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CARACTERIZA(;AO MORFOAGRONOMICA, NUTRICIONAL E SELECAO
PARA RESISTENCIA A Fusarium oxysporum f. sp. lentis (GENE Fw) EM
GERMOPLASMA DE LENTILHA.

RESUMO GERAL

A lentilha (Lens culinaris Medik; familia Fabaceae) € uma leguminosa importante no
cenario agricola mundial, estando entre as principais culturas do grupo “pulses”. A
lentilha é uma importante fonte alimentar, rica em proteinas, carboidratos,
micronutrientes e vitaminas. No Brasil, a lentilha € muito apreciada por uma parte da
populagédo na forma de sopas, saladas, brotos, petiscos e na mistura com arroz e pao. O
consumo interno de lentilhas é suprido por importacdes, com valores anuais da ordem de
US$ 13,3 milhGes. O mercado interno tende a se expandir devido & demanda por lentilhas
e outras leguminosas de grdos secos por paises emergentes como a india. Além disso, a
constante associagdo das lentilhas com uma serie de atributos de alta qualidade alimentar
pode contribuir para a expansao interna do consumo. A regido do Brasil Central apresenta
excelentes condicdes para o cultivo de leguminosas, inclusive lentilhas. No entanto,
poucos e consistentes estudos de melhoramento genético da espécie foram realizados no
Brasil. Assim, para impulsionar as pesquisas com esta cultura, o presente trabalho teve
como objetivo avaliar as caracteristicas morfoagronémicas e nutricionais, bem como a
resisténcia a doencas em 48 acessos de lentilhas do International Center for Agricultural
Research in Dry Areas e na cultivar comercial ‘Silvina’ a partir de experimentos
realizados na Embrapa Hortalicas no Distrito Federal. A caracterizagdo dos aspectos
morfoagrondmicos foi estudada em experimentos de campo, em delineamento de blocos
casualizados, com duas repeticbes em 2017 e trés repeticbes em 2018, ambas com 200
plantas por parcela. Foram utilizados 21 descritores morfoagronémicos (nove qualitativos
e 12 quantitativos) que evidenciaram a existéncia de variabilidade genética entre 0s
gendtipos estudados. A composicdo centesimal e mineral também foi estudada de acordo
com a Association of Official Analytical Chemists em experimento realizado no
laboratdrio de nutricdo de solos e plantas e no laboratério de ciéncia e tecnologia de
alimentos. Variages foram observadas para os teores de proteina (20,79-34,68%),
carboidratos (7,33-8,19 g / 100 g), gordura (0,04-1,99 g / 100 g), umidade (6,66-12,24%)
e cinzas (0,97-1,11%), sendo o teor de gordura 0 componente com maiores variagoes
entre 0s acessos. Para minerais, houve variacdes (mg / 100 g) para P (298,66-575), K
(655,04-1068,37), Mg (83,09-99,76), S (135,90-231,56), Ca (50,53-119,03), Zn (4,51-
7,59), Fe (3,26-10,79), Mn (1,44-3,76), B (0,34-1,90), Mo (0,19-0,67) e Cu (0,17-0,82),
com B e Mn sendo os micronutrientes mais varidveis entre os acessos de lentilha.
Resisténcia ao fungo Fusarium oxysporum f. sp. lentis em experimento realizado no
laboratério de melhoramento genético. Para tanto, os marcadores moleculares RAPD
OPK-15900 € 0 microssatelite SSR 59-2 ligados ao locus Fw foram utilizados em ensaios
de PCR. A resisténcia ou suscetibilidade foi corroborada pela visualizagdo dos amplicons
de DNA correspondentes em um gel de agarose. Vinte e trés acessos de lentilha
apresentaram padrdes eletroforéticos que os caracterizam como resistentes; 13 linhagens
endogamicas e a cultivar ‘Silvina’ exibiram padrdes eletroforéticos associados a
suscetibilidade. Portanto, foi possivel identificar no presente trabalho genitores potenciais
para serem usados em programas de melhoramento genético de lentilhas para condi¢des
brasileiras, incluindo fontes de resisténcia preemptiva a F. oxysporum f. sp. lentis

Palavras-chave: Lens culinaris Medik., descritores morfoagrondémicos, potencial
agrondmico, teores nutricionais, resisténcia genética, Fusarium oxysporum f. sp. lentis



MORPHOAGRONOMIC, NUTRITIONAL CHARACTERIZATION AND
SELECTION FOR RESISTANCE TO Fusarium oxysporum f. sp. lentis (GENE Fw)
IN LENTIL GERMPLAM.

GENERAL ABSTRACT

The lentil (Lens culinaris Medik.; Fabaceae family) is a major legume in the world
agricultural scenario, being among the main pulse crops. Lentil is an important food
source, rich in proteins, carbohydrates, micronutrients and vitamins. In Brazil, lentils are
highly appreciated in the form of soups, salads, sprouts, snacks and mixed with rice and
bread. The internal consumption of lentils is supplied by imports, with annual values in
the order of US$ 13.3 million. The domestic market tends to expand due to the demand
for lentils and other dry grain legumes by emerging countries such as India. In addition,
the constant association of lentils with a series of high food quality attributes can
contribute to the internal expansion in consumption. The Central Brazil region presents
excellent conditions for the cultivation of pulses, including lentils. However, few and
consistent studies of genetic improvement of the species have been carried out in Brazil.
Thus, to boost research with this crop, the present work aimed to evaluate
morphoagronomic and nutritional characteristics, as well as disease resistance in 48 lentil
strains from the International Center for Agricultural Research in Dry Areas and in the
commercial cultivar “Silvina’ from experiments carried out at Embrapa Hortaligas in the
Federal District. The characterization of morphoagronomic aspects was studied in field
experiments, in a randomized block design, with two replications in 2017 and three
replications in 2018, both with 200 plants per plot. Twenty-one morphoagronomic
descriptors were used (nine qualitative and 12 quantitative) which showed the existence
of genetic variability among the studied genotypes. The proximate and mineral
composition was also studied according to the Association of Official Analytical
Chemists in an experiment conducted in the soil and plant nutrition laboratory and in the
food science and technology laboratory. Variations were observed for protein contents
(20.79-34.68 %), carbohydrates (7.33-8.19 ¢g/100 g), fat (0.04-1.99 g/100 g), moisture
(6.66-12.24 %) and ash (0.97-1.11 %), with the fat content being the component with
greatest variations among accessions. For minerals, there were variations (mg/100 g) for
P (298.66-575), K (655.04-1068.37), Mg (83.09-99.76), S (135.90-231.56), Ca (50.53—
119.03), Zn (4.51-7.59), Fe (3.26-10.79), Mn (1.44-3.76), Bo (0.34-1.90), Mo (0.19-
0.67) and Cu (0.17-0.82), with B and Mn being the most variable micronutrients among
the lentil accessions. Resistance to the fungus Fusarium oxysporum f. sp. lentis in an
experiment carried out in the genetic improvement laboratory. For this purpose, the
molecular markers RAPD OPK-15¢00 and the microsatellite SSR 59-2 in linkage with the
Fw locus were used in PCR assays. Resistance or susceptibility was corroborated by
visualization of the corresponding DNA amplicons on an agarose gel. Twenty-three lentil
accessions displayed electrophoretic patterns that characterize them as resistant; 13 inbred
lines and the cultivar ‘Silvina’ displayed electrophoretic patterns associated with
susceptibility. Therefore, it was possible to identify in the present work potential breeding
parents to be used in lentil genetic improvement programs for Brazilian conditions,
including preemptive resistance sources to F. oxysporum f. sp. lentis

Keywords: Lens culinaris Medik., morpho-agronomic descriptors, agronomic potential,
nutritional contents, genetic resistance, Fusarium oxysporum f. sp. lentis
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1 INTRODUCAO GERAL

Evidéncias recentes mostram que a lentilha (Lens culinaris Medik.) pode
contribuir no enfrentamento dos desafios globais, com destaque para a agricultura
sustentavel e o alcance na seguranca alimentar, minimizando problemas de deficiéncia de
minerais, da fome e de doengas crbnicas ndo-transmissiveis (RAWAL et al., 2019;
FARIS; TAKRURI; ISSA, 2013).

Devido aos beneficios simbidticos da fixacdo do nitrogénio atmosférico
(RASHEED et al., 2020), a lentilha e outras leguminosas tém sido comumente usadas
para diversificar o sistema de cultivo de oleaginosas, constituindo em uma alternativa de
rotacdo ou sucessdo aos cereais (VIEIRA; LIMA, 2016). As sementes da lentilha
apresentam elevado teor nutricional, cozimento rapido (~10 minutos) (THAVARAJAH
et al.,, 2016) e podem ser consumidas na forma inteira, descascadas e divididas
(NOSWORTHY et al., 2017). Cascas secas, folhas e caules podem ser usados como
alimentos para o gado (LARDY et al., 2015). Adicionalmente, apresenta um papel
importante na economia, gerando emprego e renda para pequenos agricultores em muitos
paises em desenvolvimento (DOGRA et al., 2016).

A lentilha é originaria do Oriente Médio e atualmente é produzida em mais de 50
paises, dos quais se destacam o Canada e a india como os maiores produtores dessa
leguminosa. Dados da Organizacdo das Nagdes Unidas para Agricultura e Alimentacéo
(FAO) apontam que, em 2019, a producdo mundial do gréo foi de cerca de 5,75 milhdes
de toneladas em 4,8 milhGes de hectares (FAOSTAT, 2019). No Brasil, a producédo de
lentilha ainda é irriséria, sendo o mercado interno suprido pelas importacdes,
principalmente do Canadé, da Argentina e dos Estados Unidos. Em 2020, o pais importou
cerca de 21 mil toneladas, o que representou gastos na ordem de US$ 13,3 milhGes
(COMEX STAT, 2021).

Existe uma expectativa com relagdo ao aumento da producdo no Brasil,
particularmente na regido Centro-Oeste, onde essa pulse atingiu produtividades médias
de 1.200 a 1.600 kg ha! em condigbes experimentais, sob irrigacdo (GIORDANO;
NASCIMENTO, 2009). A semeadura pode ser feita em abril ou maio, e as temperaturas
Otimas para germinacdo e desenvolvimento da cultura situam-se entre 18 e 24 °C

(VIEIRA; LIMA 2016). Assim, pelo potencial produtivo demonstrado, condig¢des
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climaticas favoraveis e crescente demanda do mercado nacional e internacional,
principalmente o asiatico, o agronegacio brasileiro tem a possibilidade de consolidar sua
producdo de lentilha.

Apesar de poucos trabalhos de melhoramento genético de lentilha terem sido
realizados no Brasil, duas cultivares, originarias da Argentina e adaptadas as condi¢oes
edafoclimaticas brasileiras, foram langadas pela Embrapa (EMBRAPA HORTALICAS,
2014). As cultivares ‘Precoz’ e ‘Silvina’ produzem sementes grandes (= tipo
macrosperma), revestidas pela coloracdo verdes e cotilédones amarelos. Esse tipo € o
preferido entre consumidores brasileiros (VIEIRA et al., 2001). Mundialmente, lentilhas
vermelhas de semente pequena (= tipo microsperma) e cotilédone alaranjado s&o as mais
produzidas e comercializadas, devido a demanda de mercado, principalmente do
subcontinente indiano (RAWAL; BANSAL, 2019). No entanto, esse tipo de lentilha
ainda ndo é produzido no Brasil.

O International Center for Agricultural Research in the Dry Areas (ICARDA),
detentor da maior colecdo de lentilhas do mundo (KUMAR et al., 2013), disponibilizou
(via solicitacdo da Embrapa Hortalicas) acessos dos tipos macro e microsperma, no intuito
de ampliar a base genética e retomar o programa de melhoramento dessa espécie no
Brasil. No entanto, informacdes sobre aspectos agrondmicos (produtividade, precocidade
e colheita mecanizada), nutricionais (contetdo proteico, vitaminico e elementos anti-
nutricionais) e resisténcia/tolerancia a patdgenos relacionada a esses acessos ndo estdo
disponiveis.

O melhoramento genético tem como objetivo o langamento de cultivares cada vez
mais produtivas, adaptadas e com produtos de melhor qualidade para a alimentacao
humana. Nesse sentido, fontes de variabilidade genética devem ser sempre identificadas
e caracterizadas visando a manutencdo de programas de melhoramento e o
desenvolvimento de gendétipos superiores que atendam as demandas do mercado
produtivo e consumidor (CORREA et al., 2012).

Doencas causadas por fungos sdo as que mais limitam a cultura da lentilha, com
destaque para Fusarium oxysporum f. sp. lentis. Em condicOes favoraveis, esse fungo
pode ocasionar perdas superiores a 50% da produtividade (CHOUDHARY; KUMAR,
2016). No Brasil, ndo ha registro oficial de F. oxysporum f. sp. lentis, sendo considerada
uma praga quarentenaria (BRASIL, 2008), o que impede a utilizacdo de ensaios de
avaliacdo da resisténcia genética no campo ou em casa de vegetagdo com propagulos do

patdgeno. Dessa forma, o programa de melhoramento genético preventivo (FERREIRA,;
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RANGEL, 2015), auxiliado pelo monitoramento de fatores de resisténcia via marcadores
moleculares, se torna uma estratégia imprescindivel viabilizando a sele¢do de gendtipos
resistentes a doencas que ainda ndo existem no Brasil, como é o caso da murcha de fusario
em lentilha.

Outro aspecto a ser salientado em relacédo ao cultivo da lentilha é que esta é uma
cultura promissora para uso em sistemas de biofortificagdo (KUMAR et al., 2018). Os
altos indices de deficiéncias em micronutrientes trazem consequéncias negativas para a
salde, e a introducdo de produtos agricolas biofortificados é uma excelente alternativa
para programas de intervencdo nutricional, podendo contribuir com a reducdo de
problemas de saude (RIOS et al., 2009). Estudos mostram que a ingestdo de 100 g de
lentilhas pode fornecer 41-113 % da ingestdo diaria recomendada (IDR) de ferro, 40-68
% de zinco e 77-122 % de selénio, por exemplo (KUMAR et al., 2016). Assim, uma
estratégia de longo prazo para atenuar a caréncia de micronutrientes na alimentacéo é o
aumento do valor nutricional das culturas por meio do melhoramento genético,
utilizando-se a variabilidade genética disponivel em bancos de germoplasmas.

Nesse contexto, o objetivo do presente trabalho foi avaliar caracteristicas
morfoagrondmicas, composicdo nutricional e selecdo para resisténcia a Fusarium
oxysporum f. sp. lentis (gene Fw) em 49 acessos (48 linhagens e a cultivar Silvina),
identificando os mais promissores para serem utilizados como progenitores em futuros

programa de melhoramento da espécie.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Producéo e consumo de lentilha

A lentilha (Lens culinaris Medik.) apresenta grande destaque na economia
mundial gerando emprego e renda nas regides produtoras (DOGRA et al., 2016). O
consumo da lentilha é destaque nos paises em desenvolvimento, especialmente na india,
maior consumidor mundial (FAOSTAT, 2019), provavelmente por causa dos beneficios
nutricionais associados e da preferéncia por proteina vegetal em relagdo a outras fontes
de proteina.

As sementes de lentilha apresentam uma ampla gama de cores de tegumento
(verde, castanho, marrom, cinza, branco e preto) e padrdes (marmorizado, pontilhado,
manchado ou complexo) (VANDENBERG; SLINKARD, 1990). Os cotilédones podem
ser amarelos, vermelhos ou verdes. O aproveitamento comercial da lentilha engloba gréo
inteiro, dividido, descascado ou processado como farinha. Essa variedade de tipos e uso
culinarios contribui para uma diversidade de sistema de producdo e comercializacdo em
todo o mundo (YADAV et al., 2007).

Segundo a Food and Agriculture Organization Corporate Statistical Database —
FAOSTAT (2019), a lentilha é cultivada em mais de 50 paises, e a produ¢do mundial
atingiu 5,7 milhdes de toneladas em 2019. O Canadéa € considerado o maior produtor,
responsavel por 2,09 milhdes de toneladas. Estima-se que 75% da producdo mundial de
lentilhas seja do tipo vermelho, 20% tipo verde e 5% marrom e outros tipos (AAFC,
2006).

O comércio internacional de lentilha vermelha do tipo microsperma com
cotilédone alaranjado ¢ dominado por Austrdlia, Canadd e Turquia, enquanto o tipo
macrosperma com cotilédones amarelos é liderado principalmente por Canada e Estados
Unidos. Os paises do subcontinente indiano e do Oriente Médio s&o os principais
importadores de lentilhas vermelhas e o sul da Europa, o norte da Africa, a América do
Sul e a América Central importam lentilhas verdes do tipo macrosperma. Lentilhas verdes
microsperma sao exportadas para Marrocos, Greécia, Italia, Egito e México (RAWAL,;
BANSAL, 2019).

A producdo de lentilha no Brasil ainda é irriséria. Em 2017, o pais produziu
apenas oito toneladas dessa leguminosa (IBGE, 2019). No mesmo periodo, importou 15
mil toneladas (FAOSTAT, 2019). Em 2020, o pais importou do Canada, dos Estados
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Unidos e da Argentina cerca de 21 mil toneladas, o que representou gastos na ordem de
US$ 13,3 milhdes (COMEX STAT, 2021). O ultimo registro oficial da produgéo
brasileira indicou a producéo de lentilhas no Rio Grande do Sul, em Minas Gerais, no
Parana, na Bahia, em Santa Catarina e em Goias (IBGE, 2019).

Levando em consideracdo as variadas condi¢des edafoclimaticas de diferentes
regides, paises e continentes, as lentilhas podem ser consideradas como tendo ampla
adaptacdo (STRYDHORST et al. 2015). O seu cultivo vai desde a agricultura de
subsisténcia até a mais tecnificada, em regime de sequeiro e irrigado. No Brasil, a lentilha
pode ser cultivada em areas irrigadas, com altitudes acima de 800 m, podendo ser
semeada entre abril e maio, e as temperaturas 6timas para germinacéao e desenvolvimento
da cultura situam-se entre 18 e 24 °C (VIEIRA; LIMA 2016).

No entanto, a lentilha apresenta fatores que limitam sua producdo como a falta de
vigor da plantula, taxa muito alta de queda de flores e baixa fixacdo da vagem, falta de
resisténcia ao acamamento e exposicdo a grandes estresses bidticos e abiodticos
(ERSKINE et al., 2009). A melhoria dessas caracteristicas agronémicas, por meio do

melhoramento genético, pode estimular o cultivo da espécie.

2.2 Composicao quimica e mineral da semente de lentilha

Do ponto de vista nutricional, a lentilha tem sido considerada uma excelente fonte
alimentar (KHAZAEI et al., 2019). Suas sementes contém altos teores de proteina,
carboidratos complexos, micronutrientes essenciais, vitaminas e compostos antioxidantes
(KHAZAEI et al., 2017; GRELA et al., 2017; KUMAR et al., 2018). Além disso, a
lentilha é reconhecida como um alimento funcional, que promove a reducdo do risco de
doengas cardiovasculares, controle do diabetes, prevencdo do cancer, aumento do
metabolismo e combate a obesidade e até mesmo a melhoria da digestdo (FARIS et al.,
2013; TAVARAJAH et al., 2016).

A concentracdo de proteina na semente da lentilha pode variar de 22 a 31%
(IQBAL et al., 2006). Boyle et al. (2010), relataram concentragdes de proteina em
sementes de lentilhas verdes (23,03%) e vermelhas (25,88%) dentro desse intervalo. O
valor nutricional da proteina é determinado pela composi¢do de seus aminoacidos. As
sementes da lentilha mostram um desequilibrio entre aminoacidos: apresentando um
elevado teor de lisina e limitado teor de cisteina e metionina — aminoacidos que contém

enxofre (S). Por isso, é sugerido o consumo de lentilha em combinagéo com cereais (que
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apresentam tores elevados de cisteina e metionina) visando equilibrar os niveis de
aminoacidos essenciais a dieta (SHEWRY; HALFORD, 2002).

Estudos indicam que o conteudo de proteina em lentilha sofre pouca variagcdo
ambiental, ou seja, ha baixa interacdo Genotipo x Ambiente para conteddo de proteina e
aminoacidos (BARULINA, 1930; BHATTY et al., 1976; STODDARD et al., 1993;
LIZARAZO et al., 2015). Para Stoddard et al. (1993) a capacidade de fixagdo de
nitrogénio das leguminosas torna sua concentracdo de proteina relativamente estavel em
todos os ambientes. O teor de proteina na semente é altamente afetado pelo nivel de
nitrogénio do solo. Em leguminosas, a bactéria Rhizobium pode aumentar a porcentagem
de proteina na semente (KHAZAEI et al., 2019). Ivanov (1933), relatou grandes
diferengas entre teor de proteina nas sementes de plantas de grdo-de-bico ndo inoculadas
e inoculadas, 12,6 e 31,2 %, respectivamente. Outros autores relataram que a adubacéo
nitrogenada favoreceu as culturas de trigo e feijao no aumento do contetdo de proteina
nas sementes (ESPINDULA et al., 2010; FIDELIS et al., 2019).

A quantidade de carboidratos (amido, monossacarideos e oligossacarideos) nas
sementes de lentilha varia de 43,4 a 74,9 g em cada 100 g de matéria seca (HOOVER et
al., 2010). E considerado um baixo contelido se comparado ao do feijdo que,
normalmente, contém maiores quantidades de carboidratos entre as leguminosas (HALL
et al., 2017). Segundo os mesmos autores, 0s oligossacarideos ndo sao digeriveis pelo
humano por causa da ligacdo B-glicosidica que une os monossacarideos. No entanto as
bactérias do colon podem digeri-los, resultando em flatuléncias para os individuos que
ndo consomem leguminosas regulamente. Para lentilhas vermelhas, por exemplo, a
quantidade de oligossacarideos é considerada baixo (CARLSSON, et al., 1992).

O valor de fibra bruta em sementes cruas de lentilha tem sido relatado como sendo
21,7 9/100 g (FOUAD; REHAB, 2015). Eles observaram que esse teor foi maior (25,4
0/100g) em sementes germinadas corroborando com EI Maki et al., (1999) que afirmam
que essa variacdo no conteudo da fibra pode ser atribuida a processos enzimaticos durante
a germinacdo da semente. O valor energético das sementes de lentilha equivale a 353 kcal
acada 100 g (RYAN, et al., 2007), e o teor de cinzas representa um valor de 3 a 5g a cada
100 g de sementes cruas (SHAHWAR et al., 2017). Segundo Hall et al. (2017), o
conteudo de cinzas em leguminosas é muito afetado pelas condigdes de cultivo e ambiente
sendo importante levar em consideracdo, também, a composi¢cdo mineral do solo.

Em relacdo ao conteddo mineral das sementes de lentilha, é possivel encontrar

potassio, magnésio, ferro, manganés, zinco, cobre, selénio, calcio entre outros (KUMAR,
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et al., 2018). De forma geral, a composi¢cdo mineral em leguminosas de gréos secos pode
variar de acordo com a cultivar ou o ambiente. Estimativas de herdabilidade para ferro
(Fe), zinco (Zn) e selénio (Se) sdo altas, indicando que é possivel desenvolver cultivares
de lentilhas com maior capacidade de acumular esses micronutrientes na semente, apesar
das influéncias ambientais (THAVARAJAH, et al., 2009b; THAVARAJAH, et al.,
2008). Curiosamente, as lentilhas sdo muito pobres em &cido fitico, o que permite uma
maior absor¢do de minerais no intestino humano (JOHNSON et al., 2013;
THAVARAJAH, et al., 2009a). A biodisponibilidade mineral na lentilha é relativamente
alta em comparacdo com cereais e outras leguminosas devido a presenca de altos niveis
de promotores de absorcdo de ferro (por exemplo, acido ascorbico) e baixos niveis de
inibidores de absorcdo de Fe (por exemplo, acido fitico, &cido galico e &cido clorogénico)
(JOHNSON, et al., 2013; THAVARAJAH, et al., 2011).

A deficiéncia de minerais ja atinge mais de dois bilhGes de pessoas no mundo,
sendo a deficiéncia de ferro (Fe) e zinco (Zn) a mais comum e predominante em paises
asiaticos, africanos e latino-americanos (JHA; WARKENTIN, 2020). No Brasil, alem da
deficiéncia de Fe e Zn, é comum a populacdo apresentar deficiéncia de vitaminas e de
outros minerais essenciais, particularmente vitamina A, B9, D, selénio (Se) e calcio (Ca),
pois ndo atende & ingestdo diaria recomendada (IDR) (COZZOLINO, 2007). Como
consequéncia, é possivel o surgimento de problemas no sistema imunoldgico, alteracoes
neuroldgicas e motoras, entre outras doencas (RUBERT et al., 2017). Uma estratégia que
pode auxiliar na prevencdo e no combate as deficiéncias minerais é a introducdo de
produtos agricolas biofortificados (RIOS et al., 2009).

O International Centre for Agricultural Research in the Dry Areas (ICARDA) em
colaboracdo com parceiros nacionais em Bangladesh, india e Nepal — e 0 apoio do
HarvestPlus, um programa do Consultative Group for International Agricultural Research
— CGIAR — tem trabalhado na biofortificacdo de lentilhas com foco em aumentar o teor
de ferro e zinco nas sementes. Em parceria com a Clemson University Pulse Quality and
Nutrition Program, o ICARDA selecionou alguns acessos de lentilha enriquecidos de
selénio para desenvolver populagdes de lentilha com alta absor¢do do micronutriente com
o0 objetivo de liberar novas cultivares de lentilha que produzem sementes com selénio de
alta biodisponibilidade (THAVARAJAH et al., 2015). No Brasil, um leque de
produtos biofortificados como arroz, feijdo, milho, mandioca, batata-doce e trigo ja foram
disponibilizados (EMBRAPA/REDE BIOFORT, 2021).
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2.3 Descri¢do morfologica da lentilha

A lentilha (Lens culinaris Medik.) é uma leguminosa que pertence a familia
Fabaceae. E uma planta herbacea anual, com altura variando entre 15 e 75 cm e habito de
crescimento indeterminado, o que significa que é possivel encontrar flores, vagens
imaturas e vagens maduras em uma planta ao mesmo tempo. O ciclo cultural, para a
maioria das cultivares semeadas no inverno leva entre 120 e 160 dias (SAXENA,;
HAWTIN, 1981).

A planta de lentilha exibe uma ampla gama de variacdes morfoldgicas em ambos
0s Orgdos vegetativos e reprodutivos. Para identificacdo varietal, inicialmente, a planta
foi classificada em dois tipos, de acordo com o tamanho da semente: macrosperma e
microsperma (BARULINA, 1930). A autora também levou em consideracdo altura da
planta, tamanho e formato dos foliolos, comprimento, quantidade e cor das flores e, por
fim, cor do cotilédone.

No tipo macrosperma, as plantas apresentam sementes grandes entre 6-8 mm de
diametro, diferentemente do tipo microsperma, em que as sementes sdo pequenas estando
entre 3-8 mm de diametro (BARULINA, 1930). Somado a isso, o grupo das sementes
macrosperma apresenta massa de 1.000 sementes de 50 g ou mais. As microspermas
apresentam massa de 1.000 sementes de 40 g ou menos (VIEIRA; LIMA, 2016).

As sementes de lentilha apresentam germinacdo hipdgea e forma tipica de lente
biconvexa. O tegumento externo pode ser verde, cinza, marrom, preto ou rosa e,
frequentemente apresenta pontuagfes, manchas ou um padrdo marmorizado nas cores
verde, cinza, marrom ou preto (MUEHLBAUER et al., 2002). A superficie do tegumento
geralmente € lisa, mas, em alguns casos ela pode ser enrugada. O hilo é fino, eliptico e
pequeno. Os cotilédones podem ser laranja, amarelos ou verdes, tornando-se amarelados
apos certo periodo de armazenamento (MUEHLBAUER et al., 1985).

As ramificacdes da lentilha podem ser do tipo ereto, semiereto ou prostrado. Essas
caracteristicas podem variar de acordo com o genotipo e, também, por efeito do ambiente.
Além disso, a producdo de ramos é altamente afetada pela densidade de plantas,
diminuindo consideravelmente quando se aumenta a populagdo por unidade de area
(NEZAMUDDIN, 1970).

As folhas da lentilha s@o altamente paripenadas, possuindo de um a dez pares de
foliolos. Alguns gendtipos podem possuir gavinhas desde o inicio do desenvolvimento,

mas a maioria apresenta gavinha apenas apds a floracdo. As folhas tém uma coloragdo
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que varia do verde-claro ao verde-escuro. As folhas de determinados gendtipos podem
tornar-se purpura, devido a producdo de antocianina em periodos de inverno muito frio.
Esta coloracdo geralmente desaparece quando as temperaturas sobem durante a primavera.
Em alguns casos a coloracdo purpura pode ser devida a certa deficiéncia de nutriente
(SAXENA et al., 2009). Os foliolos sdo opostos ou alternados apresentando forma
eliptica, oval ou retangular, com 7 a 25 mm de comprimento e 2 a 7 mm de largura. O
namero de foliolo varia para diferentes gendtipos (MANARA et al., 1992).

A espécie é considerada autdgama, com flores que apresentam anteras deiscentes.
A polinizagdo ocorre, por sua vez, no momento ou pouco antes da antese, processo este
que caracteriza a cleistogamia na espécie (SAXENA, 2009). A abertura da flor ocorre
entre 8 e 10 horas e continua até o meio-dia e cada flor permanece aberta por cerca de 16
a 24 horas. No final do segundo dia e no terceiro dia todas as flores abertas fecham
completamente e a cor da corola comeca a desaparecer (SANDHU; SINGH, 2007). De
cada pedunculo, normalmente origina-se uma a quatro flores. No entanto, em algumas
condicBes podem-se encontrar mais de sete flores por peddnculo. O estandarte pode ser
branco, branco com veias azuis, azul, violeta ou rosa (MUEHLBAUER et al., 1985).

A lentilha possui vagens oblongas, lateralmente comprimidas, com 6 a 20 mm de
comprimento e 3,5 a 11 mm de largura, arredondadas a levemente cuneadas na base.
Contém uma a duas sementes. O nimero de vagens por pedinculo varia de um a quatro,
apesar de serem encontrados alguns peddnculos com mais de sete. Esse niUmero por planta
varia consideravelmente com a densidade populacional, bem como com o gendtipo. Logo
que a vagem aparece, ela é chata e verde. A maior parte da expansao da vagem comeca
quando inicia o enchimento dos grdos (SAXENA et al., 2009).

A descricdo dos estagios de desenvolvimento da lentilha foi feita por Erskine et
al., (1990), auxiliando os pesquisadores e produtores sobre 0 momento preciso de praticas
culturais, como, por exemplo, a aplicacdo de herbicidas e a documentacdo do estagio de
crescimento em que os danos ocorreram como resultado da interferéncia de fatores

bidticos e abidticos.
2.4 Melhoramento genético da lentilha no Brasil

Diversos centros de pesquisas internacionais tém desenvolvido, ao longo dos anos,
trabalhos de melhoramento genético de lentilha, sendo os principais responsaveis pela

liberacdo de novas cultivares.
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Para o melhoramento genético da lentilha, utilizam-se métodos comuns as plantas
autégamas, que incluem a introducdo de linhagens e/ou cultivares, a selecdo em
populagdes constituidas por uma mistura de linhas puras e o melhoramento por hibridacao
de duas ou mais linhagens. Notadamente, em um programa néo se utiliza de apenas um
método, mas sim se faz a interacdo entre eles (SARKER, et al., 2009).

No Brasil, 0 método de melhoramento por introducdo de linhagens e/ou cultivares
tem sido amplamente utilizado em lentilha, conduzido, exclusivamente, por instituicao
publica como a Embrapa Hortalicas (CNPH) e tem contribuido com avancos na
ampliacdo da base genética do programa. Além disso, esse método pode resultar na
disponibilidade imediata de gendétipos geneticamente superiores, sendo uma Otima
alternativa para culturas em que ndo existem programas de melhoramento genético ou
qguando esses programas estdo comecando (ABREU, 1997). O ICARDA é o maior
contribuidor de germoplasma, mediante intercambio, sendo responsavel pela ampliacdo
das colecOes de lentilha da Embrapa Hortalicas. O centro tem o mandato global para
pesquisas sobre o melhoramento da lentilha e abriga a colecdo mundial que inclui cerca
de 14.597 acessos representados por 2.580 linhagens de reproducéo, 11.405 landraces e
612 acessos de espécies selvagens (GUERRA-GARCIA et al., 2021). Outras colecdes
maiores de germoplasma de lentilha foram relatadas pelos mesmos autores.

A pesquisa com a cultura da lentilha na regido do Centro-Oeste teve inicio no ano
de 1984. O CNPH, em parceria com a Universidade Federal de Santa Maria, coordenou
os trabalhos de melhoramento genético da espécie com objetivo de identificar genétipos
adaptados as condicOes edafoclimaticas regionais e com boa produtividade. O resultado
obtido permitiu a identificacéo e liberacdo da cultivar ‘Precoz’ (EMBRAPA, 2014), via
método de melhoramento “introdugdo de cultivares”, em acessos oriundos da Argentina.
Todavia, a cultivar apresenta graos de tamanho inferior ao exigido pelo mercado nacional
(NASCIMENTO; GIORDANO, 1993).

Em 1987, as buscas continuaram por cultivares melhoradas para a regido dos
cerrados, com porte alto, adaptadas a colheita mecénica e com grdos maiores que 6 mm
resultando na sele¢do de alguns gendtipos promissores. Em 1992, o CNPH conduziu
ensaios com linhagens advindas do ICARDA, e, em 1999, foi langada a cultivar Silvina
introduzida da Argentina (EMBRAPA, 2014).

Atualmente, o programa de melhoramento genético da lentilha da Embrapa
Hortalicas passou a ter por objetivo a busca por genotipos mais produtivos, que

apresentem precocidade (ciclo curto), alto valor nutricional, adaptacdo a colheita
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mecanica e resisténcia ou tolerancia as principais doencas (EMBRAPA, 2021). Também
tém sido adotadas ferramentas importantes para o melhoramento genético, como a
biotecnologia. Essa estratégia, auxiliada por marcadores moleculares, pode contribuir por
exemplo, na identificacdo de genoOtipos que apresentem genes de resisténcia para as
principais doencas de importancia econémica da cultura. Adicionalmente, pode ser
instituido dentro do programa uma linha de melhoramento preventivo, corroborando na
selecdo de genotipos resistentes a doencas que ainda ndo existem no Brasil, como é o caso
da murcha de fusario.

Segundo Henning e Nepomuceno (2019), o melhoramento preventivo consiste em
diferentes etapas. Inicialmente, é realizada a busca de genes de resisténcia a pragas
potenciais em bancos de germoplasma. Num passo seguinte, sdo realizados cruzamentos
entre esses genotipos ndo melhorados portadores de genes de resisténcia e uma linhagem
elite, que contém caracteristicas de uma variedade moderna. O passo posterior é
selecionar as plantas que adquiriram esses genes de resisténcia. Para isso, 0 uso de
marcadores moleculares pode ser utilizado, facilitando a introducdo desses genes nas
variedades modernas. Por fim, as variedades selecionadas sdo testadas em paises nos
quais essas pragas quarentenarias ja foram identificadas e ocorrem de forma endémicas.

O fungo de solo Fusarium oxysporum f. sp. lentis, agente causal da murcha de
fusério pode ocasionar, em condicGes favoraveis, perdas superiores a 50% da
produtividade (CHOUDHARY; KUMAR, 2016). No Brasil, ndo héa registro oficial do
fungo sendo, assim, considerado uma praga quarentenaria (BRASIL, 2008). No entanto,
0 risco de introducdo desse fungo no territério nacional é iminente, com potenciais
consequéncias negativas para a competitividade do agronegécio brasileiro de lentilha.

Vérios fatores podem favorecer os surtos epidémicos deste patdgeno nas
condicdes brasileiras: (1) potencial avanco das areas de plantio de lentilha no pais; (2)
condicBes climéaticas extremamente favoraveis para o desenvolvimento do fungo; (3)
ocorréncia da doenga nos paises fronteiricos, tais como Argentina e Uruguai (CHEN et
al., 2011) e (4) indisponibilidade de cultivares resistentes adaptadas as condi¢oes
brasileiras. Além disso, as introducfes de germoplasma vegetal (intercambio), quando
ndo realizadas de maneira adequada, podem apresentar riscos na introducdo e
disseminacédo da doenca.

Devido ao fato da murcha de fusario ser ainda uma doenca quarentenaria, 0s ensaios
de avaliag&o da resisténcia genética no campo ou em casa de vegetacdo, com propagulos

do patdgeno, sdo proibidos. Por isso o melhoramento genético preventivo (do inglés =
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preemptive breeding) deve ser amparado pesquisas conduzidas por instituicoes
internacionais onde a doenca ja ocorre naturalmente (NETO et al., 2016). Neste cenario,
a selecdo assistida por marcadores moleculares se torna estratégico para selecdo de
gendtipos que possam apresentar resisténcia a murcha de fusario em programas de
melhoramento conduzidos em paises ainda livres da doenca.

Diversas fontes de resisténcia a F. oxysporum f. sp. lentis ja foram relatadas
(BAYAA et al., 1995; MOHAMMDI et al., 2012; POURALIBABA et al., 2015;
CHOUDHARY & KUMAR, 2016). A heranca do controle genético da resisténcia na
linhagem ‘ILL 5588’ foi caracterizada como sendo monogénica e governada pelo gene
dominante Fw (EUJAYL etal., 1998). Marcadores moleculares do tipo RAPD (Randomly
Amplified Polymorphic DNA) e SSR (Simple Sequence Repeats) foram descritos com
distancias de 10.8 cM e 8.0 cM, respectivamente, em relacdo ao gene Fw (HAMWIEH et
al., 2005; EUJAYL et al., 1998). Esses marcadores moleculares, por estarem ligados a
esse locus de resisténcia, podem ser utilizados como ferramentas para identificar o gene
Fw dentro de programas de melhoramento preventivo via selecdo assistida por

marcadores moleculares em lentilha.

2.5 Caracterizagdo morfoagrondmica de germoplasma de lentilha

A existéncia de variabilidade genética é um pré-requisito em qualquer programa
de melhoramento genético, aumentando a probabilidade de selecdo de genitores
superiores. Essa disponibilidade, necessariamente, passa pela introducgéo, caracterizagdo
e selecdo de gendtipos que sdo atividades primordiais dentro de um Banco de
Germoplasma (BURLE; OLIVEIRA, 2010).

A caracterizacdo do germoplasma consiste na observacdo, mensuracdo e
documentacdo de caracteristicas morfologicas que se expressem em todos os ambientes
tais como cores de sementes, caules e flores, bem como padrbes para caracteristicas
quantitativas, como época de floracdo, altura da planta e peso de 1.000 sementes
(VICENTE et al., 2005). Quando bem conduzida, a caracterizacdo é capaz de diferenciar
acessos, identificar duplicatas, separar os materiais genéticos em classes ou categorias,
verificar a variabilidade existente e ainda indicar genotipos mais divergentes (VALLS,
2007). Com todo esse processo é possivel preservar de maneira fidedigna a identidade do

germoplasma, bem como direcionar o melhorista a uma eficiente utilizagcdo do recurso
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genético disponivel. Contudo, ainda sd@o incipientes os trabalhos de caracterizagédo
agrondmica do germoplasma de lentilha da Embrapa Hortalicas.

Descritores morfoagrondmicos (GAAD et al., 2018), bioquimicos (proteinas e
enzimas) (EI-NAHAS et al., 2011) e moleculares (KUMAR et al., 2018b) tém sido
utilizados para caracterizar cole¢des de germoplasma de lentilhas. Embora os marcadores
moleculares sejam mais sofisticados, os morfolégicos sdo mais acessiveis.

A caracterizagdo morfoldgica da cultura da lentilha tem por base a lista de
descritores morfoagronémicos proposta pelo International Board For Plant Genetic
Resources — IBPGR (1985) e a UPOV - International Union for the Protection of New
Varieties of Plants (2015), que é utilizada como parametro para protecdo de cultivares.

Os descritores IBPGR foram divididos em trés grupos: identificagdo do acesso,
caracterizacdo e avaliacdo preliminar (IBPGR, 1985). Ja os descritores da UPOV
apresentam caracteristicas agrupadas em: (1) quantitativas: tais como habito de
crescimento da planta, altura, intensidade da ramificagdo, intensidade da cor verde na
folha, tamanho do foliolo, nimero de flores por ng, tamanho da flor, coloracao da vagem,
numero de évulos na vagem, comprimento da vagem, largura da vagem, peso da semente,
tempo de florescimento); (2) qualitativas: tais como coloracdo antocianina, estrias
violetas no estandarte das flores e (3) pseudo-qualitativas: tais como cor dos cotilédones,
formato dos foliolos, coloragéo do estandarte da flor, cor do revestimento (UPOV, 2015).

Os descritores morfologicos sdo baseados em caracteres de facil deteccdo e
mensuracdo, com pouca influéncia ambiental no comportamento de genitores e alta
herdabilidade, permitindo inferir sobre a divergéncia genética dos materiais avaliados
(BURLE; OLIVEIRA, 2010).

2.6 Divergéncia genéetica em germoplasma de lentilha

A divergéncia genética é de grande relevancia para o melhoramento de plantas ao
proporcionar importantes contribui¢cbes no gerenciamento de bancos de germoplasma e
na conservagdo de recursos geneticos. Refere-se ao nivel de heterogeneidade ou nivel de
variacdo genética de uma populacdo ou de acessos individuais de uma determinada
especie (ESTOPA, 2003). Por meio desse conhecimento é possivel identificar gendtipos
contrastantes, com caracteristicas de interesse, por exemplo, fontes de resisténcia a
doengas, alta produtividade etc., a fim de realizar cruzamentos promissores e

complementares em programas de melhoramento (CRUZ; CARNEIRO, 2006).
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A selecdo de genitores com base em caracteristicas individuais ndo é tdo
interessante quanto a selecdo baseada em um conjunto de caracteristicas. Por isso o
aumento no uso de técnicas multivariadas para quantificacdo da divergéncia genética tem
sido verificado ja que essas analises permitem considerar simultaneamente indmeras
caracteristicas (SUDRE et al., 2007). Uma das principais técnicas de anélise
multivariadas é a analise de agrupamento que tem por finalidade reunir, por algum critério
de classificacdo, os individuos em grupos, de tal forma que exista a méxima
homogeneidade (similaridade) dentro do grupo e a maxima heterogeneidade
(dissimilaridade) entre grupos (CRUZ; REGAZZI, 2004). As medidas de similaridade ou
de dissimilaridade tém sido muito utilizadas em andlise de agrupamento, sendo a escolha
entre elas baseadas na preferéncia e/ou na conveniéncia do pesquisador (BUSSAD et al.,
1990).

Com a definicdo da medida de dissimilaridade a ser utilizada, a etapa seguinte é a
ado¢do de uma técnica de agrupamento ou de formacgdo dos grupos. Para isso, existe
muitos métodos disponiveis, a saber: o método de agrupamento hierarquicos (vizinho
mais proximo, vizinho mais distante, Ward, UPGMA - Unweighted Paired Group Method
Using Averages) e 0 método de agrupamento de otimizacédo (Tocher) (CRUZ, REGAZZI,
2004). Pesquisas usando técnicas de analise multivariada como ferramentas no estudo da
divergéncia genética em lentilha foram apresentadas por alguns autores (SOLANKI,
2007; KUMARI et al., 2015; AHAMED et al., 2016; PANDEY; BHATORE, 2018).

2.7 Verificacdo da coeréncia dos grupos formados pelo dendrograma.

No presente trabalho optou-se por dois métodos diferentes no agrupamento dos
gendtipos: 0 método UPGMA e o Tocher. O método hierarquico UPGMA (Unweighted
Pair-Group Method using Arithmetic Avarages) utiliza médias aritméticas (ndo
ponderadas) das medidas de dissimilaridade, o que evita caracterizar a dissimilaridade
por valores extremos entre os objetos considerados. A construcdo dos dendrogramas é
estabelecida pelos modelos ajustados de menor dissimilaridade (CRUZ et al., 2011).
Enguanto o método de otimizacdo de Tocher € um método de agrupamento que se baseia
na formacao de grupos cujas distancias dentro dos grupos sejam menores que as distancias
entre grupos. Ao final do processo obtém-se o numero de grupos e 0s acessos contidos
em cada grupo (CRUZ; CARNEIRO, 2003).
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3 CARACTERIZACAO MORFOAGRONOMICA E DIVERGENCIA
GENETICA EM GENOTIPOS DE LENTILHA!

Resumo

A producado de lentilha apresenta tendéncia de crescimento no Brasil devido a uma forte
demanda do mercado nacional e internacional por esta hortalica leqguminosa. Apesar da
importancia econémica, existem poucas cultivares disponiveis no mercado brasileiro. O
objetivo deste estudo foi avaliar 48 gendtipos de lentilha e uma cultivar comercial
(Silvina), com base em caracteristicas morfoagronémicas, e identificar genotipos que
possam ser empregados no melhoramento genético. Foram utilizados 21 descritores
morfoagrondmicos (nove qualitativos e doze quantitativos) que evidenciaram a
existéncia de variabilidade genética entre os gendtipos estudados. A associa¢do das
técnicas de agrupamento com os dados de caracterizacdo possibilitou a identificacdo de
genotipos geneticamente divergentes e, a0 mesmo tempo, superiores quanto a
caracteristicas agrondmicas: FLIP2010-8L e FLIP2010-12L (grupo de similaridade 1),
FLIP2010-99L, FLIP2010-20L e FLIP2010-106L (grupo I1), FLIP90-25L e 6031
(grupo I1), FLIP2007-16L (grupo 1V) e a cultivar comercial Silvina (grupo V). Esses
genotipos apresentam potencial para serem utilizados em programas de melhoramento
genético da espécie.

Palavras-chave: Lens culinaris Medik., recursos genéticos, variabilidade genética,
produtividade.

Abstract

Lentil production is growing in Brazil, due to strong national and international demand.
Despite the economic importance, few cultivars are available on the Brazilian market.
The objective of this study was to evaluate 48 lentil genotypes and one commercial
cultivar (Silvina), based on morpho-agronomic characteristics and to identify genotypes
that can be employed in a plant breeding program. Twenty-one morpho-agronomic
descriptors (nine qualitative and twelve quantitative) were used, which evidenced the
genetic variability among the genotypes. The association of clustering techniques with
characterization data enabled the identification of superior genotypes in terms of
agronomic characteristics clustered in distinct groups of genetic similarity: FLIP2010-8L
and FLIP2010-12L (similarity group 1), FLIP2010-99L, FLIP2010-20L and FLIP2010-
106L (group 1), FLIP90-25L and 6031 (group I11), FLIP2007-16L (group 1V) and the
commercial cultivar Silvina (group V). These genotypes have the potential to be used in
lentil breeding programs.

Keywords: Lens culinaris Medik., genetic resources, genetic variability, yield.

1 Publicado na revista Horticultura Brasileira, v. 39, n. 2, 2021. https://doi.org/10.1590/s0102-0536-20210207
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3.1 Introducéo

A lentilha (Lens culinaris Medikus) é uma espécie da familia Fabaceae, anual,
autdogama e que desempenha um papel importante na seguranca alimentar e nutricional
de milhdes de pessoas, especialmente em paises em desenvolvimento. Seus gréos sdo
nutritivos, ricos em proteinas, carboidratos, micronutrientes e vitaminas (SHAHWAR et
al.,, 2017). A planta apresenta boa capacidade para fixar nitrogénio atmosférico em
associacdo com Rhizobium sp. (RASHEED et al., 2020) sendo uma alternativa de rotagédo
ou sucessao para outras culturas de importancia econémica, beneficiando, de forma
direta, a fertilidade do solo (LIU et al., 2019). Além disso, a lentilha apresenta
adaptabilidade climatica (STRYDHORST et al., 2015), o que a torna amplamente
distribuida no mundo.

Atualmente, o Canada € o maior produtor e exportador mundial de lentilhas
respondendo por 32,8% da producdo global da leguminosa. A india é o pais com a maior
area cultivada, sendo responsavel por cerca de 25,4% da producdao mundial. No entanto,
apresenta baixa produtividade das lavouras (731 kg.hal) em comparagdo com a
produtividade média mundial (1.041 kg.ha!) (FAOSTAT, 2020), o que leva o pais a
frequentes importacdes de lentilhas verdes e vermelhas para atender a demanda interna.

No Brasil, a area de produgdo de lentilha ainda é irriséria e o consumo interno e
suprido pelas importaces. Em 2019, o pais importou cerca de 14,4 mil toneladas na
ordem de US$ 7,7 milhdes (COMEX STAT, 2020). No entanto, a espécie € uma excelente
opcao para o cultivo irrigado de inverno, principalmente na regido Centro-Oeste, onde
atingiu produtividades médias de 1.200 a 1.600 kg.ha! (NASCIMENTO; GIORDANO,
1993). Com esse alto potencial produtivo comparado a média mundial e aliado a crescente
demanda interna e do mercado internacional, principalmente o indiano, o agronegdcio
brasileiro tem a possibilidade de consolidar a producdo dessa hortalica leguminosa.

A Embrapa Hortaligas indicou para o mercado brasileiro, no ano 1999, a cultivar
Silvina, introduzida da Argentina e classificada comercialmente como lentilha verde,
semente grande (tipo macrosperma) e cotilédone amarelo. E o tipo preferido para o
consumo entre os brasileiros. A classe comercial de lentilha vermelha, de semente
pequena (tipo microsperma) e cotilédone alaranjado, é a mais produzida e comercializada
mundialmente. Além disso, apresenta grande demanda no mercado internacional,

principalmente nos paises do subcontinente indiano (RAWAL; BANSAL, 2019) e nos
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paises como o Ird, Iraque, 1émen, Jordania e Siria. No entanto, esse tipo de lentilha ainda
ndo é produzido no Brasil.

Para que haja a disponibilidade de novas cultivares de lentilhas que atendam a
essas demandas faz-se necessario acdes eficientes no programa de melhoramento da
espécie, 0 que inclui, inicialmente, a caracterizagdo morfoldgica e avaliacdo agronémica
do germoplasma disponivel. Essa caracterizacdo consiste em observagfes (caracteres
qualitativos) e mensuracgdes (caracteres quantitativos) realizadas por meio de descritores
morfologicos que podem fornecer as primeiras estimativas de variabilidade genética
dentro do germoplasma (BURLE; OLIVEIRA, 2010). Aliado a isso, com 0 uso de
técnicas de andlise multivariada, baseadas em medidas de dissimilaridade, é possivel
avaliar, de forma simultanea em relacdo as vérias caracteristicas, a divergéncia genética
entre 0s gendtipos auxiliando na definicdo dos melhores cruzamentos.

Nesse contexto, o trabalho objetivou a caracterizacgdo morfoagronémica e
avaliacdo da divergéncia genética de uma colecdo de genoétipos de lentilha provenientes
do International Center for Agricultural Research in the Dry Areas (ICARDA), visando
a selecdo de gendtipos superiores que apresentem caracteristicas comerciais de interesse

para futuro uso no programa de melhoramento genético da espécie.

3.2 Materiais e Métodos

3.2.1 Gendtipos, ambiente e delineamento experimental

Os experimentos foram conduzidos no campo experimental da Embrapa
Hortalicas, Brasilia— DF, (15°56°14.3’S, 48°08°30.8°W, 1000 m de altitude), durante os
anos de 2017 e 2018. Segundo a classificacdo de Képpen (KOTTEK et al. 2006), o clima
daregido é do tipo Aw, com inverno seco. A temperatura durante o ciclo da cultura variou
de 27,4 °C a 15,8 °C entre maxima e minima, respectivamente, em 2017 e entre 27,4°C e
15,7 °C em 2018. A umidade relativa média dos dois anos foi de 55,6% e a precipitagdo
média de 1,7 mm/dia (INMET, 2018).

Foram avaliados 49 gendtipos (48 linhagens de lentilha e a cultivar Silvina)
provenientes do International Center for Agricultural Research in the Dry Areas
(ICARDA) e do CNPH, tendo por controle a cultivar comercial Silvina (EMBRAPA
HORTALICAS, 2014) (Tabela 1). O solo da area experimental foi classificado como
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latossolo vermelho amarelo distrofico, com as seguintes propriedades quimicas na
camada de 0-20 cm, referentes a 2017 imediatamente antes da implantacdo do
experimento: pH (agua) = 5,2; pH (CaCl,) = 5,2; matéria organica = 3,0%; P(Mehlich) =
2,9 mg dm3; K (Mehlich) = 191,59 mg dm3; Ca (KCI) = 0,5 cmolcdm™ Mg (KCI) = 0,5
cmolcdm™3; Al (Mehlich) = 0,9 cmolcdm™3; H+Al (SMP) = 4,3 cmolcdm™3; Capacidade de
Troca de Cations em pH 7,0 (CTC) = 5,8 cmolcdm™; Saturagdo por Bases (V) = 27%;
Saturacdo por Aluminio (m) = 37%; B (a4gua quente) = 0,03 mg dm=; Cu (Mehlich) =
1,60 mg dm3; Fe (Mehlich) = 84 mg dm3; Mn (Mehlich) = 22,3 mg dm; Zn (Mehlich)
=1,90 mg dm3; S (Ca(H2P04)2) = 2,6 mg dm™,

O delineamento experimental utilizado foi blocos ao acaso com 49 tratamentos
(48 linhagens e a cultivar Silvina), em duas repeticbes em 2017 e trés repeticdes em 2018.
As parcelas foram formadas por uma linha de 4 m, sendo as linhas de plantio espacadas
0,50 m entre si, totalizando uma area Gtil de 2,0 m? por parcela. As semeaduras foram
realizadas na mesma area em 10 de maio e 24 de maio de 2017 e 2018, respectivamente,
ap6s 30 dias da aplicacdo de 2000 kg ha de calcério dolomitico (PRNT 80%), em cada
um dos anos, baseado no nivel de saturacédo de bases apresentado pela analise quimica do
primeiro ano experimental. Em ambos os experimentos, a adubacdo de semeadura foi
realizada no sulco de plantio, utilizando-se 16 kg ha™ de N, 120 kg ha™ de P-Os e 64 kg
ha! de K,0O. N&o foi feita inoculacdo das sementes com Rhizobium sp. Uma adubagc&o de
cobertura foi realizada aos 30 dias ap6s a emergéncia (DAE) com 100 kg ha™* de N (ureia)
(Vieira, 2003).

A irrigacdo foi realizada por aspersdo, com uma Iamina bruta diaria de 5 mm a 6
mm conforme recomendado por Giordano et al. (1988) com maior frequéncia no periodo
da emergéncia até o pleno estabelecimento das plantas, sendo suspensa temporariamente
em duas fases do ciclo: antes do inicio do florescimento e ao final do enchimento de gréos.
Essa pratica é realizada visando estimular a producdo de grdos e a maturagdo,
respectivamente (Vieira & Lima 2016). O turno de rega foi determinado de acordo com
0 equipamento sensor irrigas (tensiobmetro 40 Kpa, marca Irrigas®, modelo HID02),
instalado em duas profundidades (15 cm e 30 cm) (Marouelli & Calbo 2009).

O controle de plantas daninhas consistiu em capina manual durante todo o ciclo
da cultura. Ndo foram aplicados inseticidas e fungicidas apesar de constatado no
experimento insetos-pragas (lagartas, tripes, pulgfes, larvas minadoras e percevejos,

ambos sem identificacdo da espécie) e doengas (fungo de solo e oidio).



Tabela 1 — Identificacdo, pedigree e origem de 49 gendtipos (48 linhagens de lentilha e a cultivar Silvina) provenientes do ICARDA e da Embrapa Hortalicas.
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Linhagem Pedigree Origem Linhagem Pedigree Origem
81S15 UJL 197 x ILL 4400 JORDANIA FLIP 2009-19L ILL 5883 x ILL 6994 ICARDA
FLIP 90-25L ILL 5588 x ILL 99 ICARDA FLIP 2009-25L ILL 5883 x ILL 6994 ICARDA
FLIP 2007-11L ILL 2126 x ILL 1005 ICARDA FLIP 2009-26L ILL 5883 x ILL 6994 ICARDA
FLIP 2007-16L ILL 2126 x ILL 4659 ICARDA FLIP 2009-27L ILL 5883 x ILL 6994 ICARDA
FLIP 2007-28L ILL 590 x ILL 5769 ICARDA FLIP 2010-2L ILL 2126 x ILL 4637 ICARDA
FLIP 2007-42L ILL 7201 x ILL 5728 ICARDA FLIP 2010-8L ILL 2126 x ILL 6199 ICARDA
FLIP 2007-74L ILL 590 x ILL 6434 ICARDA FLIP 2010-12L ILL 6199 x ILL 2126 ICARDA
FLIP 2007-75L ILL 590 x ILL 1005 ICARDA FLIP 2010-19L ILL 0590 x ILL 5769 ICARDA
FLIP 2007-77L ILL 1939 x ILL 8090 ICARDA FLIP 2010-20L ILL 0590 x ILL 5769 ICARDA
FLIP 2008-2L ILL 857 x AKM 362 ICARDA FLIP 2010-21L ILL 7012 x ILL 2125 ICARDA
FLIP 2009-1L ILL 7620 x ILL 7686 ICARDA FLIP 2010-22L ILL 7012 x ILL 2125 ICARDA
FLIP 2009-2L ILL 7620 x ILL 7686 ICARDA FLIP 2010-23L ILL 7012 x ILL 2125 ICARDA
FLIP 2009-4L ILL 6991 x ILL 7686 ICARDA FLIP 2010-24L ILL 2126 x ILL 6199 ICARDA
FLIP 2009-5L ILL 6991 x ILL 7686 ICARDA FLIP 2010-27L ILL 6024 x ILL 0098 ICARDA
FLIP 2009-7L ILL 5883 x ILL 7706 ICARDA FLIP 2010-28L ILL 8090 x ILL 6783 ICARDA
FLIP 2009-9L ILL 7502 x ILL 6994 ICARDA FLIP 2010-29L ILL 8090 x ILL 6783 ICARDA
FLIP 2009-10L ILL 7502 x ILL 6994 ICARDA FLIP 2010-30L ILL 8090 x ILL 7685 ICARDA
FLIP 2009-11L ILL 8077 x ILL 6994 ICARDA FLIP 2010-31L ILL 8090 x ILL 7685 ICARDA
FLIP 2009-12L ILL 8077 x ILL 6994 ICARDA FLIP 2010-32L ILL 8090 x ILL 7685 ICARDA
FLIP 2009-13L ILL 8077 x ILL 6994 ICARDA FLIP 2010-99L ILL 7620 x 91517 ICARDA
FLIP 2009-14L ILL 8077 x ILL 6994 ICARDA FLIP 2010-100L ILL 2501 x ILL 5737 ICARDA
FLIP 2009-15L ILL 6778 x ILL 6994 ICARDA FLIP 2010-106L ILL 7723 x ILX 87062 ICARDA
FLIP 2009-16L ILL 5588 x ILL 7979 ICARDA SILVINA - EMBRAPA - CNPH
FLIP 2009-17L ILL 5588 x ILL 8188 ICARDA 6031 ILL 101 x ILL 162 ICARDA
FLIP 2009-18L ILL 5883 x ILL 6994 ICARDA - - -

37
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A colheita de cada genotipo, assim como da cultivar comercial, foi realizada
quando as sementes atingiram a maturacao plena [13% base tmida (b.u)]. O nimero total
de plantas colhidas (estande final) foi contabilizado na ocasido da colheita e todas as
plantas foram colhidas rente ao solo. As plantas marcadas com etiquetas foram colocadas
em sacos individuais e as demais em sacos de rafia devidamente identificados. Todas
foram mantidas em sala de pré-secagem, a temperatura de 30° C. Depois de secas, as
sementes foram retiradas manualmente. A limpeza das sementes foi efetuada com auxilio
de peneiras de tela trancada (didmetro 25-30 cm) e ventilador. Em seguida as sementes
foram acondicionadas em sacos de papel kraft, identificadas e armazenadas em camara
fria a temperatura aproximada de 10-12° C. Foram retiradas trés amostras de sementes,
de 1,0 g cada, de cada gendtipo, para avaliacdo da umidade por meio do método da estufa

a 105£3 °C, por 24 horas, cujo teor de agua indicado foi em torno de 6% b.u.

3.2.2 Caracterizagdo morfoagronémica

A caracterizacdo dos genotipos foi realizada com base em quinze descritores
morfoldgicos indicados pela International Union for the Protection of new Varieties of
Plants (UPOV 2015), sendo nove caracteristicas qualitativas (Tabela 2) e seis
caracteristicas quantitativas (Tabela 3). Adicionalmente, foram coletadas informacdes
sobre as seguintes caracteristicas quantitativas: altura da insercdo da primeira vagem,
namero de vagens por planta, nUmero de sementes por planta, rendimento de sementes

por planta, produtividade e duracéo do ciclo (Tabela 3)
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Tabela 2. Descritores morfologicos (qualitativos) aplicados na caracterizagdo de 49 geno6tipos
(48 linhagens de lentilha e a cultivar Silvina) provenientes do ICARDA e da Embrapa Hortalicas.

Descritores Meétodos de avaliacio Classificacao
Habito de Observado o padrao da ramificagéo e Ereto ..oooovvvieiiciie 1
crescimento registrado apos a floracao. Semiereto ......ccveeveieennnnn 3
Prostrado .........cccccevueenee. 5
Antocianina Observado na base do caule aos 45 dias  Ausente .............cceeeeneee. 1
apos emergéncia. Presente ........cccceevevvennenn. 9
Intensidade da  Avaliada quando todas as plantas da Fraco ....ccoccoevvvvevveviecnnnn, 3
ramificacao parcela tinham ao menos uma flor MEdIO ..cveveviciiciei 5
aberta. FOrte oo 7
Cor da folha Avaliado em plena floracao. Verde claro .........ccccueeee 3
Verde médio ................... 5
Verde escuro .........c...... 7
Formato do Observacdo realizada no primeiro Eliptico ....coovvevvcein, 1
foliolo foliolo do segundo n6 da floragao. Oval ..cooviiiiee, 2
Retangular ...................... 3
Cor da flor Avaliado no momento da floracéo. Branca ........ccccoeeeiiennnnn, 1
ROSA ...oooiveeiiieiee 2
AZUl 3
Estrias violetas Observacdo  visual em pleno Ausente ............ccevenen. 1
no standard florescimento. Presente .......ccccoeevevvennnnn. 9
Cor do Observagdo visual em 100 sementes Amarelo ........ccccovvennnee. 1
cotilédone apos colheita. Laranjado ............c......... 2
AVLT o [ 3
Cor do Observagdo visual em 100 sementes Marrom ........ccccceeevernenen. 1
revestimento da apos a colheita. Amarelo ..o, 2
semente VErde ..ooevveveeciecieen 3
CiNZa oovveieeee 4
Preto ....ccccoveveeiiieeiiee, 5
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Tabela 3. Descritores morfoldgicos (quantitativos) aplicados na caracterizacdo de 49 geno6tipos
(48 linhagens de lentilha e a cultivar Silvina) provenientes do ICARDA e da Embrapa Hortalicas.

Descritores

Metodos de avaliacio

Altura da planta
NUmero de dias até o inicio do

florescimento
Insercéo da primeira vagem

Comprimento da vagem

Largura da vagem

NUmero de vagens por planta
Numero de sementes por planta
Rendimento de sementes por
planta

Largura das sementes

Peso de 1000 sementes

Produtividade

Ciclo

Mensurada apds a floracdo, por meio de régua
graduada, entre o nivel do solo e o apice de cada planta.
Numero de dias decorridos a partir da semeadura até
que 50% das plantas apresentassem a 12 flor.

Avaliada no inicio da fase reprodutiva, por meio de
régua graduada, entre o nivel do solo e a primeira
vagem do terco inferior da planta.

Comprimento longitudinal médio das vagens avaliado
com uso de paquimetro digital (King.Tools [0-200mm]
— digital caliper) apos a colheita.

Comprimento transversal médio das vagens avaliado
com uso de paquimetro digital apds a colheita.
Contagem do nimero total de vagens por planta.
Contagem do numero total de sementes por planta.
Peso das sementes, em gramas, por planta.

Comprimento transversal médio das sementes avaliado
com uso de paquimetro digital apds a colheita.
Contagem realizada com o uso de contador digital
(modelo ESC 2011/marca SANICK) e as amostras
pesadas em balanca digital de precisdo (modelo
BG200/marca GEHAKA).

Peso total de sementes da parcela, em gramas.

Contagem do numero de dias corridos da semeadura
até a colheita

3.2.3 Analise de agrupamento

Para reunir as informacdes obtidas a partir das variaveis morfoagronémicas, foi

realizada analise multivariada por meio de agrupamento (CRUZ, et al. 2012). Para tal, as

varidveis qualitativas e quantitativas foram transformadas em dados binarios. A partir

desses dados, os valores de dissimilaridade foram calculados pelo coeficiente de Jaccard

e projetados em um dendrograma estabelecido pelo método de agrupamento Unweighted

Pair-Group Method Arithmetic Average (UPGMA). Além disso, foi realizado o método

otimizado de Tocher para verificagdo da coeréncia dos grupos formados pelo

dendrograma.
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3.2.4 AnAlise estatistica

Para os descritores qualitativos foram calculadas as frequéncias percentuais de
cada categoria e, para as caracteristicas quantitativas, os dados experimentais foram
submetidos a analise individual e conjunta de variancia, com aplicacdo do teste F. Foi

necessaria a transformacgdo das variaveis nimero de vagens por planta, nimero de
sementes por planta, rendimento de sementes e peso de 1000 sementes para 1/x + 0,5 e

da produtividade para Iogm para atender aos pressupostos da analise de variancia.
A analise conjunta foi realizada sob condigdes de homogeneidade das variéncias residuais
(PIMENTEL-GOMES, 2009), utilizando-se o software SAS 9.2 (SAS 2009). Quando a
interacdo linhagem x ano foi significativa, realizou-se o desdobramento dessa interacéo e
0 teste de médias da tabela de dupla entrada foi realizado com as médias ajustadas por
meio do agrupamento de médias de Scott-Knott a 5% de probabilidade, com o auxilio do
programa Genes (CRUZ, 2013).

3.2.5 Divergéncia genética

Para o estudo da divergéncia genética, as caracteristicas quantitativas foram
subdivididas em classes de acordo com o agrupamento de Scott-Knott. As caracteristicas
qualitativas obedeceram as classes originais da caracterizagdo morfolégica (UPOV, 2015).
Uma matriz binaria (1- presenca ou 0- auséncia em determinado agrupamento de Scott-
Knott ou em determinada classe qualitativa) foi estabelecida para o calculo da distancia
entre 0s acessos pelo método de Jaccard (1908) e, em seguida, foi realizada analise de
agrupamento por meio do método Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean
(UPGMA).

3.3 Resultados e Discussao

3.3.1 Caracteristicas qualitativas

A distribuicdo de frequéncia percentual para as caracteristicas qualitativas
demonstrou variacdes entre 0s gendtipos estudados (48 linhagens + cultivar Silvina). O
habito de crescimento semiereto foi observado em 46,9% dos genotipos, seguido pelo

ereto (40,9%) e pelo prostrado (12,2%). Apenas 8,2% dos genotipos apresentaram
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pigmentacgdo de antocianina no caule, que foi completamente ausente (caule verde) nos
91,8% restantes.

Para a intensidade da ramificacdo, 91,8% dos gendtipos apresentaram a variante
forte, enquanto a variante fraca foi verificada em 8,2% dos gendtipos. A intensidade da
cor da folha na tonalidade verde-médio foi predominante (91,8%), enquanto a tonalidade
verde-forte ocorreu em 8,2% dos gendtipos. Observa-se, no entanto, que a diferenca entre
as variantes de intensidade da cor da folha pode ser influenciada pela luminosidade no
momento da avalia¢do, bem como pelo nivel de nitrogénio no solo (Ferreira et al. 2011).
O formato do foliolo oval (59,2%) predominou em relacdo ao eliptico (40,8%).

Flores brancas foram observadas em 97,9% dos gend6tipos. Somente o FLIP2009-
15L apresentou flores de coloracdo rosa. Essa caracteristica € importante para se verificar
a pureza varietal (Roy et al. 2012), ja que o pardmetro ‘cor da flor’ pode variar
dependendo do genotipo, da idade da flor e de condi¢cbes ambientais (Sharma 2009).
Todos 0s genotipos apresentaram estrias violetas nas flores.

Em relacdo as sementes, o revestimento de coloracdo vermelha e o cotilédone
alaranjado foram encontrados em 43 genotipos (87,8%). Revestimento verde foi
observado em 12,2% e cotilédone verde em 10,2% dos genotipos. Apenas a cultivar

Silvina apresentou cotilédone amarelo.

3.3.2 Caracteristicas quantitativas

As caracteristicas quantitativas avaliadas foram influenciadas pelo genétipo e/ou
pelo ano de avaliagdo, apresentando diferencas significativas (p<0,05), com excecao de
altura da planta (Tabela 2). Interagdo significativa (p<0,05) ano x gendtipo foi observada
apenas para o0 numero de dias até o inicio do florescimento. Dessa forma, realizou-se o
desdobramento desses fatores (Tabela 3).

O numero de dias ate o inicio do florescimento variou de 50 a 107,5 no primeiro
ano (2017) e de 59 a 92 no segundo ano (2018) (Tabela 3). Vieira (2003), trabalhando
com genotipos de lentilha oriundos do ICARDA, em Coimbra - MG, verificou valores
semelhantes ao encontrado no presente estudo para a variavel inicio do florescimento (60
e 102 dias apds a semeadura). A cultivar Silvina se destacou entre 0s genétipos nos dois
anos de avaliacdo, mantendo seu padrdo de florescimento precoce e apresentando 50%
das plantas com ao menos uma flor aberta aos 50 dias e aos 59 dias no primeiro e no

segundo ano, respectivamente. O gendtipo FLIP2010-20L nao diferiu da cultivar Silvina
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no segundo ano da avalia¢do, com inicio do florescimento aos 65 dias. Os gendtipos
81515, FLIP2007-28L, FLIP2007-74L, FLIP2007-77L, FLIP2009-2L, FLIP2009-4L,
FLIP2009-7L, FLIP2009-15L, FLIP2009-18L, FLIP2009-27L, FLIP2010-19L e
FLIP2010-21L floresceram mais tardiamente nos dois anos. Comparando 0s anos
observou-se uma diminuicdo no numero de dias para o inicio do florescimento em 23
genotipos, com reducdo média de 8,5 dias e 24,2 dias nos gendtipos FLIP2010-32L e
6031, respectivamente (Tabela 5).
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Tabela 4 — Resumo da anélise de variancia conjunta para as caracteristicas morfoagrondémicas quantitativas de 49 genétipos (48 linhagens de lentilha e em

provenientes do ICARDA, em dois anos de cultivo, 2017 e 2018.

Quadrado médio

FV GL NDIF APLA IVAG CVAG LVAG NVAG NSEM RSEM LSEM P1000 PROD Cl
Ano (A) 1 2777, 77 14,86™ 2488,72" 4,35™ 4,61™ 382,97 201,92 2,92 9,83™ 67.36™ 0,10m™ 0,00m™
Gendtipo (G) 48 11147,82" 324422  1549,05™ 34391 72,92™ 698,99  714,48™ 19,35™ 60,66 144,50™  7,04™ 6891,89™
AXG 47 4297,19~  2167,32™  1214,88™ 60,53™ 19,42 253,66™  142,83™  3,42™ 18,84™ 79,71™ 2,43™ 1422,66"
Média 85,25 49,84 25,07 10,38 6,17 73,06 46,44 1,38 4,29 5,43 307,0 143,94
CV (%) 7,03 12,38 17,58 10,58 8,91 31,14 32,67 23,08 17,30 13,05 22,40 4,95

" ndo significativo (p< 5%); ““significativo (p< 5%) pelo teste F; NDIF = nimero de dias até o inicio do florescimento; APLA = altura de planta; IVAG = altura da inserc&o da
primeira vagem; CVAG = comprimento da vagem; LVAG = largura da vagem; NVAG = nimero de vagens por planta; NSEM = nlimero de sementes por planta; RSEM =

rendimento de sementes; LSEM = largura das sementes; P1000 = peso de 1000 sementes; PROD = produtividade e Cl = duracéo do ciclo.
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Tabela 5 — Valores médios do nimero de dias até o inicio do florescimento (NDIF), altura de planta (APLA), altura da insercéo da primeira vagem (IVAG),
comprimento da vagem (CVAG), largura da vagem (LVAG), nimero de vagens por planta (NVAG), numero de sementes por planta (NSEM), rendimento de
sementes por planta (RSEM), largura da semente (LSEM), peso de 1000 sementes (P1000), produtividade (PROD) e duracéo do ciclo (CI) de 49 gendétipos (48
linhagens de lentilha e a cultivar Silvina) provenientes do ICARDA e da Embrapa Hortalicas, em dois anos de cultivo, 2017 e 2018.

) NDIF APLA IVAG CVAG LVAG NVAG NSEM RSEM LSEM P1000 PROD Cl

N  GENOTIPOS

Ano (cm) (cm) (mm)  (mm) - - (gplanta)  (mm) (g 10007 (Kg.ha't) (dias)

2017 2018

1 81S15 93,0aA 92,0 aA 51,80 26,45 9,78e 6,27c 34,18 19,57d 0,47d 4,30c 28,04 143,48b 143a
2 FLIP90-25L 84,0bA  79,0bA 49,40 26,59 9,08f 5,65d 103,79  68,06b 1,64c 3,88d 26,12 604,40a 137b
3 FLIP2007-11L 89,5aA 79,0bB 48,48 25,40 13,38b 7,68a 78,69 46,68c 2,06b 5,79a 48,63 433,73a 140b
4  FLIP2007-16L 73,5bA  77,0bA 50,78 26,95 13,04b 7,40a 34,61 26,38d 1,13c 5,13b 52,11 294,48a 144a
5  FLIP2007-28L 93,0aA 92,0aA 48,21 26,09 11,98c  7,15b 46,06  23,60d 0,97d 4,50c 36,30 92,53b 145a
6 FLIP2007-42L 82,5bB  87,0aA 52,52 26,66 10,27e 6,17c 65,29 43,29c 1,16¢ 4,50c 32,14 222,55b 144a
7 FLIP2007-74L 89,5aA 92,0aA 56,48 26,13 10,05e 6,29c 57,33 37,57c 1,38c 4,08c 32,21 187,30b 148a
8 FLIP2007-75L 84,0bA  79,0bA 53,59 26,66 10,30e 6,43c 83,92 71,69b 2,71b 4,75b 32,82 335,64a 144a
9  FLIP2007-77L 98,5aA 92,0 aA 52,56 29,60 9,57f 5,70d 39,09 23,79d 0,50d 3,68d 25,09 74,85h 148a
10  FLIP2008-2L 84,0bA 80,0bA 52,70 32,68 10,13e 6,27¢ 63,80  29,72d 0,95d 4,44c 36,88 186,03b 140b
11 FLIP2009-1L 79,0bA  79,0bA 52,35 20,58 11,07d 6,67b 144,88  89,55b 2,63b 4,51c 28,99 399,68a 147a

Continuacio...
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N i NDIF APLA IVAG CVAG LVAG NVAG NSEM RSEM LSEM P1000 PROD Cl
GENOTIPOS
Ano (cm) (cm) (mm)  (mm) - - (gplanta)  (mm) (g 1000 (Kg.ha't) (dias)
2017 2018

12 FLIP2009-2L 95,0aA  92,0aA 46,88 25,08 10,66e 6,30c 69,12 56,88c 1,60c 4,18c 29,03 486,78a 146a
13 FLIP2009-4L 95,0aA  90,5aA 53,51 26,95 8,86f 5,85¢C 99,73 38,68¢c 0,92d 4,03c 24,50 118,93h 149a
14 FLIP2009-5L 97,0aA  79,0bB 56,35 26,60 8,98f 5,68d 28,87 7,59d 0,07d 3,57d 23,31 139,80b 150a
15  FLIP2009-7L 95,0aA  91,0aA 50,89 28,44 9,13f 5,89c 54,41 36,71c 0,98d 4,21c 26,20 229,38b 145a
16  FLIP2009-9L 98,5aA  85,5bB 50,41 23,84 8,179 5,25e 105,68 45,71c 1,20c 3,46d 21,21 42,65b 153a
17  FLIP2009-10L 93,0aA  81,0bB 50,39 28,16 8,71f 5,49d 70,55 61,16¢ 0,88d 3,58d 22,75 80,08b 142a
18  FLIP2009-11L 775bA  79,7bA 42,44 22,06 9,40f 5,74d 153,10  63,26b 1,62c 4,12c 23,10 290,68b 148a
19  FLIP2009-12L 78,5bA  80,3bA 50,93 23,35 11,01d 6,09c 110,77  79,62b 2,61b 4,51c 29,79 421,07a 138b
20  FLIP2009-13L 95,0aA  83,3bB 52,18 26,30 9,46f 5,97c 66,74 26,70d 0,64d 3,17d 25,84 217,98b 147a
21 FLIP2009-14L 915aA 80,0bB 48,65 24,20 10,09e 5,86¢ 90,30 55,01c 1,37c 4,43c 28,89 363,83a 143a
22 FLIP2009-15L 91,5aA  92,0aA 49,76 24,52 8,90f 5,23e 49,37  30,72d 0,73d 3,32d 20,59 207,85b 148a
23 FLIP2009-16L 985aA 77,0bB 50,01 23,84 9,53f 5,26e 58,05 44,60c 1,11c 3,99c 27,13 100,50b 144a
24 FLIP2009-17L 915aA 77,3bB 53,21 25,18 10,78e 6,39c 62,60 41,59¢ 1,15c 4,23c 31,20 175,88b 148a
25  FLIP2009-18L 935aA  92,0aA 50,80 27,60 9,85e 6,19c 38,39  23,40d 0,67d 4,17c 29,47 104,13b 140b
26 FLIP2009-19L 915aA  79,0bB 43,83 19,50 9,95e 6,53c 160,50 129,83a 3,42a 4,20c 24,84 469,34a 148a
27  FLIP2009-25L 985aA  79,0bB 46,91 23,66 9,86e 6,07c 104,54  59,06¢ 1,49¢ 4,42c 28,57 102,03b 138b
28  FLIP2009-26L 95,0aA  83,5bB 50,45 22,53 9,56f 6,12c 86,54 48,59¢ 1,27c 4,42c 28,44 272,35b 145a
29  FLIP2009-27L 93,0aA  92,0aA 56,64 25,36 9,36f 6,11c 65,41 51,69¢c 1,61c 4,30c 29,25 378,55a 144a
30  FLIP2010-2L 95,0aA  81,0bB 49,82 24,36 12,31c 7,27a 55,25 33,10c 1,45¢c 5,47a 49,70 239,93b 149a
31 FLIP2010-8L 95,0aA  80,5bB 57,11 26,50 11,92c 6,61b 28,51 15,09d 0,55d 5,19b 48,55 225,65b 148a
32 FLIP2010-12L 101,5aA 78,3bB 47,27 26,78 12,43c 6,92b 36,15 21,96d 0,61d 4,72b 43,45 141,59b 144a

Continuacio...
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N i NDIF APLA IVAG CVAG LVAG NVAG NSEM RSEM LSEM P1000 PROD Cli
GENOTIPOS
Ano (cm) (cm) (mm) (mm) (g planta®) (mm) (g 1000h) (Kg.ha't) (dias)
2017 2018

33 FLIP2010-19L 93,0aA  87,0aA 49,82 24,36 12,31c 7,27a 55,25 33,10c 1,45¢c 5,47a 35,93 188,41b 149a
34  FLIP2010-20L 88,0aA  65,0cB 57,11 26,50 11,92¢ 6,61b 28,51 15,09d 0,55d 5,19b 38,06 714,00a 148a
35 FLIP2010-21L 93,0aA  88,7aA 47,27 26,78 12,43c 6,92b 36,15 21,96d 0,61d 4,72b 30,50 166,19b 144a
36  FLIP2010-22L 91,5aA  77,0bB 46,60 24,85 9,11f 5,75d 47,73 25,91d 0,62d 3,83d 24,40 68,63b 148a
37  FLIP2010-23L 100,5aA  83,7bB 53,14 25,87 9,56f 6,02c 45,75 38,54c 0,61d 5,07b 29,05 150,95b 146a
38 FLIP2010-24L 77,5bA  82,3bA 48,03 22,82 10,28e 6,25¢ 66,10 40,34c 1,18c 4,26¢ 28,78 242,75b 141b
39  FLIP2010-27L 74,5bA  79,0bA 44,14 22,64 10,77e 6,38¢c 182,92 152,29a 4,49a 4,54c 28,30 426,82a 140b
40 FLIP2010-28L 101,5aA 82,0bB 51,79 26,42 7,469 4,62e 45,42 14,12d 0,31d 3,14d 32,09 56,54b 140b
41 FLIP2010-29L 95,0aA  84,3bB 51,24 25,56 9,33f 5,69d 82,50 40,41c 0,91d 3,90d 27,00 122,49b 141b
42  FLIP2010-30L 89,5aA  79,0bB 52,48 22,43 9,82e 6,25¢ 87,47 53,21c 1,82c 431c 27,98 121,37b 146a
43  FLIP2010-31L 93,0aA 72,3bB 49,52 23,33  10,93d 6,13c 103,65 77,68b 2,11b 4,22¢ 29,15 323,05a 146a
44  FLIP2010-32L 87,5aA  79,0bB 50,97 26,08 9,64f 6,03c 93,46 50,75c¢ 1,68c 3,95¢ 24,03 230,07b 144a
45  FLIP2010-99L 79,5bA  76,0bA 45,03 21,10 10,74e 6,34c 114,38  85,34b 2,62b 4,52¢c 31,78 976,91a 138b
46 FLIP2010-100L 82,5bA  85,5bA 40,15 20,70 10,52¢ 5,90c 173,68 149,37a 4,34a 4,10c 28,49 325,23a 138b
47 FLIP2010-106L 71,0bA  81,7bA 49,99 19,94 11,47d 5,81d 148,23 134,68a 4,15a 4,24c 30,37 682,67a 143a
48 SILVINA 50,0cB  59,0cA 37,70 16,82 14,42a 7,96a 81,24 71,42b 3,74a 5,73a 53,47 2259,03a 127c
49 6031 107,5aA  83,3bB 43,71 23,55 11,34d 5,63d 64,01 47,50c 1,39¢ 3,86d 26,68 217,29b 133c

*Médias seguidas pela mesma letra mindscula na coluna e maitscula na linha pertencem ao mesmo grupo pelo teste de Scott e Knott a (p< 5%).
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E possivel que isso seja resultado do atraso na semeadura da lentilha no segundo
ano (14 dias), uma vez que as condi¢des de temperatura média da semeadura até o inicio
do florescimento foram semelhantes em ambos os anos (max. 26,4 °C e min. 14,8 °C —
2017; max. 26,6 °C e min. 14,3 °C - 2018).

N&o houve efeito significativo de genotipos e de ano para altura da planta (Tabela
2). Apesar disso, todos 0s genotipos apresentaram valor numérico de altura da planta
acima do valor obtido pela cultivar Silvina (Tabela 5). Plantas de lentilha podem variar
de 20 cm a 75 cm de altura, dependendo do gendtipo e das condigdes de cultivo
(SAXENA, 2009). Em relagdo a altura da insercdo da primeira vagem, ndo houve
diferenca significativa entre os gendtipos, sendo o menor valor numérico observado na
cultivar Silvina, com 16,82 cm. Plantas de lentilha que apresentem vagens a partir de 10-
15 cm de altura em relacdo a superficie do solo podem favorecer um melhor estado
fitossanitario das sementes e menor perda na colheita mecanizada (DIEKMANN; AL-
SALEH 2009). Dessa forma, todos os genotipos apresentaram padrdo adequado para essa
caracteristica.

Os gendtipos FLIP2010-27L, FLIP2010-100L, FLIP2009-19L, FLIP2009-11L,
FLIP2010-106L e FLIP2009-1L compuseram o grupo de maior média para o0 nimero de
vagens por planta (Tabela 3). O maior comprimento da vagem foi obtido pela cultivar
Silvina (14,42 mm), diferindo estatisticamente dos genotipos. Entretanto, em relacédo a
largura da vagem, os genotipos FLIP2010-2L e FLIP 2010-19L (7,27 mm), FLIP2007-
11L (7,68 mm) e FLIP2007-16L (7,40 mm) ndo diferiram estatisticamente da cultivar
Silvina (7,96 mm). Mas para rendimento de sementes por planta, esses quatro genotipos
diferiram estatisticamente da cultivar Silvina.

Os gendtipos FLIP2007-11L, FLIP2010-2L, FLIP2010-19L e a cultivar Silvina
apresentaram as maiores larguras de sementes, diferenciando-se em relagcdo aos demais
(Tabela 3). A cultivar Silvina apresentou 0 maior peso em mil sementes (53,479), seguida
pelos gendtipos FLIP 2007-16L (52,11g), FLIP 2010-2L (49,70g), FLIP 2007-11L
(48,639g), FLIP 2010-8L (48,55¢) e FLIP 2010-12L (43,45g). O gendtipo FLIP 2009-15L
apresentou 0 menor peso (20,599g) (Tabela 5).

Em termos de produtividade, a cultivar Silvina ficou entre os gendétipos mais
produtivos, apresentando produtividade média (2.259 kg ha™*) muito superior em relagéo
amédia mundial (1.042 kg ha!) (FAOSTAT, 2020). A cultivar Silvina e o gen6tipo 6031
se mostraram mais precoces quanto ao comprimento do ciclo, doze gendtipos

apresentaram ciclo intermediario e 35 genotipos ciclo tardio (Tabela 5).
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3.3.3 Divergéncia genética

Considerando-se as 21 caracteristicas morfoagronémicas avaliadas, foi originado
um dendrograma (Figura 1) com a formac&o de cinco grupos, ao nivel de similaridade de
40%, obtendo-se um coeficiente cofenético aceitavel (0,76). Os grupos de | a 1l foram
compostos pelas linhagens classificadas como microsperma com cor do revestimento
vermelho e cotilédone alaranjado e os grupos IV e V pelos gendtipos macrosperma com
sementes de revestimento verde e cotilédones verdes e amarelos.

O grupo | alocou 18 genotipos, sendo esses a maioria dos que apresentaram o
habito de crescimento ereto, intensidade da ramificacdo média, valores numéricos mais
altos para altura da planta, altura da insercdo da primeira vagem e peso de 1000 sementes
entre as microspermas. O grupo Il alocou 25 gendtipos, sendo a maioria com habito de
crescimento semiereto, intensidade da ramificacdo forte, intensidade da cor da folha
média, as maiores variacdes para formato do foliolo entre oval e eliptico, as menores
médias de nimero de dias até o inicio do florescimento entre as microspermas, as maiores
médias para comprimento e largura de vagem, nimero de sementes por planta,
rendimento de sementes e largura de sementes. O grupo Il incluiu o genotipo mais
produtivo entre as microspermas (FLIP 2010-99L).

O grupo |11 alocou dois gendtipos que apresentaram menor largura de sementes
entre as microspermas e ciclo mais precoce. A produtividade média desse grupo foi de
410,84 kg hal, a mais alta em comparag&o aos grupos | e I1.

O gendtipo alocado no grupo IV apresentou habito de crescimento semiereto,
intensidade da ramificacéo e intensidade da cor da folha caracterizada como fortes, com
revestimento e cotilédones verdes.

O grupo V, composto por trés gendtipos, apresentou similaridade variando de
35% (FLIP2007-16L em relacdo aos demais) a 55% (FLIP2007-11L e FLIP2010-2L),
alocando os gendtipos de habito de crescimento ereto, com presenca de pigmentacdo de
antocianina nos caules dos gendtipos FLIP2007-11L e na cultivar Silvina, cor do
revestimento da semente verde, cor do cotilédone verde (FLIP2007-11L e FLIP2010-2L)
e amarelo (Silvina), maiores comprimento e largura da vagem, maior nimero de sementes
por planta, melhores rendimento de sementes por planta e produtividade, além do

gendtipo mais precoce entre aqueles do tipo macrosperma, ou seja, a cultivar Silvina.
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Figura 1 — Dendrograma com base no agrupamento UPGMA de 48 gendtipos de lentilha (Lens culinaris Medik.) e da cultivar comercial Silvina com base em 21 caracteristicas

morfoagrondmicas (UPGMA clustering of 48 lentil genotypes (Lens culinaris Medik.) and the commercial cultivar Silvina based on 21 morphoagronomic characteristics).

Brasilia, Embrapa Hortalicas, 2020.
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Houve coincidéncia parcial entre os grupos estabelecidos pelo teste de Tocher e
pelo dendrograma. O teste de Tocher estabeleceu seis grupos (Tabela 6), enquanto o corte
no dendrograma possibilitou o estabelecimento de cinco grupos (Figura 1). Dos 35
gendtipos agrupados no primeiro grupo pelo teste de Tocher, 34 foram contemplados
pelos grupos | e Il do dendrograma. Os grupos I, I1l e IV do teste de Tocher foram
integralmente contemplados pelo grupo Il do dendrograma, com excecdo do gendétipo
6031, agrupado no grupo 111 do dendrograma. Os genotipos do tipo macrosperma (FLIP
2010-8L, FLIP 2007-16L, FLIP 2007-11L, FLIP 2010-2L e Silvina) foram distribuidos
entre os grupos I, IV e V do dendrograma; no entanto, foram todos reunidos no grupo V
do teste de Tocher, com excecdo de Silvina, que formou um grupo isolado neste ultimo
teste.

Dados de agrupamento por si sé ndo permitem definir cruzamentos, pois as
linhagens geneticamente distintas ndo necessariamente apresentam a melhor capacidade
de combinacdo (VAZ et al. 2017). Também devem ser levadas em consideracdo as
melhores médias para os caracteres de interesse entre as linhagens contrastantes,
possibilitando o aumento da frequéncia de combinacgdes superiores (CRUZ et al. 2012).
Assim, levando-se em consideracdo caracteristicas como habito de crescimento, cor do
revestimento das sementes, cor do cotilédone, altura da planta, nimero de dias até o inicio
do florescimento, peso de 1000 sementes e produtividade, as linhagens FLIP2010-8L e
FLIP2010-12L (grupo I), FLIP2010-99L, FLIP2010-20L e FLIP2010-106L (grupo II),
FLIP90-25L e 6031 (grupo I1), FLIP2007-16L (grupo V) e a cultivar comercial Silvina
(grupo V) demonstram-se as mais promissoras para o uso em programas de melhoramento

genético da espécie.

Concluséao

Os genotipos FLIP2010-99L, FLIP2010-20L, FLIP2010-106L e FLIP90-25L
apresentaram as melhores médias para caracteristicas de interesse comercial dentro do
grupo das microspermas. No grupo macrosperma, a cultivar Silvina apresentou valor
médio de produtividade destacadamente alto, ndo sendo identificado, no presente estudo,
um genotipo do tipo macrosperma superior a cultivar comercial ja existente.

Mediante a associacdo das técnicas de agrupamento com os dados de

caracterizacdo, foi possivel identificar gendtipos divergentes e, a0 mesmo tempo,
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superiores quanto a caracteristicas agronémicas: FLIP2010-8L e FLIP2010-12L (grupo
1), FLIP2010-99L, FLIP2010-20L e FLIP2010-106L (grupo II), FLIP90-25L e 6031
(grupo I11), FLIP2007-16L (grupo 1V) e a cultivar comercial Silvina (grupo V). Esses
gendtipos apresentam potencial para serem utilizados em programas de melhoramento

genético da espécie.
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Tabela 6 — Agrupamento pelo método de Tocher com base na distancia calculada pelo método de Jaccard entre 49 gendtipos de lentilha, sendo 48
linhagens experimentais e a cultivar comercial Silvina.

Grupo (namero) Gendtipos
1 FLIP 2007-74L; FLIP 2009-17L; FLIP 2007-42L; FLIP 2010-32L; FLIP 2009-26L; FLIP 2010-30L; FLIP 2010-24L;
FLIP 2010-22L; FLIP 2009-25L; FLIP 2010-29L; FLIP 2007-77L; FLIP 2009-18L; FLIP 2009-7L; FLIP 90-25L;
FLIP 2009-14L; FLIP 2009-15L; FLIP 2009-13L; FLIP 2009-16L; FLIP 2009-2L; FLIP 2009-27L; 81S15; FLIP
2010-23L; FLIP 2010-20L; FLIP 2009-4L; FLIP 2009-9L; FLIP 2009-5L; FLIP 2010-28L; FLIP 2010-99L; FLIP
2009-10L; FLIP 2009-11L; FLIP 2009-1L; FLIP 2007-75L; FLIP 2010-31L; FLIP 2009-12L; FLIP 2008-2L
FLIP 2010-21L
FLIP 2009-19L
FLIP 2010-27L; FLIP 2010-100L; FLIP 2010-106L; 6031

FLIP 2010-2L; FLIP 2010-8L; FLIP 2010-19L; FLIP 2007-11L; FLIP 2007-16L; FLIP 2010-12L; FLIP 2007-28L

Silvina

o bk wWN
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4 COMPOSICAO CENTESIMAL E CONTEUDO MINERAL NA
SELECAO DE ACESSOS DE LENTILHA

Resumo

A lentilha (Lens culinaris Medik) é leguminosa de gréos secos (pulse) que apresenta
elevado teor proteico, minerais essenciais, vitaminas e antioxidantes, além de apresentar
um cozimento rapido. Com atributos nutricionais excepcionais, pode beneficiar, de forma
direta, o alcance da seguranca alimentar, minimizando problemas de deficiéncia de
minerais e da fome oculta. Nesse cenario, faz-se necessaria a identificacdo de acessos que
apresentem variagdes na composi¢do nutricional com vistas a selecdo de progenitores que
poderdo ser utilizados no programa de melhoramento genético. Portanto, o objetivo deste
trabalho foi determinar a composicéo centesimal e os teores de minerais de 49 acessos de
lentilha (48 linhagens e a cultivar Silvina). Os gréos crus foram triturados e avaliados
quanto aos teores de umidade, cinzas, proteinas, lipidios, carboidratos e os minerais
fosforo (P), potassio (K), magnésio (Mg), enxofre (S), calcio (Ca) ferro (Fe), manganés
(Mn), zinco (Zn), molibdénio (Mb), boro (Bo) e cobre (Cu). Os resultados obtidos foram
submetidos a andlise de variancia e as médias foram comparadas pelo método de
agrupamento de Scott-Knott (p<0,05). Variagdes foram observadas para os teores de
proteina (20,79-34,68%), carboidratos (7,33-8,19 g / 100 g), gordura (0,04-1,99 g / 100
g), umidade (6,66-12,24%) e cinzas (0,97-1,11%), sendo o teor de gordura o componente
com maiores variacdes entre 0s acessos. Para 0s minerais, houve variacdes (mg / 100 g)
para P (298,66-575), K (655,04-1068,37), Mg (83,09-99,76), S (135,90-231,56), Ca
(50,53-119,03), Zn (4,51-7,59), Fe (3,26-10,79), Mn (1,44-3,76), Bo (0,34-1,90), Mo
(0,19-0,67) e Cu (0,17-0,82), sendo B e Mn os micronutrientes mais variaveis entre 0s
geno6tipos. Os gendtipos FLIP2007-28L, FLIP2007-75L, FLIP2009-1L, FLIP2009-2L,
FLIP2009-4L, FLIP2009-9L, FLIP2009-12L, FLIP2009-14L, FLIP2009-25L,
FLIP2010-12L, FLIP2010-19L, FLIP2010-27L, FLIP2010-100L, em fungdo da
destacada composicdo centesimal e do teor de minerais, podem ser indicados para
ampliacdo de bases genéticas e biofortificacdo de cultivares de lentilha.

Palavras-chave: Lens culinaris, valor nutricional, micronutrientes, alimentos funcionais.
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Abstract

The lentil (Lens culinaris Medik) is a dry grain legume (pulse) with a high protein content,
essential minerals, vitamins, and antioxidants, in addition to being quick to cook. Thus,
these exceptional nutritional attributes, it can directly benefit the achievement of food
security, minimizing problems of mineral deficiency and hidden hunger. In this scenario,
it iIs necessary to identify lentil genotypes that present variations in its nutritional
composition, aiming to select parental lines to be used in breeding programs. Therefore,
the objective of this work was to characterize the proximate composition and mineral
content of 49 lentil genotypes (48 breeding lines and the cultivar Silvina). The raw grains
were crushed and analyzed for their moisture, ash, proteins, lipids and carbohydrates and
minerals phosphorus (P), potassium (K), magnesium (Mg), sulfur (S), calcium (Ca) iron
(Fe), manganese (Mn), zinc (Zn), molybdenum (Mb), boron (Bo) and copper (Cu) content.
Means were compared by analysis of variation, followed by the Scott-Knott clustering
method (p<0.05). Variations were observed for protein contents (20.79-34.68 %),
carbohydrates (7.33-8.19 g/100 g), fat (0.04-1.99 g /100 g), moisture (6.66-12.24 %) and
ash (0.97-1.11 %), with the fat content being the component with greatest variations
among accessions. For minerals, there were variations (mg /100 g) for P (298.66-575), K
(655.04-1068.37), Mg (83.09-99.76), S (135.90-231.56), Ca (50.53-119.03), Zn (4.51—
7.59), Fe (3.26-10.79), Mn (1.44-3.76), Bo (0.34-1.90), Mo (0.19-0.67) and Cu (0.17—
0.82), with B and Mn being the most variable micronutrients among the lentil accessions.
Thus, genotypes FLIP2007-28L, FLIP2007-75L, FLIP2009-1L, FLIP2009-2L,
FLIP2009-4L, FLIP2009-9L, FLIP2009-12L, FLIP2009-14L, FLIP2009-25L,
FLIP2010-12L, FLIP2010-19L, FLIP2010-27L, FLIP2010-100L, due to their enhanced
proximate composition and mineral content, can be indicated for the expansion of genetic
basis and biofortification of lentil cultivars.

Keywords: Lens culinaris, pulses, nutritional content, micronutrients, functional foods.
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4.1 Introducgéo

A lentilha (Lens culinaris Medik.) se destaca pelo seu teor nutritivo como uma
importante fonte de proteinas, carboidratos complexos, vitaminas A, C, e as do complexo
B bem como minerais essenciais incluindo calcio, ferro, zinco, magnésio, potassio,
(KUMAR et al., 2018). A lentilha ainda apresenta compostos fendlicos com alta agdo
antioxidante, quando comparada a outras leguminosas de gréos secos, coletivamente
denominadas como pulses (GRELA et al., 2017). Apresenta um cozimento rapido
podendo ser consumida na forma inteira, descascada e dividida (NOSWORTHY et al.,
2017). Na inddstria, vem sendo amplamente utilizada na fabricacdo de novos alimentos
plant-based, impulsionando o mercado global de lentilha.

Com esses atributos de elevada qualidade alimentar, a lentilha pode contribuir no
enfrentamento de desafios globais de salde, com destaque para o alcance da seguranca
alimentar, minimizando problemas de deficiéncia de minerais e da chamada “fome oculta”
(RAWAL et al., 2019). Além disso, o consumo de lentilha esta sendo associado a reducéo
do risco de doencas cardiovasculares, ao controle do diabetes, a prevencao do cancer, ao
aumento do metabolismo e até mesmo a melhoria da digestdo (FARIS et al., 2013).

A deficiéncia de minerais atinge mais de dois bilhGes de pessoas no mundo, sendo
a deficiéncia de ferro (Fe) e zinco (Zn) a mais comum e predominante em paises asiaticos,
africanos e latino-americanos (JHA; WARKENTIN, 2020).

No Brasil, além da deficiéncia de Fe e Zn, é comum a populacdo apresentar
deficiéncia de vitaminas e de outros minerais essenciais, particularmente vitamina A, B9,
D, selénio (Se) e calcio (Ca), pois ndo atende a ingestdo diaria recomendada (IDR)
(COZZOLINO, 2007). Como consequéncia, é possivel o surgimento de problemas no
sistema imunoldgico, alteracdes neuroldgicas e motoras, entre outras doengas (RUBERT
etal., 2017).

Uma estratégia que pode auxiliar na prevencdo e no combate as deficiéncias
minerais € a introducdo de produtos agricolas biofortificados (RIOS et al., 2009). Essa
técnica é caracterizada pelo aumento do contetdo de nutrientes e vitaminas em uma
cultura, por meio de melhoramento genético convencional ou engenharia genética
(LOUREIRO et al., 2018). No Brasil, um leque de produtos biofortificados como arroz,
feijdo, milho, mandioca, batata-doce e trigo j& foram disponibilizados (EMBRAPA,
2021).
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A lentilha possui grande potencial para ser biofortificada, como apontam varios
estudos da existéncia de variabilidade genética em relacdo a pardmetros nutricionais
(KHAZEI et al., 2019; KUMAR et al., 2018; ALGHAMDI et al., 2014). Recentemente,
o International Center for Agricultural Research in the Dry Areas (ICARDA) e o
HarvestPlus lancaram dezessete variedades de lentilha biofortificadas com altas
concentragbes de Fe e Zn, ja disponibilizadas para paises como a india, Nepal,
Bangladesh, Siria e Etiopia (JHA; WARKENTIN, 2020).

O ICARDA disponibilizou a Embrapa Hortalicas gendtipos de lentilha o que vai
permitir a ampliacdo da base genética e retomar, de maneira mais vigorosa, 0 programa
de melhoramento dessa espécie no Brasil. No entanto, informacOes referentes ao
conteddo nutricional desses acessos elite de lentilha ainda ndo estdo disponiveis. Assim,
com essa lacuna e a relevante importancia da cultura como fonte proteica, aliada ao
crescente interesse cientifico pela sua composicdo quimica, buscou-se, no presente
trabalho, determinar as variagdes na composicao centesimal e mineral dos genétipos de
lentilha com prospeccdo de caracteristicas de interesse e indicacdo de genétipos com

potencial para serem utilizados no programa de melhoramento dessa espécie.

4.2 Materiais e Métodos

O presente estudo foi conduzido no laboratério de solos e nutri¢do de plantas e no
laboratdrio de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos da Embrapa Hortalicas, Brasilia—DF.
Amostras de 49 acessos de lentilha (48 linhagens e a cultivar ‘Silvina’), descritas no
capitulo 3, foram obtidas do experimento conduzido a campo, durante a safra 2017. As
amostras foram limpas e armazenadas em frascos de vidro herméticos. Foram utilizadas
amostras dos grdos inteiros, crus e moidos. Determinou-se a composi¢do centesimal
(umidade, cinzas, gordura, proteinas e carboidratos) — apresentada na se¢do 2.1 —, com
base na metodologia da AOAC (2016), e o contetido mineral (fésforo, potassio, magnésio,
enxofre, ferro, manganés, zinco, molibdénio, boro, cobre e célcio) — apresentado na se¢éo

2.2. Todas as amostras foram analisadas em triplicata.

4.2.1 Composicao centesimal

Umidade: o conteddo de umidade foi determinado por gravimetria em estufa a 105 °C.
Foram pesadas 2 g da amostra (sementes cruas e inteiras) homogeneizada, em capsula de

porcelana previamente pesada. Depois, as amostras foram colocadas em estufa a 105 °C
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por 4 horas. Apds esse periodo, o material foi resfriado em dessecador e o teor de umidade

foi determinado através da férmula:
U%=100x(A-B)/B

Onde:

U% = Teor de umidade

A = Peso da amostra Umida
B = Peso da amostra seca

Cinza total: o residuo mineral fixo ou cinzas foi determinado pelo método gravimétrico.
As amostras provenientes da analise de umidade foram incineradas por 4 horas em mufla
a 550 °C até obtencdo de cinzas brancas ou acinzentadas. Apds esta etapa, foram
calculadas as percentagens de cinzas em relacdo ao po que foi submetido ao processo de
secagem através da formula:

C%=100x(W2-W1)/W
Onde:
C% = Teor de cinza
W1 = Peso do cadinho (antes da incineracao)

W?2 = Peso do cadinho + Peso da amostra (ap0s incineragao)
W = Peso da amostra

Proteina bruta: o teor da proteina foi obtido através da determinacdo do nitrogénio total.
O método utilizado foi o de Kjeldahl, baseado na digestdo da amostra (1 g de sementes
cruas trituradas) com &cido sulfurico concentrado até que o carbono e o hidrogénio fossem
oxidados. O nitrogénio da proteina foi reduzido e transformado em sulfato de amdnia.
Adicionou-se hidréxido de sodio e aqueceu-se para a liberacdo da aménia dentro de um
volume conhecido de solugdo de &cido bérico. O borato de amdnia formado foi titulado
com &cido sulfarico 0,05 M. O valor de nitrogénio obtido na amostra, bem como o valor

da proteina bruta foram calculados usando as seguintes férmulas, respectivamente:

NT=(Va-Vb)xFxNx14x100
P1x1000

Onde:

NT = teor de nitrogénio total na amostra, em percentagem

Va = volume da solucgéo de &cido sulfdrico gasto na titulagdo da amostra, em mililitros
Vb = volume da solucdo de acido sulfurico gasto na titulagdo do branco, em mililitros
N = normalidade do HCI

F = fator de correcédo para o acido sulfarico 0,1 mol/L

P1 = Massa da amostra, em gramas
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PB%=NTxFN

Onde:

PB = proteina bruta, em percentagem

NT = teor de nitrogénio total na amostra, em percentagem

FN = fator de correcéo (6,25)

Gordura: Foram utilizados 2 g da amostra finamente moida em um cartucho de
Soxhlet previamente preparado com papel filtro e algod&o. Na sequéncia, o cartucho foi
preenchido com algoddo até cobrir toda a amostra. A estufa foi aquecida a 105 °C por 2
horas. Apos o petroleo em ebulicdo, foi levado para resfriar em dessecador por 20-30
minutos e pesado. Em seguida, o cartucho foi colocado dentro do extrator Soxhlet.
Conectou-se o0 extrator ao baldo e adicionou-se 250 ml de éter de petréleo. Condensador
foi conectado ao conjunto e ligada a chapa aquecedora, mantendo em aquecimento por 8
horas apos inicio da fervura, com velocidade de gotejamento de 4 a 5 gotas por segundo.
Foi retirado o conjunto, removendo-se, antes, 0 maximo de éter do baldo. O baldo foi

levado a estufa a 105 °C por 1 hora. Ap6s, foi resfriado em dessecador e pesado.

Gordura (%) = PLx100
P

Onde:
PL = peso do baldo com gordura — peso do baldo antes da extracéo
P = peso da amostra

Carboidrato: a determinacdo dos carboidratos totais foi por diferenca dos demais
constituintes da composicao centesimal (umidade, cinzas, proteinas e lipidios).
Carboidrato=100-[umidade (%)+cinzas (%0)+gordura (%o)+proteina bruta (%0)]

4.2.2 Composic¢éo mineral

A composic¢do mineral foi realizada por meio da analise quimica - via imida. As
amostras, previamente trituradas em moinho tipo Whiley, foram pesadas (0,5000 g) e
transferidas para tubos de teflon® e, em seguida, adicionados 8,0 mL de &cido nitrico e
3,0 mL de acido cloridrico, ambos concentrados. Os tubos foram fechados e levados para
o forno de micro-ondas (Marca CEM, modelo MarsXpress), onde a mistura foi deixada
para reagir sob alta temperatura e pressédo. As condi¢des operacionais do forno foram:
poténcia = 800 W; temperatura de 170 °C; tempo de rampa (Ramp) = 5 minutos; tempo
sobre temperatura constante (hold) = 15 minutos.
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Apdbs o periodo de reacdo, aguardou-se 0 tempo necessario para o equilibrio
térmico dos tubos a temperatura ambiente. Em seguida, os tubos foram abertos em capela
com sistema para exaustdo de gases e os extratos foram filtrados para balGes de PFA
(Brand®) com capacidade de 50 mL e seu volume foi completado com agua padréo
ultrapuro  (Milli-Q element, 18 MQ cm™). Os extratos obtidos foram, entdo,
homogeneizados e transferidos para frascos plasticos previamente limpos para posterior
analise.

Os teores de nutrientes nos extratos foram dosados em espectrofotdmetro de
emissdo atbmica com fonte de inducdo de plasma acoplada (ICP-OES marca Shimadzu
Elmer, modelo ICPE 9000). Solugéo aquosa contendo 0,05% de Triton X-100 (detergente
P.A.) e 5% de HNO:s foi utilizada como solucdo de limpeza entre cada leitura durante a
dosagem no ICP-OES. Uma solu¢do ‘multe elementar’ foi utilizada como controle para
corrigir possiveis instabilidades do aparelho. Essa solucdo foi analisada periodicamente
a cada 10 amostras, admitindo-se variacao entre leituras de 90% a 110% da concentragéo
do controle.

Para dosagem do teor de nitrogénio, foi realizada digestdo por via Umida pelo
método Kjeldahl. Este método quantifica o teor de nitrogénio total contido na amostra e
utiliza o fator 6,25 para a conversdo em proteina. Apds oxidacao da amostra com acido
sulfarico na presenca de mistura catalizadora (CuSOs + H2SOa), foi realizada a
solubilizacdo com 0,2 g da amostra e 1,6 g da mistura catalitica contendo 500 g de sulfato
de sodio (Na2SO4) + 50 g de sulfato de cobre (CuSOa), sendo adicionados 5 ml de acido
sulfarico (H2SO4) em tubos de ensaio para posterior digestdo e submetidas a temperatura
de 400 °C. Durante esse processo de digestdo, a solugdo passou de uma coloragao escura
para verde claro.

No processo de destilacdo, utilizou-se, para a mistura 20 g de acido borico, 5 ml do
indicador (100 ml de alcool + 0,5 g de verde bromo cresol + 0,1 g de vermelho de metila)
e, em seguida, foi completado com agua Milli-Q em 1 L no bal&o volumétrico. Depois de
homogeneizado, foram adicionados 15 ml da solucdo em Erlenmeyer de 50 ml.
Posteriormente, preparou-se a solugdo que se utiliza nos destiladores, diluindo-se 400 g
de hidroxido de sédio em 1 L de &gua. Na titulagdo, utilizou-se 0,8 ml de 1 Mol de HCL,

cujo volume foi completado com agua padréo ultrapuro (Milli-Q element, 18 MQ cm™).
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4.2.3 Analise estatistica

Apos obtencdo dos dados da composigéo centesimal e mineral, foram realizadas
as analises de variancias (ANOVA). Foi necessaria a transformacéo do teor de carboidrato
(v/x) para atender aos pressupostos da anélise de variancia. As variaveis que apresentaram
diferencgas significativas entre os genotipos pelo teste de F foram submetidas ao método
de agrupamento de médias de Scott-Knott, considerando o nivel de significancia de 5%.

As andlises estatisticas foram processadas utilizando-se o software SAS 9.2 (SAS, 2009).

4.3 Resultados e Discussao

A andlise de variancia detectou diferenca significativa (p< 5%) para 0s genotipos,

indicando ampla variabilidade na composicéo centesimal e mineral (Tabela 1).

Tabela 1 — Resumo da anélise de variancia para composicao centesimal e mineral avaliadas em
49 genotipos de lentilhas (48 linhagens e a cultivar comercial Silvina).

FV Genotipos Residuo Média CV%
GL 48 98 - -
Composicéo centesimal
Umidade 1,85** 0,07 10,11 2,56
Cinzas 0,00™ 0,00 1,03 2,40
Gordura 0,32" 0,00 0,69 6,00
Proteinas 26,33** 0,53 28,37 2,57
Carboidratos 0,11 0,00 59,71 0,72
Composic¢do mineral

Fdésforo 10543,15** 1392,53 415,21 8,98
Potassio 26742,70 5535,88 879,32 8,46
Magnésio 54,40™ 17,02 91,15 4,52
Enxofre 1707,33™ 393,34 178,25 11,12

Ferro 8,89 5,50 6,85 34,24
Manganés 0,85 0,03 2,54 6,81

Zinco 1,52 0,36 5,94 10,16

Molibdénio 0,03” 0,00 0,38 23,98

Boro 0,25™ 0,00 0,61 14,68

Cobre 0,07** 0,012 0,52 21,01

Caélcio 421,15** 45,59 72,24 9,34

@ GL=graus de liberdade; ** significativo a 5% de probabilidade; CV (%) = Coeficiente de Variago.

4.3.1 Composicao centesimal

Os teores de umidade encontrados para 0s genotipos de lentilha variaram de 6,66
a 12,24 %, sendo que o gendtipo FLIP2009-5L apresentou o menor teor (Tabela 2). Esses
teores estdo dentro dos niveis aceitaveis conforme o comparativo com os dados literarios

tidos como referéncia (Tabela 4). Isah et al. (2018) encontraram 8,0 % de teor de umidade



65

em lentilhas comerciais. El-Sattar (2018) encontrou variacdo de 9,03 a 11,23 % em cinco

cultivares de lentilha analisadas.

Tabela 2 - Valores médios para umidade, cinzas, proteina (expressos em percentagem), gordura
e carboidrato (expressos em g/100 g) de 49 genotipos de lentilha (48 linhagens e a cultivar
comercial Silvina).

Gendtipos Umidade Cinzas Proteina Gordura Carboidrato
81515 10,46d 1,07a 22,27g 0,84d 65,33a
FLIP90-25L 8,40g 1,02¢c 22,92¢g 0,53g 66,41a
FLIP2007-11L 10,20d 1,06b 22,699 0,599 65,45a
FLIP2007-16L 10,60d 1,08a 24,16f 0,54g 63,590
FLIP2007-28L 10,96¢ 1,00c 21,949 0,509 67,10a
FLIP2007-42L 10,30d 1,07a 22,269 0,549 65,83a
FLIP2007-74L 10,30d 1,02c 30,64c 0,04k 58,27e
FLIP2007-75L 10,40d 1,05b 29,08d 0,76d 58,72d
FLIP2007-77L 10,36d 1,00c 29,70c 0,73e 58,18e
FLIP2008-2L 8,45¢ 1,00c 31,23b 0,65f 58,93d
FLIP2009-1L 10,43d 1,11a 30,17c 0,81d 57,46e
FLIP2009-2L 10,81c 1,09a 30,460c 0,92c 56,70f
FLIP2009-4L 10,32d 1,03c 31,26b 0,84d 56,53f
FLIP2009-5L 6,66h 0,99c 30,65¢ 0,22i 58,73d
FLIP2009-7L 10,43d 0,99c 26,72e 0,47h 61,37c
FLIP2009-9L 12,244 1,05b 29,09d 0,41h 58,25e
FLIP2009-10L 10,25d 1,00c 27,52e 0,81d 60,41c
FLIP2009-11L 10,60d 0,99c 29,75¢ 0,83d 57,81e
FLIP2009-12L 10,51d 1,05b 28,86d 0,72e 58,85d
FLIP2009-13L 10,40d 1,03c 27,76e 0,65f 59,30d
FLIP2009-14L 9,71e 0,99c 29,94c 2,00a 57,83e
FLIP2009-15L 9,74e 1,00c 30,36¢ 0,98b 57,90e
FLIP2009-16L 9,89% 1,00c 29,46d 0,84d 58,79d
FLIP2009-17L 9,70e 1,05b 27,41e 0,74e 61,08c
FLIP2009-18L 9,74e 1,07a 29,43d 0,64f 59,11d
FLIP2009-19L 9,68e 1,00c 31,15b 0,88c 57,07f

Continuacéo...
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Continuacdo Tabela 2

Genotipos Umidade Cinzas Proteina Gordura Carboidrato
FLIP2009-25L 9,46f 1,05b 26,33e 1,95a 61,46¢
FLIP2009-26L 9,8% 0,99c 27,48e 0,53g 61,09c
FLIP2009-27L 10,00d 1,00c 31,42b 0,70e 56,88f
FLIP2010-2L 9,24f 1,00c 29,38d 0,13j 59,53d
FLIP2010-8L 9,90e 1,00c 29,32d 0,3%h 59,31d
FLIP2010-12L 10,14d 0,99c 34,68a 0,42h 53,769
FLIP2010-19L 10,16d 1,01c 31,50b 0,63f 56,68f
FLIP2010-20L 10,22d 1,00c 29,48d 0,45h 58,84d
FLIP2010-21L 10,14d 1,04b 28,84d 0,55¢ 62,09b
FLIP2010-22L 10,18d 1,00c 27,15e 0,66f 61,00c
FLIP2010-23L 10,19d 1,07a 29,29d 0,63f 58,80d
FLIP2010-24L 10,11d 1,03c 27,18e 0,45h 55,88f
FLIP2010-27L 10,16d 1,07a 30,07c 0,56g 58,12e
FLIP2010-28L 11,48b 0,98¢c 29,39d 0,80d 57,27f
FLIP2010-29L 10,13d 0,97c 31,38b 0,78d 56,72f
FLIP2010-30L 11,06¢ 1,00c 20,79h 0,78d 66,36a
FLIP2010-31L 10,25d 1,03b 31,28b 0,84d 56,66f
FLIP2010-32L 10,12d 1,04b 29,15d 0,56g 59,12d
FLIP2010-99L 10,15d 1,08a 29,89c 0,67f 58,19
FLIP2010-100L 10,02d 1,04b 28,80d 0,75e 59,38d
FLIP2010-106L 10,22d 0,99c 25,08f 0,559 63,15b
SILVINA 10,02d 1,07a 27,20e 0,82d 60,87c
6031 10,24d 1,08a 28,42d 0,64f 59,60d

IMédias seguidas da mesma letra na coluna néo diferem estatisticamente entre si pelo teste de médias de
Scott-Knott (p< 5%).

2Dados do teor de carboidrato foram transformados por v/x, porém foram apresentados, na tabela, os dados
originais seguidos pelas letras dos dados transformados.

3 Todos os parametros sdo expressos com base na matéria seca.
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Em relacdo a quantidade de cinzas totais, os teores variaram de 0,97% a 1,11%,
valores abaixo da média geral expressa na literatura de referéncia (Tabela 3). Segundo
Hall et al., (2017), o contetido de cinzas em leguminosas é muito afetado pelas condi¢des
de cultivo e ambiente, sendo importante levar em consideracdo, também, a composi¢do
mineral do solo.

O teor médio de gordura foi de 0,69 g/100 g. Zia-Ul-Haq et al. (2011) obtiveram
valores entre 1,93 g/100 g e 2,15 g/100 g, condizente com o maior valor encontrado entre
0s genotipos avaliados neste estudo (2,00 g/100 g). A tabela brasileira de composicéo de
alimentos (NEPA, 2011) apresenta teor de gordura para lentilha crua de 0,8 g/100 g.
Maiores teores de gordura sdo encontrados em sementes, principalmente em espécies
oleaginosas, tubérculos e em algumas frutas, com valores que podem ultrapassar 60 g/100
g, como o caso da castanha-do-brasil (SOMERVILLE et al., 2000). O contetido médio de
gordura encontrado em outras pulses como grao-de-bico e ervilha seca mostra variacdes
de 0,54 a 0,79 g/100 g e 0,08 a 0,35 g/100 g, respectivamente (NPGA, 2018).

O teor proteico obtido (média de 28,37%) é considerado elevado, sendo superior
ao divulgado pelo relatério da NPGA (2018), que mostrou valor de 24,3% para lentilhas,
semelhante a outros resultados da literatura (Tabela 3). O gendtipo FLIP2010-12L
apresentou alto contetido proteico (34,68%). Treze genotipos apresentaram variagdo entre
30,07% e 31,50%; os demais gendtipos apresentaram teores de 20,79% a 29,94% (Tabela
2). El-Sattar (2018) encontrou variacao no teor médio de proteina (23,10% a 25,55%) em
cinco cultivares comerciais de lentilha. Esses valores estdo na mesma faixa encontrada
por Santos e Boiteux (2013) em linhagens de feijao-caupi, com contetdo de proteina
variando entre 22,5% e 34,1%. Outras leguminosas de grédo seco (pulses) mostraram
valores médios abaixo do obtido neste estudo.

Goswami e Shukla (2019) avaliaram a qualidade nutricional de variedades
melhoradas de ervilha e obtiveram variacdo no teor de proteina entre 16,14% e 20,32%.
Kaur et al. (2019) obtiveram conteudo médio de proteina em grdo-de-bico tipo desi de
25,31% e 24,67% no tipo kabuli.
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Tabela 3 — Valores de referéncia para composicdo centesimal da lentilha crua.

Composicao centesimal Lentilha crua Referéncias
Umidade (%) 11,5 NEPA (2011)
GRUSAK (2009)
Cinzas (%) 22-6,4 ZIA-UL-HAQ et al. (2011)
NEPA (2011)

CAl; McCURDY; BAIK (2002)
BAMDAD; DOKHANI; KERAMAT (2009)
Proteinas (%) 23-314 FOUAD; REHAB (2015)
GHUMMAN; KAUR; SINGH (2016)
GRUSAK (2009)
KHAZAEI et al. (2019)
NEPA (2011)
GRUSAK (2009)
Gorduras (g/100 g) 0,3-2,15 ZIA-UL-HAQ et al. (2011)
NEPA (2011)
CARLSSON; KARLSSON; SANDBERG
(1992)
CAI; McCURDY; BAIK (2002)
FRIAS; DOUBLADO; VIDAL-VALVERDE
Carboidratos (g/100 g) 42 -74.9 (2003)
WANG; DAUN (2006)
COSTA et al. (2006)
WANG et al. (2009)
GRUSAK (2009)
KARACA; NICKERSON; LOW (2011)
FOUAD; REHAB (2015)
GHUMMAN; KAUR; SINGH (2016)
NEPA (2011)

Variacgdes no teor de proteinas dos graos podem ser reflexo tanto de alteracdes do
ambiente como do gendtipo (POPELKA; TERRYN; HIGGINS, 2004). No entanto,
varios autores sugerem haver baixa interacdo genotipo x ambiente (G x A) relacionada ao
conteddo de proteina e aminoacidos em lentilhas (BARULINA, 1930; BHATTY et al.,
1976; STODDARD et al., 1993; LIZARAZO et al., 2015). Isso reforca a hipdtese de que
a capacidade de fixacdo de nitrogénio torna a concentracdo de proteinas relativamente
estavel em diferentes ambientes (STODDARD et al., 1993).

De tal modo, faz-se necessario o emprego de inoculantes especificos para a
espécie, seja a estirpe de Bradyrhizobium japonicum — CPAC L-3 e CPAC L-12
(MENDES; REIS JUNIOR; HUNGRIA, 2010) — adaptada ao Cerrado, seja a estirpe
selecionada de Methylobacterium spp. que promoveu a melhoria da absorcdo de
nutrientes pela lentilha em condigdes de seca (JORGE, 2018), podendo influenciar

diretamente o teor de proteinas obtido.
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Em relacdo aos carboidratos, os gendtipos apresentaram valores entre 59,60 e
65,33 g/100 g (Tabela 2), com média de 59,71 g/100 g (Tabela 1) confirmando ser esse

alimento uma boa fonte energética.

4.3.2 Teores de minerais

4.3.2.1 Macronutrientes

Dentro da composicdo dos macronutrientes (Tabela 4), os gendtipos apresentaram
teores médios de fésforo de 415,21 mg/100 g. Os genotipos FLIP 2007-74L e FLIP 2007-
75L apresentaram os maiores teores para fésforo (575 e 541 mg/100 g), enquanto treze
genotipos apresentaram os menores teores (367,33 a 298,66 mg/100 g). Laghetti et al.
(2008) analisaram variedades locais de lentilhas italianas e encontraram concentragdes
que variaram de 405,4 mg/100 ga 542,4 mg/100 g. Alghamdi et al. (2014), avaliando 35
gendtipos de lentilha, encontraram teores variando de 286,9 mg/100 g a 546,7 mg/100 g.

Com relagdo ao teor médio de potassio, o valor de 879,32 mg/100 g € semelhante
aos encontrados na literatura (KUMAR et al., 2018; ALGHAMDI et al., 2014;
LAGHETTI et al., 2008). Destaque para o genotipo FLIP2009-4L (1068,37 mg/100 g)
que apresentou o maior conteudo de potassio neste estudo.

Quanto ao nivel de magnésio, o teor médio encontrado foi de 91,15 mg/100 g. El-
Sattar (2018) encontrou teor médio de 111,6 mg/100 g em cinco variedades comerciais
de lentilha. Alghamdi et al. (2014) encontraram valores para magnésio variando de 126,1
mg/100 ga 157,3 mg/100 g. Karakoy et al. (2012) relataram valores entre 85 mg/100 g e
126 mg/100 g.

O enxofre é essencial para fixacdo de nitrogénio atmosférico, visando atender as
necessidades das plantas leguminosas (MAHLER, 2015). Relativo a dieta humana, o
enxofre, assim como o nitrogénio, é adquirido na forma de aminoacidos como cisteina e
metionina (GRUSAK, 2009; KHAZAEI, 2019). FLIP2007-75L apresentou teores de
enxofre (231,56 mg/100 g) semelhantes ao relatado por Kesli e Adak (2012), que
avaliaram graos produzidos com fertilizantes a base de enxofre.

O teor médio de calcio foi de 72,24 mg/100 g, dentro da faixa relatada por Grusak
(2009), variando de 42 mg/100 g a 165 mg/100 g, bem como por Karakoy et al. (2012),
de 48 mg/100 ga 128 mg/100 g, e por Alghamdi et al. (2014), de 64,9 mg/100 g a 84,8
mg/100 g. O genotipo FLIP2010-19L apresentou o maior teor de calcio (119,03 mg/100
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g). De acordo com FAO (2004) e Brasil (2003), a ingestdo diaria recomendada (IDR) de
minerais pode variar conforme a idade da pessoa, entre outras condi¢des, como lactente,
mas, em média, as recomenda¢des sdo: calcio (1000 mg); fésforo (700 mg); potassio
(3510 mg); magnésio (260 mg).
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Tabela 4 — Valores médios (mg/100g) para os teores de minerais fosforo (P), potassio (K), magnésio (Mg), enxofre (S), célcio (Ca), manganés (Mn), ferro (Fe),
molibdénio (Mo), zinco, cobre (Cu) e boro (B), em 49 genétipos de lentilha (48 linhagens e a cultivar comercial Silvina).

Genotipos P K Mg S Ca Mn Fe Mo Zn Cu B

81S15 463,83c 1018,37a 94,43a  206,23a  67,37C 2,52¢ 8,23a 0,37c 6,16a 0,51c 0,51f
FLIP90-25L 488,50b  960,04a  99,26a  225,90a  79,03b 2,81c 6,13a 0,52a 6,77a 0,68b 0,68e
FLIP2007-11L 487,50b  991,70a  95,76a  219,73a  77,87b 3,27b 6,25a 0,40c 5,69b 0,63b 0,65e
FLIP2007-16L 491,00b 995,042a  88,93b 198,06a  76,37b 2,83c 7,83a 0,32c 5,71b 0,57b 0,57f
FLIP2007-28L 508,66b 1005,04a 92,26a  209,73a  80,20b 1,669 6,44a 0,59a 6,76a 0,80a 1,60b
FLIP2007-42L 465,16c  935,04a  96,43a  214,90a  74,03b 2,80c 8,24a 0,43b 6,29a 0,53c 0,52f
FLIP2007-74L 541,00a 973,37a  95,26a  219,23a  82,20b 3,58a 6,87a 0,41c 6,59 0,70b 0,48f
FLIP2007-75L 575,00a 976,70a  96,26a  231,56a  74,70b 2,83C 6,33a 0,37c 6,99a 0,82a 0,51f
FLIP2007-77L 481,66b 995,04a  96,59a  220,23a  74,20b 2,36e 5,16a 0,53a 6,77a 0,87a 0,76e
FLIP2008-2L 478,50b  900,04a  95,09a  201,23a  84,03b 2,3% 6,84a 0,57a 6,42a 0,79a 0,58f
FLIP2009-1L 410,00d 951,70a  96,59a  173,40b  60,20d 2,46e 5,43a 0,37c 5,73b 0,64b 0,409
FLIP2009-2L 448,50c 1010,04a  95,76a 186,40a  68,70c 3,03c 3,35a 0,37c 7,59 0,79a 0,58f
FLIP2009-4L 436,33c  1068,37a  93,43a 199,56a  65,37C 2,72d 5,24a 0,32c 6,89a 0,67b 0,63e
FLIP2009-5L 402,83d  868,37a  90,09b 189,90a  87,87b 1,689 8,02a 0,46b 6,49a 0,67b 0,70e

Continuacio...
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Continuacdo Tabela 4

Gendtipos P K Mg S Ca Mn Fe Mo Zn Cu B

FLIP2009-7L 419,50c  905,04a  93,93a  198,23a  73,87b 2,46e 4,63a 0,37c 7,04a 0,60b 0,439
FLIP2009-9L 453,33c  908,37a  90,69b  17590b  84,70b 1,469 4,15a 0,55a 6,11a 0,46¢ 1,90a
FLIP2009-10L 429,33c  905,042a 92,43a  186,56a  84,20b 2,31e 3,50a 0,57a 6,86a 0,55¢c 0,71e
FLIP2009-11L 340,50e  763,37b  88,76b  157,40b  69,87c 2,20f 8,06a 0,26¢ 6,07a 0,28d 0,72e
FLIP2009-12L 388,83d 746,70b  84,43b  15456b  67,87c 2,36e 10,79a 0,32¢c 5,45b 0,44c 0,379
FLIP2009-13L 370,50d 836,70b  90,76b  171,06b  70,20c 2,65d 5,25a 0,36¢ 5,82b 0,45¢c 0,439
FLIP2009-14L 404,83d 930,04a 92,93a  166,90b  67,03c 2,24f 9,10a 0,40c 5,54b 0,44c 0,55f
FLIP2009-15L 353,50e  836,70b  88,59b  165,56b  66,37c 2,95¢ 8,20a 0,44b 5,29 0,42c 0,60e
FLIP2009-16L 392,50d 740,04b  93,43a  170,06b  75,37b 2,91c 5,71a 0,33c 6,77a 0,46¢ 0,419
FLIP2009-17L 451,16c  881,70a  94,93a  17390b  61,37c 2,03f 7,48a 0,34c 5,59 0,40c 0,449
FLIP2009-18L 357,16e  793,37b  85559b  173,06b  57,70d 2,28f 7,11a 0,27c 5,23b 0,27d 0,409
FLIP2009-19L 298,66e  655,04b  88,59b  145,40b  64,37c 2,64d 6,60a 0,30c 5,400 0,17d 0,63e
FLIP2009-25L 360,00e  878,37a  86,43b  168,06b  86,20b 2,16f 9,13a 0,67a 6,16a 0,63b 0,66e
FLIP2009-26L 337,00e  740,04b  83,76b  162,23b  54,53d 2,19f 7,31a 0,26¢ 5,02b 0,31d 0,349
FLIP2009-27L 343,33e 758,37b  9159a  155,23b  64,03c 2,49 9,37a 0,43b 5,47b 0,33d 0,48f

Continuacao...
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Continuacdo Tabela 4

Gendtipos P K Mg S Ca Mn Fe Mo Zn Cu B

FLIP2010-2L 424,00c  916,70a  83,09b  147,23b  66,87c 2,58d 6,29a 0,30c 4,63b 0,38d 0,58f
FLIP2010-8L 454,66c  953,37a 94,26a 159,90b 85,37b 3,06c 8,46a 0,32c 5,19b 0,61b 0,50f
FLIP2010-12L 454,66c  928,37a 91,59 162,23b 77,20b 2,87c 7,08a 0,35c 5,11b 0,56b 0,49f
FLIP2010-19L 439,66c  873,37a 95,09a 177,90b  119,03a 2,38e 6,27a 0,42b 5,81b 0,69b 0,72e
FLIP2010-20L  388,50d 843,37b  93,76a  166,06b  81,03b 3,57a 8,96a 0,37c 5,44b 0,61b 0,53f
FLIP2010-21L  384,33d 836,70b  86,93b  173,73b  55,53d 2,66d 6,62a 0,28¢c 5,52b 0,45¢c 0,379
FLIP2010-22L 455,83c  915,04a 88,43b 200,40a 61,53c 1,599 7,00a 0,37c 6,47a 0,48c 0,45¢
FLIP2010-23L  404,66d 966,70a  92,26a  190,40a  80,03b 2,93c 6,94a 0,33c 6,01a 0,47c 0,56f
FLIP2010-24L 375,00d  925,04a 93,59 174,23b 76,20b 3,20b 7,61a 0,40c 6,27a 0,48c 0,50f
FLIP2010-27L 419,50c  906,70a 99,76a 168,90b 78,37b 3,32b 5,98a 0,42b 6,82a 0,73a 0,57f
FLIP2010-28L 440,33c  893,37a 91,59 167,56b 80,20b 1,739 10,20a 0,46b 6,97a 0,72a 1,32c
FLIP2010-29L  347,83e  696,70b  84,76b  13590b  65,03c 2,76d 8,30a 0,20c 4,51b 0,47c 0,54f
FLIP2010-30L  450,33c  923,37a  89,93b  181,56b  78,03b 1,449 7,40a 0,44b 6,07a 0,44c 0,70e
FLIP2010-31L  412,50d 810,04b  88,76b  168,23b  64,70c 2,51e 8,34a 0,30c 5,48b 0,41c 0,47f
FLIP2010-32L 367,33e  776,70b 86,43b 175,73b 52,20d 2,47e 8,78a 0,30c 5,72b 0,59b 0,49f

Continuacio...
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Genotipos P K Mg S Ca Mn Fe Mo Zn Cu B

FLIP2010-99L  350,50e  856,70b  87,26b 145,06b  59,03d 2,39% 3,26a 0,23c 5,60b 0,35d 0,52f
FLIP2010-100L 341,16e  791,70b  86,59b 150,40b  81,70b 3,76a 497a 0,36¢ 5,33b 0,35d 0,97d
FLIP2010-106L 378,33d 798,37b  87,93b 139,40b  62,87c 2,07f 5,96a 0,27c 5,23b 0,34d 0,52f
SILVINA 334,66e 818,37b  83,76b 174,40b  50,53d 2,17f 4,99a 0,24c 4,64b 0,45¢c 0,409
6031 343,00e  728,37b  87,43b 155,06b  64,70c 2,86¢ 5,41a 0,38c 5,82b 0,40c 0,38g

!Médias seguidas da mesma letra na coluna néo diferem estatisticamente entre si pelo teste de médias de Scott Knott (p< 5%).

2Todos 0s pardmetros sdo expressos com base na matéria seca.
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Esses macronutrientes sdo essenciais para a saude humana, pois fazem parte de
varias reacdes no organismo, a exemplo do fosforo, que participa do metabolismo
energético, da absorcao e do transporte de nutrientes, bem como da regulacéo da atividade
proteica e do balanco acidobasico (FAO, 2004). Recomenda-se um aumento na ingestao
de potassio dos alimentos para reduzir a pressdo arterial e o risco de doencas
cardiovasculares, derrames e doencas coronérias em adultos (WHO, 2012). Contudo,
diferencas observadas nos valores obtidos, quando comparados com resultados diversos
da literatura, devem ser ponderadas, pois podem ter influéncia de fatores como sistema

de cultivo, adubacao, periodo de colheita e variabilidade dentro da mesma espécie.

4.3.2.2 Micronutrientes

Os micronutrientes, também conhecidos como microelementos ou elementos-
traco, sdo considerados tao essenciais como as vitaminas. O conteddo médio de manganés
observado foi de 2,54 mg/100 g e se encontra dentro do intervalo obtido por Zia-Ul-Haq
et al. (2011), Leshe e Tessema (2014) e Kumar et al. (2018). Para o conteudo de ferro,
foi encontrado teor médio de 6,85 mg/100 g cujo resultado se encontra abaixo do relatado
por Leshe e Tessema (2014), variando de 9,17 a 11,91 mg/100 g, mas se assemelha a
faixa encontrada na literatura relatada por Grusak (2009) de 3,1 mg/100 g a 133mg/100g.

Para os demais micronutrientes, Grusak (2009) determinou as seguintes faixas de
concentracdo (também encontradas por outros autores): Mo (0,08 mg/100 g a 0,22
mg/100 g), Zn (2,3 mg/100 g a 10,2 mg/100 g), Cu (0,4 mg/100 g a 9,9 mg/100 g) e B
(0,6 mg/100 ga 1 mg/100 g). Todos os valores referentes aos micronutrientes obtidos no
presente trabalho encontram-se dentro do intervalo supracitado. A recomendacao
dietética de zinco para adultos é de 8 mg por dia para mulheres e 11 mg por dia para
homens (TRUMBO et al., 2001).

Todos os teores obtidos neste estudo foram adequados para atender a demanda de
macro e micronutrientes da dieta humana. Contudo, esses gendtipos podem ser mais bem
investigados em trabalhos futuros que envolvam estudos comparativos sobre 0s
mecanismos quimicos (fatores antinutricionais e antioxidantes), genéticos e ambientais,
assim como avaliar se 0 aumento de um mineral influencia na concentracdo de outro e a

biodisponibilidade.
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Concluséao

Os genotipos de lentilha avaliados apresentaram teores médios de composi¢do
centesimal e minerais considerados adequados para a espécie. Tais resultados sdo um
demonstrativo de sua marcante variabilidade para essas caracteristicas e potencial de
selecdo das de maior importancia. Nesse sentido, 0s genotipos FLIP2007-28L, FLIP2007-
75L, FLIP2009-1L, FLIP2009-2L, FLIP2009-4L, FLIP2009-9L, FLIP2009-12L,
FLIP2009-14L, FLIP2009-25L, FLIP2010-12L, FLIP2010-19L, FLIP2010-27L,
FLIP2010-100L apresentaram os melhores teores e podem ser indicados para ampliacdo

de bases genéticas e uso na linha do programa de biofortificacdo de cultivares de lentilha.
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5 MELHORAMENTO GENETICO PREVENTIVO DE LENTILHA NO
BRASIL VIA SELECAO ASSISTIDA POR MARCADORES
MOLECULARES LIGADOS AO LOCUS Fw DE RESISTENCIA AO
Fusarium oxysporum f. sp. lentis

Resumo

A murcha de fusério (causada pelo fungo Fusarium oxysporum f. sp. lentis) € uma das
principais doencas que acometem a cultura da lentilha (Lens culinaris) no mundo. Esse
patdégeno de solo pode ser transmitido por sementes e ja se encontra amplamente
disseminado em paises vizinhos do Brasil tais como Argentina e Uruguai. O método mais
eficaz de controle dessa doenca € o emprego de cultivares com resisténcia genética. No
entanto, a murcha de fusério ainda é uma doenca quarentenaria sem registro no Brasil 0
que impede a utilizacdo de ensaios de avaliacdo da resisténcia genética no campo ou em
casa de vegetacdo com propagulos do patégeno. Desta forma, o estabelecimento de um
programa de melhoramento genético preventivo (com o auxilio de marcadores
moleculares) se torna a principal estratégia para desenvolvimento de cultivares de lentilha
adaptadas ao Brasil e com resisténcia a murcha de fusario. Para tal, tem sido empregado
sistemas de selecéo assistida por marcadores moleculares ligados ao gene de resisténcia
dominante Fw. No presente trabalho, dois marcadores moleculares ligados ao locus Fw
foram utilizados para identificar acessos de lentilha potencialmente resistentes ao F.
oxysporum f. sp. lentis. Foram utilizados o marcador RAPD OPK-15¢00 (dominante,
ligado em fase de repulsdo) e o marcador microssatélite SSR 59-2 (de heranca co-
dominante, ligado em fase de acoplamento). Foram avaliados 48 acessos da colecdo do
ICARDA e a cultivar comercial ‘Silvina’. A resisténcia ou suscetibilidade foi corroborada
pela visualizacdo de bandas de DNA em gel de agarose. Os acessos 81S15, FLIP2007-
16L, FLIP2007-42L, FLIP2007-74L, FLIP2007-75L, FLIP2009-1L, FLIP2009-2L,
FLIP2009-7L, FLIP2009-9L, FLIP2009-10L, FLIP2009-11L, FLIP2009-18L,
FLIP2009-19L, FLIP2009-25L, FLIP2009-27L, FLIP2010-19L, FLIP2010-21L,
FLIP2010-22L, FLIP2010-23L, FLIP2010-24L, FLIP2010-28L, FLIP2010-29L,
FLIP2010-100L apresentaram padr&es de eletroforéticos que os caracterizam como sendo
portadores do gene de resisténcia Fw. Por sua vez, os acessos FLIP2007-11L, FLIP2007-
77L, FLIP2008-2L, FLIP2009-5L, FLIP2009-17L, FLIP2010-8L, FLIP2010-12L,
FLIP2010-20L, FLIP2010-27L, FLIP2010-31L, FLIP2010-99L, FLIP2010-106L,
‘Silvina’ e 6031 mostraram padrdes eletroforéticos associados com a suscetibilidade (=
auséncia do gene Fw) ao F. oxysporum f. sp. lentis. Essa caracterizacdo pode ser Util para
guiar a escolha de materiais genéticos dentro dos programas de melhoramento genético
da lentilha visando antecipar (via desenvolvimento de cultivares resistentes) o potencial
problema do ingresso de isolados de F. oxysporum f. sp. lentis nos campos de cultivo do
Brasil.

Palavras-chave: Lens culinaris, resisténcia genética, PCR, RAPD, SSR.
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Abstract

Fusarium wilt (caused by the fungus Fusarium oxysporum f. sp. lentis) is one of the main
diseases affecting the lentil (Lens culinaris) crop worldwide. This soil pathogen can be
transmitted by seeds and it is already widely disseminated in neighboring countries of
Brazil such as Argentina and Uruguay. The most effective method of controlling this
disease is the use of genetically resistant cultivars. However, Fusarium wilt is still an
unregistered quarantine disease in Brazil, which prevents the use of bioassays with
pathogen propagules to evaluate genetic resistance under field or greenhouse conditions.
Thus, the establishment of preventive breeding programs (with molecular marker-assisted
selection) becomes the main strategy for the development of lentil cultivars adapted to
Brazil and resistant to fusarium wilt. For this purpose, assisted selection systems with
molecular markers linked to the dominant resistance gene Fw were employed. In the
present work, two molecular markers linked to the Fw locus were used to identify lentil
accessions potentially resistant to F. oxysporum f. sp. lentis. The RAPD marker OPK-
15900 (dominant, linked in the repulsion phase) and the microsatellite marker SSR 59-2
(co-dominant inheritance, linked in the coupling phase) were used. Forty-eight accessions
from the ICARDA collection and the commercial cultivar ‘Silvina’ were evaluated.
Resistance or susceptibility was corroborated by visualization of DNA amplicons on
agarose gels. The accessions 81S15, FLIP2007-16L, FLIP2007-42L, FLIP2007-74L,
FLIP2007-75L, FLIP2009-1L, FLIP2009-2L, FLIP2009-7L, FLIP2009-9L, FLIP2009-
10L, FLIP2009-11L, FLIP2009-18L, FLIP2009- 19L, FLIP2009-25L, FLIP2009-27L,
FLIP2010-19L, FLIP2010-21L, FLIP2010-22L, FLIP2010-23L, FLIP2010-24L,
FLIP2010-28L, FLIP2010-29L, FLIP2010-100L displayed electrophoretic patterns that
characterize them as being carriers of the Fw resistance gene. On the other hand, the
accessions FLIP2007-11L, FLIP2007-77L, FLIP2008-2L, FLIP2009-5L, FLIP2009-17L,
FLIP2010-8L, FLIP2010-12L, FLIP2010-20L, FLIP2010-27L, FLIP2010-31L,
FLIP2010-99L, FLIP2010-106L, ‘Silvina’ and 6031 displayed electrophoretic patterns
associated with susceptibility (= absence of the Fw gene) to F. oxysporum f. sp. lentis.
The present characterization can be useful to guide the choice of genetic materials within
the lentil breeding programs aiming to anticipate (via the development of resistant
cultivars) the problem of the potential invasion of F. oxysporum f. sp. lentis isolates into
the cultivated fields of Brazil.

Keywords: Lens culinaris, genetic resistance, PCR, RAPD, SSR.
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5.1 Introducéo

A lentilha (Lens culinaris Medik) compbe o grupo das pulses (gréos secos
comestiveis), apresentando grande importancia nas regifes produtoras quando se
considera 0 seu impacto socioecondémico e o seu alto valor nutricional (CHOUDHARY;
KUMAR, 2016). A producdo mundial de lentilha é estimada em 5,7 milhdes de toneladas,
com rendimento médio de 1.195 kg.ha! (FAOSTAT, 2021). A lentilha é cultivada
predominantemente por pequenos produtores e com baixo aporte tecnoldgico, sendo
exposta a condicBes climaticas severas e a diversos fatores bidticos (CHOUDHARY;
KUMAR, 2016). De fato, algumas doencas sdo consideradas como potenciais ameacas
ao cultivo da lentilha em escala global (IQBAL et al., 2019).

Dentre os principais patdgenos, destaca-se o fungo de solo Fusarium oxysporum
f. sp. lentis agente causal da murcha vascular (CHOUDHARY; KUMAR, 2016). Em
condicdes favoraveis, essa doenca pode ocasionar perdas superiores a 50% da
produtividade (CHOUDHARY; KUMAR, 2016). O fungo F. oxysporum f. sp. lentis
entra pela raiz da planta da lentilha, se estabelece no xilema e bloqueia o sistema
vascular, impedindo o transporte de agua e nutrientes. Os sintomas podem aparecer em
todos os estagios de desenvolvimento, podendo ocasionar murcha, clorose e morte da
planta (TIWARI et al., 2018). A temperatura 6tima para o desenvolvimento da doenga é
bem ampla, variando entre 20 e 30 °C (DOLATABADI et al., 2011; MOHAMMADI et
al., 2012), tendo incidéncia e severidade mais acentuadas durante o periodo de verdo
chuvoso e, em menor escala, durante o periodo de inverno (PRAKASH; PANDEY, 2007).
O fungo pode ser disseminado pelo vento, pela agua, por meio de implementos agricolas,
particulas de solo e restos de culturas infestados. Os clamiddsporos, estruturas de
resisténcia de F. oxysporum f. sp. lentis, possibilitam a sobrevivéncia do fungo no solo
por varios anos, mesmo na auséncia da planta hospedeira (TAYLOR et al., 2007).
Sementes contaminadas sdo os principais veiculos para disseminagdo do patdgeno a
longas distancias (TAYLOR et al., 2007).

O uso de fungicidas quimicos e agentes de controle bioldgico sdo algumas das
estratégias disponiveis de controle da murcha de fusario em lentilha (ARYA;
KUSHWAHA, 2018; RAFIQUE et al., 2016). No entanto, o controle via fungicidas tem
seu uso limitado pelo custo elevado e baixa eficiéncia relativa. Neste cenério, o uso de
cultivares resistentes torna-se a principal alternativa devido ao baixo custo, a facilidade

de implementacgéo e a quase auséncia de impactos ao meio ambiente.
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No Brasil, ndo ha registro oficial de F. oxysporum f. sp. lentis, sendo considerada
uma praga quarentenaria (BRASIL, 2008). No entanto, o risco de introducéo desse fungo
no territério nacional é iminente, com potenciais consequéncias negativas para a
competitividade do agronegécio brasileiro desta leguminosa. Varios fatores podem
favorecer os surtos epidémicos destes patogeno nas condicfes brasileiras, incluindo o
potencial avanco das areas de plantio de lentilha no pais, condi¢bes climaticas
extremamente favoraveis para o desenvolvimento do fungo somados com a ocorréncia ja
registrada da doenca nos paises fronteiricos, tais como Argentina e Uruguai (CHEN et
al., 2011). Para agravar a situacdo, cultivares resistentes adaptadas as condicdes
brasileiras ainda ndo estdo disponiveis.

A principal cultivar de lentilha utilizada nas condigdes brasileiras tem sido
‘Silvina’, que ¢ classificada dentro do tipo macroesperma, apresentando cotilédone
amarelo com produtividade superior a média mundial. No entanto, ndo existem
disponiveis informagdes quanto a resisténcia de ‘Silvina’ ao fungo F. oxysporum f. sp.
lentis. A cultivar ‘Precoz’ (= ILL 4605) tem sido bastante empregada para o cultivo no
Cone Sul da América do Sul. No entanto, ‘Precoz’ ¢ uma cultivar classificada como
altamente suscetivel ao fungo F. oxysporum f. sp. lentis (EUJAYL et al., 1998).
Recentemente, foram introduzidas pela Embrapa Hortalicas 48 linhagens elite de lentilha
recombinantes derivadas de cruzamentos entre parentais contrastantes quanto a
resisténcia a murcha de fusario (LITP 2009/2010). Esse germoplasma foi introduzido do
International Center for Agricultural Research in the Dry Areas — ICARDA, tendo como
objetivo de disponibilizar fontes de resisténcia @ murcha de fusario para os programas
brasileiros de melhoramento genético de lentilha. A informacédo disponivel na literatura
indica que alguns acessos mantidos pelo ICARDA, tais como ‘ILL 5883’, ‘ILL 5588°,
‘ILL 4400” ¢ ‘ILL 590°, s&o derivados de um programa de melhoramento envolvendo
maltiplos cruzamentos entre um amplo espectro de variedades resistentes a murcha de
fusario (TIWARI et al., 2018).

No entanto, o fato da murcha de fusério ser ainda uma doenga quarentenaria
impede a utilizagdo de bioensaios com propédgulos do patégeno para avaliagdo da
resisténcia de materiais genéticos em condi¢des de campo ou casa de vegetacdo. Desta
forma, o estabelecimento de um programa de melhoramento genético preventivo (sensu
FERREIRA; RANGEL, 2015) se torna a principal estratégia para desenvolvimento de
cultivares de lentilha adaptadas ao Brasil e com resisténcia a murcha de fusario. A selecéo

de geno6tipos com boas caracteristicas agrondémicas combinando bons niveis de resisténcia
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a fitopatdgenos quarentenarios, sdo importantes para maximizar 0 uso dos recursos
genéticos disponiveis (FERREIRA; RANGEL, 2015).

Diversas fontes de resisténcia a F. oxysporum f. sp. lentis j& foram relatadas
(BAYAA et al., 1995; MOHAMMDI et al., 2012; POURALIBABA et al., 2015;
CHOUDHARY; KUMAR, 2016). A heranca do controle genético da resisténcia na
linhagem ‘ILL 5588 foi caracterizada como sendo monogénica e governada pelo gene
dominante Fw (EUJAYL etal., 1998). Marcadores moleculares do tipo RAPD (Randomly
Amplified Polymorphic DNA) e SSR (Simple Sequence Repeats) foram descritos com
distancia de ligacdo de 10.8 cM e 8.0 cM, respectivamente, em relacdo ao gene Fw
(HAMWIEH et al., 2005; EUJAYL et al., 1998).

Esses marcadores moleculares, por estarem ligados a esse locus de resisténcia,
podem ser utilizados como ferramentas para identificar e/ou monitorar a presenca do gene
Fw dentro de programas de melhoramento preventivo via selecdo assistida por
marcadores moleculares em lentilha. Neste contexto, o objetivo do presente trabalho foi
identificar a presenga (ou ndo) de marcadores moleculares (RAPD e SSR) associados com
0 gene Fw na cultivar lider do mercado brasileiro (‘Silvina’) bem como em 48 linhagens

elite de lentilha introduzidas do ICARDA.

5.2 Materiais e Métodos

5.2.1 Material genético

Foliolos jovens da cultivar ‘Silvina’ e de 48 linhagens de lentilha recombinantes
introduzidas do ICARDA (Tabela 1, capitulo 3) potencialmente portadores do gene Fw
foram coletados e 0 DNA extraido utilizando-se CTAB e solventes organicos (BOITEUX
et al. (1999).

5.2.2 Genotipagem de acessos de lentilha para marcadores moleculares ligados ao fator
de resisténcia Fw

Foram utilizados dois sistemas de marcadores que amplificam regides alvo ligadas
ao locus Fw em lentilha. O primeiro marcador (OPK-15900) é derivado da amplificacédo
usando o primer RAPD OPK-15 (Operon Technologies, Alameda, CA, USA). Este

marcador apresenta heranga dominante estando em fase de repulséo com o alelo de



86

resisténcia Fw. O segundo sistema de marcadores SSR amplifica dois amplicons
microssatélites polimdrficos denominados SSR59-2A (175 bp) e SSR59-2B (210 bp)
ligados em fase de acoplamento com o locus Fw e apresentando heranga co-dominante e
dominante (EUJAYL et al. 1998; HAMWIEH et al. 2005), respectivamente (Tabela 2).

Tabela 2 — Primers RAPD (OP-K15) e SSR (SSR 59-2) empregados para gerar marcadores
moleculares ligados ao gene dominante Fw (= resisténcia a isolados Fusarium oxysporum f. sp.
lentis) para monitorar sua presenca em acessos de lentilha.

Marcador Sequéncia dos primers T (°C)!  Distancia? (cM)
OPK - 15 5’-CTCCTGCCAA-3’ 36 10.8
SSR 59-2 F3: (5°-CCAAATACTGCAACACACCG-3’)
60 8.0

R* (5’-GTTCCCATCAGGCAGAAGG-3")

1Temperatura de anelamento dos primers nos ciclos de PCR estabelecidos neste trabalho; 2Distancia entre
0 gene Fw e o marcador molecular estimada por Eujayl et al. (1998) e Hamwich et al. (2005); °F = forward
e “R = reverse primer.

Para o primer OPK-15, as reagdes de amplificagdo via PCR foram realizadas em
um volume final de 12,5 uL composto por 5,05 pL de agua destilada, 1,25 L de tampéo
10X; 0,75 puL MgCl, (50 mM); 0,2 pL de Taq DNA polimerase (5 u/uL Invitrogen® Life
Technologies); 1,25 uL de dNTP (dATP, dTTP, dCTP e dGTP - 0,25 mM/cada); 0,5 pL
do primer (10 mM); e 3,0 L de DNA (20 ng/uL). As condi¢bes de amplificacdo foram
as seguintes: um ciclo inicial de 3 minutos a 94 °C (desnaturacéo inicial), seguido de 30
ciclos de 30 segundos a 94 °C (desnaturacdo), um minuto a 36 °C (anelamento), um
minuto a 72 °C (extensao), finalizando com cinco minutos a 72 °C (extensao final),
seguido de armazenamento a 4 °C, em um termociclador GeneAmp® PCR System 9700.

Para o marcador microssatélite SSR 59-2, as reacBes de amplificacdo foram
realizadas em um volume final de 20 uL contendo, na reacdo, 10,48 uL de agua (H20)
destilada; 2,0 puL de tampédo 10X; 1,2 pL de MgCl> (50 mM); 0,32 pL de Taqg DNA
polimerase (5 u/uL Invitrogen® Life Technologies), 2,0 uL de dNTP (dATP, dTTP, dCTP
e dGTP - 0,25 mM/cada); 0,5 pL (10 mM) de cada primer e 3,0 uL de DNA (20 ng/uL).
As condicdes de amplificagcdo foram as seguintes: um ciclo inicial de trés minutos a 94
°C (desnaturacdo inicial), seguido de 35 ciclos de 30 segundos a 94 °C (desnaturacao), 35

segundos a 60 °C (anelamento), 20 segundos a 72 °C (extensao), finalizando com cinco
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minutos a 72 °C (extensao final), seguido de armazenamento a 4 °C, em um termociclador
GeneAmp® PCR System 9700.

Todos os produtos de PCR foram separados por eletroforese em gel de agarose a
1% (m/v), corados com brometo de etideo e colocados em cuba com solucdo TBE ([Tris
0,89 M] acido bérico [0,89 M] e EDTA [0,02 M]), por duas horas a 80 volts. O tamanho
dos alelos (em pares de base) foi estimado por comparagdo visual com o marcador de
peso molecular 1 Kb DNA ladder (Invitrogen® Life Technologies) visualizados em
transluminador UV. As leituras dos geis foram realizadas com base na presenca ou

auséncia da banda (amplicon) ligada ao fator de resisténcia.

5.3 Resultados e Discussao

A utilizagdo do marcador RAPD OPK-15¢00 (em fase de repulséo) permite a
confirmar a auséncia do gene de resisténcia Fw em pelo menos um dos cromossomos nas
linhagens avaliadas. Esse marcador foi identificado por Eujayl et al. (1998) no primeiro
estudo que posicionou o locus Fw no mapa genético da lentilha. Esse marcador RAPD
foi detectado predominantemente em materiais de lentilha suscetiveis a F. oxysporum f.
sp. lentis, estando, portanto, em fase de repulsdo com o alelo resistente (EUJAYL et al.
1998). As linhagens FLIP2007-11L, FLIP2007-77L, FLIP2008-2L, FLIP2009-5L,
FLIP2009-12L, FLIP2009-13L, FLIP2009-16L, FLIP2009-17L, FLIP2010-2L,
FLIP2010-8L, FLIP2010-12L, FLIP2010-20L, FLIP2010-27L, FLIP2010-30L
FLIP2010-31L, FLIP2010-32L, FLIP2010-99L, FLIP2010-106L, 6031 e a cultivar
‘Silvina’ apresentaram a banda de 900 pb, sendo caracterizadas como portadoras do alelo
de suscetibilidade em pelo menos um dos cromossomos (Figura 1). Toda essa colecéo de
linhagens endogamicas é resultante de diversos ciclos de autofecundacéo. Dessa forma,
é¢ muito provavel que todas essas linhagens apresentem uma configuracdo alélica
homozigota suscetivel (fw/fw).

As demais linhagens avaliadas apresentaram a auséncia da banda, que é uma
caracteristica associada com plantas portadoras do alelo Fw em homozigose (EUJAYL et
al. 1998). Um subgrupo das linhagens identificadas como portadoras do fator de
resisténcia é derivado de cruzamentos envolvendo os acessos ILL5588 e ILL5883, que
tém sido comumente utilizados como fontes de resisténcia ao fungo F. oxysporum f. sp.
lentis em cruzamentos no programa de melhoramento do ICARDA (TIWARI et al.,
2018).
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Figura 1 — Perfil eletroforético em gel de agarose 1% (em solucdo de TBE) dos produtos da
amplificacdo via PCR obtidos em linhagens de lentilha com o uso do primer OPK-15 (EUJAYL
et al.,1998). A presenga do amplicon OPK-1540 (com 900 pb), ligado em fase de repulsdo com o
alelo Fw, indica que as linhagens com esse marcador sdo muito provavelmente suscetiveis ao
fungo Fusarium oxysporum f. sp. lentis. R= presenca do marcador ligado ao gene de resisténcia
Fw e S = auséncia do marcador ligado ao gene de resisténcia Fw.

Diferente do marcador OPK-15g00, 0S marcadores derivados do primer SSR 59-2
estdo em ligagdo em fase de acoplamento com o alelo de resisténcia Fw. As linhagens
81S15, FLIP2007-16L, FLIP2007-42L, FLIP2007-74L, FLIP2007-75L, FLIP2009-1L,
FLIP2009-2L, FLIP2009-7L, FLIP2009-9L, FLIP2009-10L, FLIP2009-11L, FLIP2009-
121, FLIP2009-13L, FLIP2009-16L, FLIP2009-18L, FLIP2009-19L, FLIP2009-25L,
FLIP2009-27L, FLIP2010-2L, FLIP2010-19L, FLIP2010-21L, FLIP2010-22L,
FLIP2010-23L, FLIP2010-24L, FLIP2010-28L, FLIP2010-29L, FLIP2010-30L,
FLIP2010-32L e FLIP2010-100L foram identificadas como potenciais portadoras do

locus Fw por meio das anélises com o marcador SSR59-2B (Figura 2).
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Figura 2 — Perfil eletroforético em gel de agarose 1% (em solucdo de TBE) dos produtos da
amplificacdo via PCR obtido em linhagens de lentilha com o uso do marcador SSR59-2B
(HAMWIEH et al., 2005). A presenca do amplicon de 210 pb indica que a linhagem possui padréo
de bandas associado com o fator de resisténcia Fw.

Seis das linhagens analisadas (FLIP2009-12L, FLIP2009-13L, FLIP2009-16L,
FLIP2010-2L, FLIP2010-30L e FLIP2010-32L) apresentaram resultado positivo para a
presenca do alelo suscetivel (marcador OPK-15900) 20 mesmo tempo que apresentaram a
presenca do alelo que confere resisténcia a F. oxysporum f. sp. lentis (identificada pelo
marcador SSR 59-2B), indicando a presenca simultdnea de ambos os marcadores
associados com o locus Fw. Dada a caracteristica dominante do alelo que confere
resisténcia (EUJAYL et al., 1998; HAMWIEH et al., 2005), a andlise realizada indica

que essas linhagens devem, muito provavelmente, apresentar fenétipo de resisténcia
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conferido pela presenca do locus Fw. Qutras seis linhagens (FLIP 90-25L, FLIP 2007-
28L, FLIP 2009-4L, FLIP 2009-14L, FLIP 2009-15L e FLIP 2009-26L) néo
apresentaram as bandas indicativas da presenca do alelo de resisténcia e nem de
suscetibilidade, o que nao permite inferéncia sobre o seu fenotipo. A auséncia das bandas
marcadoras, nessas linhagens, pode ter acontecido pelo fato de serem materiais oriundos
de um diferente pool génico que ndo apresenta o padrdo de polimorfismo previamente
observado. Essa divergéncia de resultados ressalta a importancia do uso de mais de um
marcador para maior seguranca e confiabilidade nos resultados.

Desta forma, foram caracterizados como potenciais portadores do alelo de
resisténcia Fw (por ambos os marcadores OPK-15g00 € SSR 59-2B) 0s acessos: 81S15,
FLIP2007-16L, FLIP2007-42L, FLIP2007-74L, FLIP2007-75L, FLIP2009-1L,
FLIP2009-2L, FLIP2009-7L, FLIP2009-9L, FLIP2009-10L, FLIP2009-11L, FLIP2009-
18L, FLIP2009-19L, FLIP2009-25L, FLIP2009-27L, FLIP2010-19L, FLIP2010-21L,
FLIP2010-22L, FLIP2010-23L, FLIP2010-24L, FLIP2010-28L, FLIP2010-29L,
FLIP2010-100L. Por sua vez, foram classificados como potencialmente suscetiveis
(auséncia do gene Fw) os acessos: FLIP2007-11L, FLIP2007-77L, FLIP2008-2L,
FLIP2009-5L, FLIP2009-17L, FLIP2010-8L, FLIP2010-12L, FLIP2010-20L,
FLIP2010-27L, FLIP2010-31L, FLIP2010-99L, FLIP2010-106L, ‘Silvina’ e 6031.

A caracterizacdo molecular desses acessos, quanto a resisténcia a F. oxysporum f.
sp. lentis, € uma ferramenta importante para definicdo de gendtipos promissores para a
realizacdo de melhoramento genético preventivo visando a obtencdo de cultivares
combinando niveis de resisténcia a murcha de fusério e adaptacdo as condigdes
brasileiras. Outros trabalhos evidenciam a presenca de diferentes fontes de resisténcia a
F. oxysporum f. sp. lentis em acessos do ICARDA. Meena et al. (2017) avaliaram 92
linhagens em campo e casa de vegetacdo quanto a resisténcia a F. oxysporum f. sp. lentis;
como resultado, as Unicas linhagens resistentes em campo foram as seis provenientes do
ICARDA; dessas, trés ainda apresentaram resisténcia em casa de vegetacdo. E
interessante ressaltar que as linhagens 81S15, FLIP2007-42 L e FLIP2009-18 L,
caracterizadas como resistentes por ambos os marcadores utilizados no presente trabalho,
apresentaram niveis aceitaveis de resisténcia em condi¢fes controladas em casa de
vegetacao e sob condi¢bes de campo em experimento conduzido no Irda (MOHAMMADI
et al. 2012), corroborando as informagGes obtidas em nossas condi¢cdes empregando

exclusivamente analise via marcadores moleculares.
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A resisténcia a F. oxysporum f. sp. lentis em algumas fontes € governada por um
unico gene dominante que foi denominado como Fw (EUJAYL et al., 1998; HAMWIEH
et al., 2005). Contudo, as respostas variaveis de cultivares resistentes através dos nichos
agroecoldgicos reforcaram a potencial existéncia de alta variabilidade no perfil de
viruléncia do patégeno (NAIMUDDIN; CHAUDHARY, 2009) e reforcam a potencial
ocorréncia de patétipos (= racas) de F. oxysporum f. sp. lentis (POURALIBABA et al.
2016). Baseando-se nestas respostas, alguns estudos foram realizados para avaliar a
variacao patogénica de isolados de F. oxysporum f. sp. lentis e identificacdo de racas e/ou
patétipos do patdgeno. Em estudo de patogenicidade realizado com 32 isolados de F.
oxysporum f. sp. lentis indicou um comportamento homogéneo dos isolados e sugerindo
a existéncia de apenas uma raca na Argélia (BELABID; FORTAS, 2002). Em estudos
posteriores, 27 acessos de lentilha reportados como resistentes a F. oxysporum f. sp. lentis
por diferentes autores e uma testemunha sabidamente suscetivel foram inoculados com
52 isolados provenientes do Ird, Siria e Argélia. Os resultados indicaram que o
comportamento dos materiais em relagdo a resisténcia ou a suscetibilidade foi dependente
do isolado de F. oxysporum f. sp. lentis, sendo identificados pelo menos sete diferentes
patétipos (POURALIBABA et al. 2016). Mais recentemente, oito ragas (patétipos) foram
identificadas na India baseando-se na patogenicidade de uma colecdo de isolados de F.
oxysporum f. sp. lentis em genoétipos diferenciais de lentilha (HIREMANI; DUBEY,
2018).

O conhecimento da existéncia de racas/patétipos de F. oxysporum f. sp. lentis tem
implicacdo direta na otimizacdo da busca por resisténcia, direcionando-a para a racga
presente na regido de cultivo de interesse. O genotipo genitor ILL 5588, principal fonte
de resisténcia conhecida neste estudo, apresentou suscetibilidade a quatro de sete
patétipos de F. oxysporum f. sp. lentis (POURALIBABA et al., 2016). Nesse sentido, a
presenca do gene de resisténcia Fw ndo garante necessariamente o fen6tipo de resisténcia
em campo contra todas a variantes ja identificadas de F. oxysporum f. sp. lentis.

A producdo de lentilha no Brasil apresenta boas perspectivas de sucesso, que
podem ser maximizadas com uma ampla disponibilidade de gen6tipos com resisténcia ao
F. oxysporum f. sp. lentis (que € um dos principais problemas relacionados a producéo de
lentilha no mundo). A caracterizacdo dos gendtipos estudados via marcadores
moleculares ligados ao locus Fw permitiu identificar potenciais fontes de resisténcia que
poderdo ser utilizadas como recursos genéticos dentro dos programas de melhoramento

no caso de uma eventual introducdo de isolados de F. oxysporum f. sp. lentis no Brasil.
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Conclusodes

e Foram caracterizados como potenciais portadores do alelo de resisténcia Fw (por
ambos os marcadores OPK-15g00 € SSR 59-2B) os acessos/linhagens: 81S15,
FLIP2007-16L, FLIP2007-42L, FLIP2007-74L, FLIP2007-75L, FLIP2009-1L,
FLIP2009-2L, FLIP2009-7L, FLIP2009-9L, FLIP2009-10L, FLIP2009-11L,
FLIP2009-18L, FLIP2009-19L, FLIP2009-25L, FLIP2009-27L, FLIP2010-19L,
FLIP2010-21L, FLIP2010-22L, FLIP2010-23L, FLIP2010-24L, FLIP2010-28L,
FLIP2010-29L, FLIP2010-100L.

e Por sua vez, foram classificados como potencialmente suscetiveis (auséncia do
gene Fw) os acessos/cultivares/linhagens: FLIP2007-11L, FLIP2007-77L,
FLIP2008-2L, FLIP2009-5L, FLIP2009-17L, FLIP2010-8L, FLIP2010-12L,
FLIP2010-20L, FLIP2010-27L, FLIP2010-31L, FLIP2010-99L, FLIP2010-
106L, ‘Silvina’ e 6031.
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CONSIDERACOES FINAIS

Com a perspectiva de grande demanda do mercado nacional e internacional de
lentilha, particularmente o Asiatico, tem crescido a demanda por atividades de pesquisa
com essa cultura no Brasil. A introducdo de linhagens de outros paises contribuiu, de
sobremaneira, para que o pais, de importador se tornou exportador de produtos vegetais
como, por exemplo, a soja, o milho, o café, o arroz e o citros.

A lentilha encontrou condic¢des edafocliméticas favoraveis no pais, especialmente
na regido Centro-Oeste, 0 que pode contribuir para expansdo da producdo. Para tal,
esforcos continuos sdo necessario para implementar a sustentabilidade e competitividade
dos sistemas de producéo dessa cultura no pais, sobretudo, no desenvolvimento de novas
cultivares adaptadas e mais produtivas. Ao considerar as condi¢cdes em que o trabalho foi
realizado, os resultados revelaram variabilidade genética existente entre o conjunto de
gendtipos introduzidos do ICARDA.

Os gendtipos classificados como macrosperma FLIP2010-8L, FLIP2007-16L e
Silvina e os gendtipos classificados como microsperma FLIP2010-12L, FLIP2010-99L,
FLIP2010-20L, FLIP2010-106L, FLIP90-25L, 6031, foram considerados os mais
promissores para selecdo levando-se em consideracdo caracteristicas como habito de
crescimento, cor do revestimento das sementes, cor do cotilédone, altura da planta,
namero de dias até o inicio do florescimento e peso de 1000 sementes. Notadamente a
cultivar Silvina apresentou valor médio de produtividade destacadamente alto, ndo sendo
identificado, no presente estudo, um gendtipo superior a essa cultivar comercial ja
existente.

Em relacdo ao conteddo nutricional, os genotipos que se destacaram em funcédo
da alta composicao média centesimal e do teor médio de minerais foram o FLIP2007-28L,
FLIP2007-75L, FLIP2009-1L, FLIP2009-2L, FLIP2009-4L, FLIP2009-9L, FLIP2009-
121, FLIP2009-14L, FLIP2009-25L, FLIP2010-12L, FLIP2010-19L, FLIP2010-27L,
FLIP2010-100L. Contudo, esses genétipos podem ser mais bem investigados em
trabalhos futuros que envolvam estudos comparativos sobre 0s mecanismos quimicos
(fatores antinutricionais e antioxidantes), genéticos e ambientais, assim como avaliar se
0 aumento de um mineral influencia na concentragéo de outro.

Os gen6tipos 81S15, FLIP2007-16L, FLIP2007-42L, FLIP2007-74L, FLIP2007-
75L, FLIP2009-1L, FLIP2009-2L, FLIP2009-7L, FLIP2009-9L, FLIP2009-10L,
FLIP2009-11L, FLIP2009-18L, FLIP2009-19L, FLIP2009-25L, FLIP2009-27L,
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FLIP2010-19L, FLIP2010-21L, FLIP2010-22L, FLIP2010-23L, FLIP2010-24L,
FLIP2010-28L, FLIP2010-29L, FLIP2010-100L apresentaram padrdes eletroforéticos
que os caracterizam como resistentes a F. oxysporum f. sp. lentis. Essa caracterizagéo
pode ser Util para guiar a escolha de materiais genéticos dentro dos programas de
melhoramento genético da lentilha visando antecipar (via desenvolvimento de cultivares
resistentes) o potencial problema do ingresso de isolados de F. oxysporum f. sp. lentis nos

campos de cultivo do Brasil.



