 2 (Figura 3), indicando que as populagdes de
guandu foram divididas em um grupo com acessos com longa adaptac&o no Brasil e
outro grupo com acessos da América Central e acessos indianos. A estrutura genética
indica compartilhamento de alelos entre acessos de S&o Carlos, SP, América Central
e india e auséncia de compartilhamento de alelos nos acessos coletados no nordeste

do Brasil, com algumas exce¢des em Mairi, BA, Anagé, BA e Abaira, BA (Fig. 3).

DISCUSSAO

O guandu € uma cultura subutilizada no Brasil, sem dados oficiais e com cultivo
limitado a algumas regides brasileiras, refletindo no niamero reduzido de acessos
preservados em bancos de germoplasma, existentes quase que exclusivamente nas
unidades da Embrapa Semiarido, Petrolina, PE, e Pecuéria Sudeste, Sdo Carlos, SP.
O presente estudo considera, de forma pioneira, 0 mais amplo estudo com acessos
do Nordeste do Brasil, amostrado em regides onde o cultivo da leguminosa é
expressivo, comparando a sua estrutura e evolugéo populacional com germoplasma
de duas importantes regiées do mundo de cultivo do guandu: india e América Central.

Analise UPGMA do presente estudo, com 73 acessos de origem indiana,
caribenha e brasileira, indica alta similaridade genética, variando de 0,26 a 0,93,
corroborando com as estimativas de Manju et al. (2017), que variou de 0,45 a 0,93 em
40 acessos indiano. Similaridade genética menor foi reportada por Sharma et al.
(2018), variando de 0,2 a 0,32 em 96 acessos indianos, e por Songok et al. (2010),
variando de 0,1 a 0,45 em 88 acessos de origem indiana e do leste da Africa. A anélise
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UPGMA do presente estudo indica a realizacdo de cruzamentos entre acessos dos
trés diferentes grupos identificados, com destaque para cruzamentos de acessos de
origem indiana com acessos de longa adaptagcéo no Brasil. Os acessos de origem
indiana apresentam como caracteristicas principais a precocidade e o porte reduzido,
enguanto acessos brasileiros apresentam graos e vagens de maior tamanho.

Os 11 loci identificados no presente estudo podem ser empregados para
estimativas de diversidade genética e estrutura populacional, pois apresentaram PIC
superior a 0,33. Com excecdo do CcM402, no grupo de ligacao sete, que deve ser
substituido por outro locus, nesse grupo de ligacéo, de maior PIC. Como discutido por
Hamilton (2009), com a aplicacao de loci ndo-ligados ou em diferentes cromossomos,
associado com a frequéncia alélica, € possivel identificar plantas ou linhagens
homozigotas Unicas entre bilhdes de outras, tornando essas estimativas de extrema
valia em melhoramento vegetal e mesmo em disputas comerciais. Sharma et al.
(2018) analisaram acessos de guandu com 44 loci microssatélites distribuidos nos 11
grupos de ligacdes, sendo que destes apenas o CcM 0402 é comum ao loci avaliados
no presente estudos, indicando a necessidade de padronizacao de loci para estudos
populacionais na espécie.

O numero de alelos locus no presente estudo variou entre dois e seis alelos,
com média de 3,64, sendo superior a média de 1,7 reportada Petchiammal et al.
(2015), e inferior a média de 5,4 reportada por Sousa et al. (2011). A média de
diversidade de genes de 0,53 é superior a média reportada por Bohra et al. (2017),
refletindo a estreita base genética do germoplasma de guandu. A heterozigosidade
observada (0,32) foi inferior a esperada (0,37), tipico de espécies que tem alta
frequéncia de autofecundacédo. Sousa et al. (2011) também reportaram deficiéncia de
heterozigotos em estudos com germoplasma de guandu.

Os valores do PIC dos loci de microssatélites variaram entre 0,13 e 0,67, com
a maioria dos primers usados, exceto o CcM402, classificados, segundo Botstein et
al. (1980), como razoavelmente ou altamente informativos (Tabela 2), sendo
sugeridos para estudos de diversidade genética populacional em guandu. De acordo
com Serrote et al. (2020) quanto maior o PIC maior é a capacidade de detec¢éo de
polimorfismo de um locus microssatélite.

A proporcao de alelos raros observados no presente estudo foi inferior a de
outros estudos que avaliaram a abundancia de alelos. Songok et al. (2010) relatam a
existéncia de 39% de alelos classificados com raros em guandu. De acordo com

Dwivedi et al. (2017) essa classe de alelos, com frequéncia inferior a 5%, apesar de
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terem menor probabilidade de controlar caracteristica agrondmicas de interesse,
persistem mesmo com a sele¢cdo natural ou humana e séo alelos potenciais em
populacbes naturais para algumas caracteristicas menos comuns nas plantas
domesticadas.

A Fst variou de 0,22 a 0,25 nas populagbes de guandu, considerando todas as
populacdes ou com reducdo para os acessos amostrados no nordeste brasileiro,
indicando alta diferenciagdo genética entre as populacdes analisadas, sendo
sugeridas amostragens de outras regifes brasileiras, e principalmente, de outras
regides do Nordeste do Brasil, para aumentar a variabilidade do germoplasma do
guandu. Baixa a moderada diferenciacdo entre populacbes de guandu tem sido
reportada por Kumari et al. (2014) (Fst=0,17), por Zavinon et al. (2020) (Fst=0,12),
enquanto Saxena et al. (2014) reportaram alta diferenciacdo entre populacdes de
diferentes regides (Fst=0,36), corroborando com o presente estudo.

O numero de migrantes (Nm) estimado no presente estudo foi baixo, em torno
de 0,8, nas trés situacdes, todas as populacdes, populacdes brasileiras e populacdes
do nordeste do Brasil, indicando fluxo génico limitado entre elas. Zavinon et al. (2020)
estimaram Nm de 17,0 com loci de microssatélites e 1,6 com loci de single nucleotide
polymorphisms (SNP). Para Wang (2004), uma regra geral amplamente aceita pela
comunidade de conservagdo é que um migrante por geracdo em uma populacéo é o
nivel apropriado de fluxo génico.

A formacdo de apenas dois grupos na analise bayesiana indica o
compartilhamento de alelos, indicados na cor azul no gréfico (Fig. 3), entre 0os acessos
de S&o Carlos, SP (Sudeste do Brasil), América Central e india, enquanto os acessos
coletados no Nordeste brasileiro compartilham diferentes alelos (cor laranja, Fig. 3),
com algumas excecodes na regido de Mairi, Abaira e Anagé. As regides de Jacobina,
Seabra, Triunfo e Moreilandia apresentam perfil Gnico, com pouco compartilhamento
com acessos indiano, que € o centro de origem do guandu (Fuller e Harvey 2006).
Esse resultado € inesperado e novas investigacfes sao sugeridas para avaliar a
origem e evolucao do germoplasma dessas regides do Nordeste brasileiro.

O germoplasma de guandu do Nordeste do Brasil tem longo processo de
adaptacdo as condicdes tropicais e semiaridas, com selecbes realizadas pelos
produtores principalmente para porte semi-arbéreo, maior peso de 100 graos, maior
comprimento de vagens e producao de forragem, tornando importante a incorporagao
desse germoplasma em melhoramento dessa leguminosa, pelo menos nas condi¢gbes

brasileiras (Santos et al. 1999).
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CONCLUSOES

Os acessos de guandu avaliados possuem estrutura genética populacional com
diferenciacdo moderada a alta, fluxo génico limitado e compartilhamento de alelos
restrito entre popula¢ées do Nordeste do Brasil com populacdes da india, Sdo Paulo,
SP e América Central. Os acessos coletados no Nordeste sdo alternativas para
aumentar a variabilidade do germoplasma do guandu. Novas expedi¢cdes de coleta
nos locais de origem dessas populacfes avaliadas e em outras regides do Nordeste
do Brasil poderiam ser realizadas com o objetivo de aumentar o nUmero de amostras

e provaveis alelos de interesse para o melhoramento genético de guandu.
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Tabela 1. Grupo de ligacdo (GL), temperatura de anelamento (Ta) e parametros
genéticos estimados em 73 acessos com base em 11 loci microssatélites
desenvolvidos para guandu.

Loci GL Ta(°C) MAF NG NA NAP NE Ho He PIC
CcM2485 1 60 0,76 9 4 0 1,49 0,16 0,21 0,37
CcM492 2 59 0,40 12 6 0 229 045 0,52 0,65
CcM1791 3 64 0,60 3 2 0 1,72 0,41 041 0,36
CcM1962 4 59 0,39 12 6 6 2,24 0,25 0,50 0,67
CcM810 5 59 0,44 ©6 3 0 195 0,25 0,45 0,55
CcM2542 6 59 045 8 4 4 1,99 055 046 0,53
CcM402 7 64 092 3 2 0 1,14 0,06 0,08 0,13
CcM2911 8 60 0,69 3 2 0 1,34 0,19 0,24 0,33
CcM126 9 61 0,54 11 5 0 1,92 0,28 0,40 0,58
CcM1573 10 64 049 5 3 1 1,727 050 0,40 0,40
CcM2735 11 59 0,48 6 3 0 165 045 0,36 0,48
Total 78 40 11

Média 056 7,09 364 1 1,77 0,32 0,37 0,46

*MFA = Maior frequéncia de alelos; NG = nimero de gendtipos; NA = numero total de
alelos; NE = Numero efetivo de alelos; NAP = nimero de alelos privados; He =
heterozigosidade esperada; Ho = heterozigosidade observada; PIC = conteudo de
informacao polimorfica.



55

Tabela 2. Analise molecular de variancia (AMOVA) em 73 acessos de guandu

avaliados com 11 loci microséatelite.

Fontes de Variancia

Variancia

Estatistica

variacéo GL QM ostimada  total (%) Fst p-valor Nm
Entre 14,11 0,78 25 0,25 <0,001 0,73
populacdes
Entre 63 2,82 054 18
individuos
Dentro de 73 174 1,74 57
individuos
Total 145 3,06 100
Entre
~ 7 11,36 0,63 23 0,23 <0,001 0,84
populagdes BR
Entre
individuos BR 49 240 028 10
Dentro de
individuos BR °¢ 184 1.84 67
Total 113 2,75 100
Entre
~ 6 10,15 0,57 22 0,22 <0,001 0,88
Populacdes NE
Entre
individuos NE 41 2,30 0,28 1
Dentro de
individuos NE 48 175 175 67
Total 95 2,60 100

p-valor baseado em 9999 permutacdes aleatorias.

GL=Graus de liberdade.
QM=Quadrado médio. Nm=Numero de migrantes. BR=Brasil. NE= Nordeste do Brasil.



Tabela 3. Diferenciacdo genética (FST) entre populacdes pareadas

microssatélites.

de acessos de guandu de dez origens avaliadas com 11

56

loci

Origem Anagé Abaira Seabra Jacobina Mairi Triunfo  Moreilandia Sao Carlos  América Central
india 0,20*  0,13** 0,28**  0,34** 0,22*  0,31** 0,34** 0,22** 0,20**
Anagé, BA 0,08* 0,30*  0,32** 0,22*  0,23** 0,25** 0,18** 0,29**
Abaira, BA 0,17*  0,18* 0,07* 0,06* 0,17* 0,12** 0,25**
Seabra, BA 0,12* 0,29**  0,29** 0,26** 0,32** 0,40**
Jacobina, BA 0,27*  0,27** 0,30** 0,29** 0,35**
Mairi, BA 0,22** 0,32** 0,12** 0,33**
Triunfo, PE 0,09* 0,26** 0,41**
Moreilandia, PE 0,35** 0,41**
Sao Carlos, SP 0,15**

Significancia de Fst baseada em 999 permutacoes, **P<0,01 e *P<0,05
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Figura 1. Dendrograma UPGMA do coeficiente de similaridade de Jaccard entre 73
acessos de guandu, de 10 regibes / origens, avaliados com 11 loci microssatélites.
Correlacdo cofenética=0,82. india (ICPL 88018, ICPL 90044, ICPL 90046, ICPL
90050, ICPL 90052, ICP 6, ICP 2582, ICP 7182 e ICP 7623); Anagé, BA (AnagelO,
Anagell, Anagel2, Anagel3, Anagel4, Anagel5, Anagel6); Abaira, BA (Abaira20,
Abaira2l, Abaira22, Abaira23, Abaira24, Abaira25), Seabra, BA (Seabra30,
Seabra31l, Seabra33, Seabra34 e Seabra35); Jacobina, BA (Jacobina50, Jacobina51,
Jacobina52, Jacobina53, Jacobina54, Jacobina55, Jacobina56, Jacobina57 e
Saudeb5); Mairi, BA (Mairi01, Mairi02, Mairi03, Mairi04, Mairi05 e Mairi06); Triunfo,
PE (TriunfoOl1, Triunfo02, Triunfo05, Triunfo07, Triunfo08, Triunfo09 e Triunfol0);
Moreilandia, PE (Moreilandial8, Moreilandial9, Moreilandia20, Moreilandia2l,
Moreilandia23, Moreilandia24, Exu25 e Exu26); Sao Carlos, SP (G08, G12, G15, G22,
G25, G27, G30, G40 e G61) e; Central América (FAO03, FAO08, UW10, FAO25,
UWS103, UWS107 e UWS127).



DeltaK = mean(|L"(K}|} / sd(L(K))
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Figura 2. Estimacao do numero 6timo de clusters (K) de acessos de guandu no
STRUCTURE, de acordo com o critério AK de Evanno et al. (2005).
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Figura 3. Estrutura genética de 73 acessos de guandu com base em analise
Bayesiana, considerando K=2 obtida pelo método de AK. Cada linha representa um
acesso de guandu. Cada cor representa a provavel linhagem do conjunto do qual o
acesso ou acesso parcial foi derivado. Analise realizada com 11 loci microssatélites,
no software Structure 2.3.4.
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RESUMO

O guandu é espécie de multiplos usos com importancia em regiées semiaridas de
diversos paises, mas pouco estudada e utilizada no semiarido brasileiro. O objetivo
desse estudo foi estimar e comparar herdabilidade usando diferentes métodos, para
nove variaveis, em trinta linhagens de guandu das geracbes Fs, F4, F5 € Fs. As
linhagens foram avaliadas em experimento com delineamento em blocos
casualizados, com trés repeticoes e parcelas contendo duas linhas de plantio e 20
plantas/parcela. Foram estimadas herdabilidade no sentido amplo pelo método
ANOVA [h?ae@qw], REML/BLUP (hZa.rem), regressdo pai-filno (h?rr) e unidade do
desvio padrdo (h%up). As estimativas de hZ.e w) € h?arem. foram de magnitude
proxima, com valores semelhantes em sete das variaveis analisadas. hZa.gqwm) € hZ.
remL >0,70 foram estimadas para trés duas variaveis em quatro geracoes, para duas
variaveis em trés geracdes duas variaveis para duas geracdes e duas variaveis para
uma geracao indicando maior controle genético e facilidade na selecdo. Estimativas
com base na regressao ou correlacéo pai-filno apresentaram alguns valores negativos
ou superior a unidade, indicando limitacbes. Correlacdes >0,99 (p<0,01) entre as
herdabilidades estimadas com os métodos ANOVA x REML foram encontradas,
indicando concordéancia. Foi observada auséncia de colinearidade entre médias das
variaveis com estimativas das h2. Correlacdes de 1,0 (p<0,01) entre herdabilidades x
coeficiente de variacdo genético indicam que esse Ultimo parametro pode ser usado
de forma indireta, na auséncia de estimativas de h?.

Termos paraindexacao: Cajanus cajan; modelos mistos; quadrado médio esperado;
parametros genéticos; regressao pai-filho
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Heritability in four-generation pigeonpea lines: comparison of estimates from
four methods

ABSTRACT

Pigeonpea is a species of multiple uses with importance in semiarid regions of several
countries, but is understudied and little used in the Brazilian semiarid region. The aim
of this study was to estimate and compare heritability using different methods for nine
variables in 30 pigeonpea lines from F3, F4, Fs and Fs generations. The experiment
was conducted in a randomized block design with three replications and plots
containing two planting rows 20 plants/plot. Broad-sense heritability was estimated by
the ANOVA method [h?agQwm], REML/BLUP approach (hZ.remL), parent-offspring
regression (h%pr) and standard deviation unit (hup). The estimates of h?ae ou) and h?a-
remL Were of close magnitude, with similar values in seven of the analyzed variables.
Values of h2agqm and h2areme >0,70 were estimated for two variables in four
generations, two variables in three generations, in two variables in two generations
and one generation for one variable, indicating greater genetic control and ease of
selection. Values of h?up and h?up above 0,70 were estimated for four and five
variables, respectively, with negative values observed for P100 in both methods.
Estimates based on regression or parent-offspring correlation had some negative
values or greater than unity, indicating limitations. Correlations >0,99 (p<0,01) between
heritability estimated with the ANOVA x REML methods, indicating agreement.
Absence of collinearity between means of variables with estimates of h? was observed.
Correlations of 1,0 (p<0,01) between heritability x genetic variation coefficient indicate
that this last parameter can be used indirectly, in the absence of h? estimates.

Index terms: Cajanus cajan; genetic parameters; expected mean square; mixed
models; parent-offspring regression
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INTRODUCAO

O guandu (Cajanus cajan (L.) Millsp) é uma leguminosa com importancia em
alguns paises, especialmente para povos de regides subtropicais e tropicais, devido
ao seu teor proteico e rusticidade (Cullis e Kunert 2017). O guandu é
predominantemente cultivado na india, que responde por cerca de 75% da producdo
mundial em uma area estimada de 5,6 milhdes de hectares (FAO 2019).

Apesar dos avanc¢os obtidos via melhoramento genético na produc¢éo global de
guandu, pequenos ganhos de produtividade foram obtidos, um dos principais objetivos
e desafios para os melhoristas da cultura (Saxena et al. 2021). Estimativas e analises
dos parametros genéticos importantes na predi¢cdo de ganhos de produtividade, para
selecdo de gendtipos superiores, tém possibilitado importantes avangcos agrondémicos
de diversas caracteristicas agronémicas quantitativas (Silva et al. 2018), sendo a
herdabilidade um parametro fundamental no melhoramento genético classico.

Embora o termo herdabilidade tenha sido inicialmente usado em 1920 por
Sewall Wright (Bell 1977), s6 em 1940 sua definicao foi dada pelo geneticista animal
Jay Laurence Lush (Holland et. 2003). A herdabilidade no sentido amplo é a variancia
genética em relacao a variancia fenotipica em uma populacéo para uma determinada
caracteristica, enquanto no sentido restrito considera apenas a variacao nos valores
genéticos aditivos, excluindo as variancias devido a dominancia e epistasia (Visscher
et al. 2008).

Os principais métodos para estimativas de herdabilidade se enquadram em
trés estratégias (Brown e Caligari 2008): 1) métodos como funcédo dos componentes
de variancia, tendo como exemplos a) a esperanca dos quadrados médios da analise
de variancia (ANOVA) e b) os méxima verossimilhanca restrita (REML) (Holland et al.
2003). 2) No segundo grupo tém-se os métodos baseados na regressao entre a prole
e um, ou ambos pais, com o qual é estimada a herdabilidade no sentido restrito (Smith
e Kinman 1965) e a herdabilidade em unidade-padrédo, em termos de desvio-padréo
(Frey e Horner 1957). E, por ultimo, 3) métodos que expressam efetivamente a
herdabilidade realizada com a sele¢do, que determina o quanto do diferencial de
selecdo aplicado nas geracdes anteriores foi alcangcado como uma resposta na
progénie avaliada (Holland et al. 2003, Brown e Caligari 2008).

Usando o método ANOVA Obala et al. (2016) estimaram no guandu valores de
h? no sentido amplo variando de 0,519 para nimero de nés/planta a 0,999 para dias
para florescimento, sendo de particular interesse a h? de 0,519 para teor de proteinas

nos graos. Em estudo conduzido com dados de cinco geracdes de guandu, Ajay et al.
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(2012) estimaram altos valores para herdabilidade e avanco genético em caracteres
relacionados a producao, indicando eficacia na selecéo realizada. Adotando modelos
mistos, Sharma et al. (2019) relataram elevada herdabilidade no sentido amplo (>70%)
para a maioria dos caracteres avaliados. Nao foram encontrados na literatura
estimativas de herdabilidades e outros parametros genéticos em populacdes de
guandu conduzidas no nordeste brasileiro ou no Brasil.

O objetivo do presente estudo foi estimar e comparar herdabilidades pelos
meétodos das esperancas de quadrados médios da ANOVA, regressao pai-filho e
maxima verossimilhanca restrita (REML), nas geracoes Fs, F4, Fs e Fe de um
cruzamento de guandu granifero para apoiar no desenvolvimento de cultivares da

espécie.

MATERIAL E METODOS

Material vegetal e delineamento experimental

O experimento foi conduzido em area do Campo Experimental Caatinga, na
Embrapa Semiarido, Petrolina, PE (09°09'S, 40°22'W, 365.5 m asl). Foram avaliadas
30 linhagens de diferentes geragdes de guandu derivadas do cruzamento ICPL 90045
x UW10: seis linhagens F3, e oito linhagens para cada uma das geragdes F4, Fs e Fe.
O acesso ICPL 90045 foi desenvolvido pelo ICRISAT como planta extra precoce, com
maturacao inferior a 90 dias; altura da planta menor do que 100 cm; grédos pequenos,
com peso de 100 grédos de ~9 g; média de trés graos por vagem; vagem com ~6 cm.
O acesso UW10 foi desenvolvido na Universidade Trinidad-Tobago, e apresenta ciclo
superior a 100 dias; grdos maiores com peso 100 graos de ~11 g, média de cinco
graos por vagem, e vagem com ~6,2 cm de comprimento (Santos et al. 2000).

Para obtencdo das sementes das linhagens avaliadas nas geracdes F3, F4, Fs
e Fes as plantas foram protegidas para evitar possiveis cruzamentos, isolando-as antes
da antese com sacos de tecido-ndo-tecido (TNT). As mudas utilizadas foram obtidas
por semeio em bandejas de isopor com 200 células, contendo substrato comercial,
com distribuicdo de duas sementes por célula. As mudas foram transplantadas apoés
desenvolvimento das primeiras folhas definitivas, quinze dias ap0s o semeio. O
experimento foi realizado em delineamento em blocos casualizados, com trés
repeticdes e vinte plantas por parcelas, distribuidas em duas linhas de 2,5 m de
plantio, com cinco covas/linha. Durante a conducéo do experimento as plantas foram
irrigadas por gotejamento, além da realizacdo de tratos culturais na area quando

necessarios, sem aplicacéo de fertilizantes.
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Variaveis analisadas

Os seguintes caracteres foram avaliados:1) Numero de dias até o inicio da
floracdo na parcela (NIF); 2) Numero de dias até a floracdo de 50% das plantas na
parcela (NDF); 3) Numero de dias até a maturacdo (NDM), com 95% das vagens na
parcela com coloragdo marrom, tipica das vagens maduras; 4) Altura das plantas na
maturacdo (APM), com medida tomada da base da planta até o término do ramo
principal; 5) Comprimento médio de vagem (CDV), avaliado em amostras de cinco
vagens tomadas aleatoriamente (mm); 6) Namero de vagens por planta (NVP); 7)
Numero médio de graos por vagem da amostra (NGV), avaliadas em cinco vagens
amostradas ao acaso; 8) peso de 100 sementes (P100), g: 9) Producdo de gréos

(PROD), peso total de graos colhidos por planta, g ou kg.

Herdabilidades no sentido amplo (hﬁ_E(QM)) estimadas usando esperancas de
guadrados médios da ANOVA

Os dados foram testados quanto a normalidade dos residuos pelo teste
Kolmogorov—Smirnov, usando o PROC GLM (SAS, 2015). As variaveis que nao
atenderam as pressuposicoes foram transformadas para raiz quadrada (vx). Para
APM, NVP, CDV, NGV, P100 e PROD, variaveis com informac¢@es dentro de parcelas,
0os componentes de variancia foram calculados com o procedimento PROC
VARCOMP (SAS 2015), usando a esperanca do quadrado médio esperado, segundo
0 modelo estatistico:

Yiik =+t +bj+ej+m

em que: Yik € o valor observado na k-ésima planta, na j-ésima repeticdo, do i-ésimo
tratamento; y € a média geral; ti é o efeito aleatorio do i-ésimo tratamento (i=1, 2, ...,
n;); bj é o efeito aleatdrio j-ésimo bloco (j=1, 2, ..., r); ejj € o efeito aleatério da variacéao
entre parcelas; Tk € 0 efeito aleatério da variagcdo entre plantas dentro de parcela.
Para as demais caracteristicas, NIF, NDF e NDM, os parametros foram estimados
com a esperanca do quadrado médio, segundo o0 modelo estatistico:
yij=m+bj+t; +e;

em que: yij € o valor observado da caracteristica estudada, no tratamento i (i =1, 2, ...,
I) e no bloco (ou repeticdo) j (j =1, 2, ..., J); m & a média geral (de todas as
observacdes) do experimento; ti € o efeito do tratamento i; ej € 0 erro associado a

observacao yj ou efeito dos fatores nado-controlados sobre ela.
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Os estimadores dos componentes de variancia foram estimados segundo Cruz
et al. (2014) (Tabela 1):

Tabela 1. Esquema da analise de variancia, com informacéo dentro de parcela, para

estimativas dos quadrados médios (QM) e esperancas dos quadrados médios

[E(QM)].

FV GL QM E(QM)
Blocos r-1 - -
Linhagens n-1 QM1 024+p02e+pro’y
Entre parcelas (r-1) (n-1) QM2 024+poZe
Dentro da Parcela nr(p-1) QM3 0%

FV: fonte de variacdo; GL: graus de liberdade; r: repeticbes; n: numero de linhagens;
p: ndmero de plantas; o7 é a variancia genotipica entre os tratamentos; o7 é a
variancia entre parcelas dentro de tratamento, de natureza ambiental; g2 é a variancia
entre plantas dentro da parcela, de natureza genética e ambiental.

_, QM1-QM2

6 =——
rp

QM2 — QM3

62 =————
p

62 = QM3

onde: o/ é a variancia genotipica entre os tratamentos; o2 € a variancia entre parcelas
dentro de tratamento, de natureza ambiental; ¢ é a varidncia entre plantas dentro da
parcela, de natureza genética e ambiental; r € o nUmero de repeticdes; p € o nimero
de plantas na parcela.

As herdabilidades no sentido amplo segundo método ANOVA (hfl_E(QM)) eo
coeficiente de variacdo genética entre familias (CVge) e coeficiente de variacéo
ambiental (CVe) foram estimados segundo Cruz et al. (2014):

2 i
ha—E(QM) = W
rp

62
CVge = Y5
9e="%
/6—2
CVe = ~=2
X

onde X é a média dos fenétipos avaliados.
Situa¢gBes em que a relagdo CVge/CVe € igual ou superior a unidade (1,0), ha

condicao favoravel a selecéo (Vencovsky e Barriga 1992).
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Herdabilidade estimada com REML/BLUP - maxima verossimilhanca restrita /
melhor predigao linear ndo viciada (h2_ggmi)

As estimativas foram obtidas pelo procedimento REML/BLUP (maxima
verossimilhanca restrita / melhor predicao linear nao viciada). Para as variaveis APM,
NVP, CDV, NGV, P100 e PROD, com informacao ao nivel de planta, as analises foram
feitas segundo o modelo linear:
y=X+Z;+W,+e
em que: y é o vetor de dados, r é o vetor dos efeitos de repeticdo (assumidos como
fixos) somados a média geral, g € o vetor dos efeitos genotipicos (assumidos como
aleatérios), p € o vetor dos efeitos de parcela, e € o vetor de erros ou residuos
(aleatorios). As letras mailsculas representam as matrizes de incidéncia para os
referidos efeitos. A estimacdo dos parametros genéticos foi realizada por meio do
modelo 18 de analise no software genético estatistico SELEGEN-REML/BLUP
(Resende 2016). Para NIF, NDF e NDM os parametros genéticos foram estimados
considerando o modelo 21 do mesmo software, conforme 0 modelo estatistico:
y=Xr+Zg+e
em que: y é o vetor de dados, r é o vetor dos efeitos de repeti¢cdo (assumidos como
fixos) somados a média geral, g € o vetor dos efeitos genotipicos (assumidos como

aleatérios).

Herdabilidades estimadas via regresséao pai-filhos (hlz,F)) nas geracoes Fes e F3

As diversas selecdes efetuadas durante o avancgo de gera¢des impossibilitaram
estimar as variancias aditiva e de dominancia, e, por conseguinte a herdabilidade no
sentido restrito, como discutido por Vencovsky e Barriga (1992). As sucessivas
autofecundac0es praticadas resultam em elevada homozigose e na igualdade entre a
herdabilidade do sentido amplo e a herdabilidade no sentido restrito (Hanson 1963).

O método da regressdo pai-filhos foi usado para estimar as herdabilidades

entre as geragcbes Fs e F3 (hI%F)), geracédo filial e parental, respectivamente. As

estimativas foram realizadas de acordo com Smith e Kinman (1965); h, = % onde,
op

b € o coeficiente de regressao e 2r,,€ o coeficiente de relacdo entre pais-filhos, 0,5

para Fs. As analises foram feitas via procedimento PROC REG (SAS 2015).
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Herdabilidades estimadas entre as geragdes Fs e F3 via método da unidade de
desvio padrédo (hp)

As estimativas de herdabilidade foram também realizadas usando método da
unidade de desvio padrdo (h?,) segundo Frey e Horner (1957): (h%;) € a correlagdo
entre as médias das linhagens entre as geragdes Fs e F3, consideradas como geracao
filial e parental, respectivamente. As herdabilidades foram estimadas usando o
procedimento PROC CORR (SAS 2015).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Todas as variaveis apresentaram diferencas estatisticas (p<0,05), com
excecao para comprimento de vagens (CDV) e numero de graos (NGV) (Tabela 2).
Os coeficientes de variacado (CV) variaram entre 8,93% para CDV a 32,32% para
producdo de graos (PROD) (Tabela 2), indicando de bom a razoavel controle

experimental.

Tabela 2. Quadrados médios (QM) para as variaveis numero de dias até o inicio do
florescimento na parcela (NIF), nimero de dias até a floracdo de 50% das plantas na
parcela (NDF); numero de dias até a maturacdo (NDM), altura de planta (APM),
namero de vagens (NVP), comprimento de vagens (CDV), niumero de graos/vagem
(NGV), peso de 100 gréaos (P100) e producéo de graos (PROD) em 30 linhagens das
geracoes Fs, Fs4, Fs e Fs do cruzamento ICPL 90045 x UW10 de guandu.

Quadrado Médio
NIF NDF  NDM APM  NVP! CDV NGV P100 PROD!?
Blocos 10,21 16,84 70,74 38964,80 75,28 319,23 7,02 8,04 79,90
Geragdes 249,28™ 159,31 148,98 46359,34™ 88,15 1223,75NS 3,49NS 161,30° 69,44
Entre parcelas - 1887,65™ 13,20NS 262,37" 1,34™ 16,59** 3,27NS
Dentro de parcelas 1541 1344 37,81 619,09 6,80 2893 0,25 1,76 2,67
Média 55,36 61,64 103,28 101,60 9,18 60,24 3,75 998 5,05
CV (%) 7,09 595 5095 2449 2839 893 13,29 13,28 32,32
** * g NS: gignificativo a 1% e 5% e ndo-significativo, respectivamente, pelo teste F.
'Dados transformados por raiz quadrada de x

Fonte de variagéo

As médias das variaveis numero de dias até o inicio do florescimento (NIF),
namero de dias até a floracdo de 50% das plantas (NDF), altura de planta na
maturacdo (APM), nimero de dias para a maturagcédo das vagens (NDM), niamero de
vagens/planta e producéo de gréos (PROD) foram inferiores na geragcao F3 em relacéao

as outras trés geracgdes (p<0,05), ndo apresentando diferencas significativas para as
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variaveis comprimento de vagem (CDV), numero de sementes/vagem (NGV) e peso
e 100 gréos (P100) (Figura 1). Todas as variaveis analisadas ndo apresentaram

diferencas significativas entre as médias das geracdes F4, Fs e Fs (Figura 1).
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Figura 1. Médias nas geracbes F3, F4, F5 e F6 no cruzamento ICPL 90045 x UW10
de guandu para as variaveis: dias para inicio da floracdo na parcela (NIF), dias para
floracdo de 50% das plantas na parcela (NDF), nimero de dias para maturacdo de
95% das vagens (NDM), altura de planta (APM), numero de vagens (NVP),
comprimento de vagens (CDV), numero médio de graos/vagem (NGV), peso de 100
graos (P100) e producédo de grdos (PROD). Médias seguidas de mesma letra ndo

diferem estatisticamente pelo teste de Bonferroni (p<0,05).

Herdabilidade no sentido amplo (hﬁ_E(QM)) — Método ANOVA

A hﬁ_E(QM) para NIF apresentou tendéncia de crescimento entre as geragoes,

chegando préoximo de 1,0 na geracao Fe, exceto entre as geracdes Fs e F4, que
apresentou diminuicdo no valor estimado (Figura 2). Para NDF ocorreu aumento da

hﬁ_E(QM) da geracao Fs para a geracéao F4, seguido de reducéo nos valores estimados

para as geracodes Fs e Fs (Figura 2). Em NDM a hfl_E(QM) apresentou diminuicdo no
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valor estimado entre as geragdes F3 e F4, seguido de aumento da geragéo F4 para a

geracéo Fs, e nova reducéo no valor estimado entre a geracoes Fs e Fs (Figura 2).
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Figura 2. Estimativas da herdabilidade no sentido amplo hfl_E(QM) com base na

[E(QM)] da ANOVA e herdabilidade da média de linhagem h2_z,,;, pelo método da
méaxima verossimilhanca restrita (REML) em quatro geracoes, Fs, F4, Fs e Fe para as
caracteristicas: dias para inicio da floracdo na parcela (NIF), dias para floracdo de
50% das plantas na parcela (NDF), niumero de dias para maturacdo de 95% das
vagens (NDM), altura de planta na maturacéao (APM), nimero de vagens (NVP), média
do comprimento de vagens (CDV), média do numero de graos (NGV), peso de 100

graos (P100) e producgéo de graos (PROD).

Houve acréscimo nas estimativas de hﬁ_E(QM) da geracao F3 para F4 para altura
de planta na maturacdo (APM), com o maior valor estimado, 0,83 (Figura 2). J& na
geracdo Fs ocorreu reducdo, observando-se a menor hﬁ_E(QM) para essa variavel,
0,74, seguido pequeno aumento na geracao Fe.

Nas estimativas de hg_E(QM) para numero de vagens por planta (NVP) identifica-
se aumento da geracdo Fs4 para a Fs (Figura 2), com progresso desde a Fs, que
apresentou valor negativo, e por isso foi considerado igual a zero, atingindo 0,57 na
geracéao Fs, com posterior reducédo em Fe.

Dentre as variaveis analisadas, comprimento médio de vagens (CDV) foi a
Unica a apresentar aumento consecutivo da hﬁ_E(QM) ao longo do avancgo de todas as

geracOes avaliadas (Figura 2). Observou-se aumento da hi_E(QM) da Fs para Fa,

alcancando na sequencia aumento para Fs, até o valor maximo de 0,83 em Fs. Nas
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estimativas de hﬁ_E(QM) para o numero médio de graos por vagem (NGV) observou-se
aumento de 0,86 na Fz para 0,90 na F4 (Figura 2), com reducéo da herdabilidade
estimada em Fs com posterior aumento Fe.

Quanto as hg_E(QM) para peso de 100 gréos, os maiores valores estimados via
método ANOVA ocorreram nas geracoes Fa4 e Fs, 0,94 apds acréscimo em relagéo a
F3, com redug&o no parametro na Fes, menor valor estimado para a variavel (Figura 2).
Producao de graos por planta (PROD) apresentou a menor estimativa de hg_E(QM) em

Fs (Figura 2), e o maior valor estimado na variavel na geracdo F4, seguido de

sucessivas reducdes da hﬁ_E(QM) para 0,70 e 0,40 em Fs e Fs, respectivamente.

Herdabilidade no sentido amplo (h2_ggmL) — Método REML/BLUP

Para NIF observou-se redugio na estimativa de h2_ E(gm) €Ntre as geracoes F3
e F4, seguido de aumentos nas duas outras estimativas, com valor maximo de 0,98 na
geracao Fe (Figura 2). Apos o menor valor de hﬁ_E(QM) estimado para NDF na geracéo
Fs, a estimativa maxima ocorreu na geracdo F4 para essa variavel, com valores
inferiores estimados nas geragdes Fs e Fs (Figura 2). Para NDM a hﬁ_E(QM) houve
oscilacéo entre os valores estimados, sendo observada diminui¢cdo entre as geracgoes
F3 e F4, seguido de aumento da geracdo F4 para a geragédo Fs, e nova reducdo no
valor estimado entre a geracgdes Fs e Fs (Figura 2).

Para APM, o maior valor de hZ_.,,, foi observado na Fs4, 0,84, com aumento
em relacdo a Fs, 0,81, e estimativas para Fs e Fs de inferiores, 0,73 e 0,75,
respectivamente. A estimativa em Fs de hZ_pz,,, para NVP foi igual a 0,03, com
aumento nos valores estimados nas duas geracfes seguintes, com valor maximo na
geracéo Fs, 0,57, seguido de reducdo em Fe para 0,07 (Figura 2).

Aumentos nos valores de hZ_pg,, foram observados com o avanco das
geracdes para CDV (Figura 2). O menor valor foi estimado na Fs, 0,03, com aumentos
nas geracoes seguintes, com valor maximo na Fe, 0,83. NGV apresentou a menor
amplitude entre os valores estimados, com maior na geracgéo F4, seguido de reducdes
nos valores nas duas geragdes seguintes para h2_gg,,; (Figura 2).

O maior valor entre todas as hZ_gg,,, foi observado em P100, na geracgéo Fa,
0,95, seguido de reducdes nos valores das estimativas nas geracoes Fs e Fs, geracéo
essa com menor valor das herdabilidades estimadas por REML (Figura 2). O menor

valor de hZ_gp,, estimado para PROD foi observado na geragédo Fs, 0,21, com maior
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estimativa na F4, seguido de menores valores estimados nas geracdes Fs e Fs (Figura
2).

No presente estudo, observa-se a alta convergéncia dos parametros de h?
estimados com as duas metodologias ANOVA e REML/BLUP, nas geracoes Fs3, Fa, Fs
e Fes obtidas do cruzamento os genadtipos de guandu, ICPL 90045 x UW10, sendo que
23 entre os 36 valores estimados foram de igual magnitude pelos dois métodos. Para
Hill (2013), entre as varias metodologias disponiveis para estimacdo desse parametro,
0 método baseado na ANOVA e uso de modelos mistos, como via REML/BLUP,
auxiliam o melhorista nas escolhas das estratégias e metodologias adequadas para
selecdo de gendtipos superiores.

Em estudo com eucalipto, Rocha et al. (2006), ao compararem 0os métodos
ANOVA e REML/BLUP para estimativas de herdabilidade no sentido restrito, também
verificaram que os dois métodos proporcionaram estimativas com valores proOximos
em magnitude. Para Rodrigues et al. (2017) a superioridade da abordagem REML na
estimativa de componentes de variancia ocorre com o desbalanceamento no conjunto
de dados, sendo que em condi¢cdes de dados balanceados ou com baixo grau de
desbalanceamento, as estimativas sdo semelhantes. Estimativas de h? via
REML/BLUP em espécies florestais sdo reportadas como superioras em relacédo a
ANOVA (Farias Neto e Resende, 2001).

Coeficientes de variacdes genética e ambiental estimados via ANOVA e via
REML/BLUP

Os coeficientes de variacdo genética (CVge) estimados via método ANOVA e
via REML foram semelhantes (Figura 3). Para NIF observa-se aumento para esse
parametro com o0 avancgo das geracdes, com a maior variabilidade na geracéo Fs. O
valor mais alto estimado para NDF ocorreu na Fs, situagdo semelhante também para

NDM, onde o menor valor ocorreu na F4 (Figura 3).
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Figura 3. Estimativas dos coeficientes de variacdo genética entre familias (CVge) e
coeficiente de variacdo ambiental (CVe) entre as geracdes Fs, Fs, Fs e Fs de guandu
com base na analise de variancia (ANOVA) e modelos mistos via método maxima
verossimilhanca restrita (REML) para os caracteres: altura da planta (APM), nimero
de vagens por planta (NVP), média do comprimento de vagem (CDV), média do
namero de graos por vagem (NGV), massa de 100 gréaos (P100) e producéo por planta
(PROD).

Valores distintos em relacdo ao método usado foram observados para CVge
em APM apenas na geracao Fs, que foi ligeiramente superior com o0 método ANOVA,
mesma situacao ocorrida em CDV (Figura 3). Para NVP e P100 os valores estimados
para a F4 também foram superiores com o0 método ANOVA em relacao a estimativa
com REML. Em NVG e PROD os valores estimados pelos dois métodos foram iguais,
de forma que o maior valor estimado para NVG ocorreu na Fs, e maior variabilidade
observada para PROD ocorreu na Fs (Figura 3).

Relacéo entre CVge/CVe igual ou superior a unidade (1,0) foi estimada em uma
das geracoes para NDM, Fs, e para PROD na F4, bem como em duas geracdes para
NIF e CDV, nas geracdes Fs e Fes (Figura 3). Valores de CVge maiores que CVe foram

estimados em trés das quatro geragOes avaliadas para NDF nas F4 a Fs, APM nas
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geracgoes Fs, F4 e Fs, além de P100 em Fs, F4 e Fs. Para NVP todos os valores da
relacdo CVge/CVe foram <1,0, enquanto para NGV todos os valores foram >1,0.

A presenca de herdabilidades elevadas é essencial ao melhorista, pois ela
aponta para confiabilidade do valor fenotipico como guia para existéncia de valor
genético. O presente estudo indica que a CVge pode ser usada de forma indireta,
quando estimadores confidveis de h? ndo forem possiveis de aplicacéo, seja devido a
estrutura populacional ou ao delineamento experimental. Para Obala et al. (2018), a
associacdo da h? com outros parametros, como CVge, resulta em maior confiabilidade

para a estimativa de ganho genético esperado na selecéo fenotipica.

Correlacfes entre as médias das variaveis, herdabilidades e CVge

Os valores de herdabilidade da média da linhagem hZ_gz,,,., estimados com
estimativas REML, foram semelhantes aos valores estimados via método ANOVA
(Figura 2), resultando em coeficientes correlagdes proximos da unidade correlagéo,
0,99 (Tabela 3), com destaque para as estimativas de hZ_zg,,;, de NIF, NDF e NDM

gue apresentaram valores de igual magnitude em relacao as estimativas de hfl_E(QM)

em todas as geracgOes avaliadas (Figura 2).

Tabela 3. Coeficientes de correlacdo de Pearson estimados entre a média e
estimativas de herdabilidades no sentido amplo calculadas via método ANOVA e

REML/BLUP para nove caracteristicas, avaliadas nas geracdes F3, F4, Fs € Fs de

guandu.
Geral? h%eowy  hZareme CVgee@m CVgeremL
Média 0,03Ns 0,01Ns -0,21Ns -0,18Ns
h2 oy 0,99" 0,42" 0,47"
h% remL 0,42 0,47"
CVgeewom 1,00
Desenvolvimento Vegetativo® h%.eom)  h2areme CVgeeom) CVgerem
Média -0,22Ns  -0,23Ns 0,39NS 0,39NS
h2a e(om) 1,00” 0,53 0,53"
h2a RemL 0,53 0,53
CVgeeowm 1,00
Componentes de Producédo® h%eom)  h2aremu CVgeem) CVgerem
Média -0,15Ns  -0,20MN -0,53" -0,48"
h2a e(om) 0,99" 0,39NS 0,50
h% remt 0,40NS 0,50
CVge E(QM) 1,00"

#Geral: todas as variaveis; Desenvolvimento vegetativo: NIF, NDF, NDM e APM,;
Componentes de Produgéao: NVP, CDV, NGV, P100 e PROD.
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** * e NS: gignificativo a 1% e 5% de probabilidade e nao-significativo,
respectivamente pelo teste t

Correlacdes néo-significativas foram estimadas entre média da variavel x hZ%a
EQv), média da variavel x hZaremt, € entre média da variavel x CVgegwm e média da
variavel x CVgeremL, considerando o conjunto das variaveis (Tabela 3), indicando
auséncia de linearidade entre esses dois parametros. Nos avangos de geracdes foi
realizada selecédo positiva para componentes de produgéo, para maior tamanho do
grao, maior comprimento de vagem e maior nimero de vagens por planta. Enquanto
para as variaveis de desenvolvimento vegetativo a selecdo sempre foi negativa, ou
seja, para menor numero de dias para floracdo e maturacgéo.

Correlac6es negativas foram estimadas para média da variavel x CVgegwm) e
média da variavel x CVgeremL, quando as variaveis de producgdo foram analisadas
separadamente (Tabela 3). Correlacdes positivas e significativas foram estimadas
entre h%a gowx CVgeeowm), h% eowx CVgeremr, h?a remx CVgeeom) € hZ%a rRemLX
CVgeremL para o conjunto das variaveis e com reducdo para variaveis vegetativas e
de componentes de producdo exceto para correlagées entre h? gom) X CVgee@owm) e
h?a remLx CVgeewm) para componentes de producdo (Tabela 3), indicando aumento

conjunto nesses parametros.

Herdabilidades estimadas via unidade de desvio padr&o h3p) e pelo método
regressao pai-filho (h3p)

Os valores estimados via método de unidade de desvio padrdo foram
superiores aos estimados via regressao pai-filno em seis das nove variaveis avaliadas,
entre as geragdes F3 e Fs (Tabela 4). O valor estimado para NIF via unidade de desvio
padrdo foi proximo ao estimado na regressao pai-filhos, h?p, 0,11 e h3z, 0,05. Para
NDF, a h, foi de 0,75, inferior a h%p, estimada em 0,93. A maior diferenca entre os
valores estimados pelos dois métodos foi observada em NDM, cuja estimativa de hZ,
foi ~9x superior a h3;. O maior valor estimado entre as variaveis via método da
unidade de desvio padrao foi observado para APM, que também apresentou o maior
valor pelo método de regressao.

Diferentemente do observado nas estimativas de hZa eowm) € h? remt, a
proporcdo de valores estimados para h?p e hi superiores 0,70 foi menor. A maior
diferenca entre os valores estimados foi observada para NIF, cujo o valor mais baixo

de h?agQm) e h%aremL observado foi de 0,41, variando a 0,98, ja os estimados para h¥p
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e hi; foram 0,11 e 0,05, respectivamente. Ja para NDF e APM, os resultados
estimados via hfp e h3z foram de magnitude semelhante aos estimados pelos
métodos ANOVA e REML.

Tabela 4. Herdabilidades estimadas via métodos da unidade de desvio padrdo (h{p)
e regressao pai-filno Fe vs F3 (h3r) em dados das geracdes F3 e Fe. Para NIF: nimero
de dias até o inicio do florescimento na parcela; NDF: numero de dias até a floracéo
de 50% das plantas na parcela; NDM: numero de dias até a maturagédo; APM: altura
de planta; NVP: nimero de vagens por planta; CDV: comprimento de vagens; NGV:

namero de graos por vagem; P100: peso de 100 graos; PROD: producéao de graos por

planta.

Herdabilidade NIF  NDF NDM  APM NVP CDV NGV P100 PROD
h2 yp 0,11 0,93 0,92 0,97 0,43 0,49 0,92 -0,51 0,80
h2 pe 0,05 0,75 0,10 0,85 0,25 0,31 1,44 -0,18 1,04

Os valores estimados para NVP e CDV via método da unidade de desvio
padrdo foram préximos, com hZ, iguais a 0,43 e 0,49, respectivamente (Tabela 4).
Para essas duas variaveis, os valores estimados via regressdo foram inferiores e hp,
0,25 em NVP e 0,31 em CDV.

O valor estimado de h#, para NGV foi elevado, 0,92, observando-se para essa
variavel estimativa de h2, superior a 1 (Tabela 4). Mesma situacio foi observada em
PROD, onde h3, também foi superior a 1, entretanto, ocorrendo estimativa de hé, de
0,80. Valores superiores a unidade foi caracteristica observada unicamente nas
estimativas via método da regressao pai-filho. Para Cavalli-Sforza e Feldman (1976)
herdabilidades superiores a um ocorrem quando a intensidade de selecéo for tao
intensa que a variancia de selecao sera pequena, de forma que a variancia fenotipica
sera inferior a variancia genética. Frey e Horner (1957) propuseram, entdo, uma
modificacdo no procedimento para estimacdo de herdabilidade via regressao, de
forma que independente dos efeitos ambientais postulados, o valor estimado sera
préximo da unidade, conforme o observado no presente estudo.

Assim como ocorreu para NVP na geracdo Fs, dois valores negativos foram
estimados para P100, h3;=-0,18 e h%,=-0,51, sendo 0 método REML o Unico a nio
apresentar estimativas negativas. Conforme relatado por Maia et al. (2016), essa é
uma caracteristica do método REML que apresenta restricdo de ndo negatividade

para as estimativas de componentes de variancia. A ocorréncia de estimativas
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negativas de herdabilidade tem sido reportada por alguns autores, sendo comum de
consideré-las igual a zero. Melo et al. (2016) consideraram como zero estimativas
negativas de h? ao estudarem a distribuicdo radicular em quatro parentais e 12
progénies de feijdo comum, entre plantas das geracoes Fs3 e Fa.

Ajay et al. (2012) obtiveram valores estimados considerados altos em geracfes
de cruzamentos de guandu, que indicam a possibilidade de sucesso com a sele¢ao
em geracbes posteriores. No presente estudo também foram estimadas
herdabilidades acima de 80% para APM e acima de 90% para NVP. Esses resultados
indicam maior probabilidade de sucesso na selecdo precoce para aquelas
caracteristicas com altos valores de herdabilidade no sentido amplo, como observado
para APM, NGV, P100 e NDF (Figura 2), em todas as gera¢cdes avaliadas, tanto de

hﬁ_E(QM)como para h%_ppy;. Esses resultados foram corroborados por estimativas

elevadas de h%, e h%; para as variaveis, NDF, NGV e APM (Figura 3).

As andlises nas diferentes gera¢cdes indicam aumento nos valores das médias
para algumas variaveis, bem como aumentos nos valores dos coeficientes de variagdo
genética. Considerando esse parametro genético, observa-se que a selecao precoce
foi favoravel e que os métodos para estimar as herdabilidades no sentido amplo pelo
método ANOVA e via REML/BLUP foram mais adequados no presente caso. O
método da unidade padrdo possibilitou a obtencdo de valores de herdabilidade
superiores para a maioria das variaveis em relacdo ao método da regressao pai-filho.

Segundo Hallauer et al. (2010), estimar parametros de herdabilidades é
importante para o sucesso de um programa de melhoramento, sendo esperado que
sucessivas autofecundagdes aumentem a variabilidade entre as progénies, com
aumento da variancia aditiva e consequente aumento da herdabilidade. Esse € um
estudo pioneiro que estima herdabilidades em uma populacdo de guandu no
semiarido brasileiro, comparando h? estimadas por diferentes métodos com dois

parametros populacionais, média e coeficiente de variagcdo genético.

CONCLUSAO

Herdabilidades >0,70 foram estimadas para duas variaveis em quatro
geracoes, para duas variaveis em trés geracoes e duas geracdes para duas variaveis,
indicando maior controle genético e facilidade na selecao. Correlagdes >0,99 (p<0,01)
entre as herdabilidades estimadas com os métodos ANOVA x REML, indicando

concordancia. Foi observada auséncia de colinearidade entre médias das variaveis
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com estimativas das h?. Correlacdes de 1,0 (p<0,01) entre herdabilidades x coeficiente
de variacdo genético indicam que esse ultimo pardmetro pode ser usado de forma
indireta, na auséncia de estimativas de h2. Estimativas com base na regressdo ou
correlacdo pai-filno apresentaram alguns valores negativos ou superior a unidade,

indicando limitacdes.
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RESUMO

A interacdo genotipos x ambientes € um dos principais desafios para o
desenvolvimento e recomendacédo de cultivares. O objetivo desse estudo foi estimar
parametros de adaptabilidade e estabilidade para produtividade de graos em 21
linhagens de guandu mais a variedade ‘guandu Petrolina’ (controle) visando a
recomendacédo de cultivares para o semiarido brasileiro. Vinte e dois gendtipos foram
avaliados em oito ambientes, com experimentos conduzidos em cinco ambientes
irrigados e em trés sob regime de sequeiro, usando delineamento em blocos
casualizados, com trés repeticdes. Foi realizada a correcéo da producéo de graos por
covariancia com o stand médio de plantas. Os métodos Eberhart e Russell, AMMI e
GGE biplot com andlise SREG foram usados no presente estudo. O coeficiente de
variagdo para os experimentos foi de 12,41, com dados transformados por raiz
guadrada. Os efeitos de gendétipos, ambientes e a interacdo genotipos x ambientes
foram altamente significativos (p<0,01), e significativos para blocos (p<0,05). A
produtividade média de grdos dos genétipos foi de 1516,31 kg ha*. As linhagens 87,
100 e 158 apresentaram ampla adaptabilidade e boa previsibilidade simultaneamente
pelos trés métodos usados, produtividade média de 1529,67, 1701,10 e 1812,03 kg
ha'l, respectivamente, alcancando em alguns ambientes rendimento de até 2725,35,
2928,13 e 2955,38 kg hal, nessa ordem, sendo indicadas para recomendacdo como
novas cultivares de guandu para o semiarido brasileiro.

Palavras-chave: Cajanus cajan, AMMI, GGE biplot, Eberhart e Russell, Interagéo
GxA, Ensaios multiambientes



83

ADAPTABILITY AND STABILITY PARAMETERS FOR GRAIN PRODUCTION IN
PIGEONPEA LINES IN THE BRAZILIAN SEMIARID REGION

ABSTRACT

The genotypes x environments interaction is one of the main challenges in crop
improvement programs for the development and recommendation of cultivars. The aim
of this study was to estimate adaptability and stability parameters of grain yield in 21
pigeonpea lines plus the 'guandu Petrolina' variety (control) for the selection and
recommendation of cultivars for the semiarid region of northeastern Brazil. Twenty-one
lines were evaluated in eight environments, with experiments conducted in five
irrigated environments and in three under rainfed conditions using a randomized block
design with three replications. Correction of grain yield was performed by covariance
with the average stand of plants. The methods used to study adaptability and stability
were: Eberhart and Russell, AMMI and GGE biplot with SREG analysis. The coefficient
of variation for the experiments was 1.41, with data transformed by square root. The
effects of genotypes, environments and the genotype x environment interaction were
highly significant (p<0.01), and significant for blocks (0,05). The average yield of the
genotypes was 1516.31 kg ha. Line 87, 100 and 158 showed broad adaptability and
good predictability simultaneously by the three methods used, average yield of
1529.67, 1701.10 and 1812.03 kg hal, respectively, reaching in some environments
yields of up 2725.35, 2928.13 and 2955.38 kg ha'%, in that order, being recommended
for recommendation as new pigeonpea cultivars for the Brazilian semiarid region.

Keywords: Cajanus cajan, AMMI, GGE biplot, Eberhart e Russell, GEI interaction,
multi-environment trials
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INTRODUCAO

O guandu (Cajanus cajan (L.) Millspaugh) € uma importante fonte de proteinas
para populagdes de paises de baixa renda (Waldman et al. 2017). Entretanto, a baixa
produtividade do guandu € o principal desafio aos produtores da cultura, o que dificulta
suprir a demanda de graos (Bohra et al. 2020). O desenvolvimento de cultivares de
guandu que elevem o patamar de rendimento é o objetivo de programas de
melhoramento conduzidos por instituicbes de diferentes paises (Mufioz et al. 2017).
O guandu € uma cultura com potencial para diversificacao de sistemas produtivos que
visem a producdo de grdos e forragem, em especial para areas de semiarido
brasileiro. Desenvolver novas cultivares que associem a resiliéncia da cultura
(Varshney et al. 2017) a maior produtividade tem sido um dos objetivos do programa
de melhoramento de guandu da Embrapa Semiéarido (Santos 2020).

A superioridade de novos gendtipos € avaliada em relacdo aos ja cultivados
comercialmente, e comprovada por meio do desempenho de campo, em ensaios de
competicdo, devido a existéncia de resposta diferencial dos genotipos em ambientes
diversificados, fendbmeno conhecido como interacdo genotipos x ambientes (GxA)
(Piepho 1996). A expressao fenotipica pode ndo se repetir, o que dificulta na
recomendacao e selecdo do melhor gendétipo avaliado. Segundo Cruz et al. (2014),
para minimizar os efeitos da interacdo GxA, é ideal a identificacdo de gendtipos com
comportamento previsivel (estabilidade), e que respondam bem as variacbes
ambientais em condicdes especificas e gerais (adaptabilidade).

Diversos métodos sdo amplamente usados para estudar a adaptabilidade e
estabilidade, e sdo classificados de acordo a abordagem estatistica, tais como
baseados em analise de variancia, baseados em regressdo, métodos nao-
paramétricos e andlise multivariada (Bornhofen et al. 2017). Em estudos de
adaptabilidade e estabilidade em gendétipos de guandu, os métodos comumente
usados tém sido os baseados em analise de regressdo, como Eberhart e Russell
(1966) e os multivariados como AMMI (Zobel et al. 1988) e GGE biplot (Yan et al.
2000). Os métodos AMMI e GGE biplot foram usados por Yohane et al. (2021) para
estudar a adaptabilidade e estabilidade de 81 gendtipos de guandu avaliados em trés
ambientes no Malawi, por duas safras, dos quais 0s autores selecionaram cinco para
recomendacdo de cultivares. Reddy et al. (2011), ao avaliarem dez gendtipos de
guandu por trés anos em condi¢cdes de sequeiro, adotaram o método de Eberhart e
Russell (1966) para estudar adaptacédo e previsibilidade dos gendtipos, selecionando

genaotipo com boa estabilidade para producéo de graos, numero de vagens e tamanho



85

de sementes. Kumar et al. (2021) recomendaram dois genétipos entre 28 avaliados
em regime sequeiro em dez locais, com base nas analises AMMI e GGE biplot.

No Brasil inexistem estudos publicados de adaptabilidade e estabilidade
publicados com linhagens de guandu desenvolvidas em programas de melhoramento
locais. Segundo Santos et al. (2000), o guandu € uma espécie com caracteristicas e
potencial para cultivo no semiarido brasileiro, devido a resiliéncia as limitacdes de
fertilidade de solo e estresse hidrico, sendo, contudo, cultivado em pequenas areas,
nos estados da Bahia, Pernambuco e Ceara. O desenvolvimento de cultivares de
guandu com bom desempenho produtivo, ampla adaptabilidade e boa estabilidade,
além de desenvolvimento precoce, pode contribuir para expansao do cultivo de
guandu além das regides produtoras existentes no semiarido brasileiro.

O objetivo do presente estudo foi estimar parametros de adaptabilidade e
estabilidade por trés métodos para produtividade de grdos em 21 linhagens de
guandu, de experimentos conduzidos em cinco ambientes irrigados e trés em
ambiente sob regime de sequeiro, visando a recomendacéo e registro de novas

cultivares dessa leguminosa para o semiarido brasileiro.

MATERIAL E METODOS

Material vegetal e ambientes de avaliagcfes

Vinte e dois gendtipos de guandu foram avaliados, incluindo 21 linhagens
desenvolvidas pelo programa de melhoramento da Embrapa Semiarido e a cultivar
controle ‘guandu Petrolina’, recomendada pela mesma instituicdo. Seis experimentos
foram avaliados em Petrolina, PE e em Juazeiro, BA, nos campos experimentais
Caatinga e Mandacaru, respectivamente, sendo quatro em ambientes irrigados por
gotejamento, com semeio no segundo semestre de 2019 e 2021, e dois sob regime
de sequeiro, com semeio no primeiro semestre de 2020 (Tabela 1). Dois experimentos
foram conduzidos no Campo Experimental de Barbalha, da Embrapa Algod&do em
Barbalha, CE, com semeadura no segundo semestre de 2019, sob condi¢des de
cultivo irrigado, e, sob regime de sequeiro com semeadura no primeiro semestre de
2021 (Tabela 1).

Os experimentos foram instalados em parcelas com duas linhas de plantio, com
dimenséo de 2,4 m x 2,5 m, espagamento entre linhas de 1,2 m, e entre plantas de
0,5 m, com duas plantas por cova, em delineamento de blocos ao acaso, com trés
repeticbes. Durante a conducao dos experimentos foram realizados tratos culturais,

guando necessarios, sem aplicacéo de fertilizantes em todos os ambientes.
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Varidveis mensuradas e analises de variancias para producdo de graos

A colheita foi realizada manualmente apds observada maturacdo em pelo
menos 50% de vagens, apresentando coloracdo amarronzada, tipica de vagens
maduras. A contagem dos dias para maturacao foi feita a partir da data do semeio. A
altura das plantas na maturacéo foi realizada com medi¢do da base da planta até o
término do caule principal. As vagens foram beneficiadas com pesagem das sementes
por parcela. O rendimento de grdos (kg ha™') por parcela em cada experimento foi
ajustado pelo método da covariancia, considerando o stand de plantas médio das
parcelas de cada experimento, conforme procedimento estatistico descrito por
Vencovsky e Barriga (1992), usando rotina desenvolvida para o procedimento PROC
GLM do programa SAS.

Inicialmente, foi realizada uma andlise de variancia individual, seguindo-se da
andlise conjunta, com verificagdo da homogeneidade das variancias residuais dos
experimentos (QMR), considerando-se a razdo entre 0 maior e menor QMR. Na
presenca da heterocedasticidade, os dados foram transformados por raiz quadrada
(/x). Para a andlise conjunta, os efeitos dos genotipos foram considerados fixos e os
relacionados ao ambiente foram considerados aleatérios. Todas essas analises foram
realizadas usando o software SAS (SAS 2015), pelo procedimento PROC GLM e a

opcao Lsmeans.

Analise de adaptabilidade e estabilidade

As andlises de adaptabilidade e estabilidade foram realizadas pelos seguintes
métodos: 1) modelo regressdo de Eberhart e Russell (1966), 2) AMMI (modelo de
efeitos principais aditivos e de interagdo multiplicativa (Zobel et al. (1988); e 3) GGE
biplot (genotype and genotype-environment interaction), Yan et al. (2000), por meio
do modelo de sitios de regressdo ou SREG (regression sites) conforme modelo de
Burguefio et al. (2003).

Os estimadores do modelo de Eberhart e Russell (1966) sdo dados por:
Yij = Boi + Buil; + 615 + &5
onde B,; = média geral do gendtipo i (i=1,2, ..., 9); B1; = resposta linear do genaotipo i
a variacao ambiental; I; = indice ambiental (j = 1,2, ..., e); §;; = desvio da regressao;

&;j= erro experimental médio.
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Os parametros sdo determinados de acordo com coeficiente de regressao:
B1i=1 0 genotipo apresenta ampla adaptabilidade, £;; > 1 o gendtipo apresenta
adaptabilidade a ambientes favoraveis, e f;; <1 adaptabilidade a ambientes
desfavoraveis. A menor variancia dos desvios da regressao, 6;; = 0, define o genétipo
como estavel. Essa andlise foi efetuada usando o software estatistico Genes (Cruz
2013).

O modelo adotado para o método AMMI (Zobel et al. 1988) foi:

YVj=n+g+ta+ Z:ﬂ% YikQjk + pij + &;j

onde Y;; € a resposta média do genotipo i (i =1, 2, ..., gendtipos G) no ambiente j (j =
1, 2, ..., ambientes E); u € a média dos tratamentos; gi € o efeito fixo do genotipo i; aj
€ o efeito fixo do ambiente j; 1, é o k-ésimo valor singular (escalar) da matriz de
interacdo original (denotada por GE); y;, € 0 elemento correspondente ao i-€simo
genotipo, no k-ésimo vetor singular de cada coluna da matriz GE; aj, € o elemento

correspondente ao j-ésimo ambiente na k-ésima linha de vetor singular da matriz GE;

pij € o residuo associado ao termo GE;; da interagdo classica do genoétipo i com o
ambiente j; ¢; € o erro experimental. A analise AMMI foi realizada com o software

SAS (2015), com os PROC GLM e PRO IML.

Na representacdo grafica gerada AMMIL1, o eixo das abcissas representa 0s
efeitos principais, ou seja, referentes as médias de gendtipos e de ambientes, e as
ordenadas expressam 0s escores de gendtipos e ambientes referentes ao primeiro
componente da interacéo, IPCAL. Os gendtipos e ambientes com escores mais baixos
sd0 0S mais estaveis, por apresentarem menor contribuicdo para a interacdo. Ja a
adaptabilidade é avaliada pela observacdo dos escores para cada par de genétipos e
ambientes: gendtipos e ambientes com escores de mesmo sinal tendem a interagir
positivamente, aspecto indicativo a ser aproveitado na selecdo; enquanto pares de
genotipos e ambientes com sinais opostos devem interagir negativamente, ou seja,
indica combinacao desfavoravel de genotipo e ambiente (Duarte e Vencovsky 1999).
Por meio das representagfes geradas obtém-se o grafico da média x IPCA1 (AMMI1)
que indicam a contribuicdo de cada genétipo e ambiente para a interacdo; e um
segundo grafico no qual sdo consideradas apenas os efeitos da interacao, IPCAL x
IPCA2 (AMMI2). Nesse caso, 0s genotipos e ambientes mais estaveis sdo aqueles

situados mais préximos a origem para o eixo IPCA2 (Duarte e Vencovsky 1999).
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Para as analises via método GGE biplot, os SREG’s ou sitios de regressao
foram estimados usando o programa SAS (2015) seguindo os procedimentos de
Vargas-Hernandez e Crossa (2000) conforme modificagdo de Burguefio et al. (2003).

Vj=p+6+ Z;IM Vi + &ij

onde, 17ij € a resposta média do gendtipo i-ésimo (i=1, 2, ..., genotipos G) no ambiente
j-ésimo (j = 1, 2, ..., ambientes E); p € a média geral dos tratamentos; §; € o efeito do
local j; A (44 =1, =+ > A;) é 0 k-ésimo valor singular (escalar) do componente

multiplicativo ordenado que permite a imposicao de restricdes de ortonormalidade nos
vetores singulares para os genotipos, a;x=(ax, Az, -, Agx ) € locais, vjx=(V1k,+-» Yek):
de modo que Y;af =Y;vhi =1e Yiaway =XV Vi =0 para k # k'; ay e yjx
para k = 1,2,3, ... sdo denominados de efeitos primario, secundario, terciario, etc. de
gendtipos e ambientes, respectivamente; e ¢;; € 0 erro experimental.

A interpretacdo da representacdo grafica do modelo GGE biplot € semelhante
a do modelo AMMI: gendtipos e ambientes situados proximo as origens do eixo IPCA2,
sao os mais estaveis (Yan et. 2000). A diferenca entre os métodos esta na etapa inicial
da analise, pois 0 modelo GGE biplot analisa diretamente o efeito de gendtipo mais o
efeito da interacdo GxA, enquanto que a analise AMMI separa G da interacdo GxA,
para na etapa final da andlise junta-los novamente para formacéo dos graficos biplot
(Yan et al. 2007).

RESULTADOS

Gendtipos (G), ambientes (A) e a interagdo GxA foram altamente significativos
pelo teste F (p<0,01) e significativos para blocos (p<0,05) na andlise de variancia
conjunta para os dados de produtividade (Tabela 2). A produtividade média dos
genotipos foi de 1516,31 kg hat, variando de 277,76 kg ha™t no ambiente de sequeiro,
em Mandacaru, a 2586,18 kg ha* no ambiente irrigado, no CEC Petrolina (Tabela 1).
O coeficiente de variacdo para os experimentos foi de 12,41%, com dados
transformados por raiz quadrada. A maior produtividade média foi observada no
gendtipo 106 com 1915,87 kg ha, enquanto a menor produtividade ocorreu no
tratamento controle, guandu Petrolina, 1015,65 kg ha* (Tabela 2).

A transformagdo por raiz quadrada foi eficiente para eliminar a
heterocedasticidade, reduzindo a razéo entre 0 maior e 0 menor quadrado médio do

residuo (QMR) de 17,71 da analise com os dados originais para 6,14 na analise com
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dados transformados (Tabela 1). As variancias sdo consideradas homogéneas
quando a razéo for inferior a 7,0 (Pimentel-Gomes e Garcia 2002).

A altura média das plantas foi de 141,31 cm, variando de 96,11 cm na linhagem
126, a 175,40 cm na linhagem 45 (Tabela 2). As linhagens 126 e 130 apresentaram
estatura inferior a 100 cm; os gendtipos 159, 90, 184 e ‘guandu Petrolina’
apresentaram alturas medias inferiores a 130 cm; doze linhagens: 110, 129, 96, 106,
179, 87, 162, 102, 182, 183, 158 e 100, apresentaram altura de até 160 cm; e as
linhagens 181, 190, 186 e 45 com alturas superiores a 166 cm. A média de dias para
primeira colheita foi 128 dias, treze linhagens apresentaram maturacao inferior a esse
valor, variando de 118 dias na linhagem 129 a 127 dias na linhagem 87. Entre as mais
tardias, as linhagens 159, 186, 179, ‘guandu Petrolina’, 45, 181, 182 e 190
apresentaram valores superiores a média geral, com variacdo entre 129 e 151 dias

para maturacao de ao menos 50% das vagens.

Método Eberhart e Russel

Os coeficientes de regressdo de 15 gendtipos foram estatisticamente iguais
a 1, indicando ampla adaptabilidade (Tabela 2). Para estabilidade, cinco dos genétipos
avaliados foram classificados com alta previsibilidade, com valores de o2 néo
significativos (Tabela 2). Quatro gendétipos foram classificados concomitantemente
com ampla adaptabilidade e boa estabilidade: 130, 87, 90, 184 (Tabela 2), dos quais
87 e 90 também foram classificados com produtividade superior a média geral dos
experimentos, 1516,31 kg ha. As linhagens 100 e 158 apesar do o024 significativo,
apresentaram R? aproximadamente = 90% (Tabela 2), e esse é um parametro auxiliar,
relacionado a boa estabilidade produtiva nos ambientes testados.

Os gendtipos 181 e 179 foram classificados como adaptados a ambientes
favoraveis, B1>1, com imprevisibilidade no comportamento, o%s# 0 (Tabela 2). Os
parametros dos gendtipos 162, 110, 96, 126 e 159 indicam serem adaptaveis a
ambientes desfavoraveis, Bi1<1, e imprevisibilidade nos ambientes testados, o2i# 0,
exceto 0 126. Os gendtipos 183, 190, 106, 186, 100, 129, 182, 158, 102, 45 e ‘guandu
Petrolina' apresentam imprevisibilidade nos ambientes testados, o24i# 0, apesar de

ampla adaptabilidade, B1i=1.

Método AMMI

Na anélise AMMI, as contribuicbes dos dois primeiros eixos principais, IPCA1

e IPCA2 foram significativas (p<0,05) (Tabela 3). Os padrdes associados a interacédo
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explicados pelos eixos relativos a IPCA1 e IPCA2 corresponderam a 32,47% e
26,99%, com contribuicdo acumulada de 59,46% da interacdo GxA (Tabela 3).

O ambiente Mandacaru 3 foi 0 que menos contribuiu para a interacdo GxA,
seguido dos ambientes Mandacaru 2 e Caatinga 1 (Figura 1). Os genétipos que menos
contribuiram para a interacéo foram 87, 183, 126 e 186, os dois ultimos com média de
produtividade inferior a 1500 kg ha?, com destaque para os genétipos 183 e 87, com
oitava e décima maior média, 1589,89 e 1529,67 kg ha!, respectivamente (Tabela 2).

No segundo grafico AMMI (Figura 2), considerando apenas os efeitos da
interacdo, a representacdo IPCAL x IPCA2 reteve 59,46% da soma de quadrados,
confirmando as estabilidades dos gendtipos 186 e 87, com destaque para 0 primeiro.
Também foi confirmada a boa previsibilidade para o ambiente Mandacaru 3, seguido
pelos ambientes Mandacaru 2 e agora, Caatinga 2.

Entre os dez gendtipos mais produtivos (Tabela 2), 102, 100, 158, 182 e 87
foram os mais estaveis nessa andlise (Figura 2). Com melhor rendimento, o genoétipo
181 tem adaptabilidade ao ambiente Caatinga 3, e 106, com segundo melhor
desempenho produtivo, apresentou melhor adaptabilidade aos ambientes Barbalha 1
e Mandacaru 1. O gendtipo 190 apresentou adaptabilidade aos ambientes Caatinga 2
e Caatinga 3, assim como 0s escores do genoétipo 159 indicam adaptabilidade aos
ambientes Mandacaru 2 e 3, e a Barbalha 2.

Os gendtipos que mais contribuiram para interagdo foram 45, 190, ‘guandu
Petrolina’, 102 e 129 (Figura 1) e consequentemente, 0s menos estaveis segundo o
método AMMI (Figura 2). Em relacdo aos ambientes, 0s que mais contribuiram para
a interagcdo foram o primeiro ensaio conduzido em Mandacaru, 0s dois ensaios

conduzidos e Barbalha, seguido do primeiro conduzido em Barbalha (Figura 1 e 2).

Analise GGE biplot

Os componentes foram altamente significativos para o0s seis primeiros eixos,
ICPAL, ICPA2, ICPAS, ICPA4, ICPAS5 e ICPA6 pelo teste Gollob (p<0,01) (Tabela 3).
Os dez gendtipos com estabilidade superior, segundo a analise GGE biplot, foram
102, 110, 100, 130, 186, 158, 87, 182, 184 e 159. Considerando os ambientes, os
ensaios conduzidos nos ambientes Mandacaru 1 e 2 foram 0s mais estaveis, seguido
de Barbalha 2 e Caatinga 2 (Figura 3).

Os gendtipos que mais contribuiram para a interacdo GxA pela anélise GGE
biplot foram 181, 96, 45, 190, 183 e ‘guandu Petrolina’ (Figura 3), portanto, com

previsibilidade inferior. Para os ambientes, os maiores vetores calculados, que
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indicam menor estabilidade, foram observados para o primeiro e terceiros ensaios
conduzidos na Caatinga, seguidos dos primeiros ensaios conduzidos em Barbalha e
Mandacaru (Figura 3). Semelhante ao método AMMI, entre as dez linhagens mais
produtivas 102, 100, 158, 87 e 182 apresentaram boa estabilidade, das quais as duas
primeiras foram de superior previsibilidade, mas com desempenho produtivo inferior

as linhagens 158 e 182.

Comparacédo de parametros e selecéo de linhagens pelos os trés métodos

As linhagens 158, 100, 87, 90 foram selecionadas pelo método de Eberhart
e Russell por apresentarem ampla adaptabilidade, B1i=1, boa previsibilidade, o%ii= 0
ou R? elevado = 90% e produtividades elevadas, 1812,03, 1701,05, 1529,67 e 1522,89
kg hal, respectivamente, incluidas entre as mais produtivas nos ambientes avaliados
(Tabela 4).

Pelo método AMMI as linhagens 102, 100, 158, 182 e 87 foram as de melhor
desempenho, associando menor contribuicdo para interagcdo GxA, alta previsibilidade
e elevada produtividade (Tabela 4).

Na analise do GGE biplot as linhagens com melhor desempenho simultaneo
para produtividade e alta previsibilidade foram 102, 100, 158, 87 e 182 (Figura 3 e
Tabela 4). Os gendtipos 158 e 182, embora com produtividades elevadas,
apresentaram estabilidade inferior as linhagens 102 e 100 com melhor desempenho
para esse parametro (Figura 3).

Os gendtipos 87, 100 e 158 foram classificados com desempenho adequado
guanto aos parametros de adaptabilidade e estabilidade avaliados nos trés métodos
usados, Eberhart e Russel, AMMI e GGE biplot, além de ciclo com 127 e 124 dias

para as duas ultimas linhagens, inferiores & média geral (Tabela 4).

DISCUSSAO

A interacdo gendtipos x ambientes € um fendbmeno que se constitui como um
dos principais complicadores, tanto para a fase de sele¢cdo quanto para a
recomendacdo de cultivares, sendo os estudos de adaptabilidade e estabilidade
alternativas para mitigar ou fazer proveito dos efeitos da interagdo (Cruz et al. 2014).
Essa etapa é importante principalmente para o melhoramento de caracteristicas
guantitativas e complexas como producéo de graos, em especial para o guandu. Com
potencial negligenciado e pouco explorado no Brasil em a¢bes de melhoramento, o

guandu é uma cultura com relevante importancia em diversos paises em
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desenvolvimento, para o suprimento da necessidade proteica de popula¢des de baixa
renda (Yohane et al. 2020). A expansao das areas de producdo do guandu nos ultimos
anos tem sido superior a ocorrida para soja, feijdo-caupi e amendoim em alguns
paises (Gumma et al. 2019).

Embora ja tenham ocorridos avangos com programas de melhoramento ja bem
estabelecidos (Saxena et al. 2013), a baixa produtividade é um dos principais desafios
no melhoramento genético do guandu. No Brasil, até 0 momento, inexistem estudos
de adaptabilidade e estabilidade publicados com linhagens de guandu desenvolvidas
para as condicfes de semiarido. No presente estudo sdo relatadas linhagens com
bom desempenho produtivo, e parametros de adaptabilidade e estabilidade
adequados, com real possibilidade para serem selecionadas e recomendadas aos
produtores. Esse estudo pioneiro, pode contribuir diretamente para expansdo do
cultivo de guandu no Brasil, tradicionalmente feito por pequenos produtores em areas
de transi¢do do semiérido para areas mais Umidas, como no agreste nordestino (Costa
e Santos 2021).

Em estudos publicados com adaptabilidade e estabilidade em guandu, os
métodos mais usados sdo os de Eberhart e Russell (1996) e AMMI (Zobel et al. 1988),
e mais recentemente observa-se crescimento no uso do método GGE biplot (Yan et
al. 2000). Na classificacéo realizada por Flores et al. (1998) o método de Eberhart e
Russell € agrupado entre aqueles em que a abordagem estatistica associa bem o
desempenho genotipico aos parametros de estabilidade e adaptabilidade, mas tem
baixa correlacdo com a produtividade. De forma que genoétipos com melhor
desempenho quanto aos parametros adotados por esse método, nem sempre seréo
agueles com melhor performance produtiva. Ainda segundo essa classificacdo, os
métodos AMMI e GGE biplot sdo agrupados entre agueles onde os parametros de
estabilidade e produtividade sdo considerados, simultaneamente, para reduzir o efeito
da interacao gendtipos x ambientes.

Segundo Scapim et al. (2000), apesar do amplo uso do método Eberhart e
Russell, essa € uma abordagem que possui algumas limitagdes, como o fato de que
a meédia de todas as cultivares em cada ambiente ser tomada como uma medida do
indice ambiental e ser usada como uma variavel independente na regressdo. Nao
havendo, pois, independéncia entre as variaveis, principalmente quando se trabalha
com um numero de cultivares pequeno, inferiores a 15. Outra limitacdo apontada por
esses autores esta na variagdo das estimativas do coeficiente de regressao, que é

geralmente pequena e dificulta a classificagdo do gendtipo para estabilidade e
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adaptabilidade. Com isso, essa analise € mais confiavel para analisar estudos que
envolvam poucos ambientes com baixo ou alto desempenho, posto que o ajuste do
genodtipo pode ser amplamente determinado por seu desempenho em alguns
ambientes extremos, levando a geracao de resultados enganosos (Fasahat et al.
2015).

Para Rezende et al. (2020), hd complementariedade quanto ao uso dos
métodos Eberhart e Russell e AMMI, uma vez que o primeiro método avalia a
responsividade de cada gendétipo as melhorias no ambiente, e nas estimativas AMMI
€ dada a contribuicdo do gendtipo para a interacdo GxA sem ruido (Silva e Duarte
2006), pois os autovalores iniciais do componente PCA do modelo AMMI capturam
seletivamente o padréo de interagcéo (Gauch e Zobel 1998).

Pelo método de Eberhart e Russell, 18% dos genoétipos avaliados foram
classificados com ampla adaptabilidade e com boa previsibilidade simultaneamente,
com duas linhagens, 87 e 90, apresentando rendimento médio superior a média geral,
1516,31 kg ha?! (Tabela 2). As linhagens 158 e 100 com terceira e sexta maior
produtividade apresentaram boa adaptabilidade, mas 024 significativo e coeficiente de
determinacdo que podem ser considerados matematicamente superiores a 90%. De
acordo com Cruz et al. (2012) essas linhagens ndo devem ser descartadas como
sendo de baixa estabilidade, pois R? pode ser usado para inferéncia adicional na
estabilidade de gendtipos, que quando de magnitude = 90%, mesmo com OZi
significativo, indica boa estabilidade. Dessas quatro linhagens, 158, 87 e 100 foram
classificadas entre as dez mais produtivas. Por esse método, a concordancia entre
bom desempenho produtivo e estabilidade foi baixa, mas foi alta para adaptabilidade,
umavez que, entre as 12 linhagens com desempenho produtivo acima da média, nove
apresentaram ampla adaptacédo aos ambientes (Tabela 2). Reddy et al. (2011) usando
esse meétodo, reportaram a ocorréncia de gendtipos de guandu com ampla
adaptabilidade e boa estabilidade entre aqueles mais produtivos, diferindo dos
resultados obtidos no presente estudo.

Pelo método AMMI as linhagens selecionadas e que apresentaram melhor
desempenho foram 102, 100, 158, 182 e 87. Ainda segundo o método AMMI, as
linhagens com baixa previsibilidade foram 45, 190, ‘guandu Petrolina’, 102 e 129.

No método GGE biplot das linhagens com produtividade superior a média geral,
102, 100, 158, 87 e 182 foram classificadas entre os com estabilidade superior,
mesmos genotipos classificados pelo método AMMI diferindo apenas para a

classificacéo de 87, aqui com estabilidade superior a 182. Os demais tratamentos com
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boa previsibilidade foram as linhagens 110, 130, 186, 184 e 159, mas com
produtividade inferior & média geral. As sele¢Bes de linhagens usando os métodos
AMMI e GGE biplot foram convergentes com a realizada segundo o método Eberhart
e Russell para 87, 100 e 158. (Tabela 4). Por considerar os efeitos principais dos
genaotipos juntamente com o efeito da interacdo GxA, a analise SREG € considerada
superior ao método AMMI que os estima como efeitos aditivos (Yan 2000). A anélise
SREG incorpora o efeito de gendtipo e tende a ser na maioria dos casos, altamente
correlacionada com os escores do primeiro componente principal, permitindo
avaliacao grafica do efeito do gendtipo (Yan 2001).

As linhagens 126 e 130 apresentaram as menores alturas meédias, <100 cm,
em relacdo as demais avaliadas, no entanto, a produtividade inferior a média geral
das linhagens e parametros de estabilidade e/ou adaptabilidade, estimados pelos trés
métodos, limitam a sua recomendacdo ampla. Para Santos el. (2000), altura da planta
reduzida é desejavel em guandu granifero pois facilita a colheita, principalmente a
semimecanizada.

As linhagens selecionadas nos trés métodos séo resultantes de cruzamentos
realizados no programa de melhoramento de guandu da Embrapa Semiarido (Tabela
1), com a definicdo dos parentais baseada na precocidade, tamanho reduzido,
produtividade elevada, maior nUmero de graos por vagem e maior tamanho de gréao
(Santos et al. 2000). Nos cruzamentos foram usados parentais de diferentes origens,
entre acessos coletados em expedicdes realizadas na regido nordeste do Brasil e de
acessos introduzidos de diferentes paises, como india. Os acessos de origem indiana
apresentam como caracteristicas principais a precocidade e o porte reduzido e
tamanho de gréos reduzido, enquanto os acessos brasileiros apresentam graos e
vagens de maior tamanho maior, com plantas de porte maior (Santos et al. 2000,
2020).

As linhagens 87, 100 e 158 apresentaram rendimento de gréos elevado,
superior a média geral dos experimentos, 1504,41 kg ha, boa estabilidade e ampla
adaptabilidade nos ambientes avaliados, nas andlises com os métodos de Eberhart e
Russell (Tabela 2), AMMI (Figuras 1 e 2) e GGE biplot (Figura 3). Essas linhagens
apresentaram média de 1529,67 kg ha, 1701,05 kg ha' e 1812,03 kg ha, com
produtividades de até 2725,35, 2928,13 e 2955,38 kg ha, respectivamente, em
alguns ambientes (Tabela 4). Sédo linhagens que apresentam ainda ciclo inferior a
média (Tabela 4), denotando precocidade, caracteristica de interesse aos produtores

de area de sequeiro, devido aos curtos periodos chuvosos, com potencial para
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avaliacdes em macroparcelas, visando a sua recomendacéo para cultivo de guandu

na regido semiarida brasileira.

CONCLUSAO

Interacdo gendtipos x ambientes significativa foi observada para produtividade
em 21 linhagens de guandu mais a variedade controle ‘guandu Petrolina’ avaliadas
em oito ambientes do Semiarido do Nordeste Brasileiro.

As linhagens 87, 100 e 158 apresentaram ampla adaptabilidade e boa
previsibilidade pelos métodos de Eberhart e Russell, AMMI e GGE biplot, além de
produtividade acima da média geral nos varios ambientes estudados, sendo indicadas

para lancamento como nova cultivar de guandu para o semiarido brasileiro.
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Tabela 1. Municipios, datas de semeio, altitude, latitude, longitude, produtividade média de graos (Y)), graus de liberdade do residuo

(GLR), coeficientes de variacdo (CV) e quadrado médio do residuo QMpg, em experimentos conduzidos nos locais Campo

Experimental de Barbalha, CE (CEB); Campo Experimental da Caatinga (CEC), Petrolina, PE; e Campo Experimental de Mandacaru

(CEM), Juazeiro, BA.

) o ) Altitude _ ) _ Coeficiente de variagdo QMg
Ambientes Municipios Semeio Latitude (S) Longitude (W) Y; GLr
(m) Original Transformado* Original Transformado*

1 CEB 17/10/2019 402 orelr 39016 1648,54 38 18,79 9,79 97423,04 15,28
2 CEB 07/02/2020 388 ore1r 39016 1804,17 37 19,48 10,32 122131,64 18,55
3 CEC 09/10/2019 376 09°04' 40019 953,77 33 35,73 19,84 115560,41 34,47
4 CEC 07/02/2020 376 09004 40°19' 720,47 36 17,49 8,88 15898,42 5,61
5 CEC 28/10/2021 376 09°04' 40019 2586,18 36 20,91 10,90 281545,39 29,43
6 CEM 03/10/2019 379 09023 40024 2096,69 36 19,90 9,72 175871,02 19,14
7 CEM 11/02/2020 379 09023 40024’ 277,76 31 75,96 34,42 42844,08 28,70
8 CEM 11/11/2021 379 09023 40024 2042,93 36 19,76 9,60 165296,51 18,73
Média 1516,31

* Raiz quadrada.
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Tabela 2. Parentais e estimativas de parametros de estabilidade e adaptabilidade para
produtividade (kg ha') e ANOVA conjunta para 21 linhagens de guandu mais a
variedade controle ‘guandu Petrolina’, avaliados em oito ambientes, trés em condi¢des

de sequeiro e cinco irrigados, usando o método Eberhart e Russell (1966).

Tratamento Parentais Média Bui O%di R2 DPC ALP
183 ICPL900053 x Anagé 1589,89 0,93\S 14,65 86,43 124 149,78
162 ICPL89027 x D3 Type 1609,07 0,81" 8,46 87,04 122 147,33
190 UW 10 x D3 Type 1516,72 0,88Ns 82,8 57,43 151 169,39
130 ICPL89027 x UW 10 1412,59 1,02NS  2.26NS 94,71 122 99,27
110 ICPL90045 x UW 10 1218,17 0,81" 27,54" 75,00 122 134,39
181 ICPL900053 x Anagé 1915,87 1,56 67,14 83,83 138 166,53
106 ICPL90045 x UW 10 1871,07 1,11Ns  17,67" 88,84 126 142,39
186 ICPL900053 x Anagé 1455,46 1,00NS  24,81™ 83,31 132 171,87
100 ICPL90045 x ICPL89027 1701,05 1,05Ns 8,94 91,63 124 152,74
179 ICPL900053 x Anagé 1520,95 1,21° 18,26" 90,11 132 145,22
96 ICPL90045 x ICPL89027 1728,30 0,82 37,72 70,32 126 140,00
87 ICPL90053 x D2 Type 1529,67 1,15NS  -3,62NS 98,41 127 146,76
126 ICPL89027 x UW 10 1334,53 0,77% 5,06NS 88,48 122 96,11
129 ICPL89027 x UW 10 1094,60 0,92NS 45,86 71,47 118 135,39
159 ICPL89027 x D3 Type 1352,09 0,81 26,84 75,31 131 109,28
90 ICPL90053 x D3 Type 1522,89 1,15NS  -0,47NS 96,96 129 119,94
182 ICPL900053 x Anagé 1714,64 0,94Ns  28,61™ 79,54 139 149,17
184 ICPL900053 x Anagé 1463,94 0,97NS  3,53NS 9341 122 129,42
158 ICPL89027 x D3 Type 1812,03 1,14NS  17,05™ 89,46 124 151,11
102 ICPL90045 x ICPL89027 1583,21 1,15Ns  24,14™ 87,07 124 147,55
45 ICPL89020 x D3 Type 1396,54 0,97NS 113,8" 55,05 133 175,40
‘Guandu Petrolina’ UW 10 1015,65 0,85\S 70,43" 59,33 132 129,83
Média 1516,31 128 141,31
CV (%) 12,41

QM Bloco 156,16

QM Gendtipos (G) 182,32"

QM Ambientes (A) 7436,22"

QM GxA 91,51

QM Residuo 21,03

* ** e NS: significativo a 5%, 1% e nao-significativo, respectivamente, pelo teste F;
DPC: numero de dias para primeira colheita (dias); ALP: Altura de planta (cm); CV:
coeficiente de variacdo; QM: quadrado médio.
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Tabela 3. Estabilidade e adaptabilidade segundo método AMMI e resultado do teste
Gollob para a anédlise SREG (GGE biplot), com as proporc¢des da taxa de interacédo
para cada eixo principal para 21 genoétipos de guandu e a variedade controle ‘guandu

Petrolina’, avaliados em oito ambientes, trés de regime sequeiro e cinco sob condigdes

irrigadas.

AMMI Autovz?llores

%Explicada %Acumulada GL QM

IPCAL 32,47 32,47 27,00 65,54"
IPCA2 26,99 59,46 25,00 58,84
IPCA3 18,47 77,93 23,00 43,79NS
IPCA4 13,17 91,1 21,00 34,17NS
IPCA5 4,59 95,69 19,00 13,17 NS
IPCA6 3,06 98,75 17,00 9,81Ns
IPCA7 1,25 100 15,00 4,53 NS
GGE biplot

IPCAL 39,17 39,17 27,00 301,55™
IPCA2 21,28 60,45 25,00 176,97
IPCA3 16,90 77,35 23,00 152,75"
IPCA4 11,26 88,61 21,00 111,41™
IPCA5 4,93 93,54 19,00 53,92"
IPCA6 3,52 97,05 17,00 43,00”
IPCA7 2,23 99,28 15,00 30,90NS
IPCA8 0,72 100,00 13,00 11,48NS

*% *

, e NS significativo a 1%, 5% e ndo significativo, respectivamente, de acordo com
teste F
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Tabela 4. Parametros de estabilidade e adaptabilidade, produtividade, dias para colheita (DPC) e altura (cm) de linhagens
selecionadas entre 21 de guandu avaliadas em oito ambientes de acordo com os métodos de Eberhart e Russell (E&R), AMMI e
GGE biplot.

Linhagens Produtividade (kg ha?) Eberhart e Russell AMMI GGE biplot DPC ALP (cm)
Média Maior Menor B o IPCA1 IPCA2 IPCAl1 IPCA2 (dias)
158 1812,03® 295538 ®) 239,96 10 114NS() 17,05"©® 15306 (031©® 2136 .04© 1240 151,11@N
Eberharte 100 1701,05©® 2928,13 ™ 39539 ® 1,05N6G) 894°™ (08910 .023@W 11209 012® 1240 1527409
Russell 87 1529,67 10 272535 1) 186,92 14 1 15NS14) 3 62N5@) 009 @  -0,49® 0,22@) 0497 127 13 146,76 12
90 1522,89 1) 2708,75 (12 137,96 18 1 15NS(12) 0 47N® 053G 0,94 @) 04119 0,86 @) 127 13 146,76 12
158 1812,03® 295538 ®) 239,96 10 114NS() 17,05"©® 15306 (031©® 2136 .04© 1240 151,11@N
182 1714,64© 2670,71 @9 306,1 @  0,94N®) 2861716 12614 0487 174® -0,56® 139 @) 149,17 19
AMMI 100 1701,05©® 2928,13 ™ 39539 ® 105NG) 894°™ (08910 .023@W 11209 012® 1240 1527409
102 1583,21 @ 2946,33® 116,29 19 1 15NS(3) 24147112 16619 -0,19® 1,07 @ -0,04® 1247 1475504
87 1529,67 19 272535 (D 186,92 149 1 15N 3 62NS4) 009 @  -049® 022CY 0,497 127 (3 146,76 12
158 1812,03® 295538 ® 239,96 10 114NS() 17,05"©® 15316 (031©® 2136 .04® 1240 151,11@N
182 1714,64© 2670,71 @9 306,1 @  0,94N5®) 2861716 126149 0487 174® -0,56® 139 @) 149,17 @9
GGE biplot 100 1701,05©® 2928,13 ™ 39539 ® 105N6G) 894°™ (08910 .023@W 11209 012® 1240 1527409
102 1583,21 @ 2946,33 ©® 116,29 19 115N 24,1412 16619 -019® 1,07 .0,04® 124D 14755 @4
87 1529,67 19 272535 (D 186,92 149 1 15N .3 62NS4) 009 @  -049® 022C@Y 0,497 12713 146,76 12
Controle 'F‘;’gtfglci’#a, 1015,7 1015,65 @2 2559,98 17 116,72 (19 0,85¥ 15 70,43" () .2 58 29 -1 21 4 3,76 W 132 19 129 834
Média geral 1516,31  2848,13 255,08 128 141,31

() Ordem de classificacéo das linhagens para cada parametro avaliado.
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Figura 1. Biplot AMMI utilizando as médias correspondente da representacédo dos 21
gendtipos de guandu mais a variedade guandu Petrolina avaliados em oito ambientes
para produtividade Tratamentos: 1= 183, 2= 162, 3= 190, 4= 130, 5= 110, 6= 181, 7=
106, 8= 186, 9= 100, 10= 179, 11= 96, 12= 87, 13= 126, 14= 129, 15= 159, 16= 90,
17= 182, 18= 184, 19= 158, 20= 102, 21= 45 e 22= guandu Petrolina. Ambientes
testados: Barbalhl e Barbalh2 (Barbalha, CE); Caatingl, Caating2, Caating3
(Petrolina, PE); e Mandacal, Mandaca2 e Mandaca3 (Juazeiro, BA).
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Figura 2. Biplot AMMI com os dois primeiros componentes principais correspondente
a representacdo dos 21 gendétipos de guandu mais a variedade guandu Petrolina,
avaliados em oito ambientes para produtividade Tratamentos: 1= 183, 2= 162, 3= 190,
4= 130, 5= 110, 6= 181, 7= 106, 8= 186, 9= 100, 10= 179, 11= 96, 12= 87, 13= 126,
14=129, 15=159, 16=90, 17= 182, 18= 184, 19= 158, 20= 102, 21= 45 e 22= ‘guandu
Petrolina’. Ambientes testados: Barbalh1 e Barbalh2 (Barbalha, CE); Caating1,
Caating2, Caating3 (Petrolina, PE); e Mandacal, Mandaca2 e Mandaca3 (Juazeiro,
BA).
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Figura 3. GGE biplot correspondente a representacdo dos 21 gendtipos mais a
variedade guandu Petrolina avaliados em oito ambientes relativos a produtividade (kg
ha') em guandu. Tratamentos: 1= 183, 2= 162, 3= 190, 4= 130, 5= 110, 6= 181, 7=
106, 8= 186, 9= 100, 10= 179, 11= 96, 12= 87, 13= 126, 14= 129, 15= 159, 16= 90,
17= 182, 18= 184, 19= 158, 20= 102, 21= 45 e 22= ‘guandu Petrolina’. Ambientes
testados: Barbalhl e Barbalh2 (Barbalha, CE); Caatingl, Caating2, Caating3

(Petrolina, PE); e Mandacal, Mandaca2 e Mandaca3 (Juazeiro, BA).
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CONSIDERACOES FINAIS

Esse estudo é uma relevante contribuicdo para o programa de melhoramento
de guandu da Embrapa Semiarido e talvez, para o melhoramento da cultura no Brasil.
Foram importantes etapas conduzidas, como realizacéo de hibrida¢des, conducéo de
populacdes segregantes, selecdo de individuos promissores e estimativas de
pardmetros genéticos, de diversidade, adaptabilidade e estabilidade que d&o
consistente base para proximas etapas do programa. Como desafio, o guandu
apresenta taxa de cruzamento elevado, apesar de sua estrutura floral favorecer a
autofecundacéo, necessitando de cuidados na conducdo de populacdes, como a
prote¢c&o com tecidos-n&o-tecidos (TNT), tornando ainda mais desafiante o avanco de
geracdes e producdo de sementes genéticas.

No segundo capitulo, esse trabalho possibilitou um estudo pioneiro e
compreensivo da diversidade genética de acessos do germoplasma de guandu,
acessos de origem indiana, caribenha e brasileira, que incluem os acessos coletados
no nordeste do Brasil. Nessa regido, pequenos produtores tém feito o cultivo
tradicional com contribuicdes para incremento em caracteristicas de interesse na
cultura como tamanho de vagem e gréo, e porte de planta. Como ac¢des futuras ainda
necessarias para uma avaliagcdo ainda mais abrangente da diversidade molecular,
requer-se a realizacdo de caracterizagdo com uso de um maior numero de
marcadores e para isso, é essencial o uso de plataformas de genotipagem
automatizadas.

No terceiro capitulo, esse estudo traz uma abordagem sobre a herdabilidade,
parametro genético importante para o melhoramento de plantas. Dentre as
abordagens usadas, observou-se que as estimativas via método ANOVA e modelos
mistos por REML/BLUP apresentaram resultados semelhantes, e foram superiores
aos métodos com base na regressao e correlacao pai-filho.

No quarto capitulo, com as estimativas de pardmetros de adaptabilidade e
estabilidade em linhagens de guandu desenvolvidas para o semiarido do nordeste
brasileiro, algo ainda inédito para o melhoramento de guandu local, foi possivel
selecionar linhagens com real potencial para recomendacao e registro de cultivares
da espécie. Como proximos passos, Sd0 necessarios a realizacdo de ensaios com
macro parcelas em areas de produtores para essas linhagens selecionadas, e ensaios
de distinguibilidade, homogeneidade e estabilidade (DHE) para registro. Além disso,
é interessante a condugdo de novos ensaios de competicdo em mais locais de

diferentes regides do pais para uma provavel recomendacdo mais ampla das



107

linhagens, e avaliacdo do desempenho produtivo das mesmas. Das linhagens
avaliadas, a 96 e a 130 merecem destaque, pois a altura reduzida é uma caracteristica
de interesse para producdo de guandu granifero em larga escala com cultivo
mecanizado, com maior densidade de plantas/ha, que podem elevar a produtividade

dessas linhagens de baixo porte.
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Anexo 2. ANOVA individual para 21 linhagens de guandu mais a variedade controle ‘guandu Petrolina’, avaliados em oito ambientes,

trés em condicdes de sequeiro e cinco irrigados, avaliados no Capitulo IV.

Genoétipo Barbglha-CE . Petrollina-PE ' . Juazgiro-BA . .
Ensaio 1 Ensaio 2 Ensaio 1 Ensaio 2 Ensaio 3 Ensaio 1 Ensaio 2 Ensaio 3
106 2813.402 1747 .55 abcde 978.06 abe 741.7923 2937.463¢ 3019.102 439.882 2309.87 2
182 2541.022b 2415.98ab 1272.44 abe 769.5ab 2162.72b¢  2670.712 306.12 1606.312
158 2478.81 abe 1945.99 abcde 1514.672b 611.223b 2962.193c  2780.992 239.962 1969.192
181 2073.26 abcd 2296.47 abe 295.87 be 905.352b 5177.554 2572.78 3 145992 1838.392
a0 1940.43 abcd 1584.62 abcde 714.43bc 786.07 2 2708.753abc 2275 00 ab 137.962 2035.87 2
87 1923.25 abcd 1946.57 abcde 756.78 abe 538.73ab 2725.353ab¢  1983.44 abc 186.922 2217.94 %2
102 1814.14 abcde 1269.12 bede 083.02 abe 748.193b 2178.09bc  2946.332 116.292 2608.85 2
179 1810.58 abcde 1931.99 abcde 611.54bc 777.393 2646.193¢ 2887.502 100.722 1381.95%@
100 1777.83 abcde 1735.12 abcde 965.56 abc 706.26 2 2417.61 bc 3005.322 395.392 2691.682
96 1760.21 abcde 1983.95 abcd 2354.644 705.05 @ 2473.26°¢  2460.79 395.492 1838.892
162 1707.62 abcde 1891.28 abcde 1280.25 abe 726.9ab 1923.68¢  2650.792 481.392 2150.01 2
183 1685.79 abcde 1953.28 abcde 1729.813ab 711.473 2729.1623*¢ 1869.33 abcd 232.262 1858.332
184 1636.99 abcde 1362.78 bede 726.91 abe 776.0123 2652.553ab¢  2306.76 @ 272.022 1872.9772
190 1622.33 abcdef 2883.784 159.08 be 1141.842 2324.89bc 1224 .62abcde 429262 2361.992
186 1620.55 abcdef 1063.54 de 1255.30 abe 641.2123b 3306.343  1694.86abcde 239962 1969.44 2
110 1503.90 bedef 806.05¢ 552.72bc 562.96 2P 1647.06°¢  2001.72 abe 390.152 2220.21°2
126 1387.20 cdef 1141.63 cde 1065.54 abe 721.5623 2023.68P¢  1683.26acde  307.882 2284.852
129 1126.08 def 2279.42 abcd 719.95 be 50250b 1476.46°¢ 796.75¢ 73.62 1749.38 2
130 1100.79 def 1700.3 abcde 820.17 abe 697.253b 2855.58ab¢  2015.83 abc 231572 1821.342
159 885.94 ¢f 2226.35 abcd 717.66bc 657.32ab 1763.58bc  1716.38abcde 437212 2412.292
guandu Petrolina’ 526.27f 1109.184d 142.58¢ 699.76 3 2559.98bc  881.14 % 354.16 2 1900.012
45 495.72°F 2429.63ab 1405.24 abc 732.722 3305.943  966.04 cde 131.982 1775.012

Médias seguidas pela mesma letra na coluna néo diferem significativamente entre si pelo teste de Bonferroni, a 5% de probabilidade.
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ABSTRACT. The pigeonpea is an important grain legume in various
regions of the world. Tt is a pulse that is cultivated mainly by small
farmers in semi-arid tropical regions for various purposes, including food
security, livestock feed, and agroforestry systems. We examined the
genetic diversity and structure of 73 pigeonpea accessions from 10
origins, including regions of Brazil, Central America, and India. Allelic
diversity and polymorphism, molecular analysis of variance (AMOVA),
Bayesian analysis (Structure) and a dendrogram were estimated based on
data concerning 11 microsatellite loci. AMOVA revealed wide genetic
differentiation among the pigeonpea populations, with Fgr ranging from
0.22 to 0.25. Expected heterozygosity in the accessions was greater than
the observed heterozygosity in eight of the 11 loci, with the observed
heterozygosity ranging from 0.06 to 0.55. Polymorphic information
content ranged from 0.13 to 0.67 among the 11 loci. Genetic similarity
among pigeonpea accessions ranged from 0.26 to 0.93, indicating
considerable variability among them, with the formation of three groups,
one of which included all Brazilian accessions. Two groups were formed
in the Structure analysis, indicating reduced allele sharing between the
populations of Northeast Brazil and other populations. This information
highlights the importance of incorporating germplasm from the Brazilian
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Northeast into pigeonpea breeding programs in Brazil, to increase the
variability in germplasm collections.

Key words: Bayesian analysis; Brazil Northeast; Cajanus cajan;
Dendrogram; Pulses; Redgram

INTRODUCTION

Pigeonpeas (Cajanus cajan), like other pulses in the Fabaceae family, are important
sources of protein, especially for the poorest populations with restricted access to animal protein.
In addition to the archaeological evidence (Fuller and Harvey, 2006), molecular studies, such as
Saxena et al. (2014), confirm that pigeonpea is a species of Indian origin. This crop is the sixth
pulse in terms of worldwide importance, with a production of 6.81 Mt in 2017 (FAOSTAT,
2020).

Pigeonpea is a crop that is resilient to environmental limitations and climate change,
being grown mainly in semiarid regions (Varshney et al., 2017). It has the ability to absorb
phosphorus from soils poor in this nutrient (Ae et al., 1990). In Brazil, the pigeonpea is used for
grain production, especially in areas of transition from the semiarid to more humid areas (the
northeastern agreste). It has been an alternative to help meet the growing demand for forage
production. (Santos et al., 1999).

Despite the agronomic potential of this crop, the pigeonpea is underexploited in plant
breeding in Brazil, and the available cultivars are result of line selection within populations
(Godoy et al., 2013) or the introduction of germplasm from other countries (Santos et al., 1999).
Germplasm collections of this legume are rare; the main one in Brazil includes almost 400
accessions available at Embrapa Semiarido in Petrolina, Pernambuco.

Estimates of genetic diversity parameters in germplasm collections are important for
breeding programs. Microsatellites are essential tools for genetic studies due to multiallelism,
abundance and codominance (Sharma et al., 2018). Polymorphic pigeonpea microsatellites have
been widely reported (Odeny et al., 2009; Saxena et al., 2010; Bohra et al., 2011; Sarika et al.,
2013). Zavinon et al. (2020) studied genetic diversity and population structure in 77 Benin
landraces, using 30 loci. Sharma et al. (2018) used 33 loci to assess genetic diversity among a set
of Indian accessions of male sterile, maintainer and germplasm lines. In Brazil, Sousa et al.
(2011) estimated the diversity in 77 accessions of pigeonpea adapted to the south-southeast
region, using 43 loci. However, a compressive study of pigeonpea Brazilian germplasm is still
lacking.

We examined genetic diversity and structure in 73 accessions of pigeonpea from 10
origins/regions, including eight from Brazil, using microsatellite loci, to help guide programs of
genetic resources and improvement of this pulse.

MATERIAL AND METHODS
Plant materials and DNA extraction

Seventy-three pigeonpea accessions from 10 different regions were evaluated; these
included seven regions of northeast Brazil and one from the southeast region of Brazil, one from
India and the other from the FAO office in Central America (Caribbean), these being Abaira, BA
(six accessions), Anagé, BA (seven accessions), India (nine accessions), Jacobina e Saude, BA
(nine accessions), Mairi, BA (six accessions), Moreilandia and Exu, PE (eight accessions),
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Seabra, BA (five accessions), Triunfo, PE (seven accessions), Sdo Carlos, SP (nine accessions)
and Central America (seven accessions).

Northeast Brazilian accessions are the result of germplasm collections carried out in the
northeast, while the southeast accessions are from Embrapa Pecuéria Sudeste, Sao Carlos, SP.
Indian accessions are from the International Crops Research Institute for the Semi-Arid Tropics
(ICRISAT). All accessions are preserved in the pigeonpea Embrapa Semiarido Germplasm
collection.

Leaf samples from young plants were collected from all accessions and stored at -80°C.
DNA extraction was performed according to the Doyle and Doyle (1990) protocol, with some
minor modifications: centrifugations at 10,000 rpm, 2% beta mercaptoethanol concentration, and
sample incubation time for 30 minutes at 60°C. After re-suspending the final pellet in TE buffer
(10 mM Tris pH 8.0, 1 mM EDTA), the DNA solution was treated with RNAse to remove co-
isolated RNAs. DNA quantification and integrity were verified on 0.8% agarose gel, followed
by genomic DNA dilution to 40 ng mL™".

PCR and microsatellite amplification

Microsatellite loci developed by Bohra et al. (2011) were used for accession
genotyping. Initial screening was carried out with a set of 42 loci on five C. cajan accessions.
According to the quality of the amplification, a polymorphic locus was chosen for each
pigeonpea linkage group (n = 11) (Table 1), according to a consensus genetic map (Bohra et al.,
2012). Polymerase chain reactions (PCRs) for loci amplifications were performed for the final
reaction volume of 12 pl, containing 1x of the PCR buffer (Ludwig Biotec, Brazil), 2 mM
MgCl, (Ludwig Biotec, Brazil), 0.2 mM dNTPs, 5 ng uL" DNA, 0.2 uM of each primer, and 0.1
U of Taqg DNA polymerase.

DNA fragments were amplified with a touchdown PCR program (Biometra, model-T1
Thermoblok): initial denaturation for 5 minutes at 95°C, followed by five cycles of denaturation
for 20 seconds at 94°C, annealing for 20 seconds at a temperature according to locus (Table 1)
(annealing temperature for each cycle was reduced by 1°C per cycle), and an extension for 30
seconds at 72°C. Subsequently, 30 cycles of denaturation at 94°C for 20 seconds followed by
annealing for 20 seconds at a temperature according to Table 1 and an extension for 30 seconds
at 72°C, and 15 minutes of final extension at 72°C. PCR amplification products were resolved in
6% denatured polyacrylamide gel electrophoresis on a 60-well sandwich-type glass plate. Gels
were stained with a silver nitrate protocol, according to Creste et al. (2001).

Molecular data analysis

Only microsatellite loci that presented consistent amplification and polymorphism, with
bands easy to view and interpret, were selected. Genotypic data for each accession were
subjected to analysis to estimate parameters of genetic diversity: major allele frequency (MAF),
number of genotypes (NG), total number of alleles (NA), number of private alleles (NPA),
expected heterozygosity (Hg), observed heterozygosity (Hp) and polymorphism information
content (PIC), using the software PowerMarker (Liu and Muse, 2005) and the Excel macro
GenAlEx (Peakall and Smouse, 2006).

Microsatellite loci data were coded for presence (1) or absence (0) to estimate genetic
relationships between pigeonpea accessions, with a dendrogram constructed by the UPGMA
method (unweighted pair group method with arithmetic mean), based on the similarity
coefficient Jaccard. The adjustment of the dendrogram was evaluated by the cophenetic
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correlation, that is, the correlation between the real distance and the distances represented
graphically, in the NTSY Spc software (Rohlf, 2000).

Analysis of molecular variance (AMOV A), without regional data structure, and with the
decomposition of the total genetic variation between populations, between individuals and
within individuals, using the mean squares, was performed using the Excel macro GenAlEx
(Peakall and Smouse, 2006), with the 'Codom-Allelic' option to estimate Fgr. The significance of
the Fgr and number of migrants (Nm) estimates were obtained by the randomization method,
with 9999 permutations.

Allelic structure of each accession of a population was evaluated using the Bayesian
clustering method with the Structure software (Pritchard et al., 2009). Bayesian analysis was
performed with a burn-in of 50,000 iterations and 500,000 simulations of the Markov Chain
Monte Carlo (MCMC) method. A continuous series of K was tested, from 1 to 10, in 10 runs.
Prior knowledge data on the origin of the population was introduced, subdividing accesses into
ten initial groups, according to the origin sites. The determination of the most likely value of K
was performed using the ad hoc AK statistics, which are based on the rate of change of the
logarithmic probability of the data about the number of groups inferred by Structure (Evanno et
al., 2005). After defining the K, the genetic structure was inferred through a new execution in
the same software, this time using a burn-in period of 100,000 and an execution length of
1,000,000 repetitions of MCMC with the same model mentioned above. For the graphical
presentation of Structure results, Clumpak server was used (Kopelman et al., 2015).

RESULTS
Genetic diversity and UPGMA analysis
At least one microsatellite locus was identified in the 11 pigeonpea linkage groups

(Table 1), among the 42 loci initially evaluated. Forty alleles (NA) were revealed by the 11 loci
in the 73 accessions of C. cajan (Table 1), with an average of 3.64 alleles per locus.

Table 1. Linkage group (LG), annealing temperature (Ta) and genetic parameter estimates® in 73
pigeonpea accessions, based on 11 microsatellite loci.

Loci LG Ta (°C) MFA NG NA NPA NE Ho Hg PIC
CcM2485 1 60 0.76 9 4 0 1.49 0.16 0.21 0.37
CcM492 2 59 0.40 12 6 0 2.29 0.45 0.52 0.65
CcM1791 3 64 0.60 3 2 0 1.72 0.41 0.41 0.36
CcM1962 4 59 0.39 12 6 6 2.24 0.25 0.50 0.67
CcM810 5 59 0.44 6 3 0 1.95 0.25 0.45 0.55
CcM2542 6 59 0.45 8 4 4 1.99 0.55 0.46 0.53
CcM402 7 64 0.92 3 2 0 1.14 0.06 0.08 0.13
CcM2911 8 60 0.69 3 2 0 1.34 0.19 0.24 0.33
CcM126 9 61 0.54 11 5 0 1.92 0.28 0.40 0.58
CcM1573 10 64 0.49 5 3 1 1.71 0.50 0.40 0.40
CcM2735 11 59 0.48 6 3 0 1.65 0.45 0.36 0.48
Total 78 40 11

Mean 0.56 7.09 3.64 1 1.77 0.32 0.37 0.46

*MAF = major allele frequency; NG = number of genotypes; NA = total number of alleles; NE = Number of Effective Alleles; NAP =
number of private alleles; Hg = expected heterozygosity; Ho = observed heterozygosity; PIC = polymorphism information content.

The major allele frequency (MAF) ranged from 0.39 (CcM1962) to 0.92 (CcM402),
with a locus average of 0.56. The number of genotypes (NG) was 78 with an average of 7.09 per
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locus, with the smallest NG in the CcM402, CcM1791 and CcM2911 loci and 12 the highest
number in the CcM492 and CcM1962 loci. The content of polymorphic information (PIC)
ranged from 0.13 (CcM402) to 0.67 (CcM1962) among the 11 loci, with 0.46 average (Table 1).

Expected accession heterozygosity (Hg) was greater than the observed heterozygosity
(Hop) in eight of the 11 loci. Hq values ranged from 0.06 (CcM402) to 0.55 (CcM2542), with an
average of 0.32 between the loci. For Hg values, the variation was from 0.08 (CcM402) to 0.52
(CcM492), with a 0.37 average (Table 1). Three loci (CcM1573, CcM1962 and CcM2542)
contained one or more of the private alleles (NPA) (Table 1). All private alleles were identified
in accessions of Indian origin. Six accessions harbored one private alleles (ICPL 88018, ICPL
90044, ICPL 90050, ICPL 90052) or two private alleles (ICPL 90046 and ICP 2582).

Genetic similarity among the accessions of the 10 pigeonpea populations ranged
from 0.26 to 0.93, indicating high variability among them (Figure 1).

Moreilandia18

Exu2e
 Moreilandia19
'Bxu2s
Moreilandia23
SaudeS5

L
L — 1
L | Triunfod
Triunfo07
Abaira21

I T T T T T T T T T T
0.26 0.43 0.59 0.76 0.93

Coefficient

Figure 1. UPGMA dendrogram of the Jaccard similarity coefficient among 73 pigeonpea accessions, from 10
regions/origins, assessed with 11 microsatellite loci. Cophenetic correlation=0.82. India (ICPL 88018, ICPL
90044, ICPL 90046, ICPL 90050, ICPL 90052, ICP 6, ICP 2582, ICP 7182 and ICP 7623); Anagé, BA
(Anagel0, Anagell, Anagel2, Anagel3, Anagel4, Anagel5, Anagel6); Abaira, BA (Abaira20, Abaira2l,
Abaira22, Abaira23, Abaira24, Abaira25), Seabra, BA (Seabra30, Seabra31, Seabra33, Seabra34 and Seabra35);
Jacobina, BA (Jacobina50, Jacobina5S1, Jacobina52, Jacobina53, Jacobina54, JacobinaS5, Jacobina56, Jacobina57
and Saude55); Mairi, BA (MairiOl, Mairi02, Mairi03, Mairi04, Mairi05 and Mairi06); Triunfo, PE (TriunfoOl,
Triunfo02, Triunfo05, Triunfo07, Triunfo08, Triunfo09 and Triunfol0); Moreilandia, PE (Moreilandial8,
Moreilandial9, Moreilandia20, Moreilandia2 1, Moreilandia23, Moreilandia24, Exu25 and Exu26); Sao Carlos,
SP (GO08, G12, G15, G22, G25, G27, G30, G40 and G61) and; Central America (FAO03, FAO08, UW10,
FAO25, UWS103, UWS107 and UWS127).
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At the cut-off point of 0.30, it is possible to observe the formation of three groups: one
group with all Brazilian accessions, the second group with accessions UW10 (Central America)
and ICPL 88018 (India) and the third group with accessions of Indian origin (Figure 1). The
greatest similarities (0.93) were observed between the Jacobina51 and Jacobina56 accessions
and between the Morelandial9 and Exu25 accessions (Figure 1). The lowest similarity
coefficients were observed with seven accessions of Indian origin (Figure 1). The cophenetic
correlation of 0.82 indicates a moderate adjustment between the actual distance and the
graphical distances.

Genetic structure by AMOVA and Bayesian inferences

Analysis of molecular variance (AMOV A) revealed wide genetic differentiation among
the 10 pigeonpea populations, Fgr = 0.25 (Table 2). In the eight Brazilian populations, Fsr was
0.23 and after reducing to the seven populations sampled in northeastern Brazil, Fsr was 0.22
(Table 2), also indicating moderate to high genetic differentiation (Wrigth, 1978). The number
of migrants (Nm) was close to 0.80 in the three situations, being slightly lower among
accessions in Northeast of Brazil (Table 2). All population Fgr values were significant,
indicating moderate to high differentiation between pigeonpea population pairs (Table 3).

Table 2. Analysis of molecular variance (AMOVA) in 73 pigeonpea accessions assessed with 11
microsatellite loci.

Source of variation DF MS Estl‘mated Total variance (%) Fst . L. P-value Nm
Variance Statistic

Among Pops 9 14.11 0.78 25 0.25 <0.001 0.73
Among Indiv 63 2.82 0.54 18

Within Indiv 73 1.74 1.74 57

Total 145 3.06 100

Among Pops BR 7 11.36  0.63 23 0.23 <0.001 0.84
Among Indiv BR 49 2.40 0.28 10

Within Indiv BR 57 1.84 1.84 67

Total 113 2.75 100

Among Pops NE 6 10.15 0.57 22 0.22 <0.001 0.88
Among Indiv NE 41 2.30 0.28 11

Within Indiv NE 48 1.75 1.75 67

Total 95 2.60 100

p-value based on 9999 permutations. DF=Degrees of freedom. MS=Mean square. Nm=Number of migrants. BR=Brazil. NE= Northeast
Brazil.

Table 3. Genetic differentiation (Fgr) in pairs between 10 pigeonpea populations assessed with 11
microsatellite loci.

Origin Anagé Abaira Seabra Jacobina Mairi  Triunfo Moreilandia  Sdo Carlos  Central America
India 0.20%* 0.13%* 0.28** 0.34%*  0.22%*% 0.31** 0.34%* 0.22%* 0.20%*
Anagé, BA 0.08*  0.30%* 0.32%%  0.22%* (0.23%% (.25%* 0.18** 0.29%*
Abaira, BA 0.17** 0.18**  0.07* 0.06*  0.17** 0.12%* 0.25%*
Seabra, BA 0.12* 0.29%*  0.29%*  0.26** 0.32%* 0.40%*
Jacobina, BA 0.27%%  0.27**  0.30** 0.29%* 0.35%*
Mairi, BA 0.22%*  (.32%* 0.12%* 0.33**
Triunfo, PE 0.09* 0.26** 0.41%*
Moreilandia, PE 0.35%* 0.41%*
Sao Carlos, SP 0.15%*

Significance of Fgr based on 999 permutations, **P<0.01 and *P<0.05
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Bayesian clustering method identified the highest value for K=2 (Figure 2), indicating
that pigeonpea germplasm were divided into a group with accessions with long adaptation in
Brazil and another group with accessions from Central America and Indian accessions. The
genetic structure indicates the sharing of alleles among accessions in Sdo Carlos, SP, Central
America and India, and the absence of allele sharing in accessions collected in northeastern
Brazil, with some exceptions in Mairi, BA, Anagé, BA and Abaira, BA (Figure 3).

DeltaK = mean(|L"(K)|) / sd(L(K))

2 3 4 5 3 7 8 9
K

Figure 2. Estimation of the optimum number of clusters (K) of pigeonpea accessions in the STRUCTURE
according to AK criterion of Evanno et al. (2005).

& ) & & & & & & & &
& ‘g?w ;3” a}"? f & & ﬁép 0§ §
$ £ &

Figure 3. Genetic structure of 73 pigeonpea accessions based on Bayesian analysis, considering K=2. Each line
represents a pigeonpea accession. Each color represents the probable lineage of the set from which the accession
or partial accession was derived. Analysis performed with 11 microsatellite loci, Structure 2.3.4.

DISCUSSION

Pigeonpea is grown in some Brazilian regions, which reflects the reduced number of
accessions preserved in germplasm collection, available almost exclusively from Embrapa
Semidrido, Petrolina, PE, and Embrapa Pecuaria Sudeste, Sao Carlos, SP. This pioneering study
considers the broadest evaluation of accessions from Northeast Brazil, sampled in regions where
f this pulse is widely cultivatedwidespread, comparing its genetic structure with germplasm from
two important regions of the world of pigeonpea cultivation: India and Central America.

UPGMA analysis showed high genetic similarity, ranging from 0.26 to 0.93,
corroborating the estimates by Manju et al. (2017), which ranged from 0.45 to 0.93 in 40 Indian
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accessions. Minor genetic similarity was reported by Sharma et al. (2018), ranging from 0.2 to
0.32 in 96 Indian accessions and by Songok et al. (2010), ranging from 0.1 to 0.45 in 88
accessions of Indian and East African origin. The UPGMA analysis of the present study suggests
the crossing of accessions of the three different identified groups, with emphasis on the crossings
of accessions of Indian origin with Brazilian accessions. The main characteristics of accessions
of Indian origin are precocity and small plant size, while Brazilian accessions present larger
grains and pods, and adaptation to Brazilian environmental conditions.

Eleven loci identified in our study can be used for genetic structure estimates, as they
presented a PIC greater than 0.33, except CcM402 in linkage group seven, which should be
replaced by another locus of higher PIC. As discussed by Hamilton (2009), with the application
of unlinked loci or on different chromosomes associated with the allelic frequency, it is possible
to identify unique homozygous plants or cultivar among billions, making these estimates
extremely valuable in plant breeding and even in commercial disputes. Sharma et al. (2018)
analyzed pigeonpea accessions with 44 microsatellite loci distributed in the 11 linkage groups,
of which only CcM402 is common to the loci evaluated in the present study, indicating the need
for standardization of loci for population studies in the species.

The average number of alleles/locus in the present study, 3.64, was higher than the 1.7
average reported by Petchiammal et al. (2015), and below the average of 5.4 reported by Sousa
et al. (2011). Observed heterozygosity (0.32) was lower than expected (0.37), typical of species
that have a high frequency of self-fertilization. Sousa et al. (2011) also reported heterozygote
deficiency in studies with pigeonpea germplasm. Loci PIC values ranged from 0.13 to 0.67,
most loci used, except CcM402, were classified, according to Botstein et al. (1980), as medium
to highly informative (Table 2), and are recommended for studies of population genetic diversity
in pigeonpea. According to Serrote et al. (2020) the higher the PIC, the greater the
polymorphism detection capacity of a locus.

Proportion of rare alleles observed in the present study was lower than in other studies.
Songok et al. (2010) report the existence of 39% of alleles classified as rare in pigeonpea.
According to Dwivedi et al. (2017) this class of alleles, with a frequency of less than 5%, despite
being less likely to control agronomic traits of interest, persist even with natural or human
selection and are potential alleles in natural populations for some less common characteristics in
domesticated plants.

Fsr ranged from 0.22 to 0.25 in the pigeonpea populations, considering all populations
indicates high genetic differentiation between the populations analyzed. It is suggested
additional sampling in other Brazilian regions, especially in others Brazilian Northeast regions to
increase the variability of pigeonpea collections. Low to moderate differentiation among
pigeonpea populations has been reported by Kumari et al. (2014) (Fsr=0.17), by Zavinon et al.
(2020) (Fsr=0.12), while Saxena et al. (2014) reported high differentiation among populations
from different regions (Fs1=0.36), corroborating with the present study.

Number of migrants (Nm) estimated in the present study was low, around 0.8 in all
three situations, 1) among all 10 populations, 2) among eight Brazilian populations and 3)
among seven the northeastern Brazil populations, indicating limited gene flow among them.
Zavinon et al. (2020) estimated an Nm of 17.0 with microsatellite loci and 1.6 with single
nucleotide polymorphisms (SNP) loci. According to Wang (2004), a general rule, widely
accepted by the conservation scientists, is that one migrant per generation in a population is the
appropriate level of gene flow.

Formation of only two groups in the Bayesian analysis indicates the sharing of alleles
among accessions of Sdo Carlos, SP (Southeast Brazil), Central America and India, (blue color,
Figure 3), while the accessions sampled in the Brazilian Northeast presented limited alleles
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sharing (orange color, Figure 3), with some exceptions in the region of Mairi, Abaira and Anagé.
Regions of Jacobina, Seabra, Triunfo and Moreilandia have a unique profile, with little sharing
with Indian accessions. India is the center of origin of the pigeonpea (Fuller and Harvey, 2006)
and the results of the present study are unexpected, suggesting further investigations are required
to assess the origin and evolution of germplasm in these regions of Northeast Brazil. Pigeonpea
germplasm of northeastern Brazil has a long-term adaptation to tropical and semi-arid
conditions, with selections made by growers mainly for semi-arboreal plant size, greater 100
seed weight, greater pod length and forage production, making it important to use this
germplasm in pigeonpea improvement, at least in Brazilian conditions (Santos et al., 1999).

Pigeonpea genetic population structures showed moderate to high differentiation,
limited gene flow and restricted allele sharing among populations from Northeast Brazil with
populations from India, Sdo Paulo, SP, and Central America. Variability of the germplasm
collection can be increased with new samples and collections of pigeonpea populations in other
regions of Northeast Brazil.
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