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RESUMO

Dissertacao de Mestrado
Programa de P6s-Graduagdo em Agronomia
Universidade Federal de Santa Maria

CARACTERIZACAO CITOGENETICA DE CULTIVARES DE FEIJAO (Phaseolus
vulgaris L.)
AUTORA: GRACIELI DALLA NORA
ORIENTADOR: SOLANGE BOSIO TEDESCO
Local e Data da Defesa: Santa Maria, 17 de fevereiro de 2012.

O comportamento meidtico e estimativa da viabilidade do poélen foram
estudados em sete cultivares de feijao (Phaseolus vulgaris L.), sendo elas, IAPAR
44, Guapo Brilhante, BRS Expedito, BRS Valente, Guateian 6662, Pérola e Irai.
Botbes florais foram coletados das cultivares, fixados e armazenados sob
refrigeracdo para o preparo de laminas pela técnica de esmagamento das anteras e
colorac@o com orceina acética 2% e reativo de Alexander. Procurou-se obter o maior
ndamero de células possiveis de cada uma das fases da meiose. A estimativa da
viabilidade polinica foi observada contando-se 800 grédos de pdlen por planta. Para
verificar alteracbes de tamanho, foram medidos 100 graos de polens considerados
maduros de cada cultivar. Nao ocorreram células com anormalidades durante a
andlise do comportamento meidtico em todas as cultivares. Os indices meioticos
encontrados foram elevados e uniformes, acima de 90%, indicando que estas
cultivares possuem 0 processo meidtico estavel e 0 uso em cruzamentos nao
apresentard problemas. Os gréos de polens ndo apresentaram diferencas
significativas quanto ao seu tamanho, mostrando-se semelhante entre as cultivares.
Os dados sobre comportamento meibtico e viabilidade polinica obtidos neste
trabalho aliados aos da literatura, reforcam que o feijdo possui um processo meiético
uniforme, demonstrando alto potencial de fertilidade dos gametas masculinos, o que
facilita o uso dessa espécie em programas de melhoramento.

Palavras-chave: Citogenética. Phaseolus vulgaris L. Viabilidade polinica.



ABSTRACT

M. S. Dissertation
Programa de P6s-Graduagdo Agronomia
Universidade Federal de Santa Maria

CYTOGENETIC CHARACTERIZATION OF COMMON BEANS (Phaseolus
vulgaris L.)
AUTHOR: GRACIELI DALLA NORA
ADVISER: SOLANGE BOSIO TEDESCO
Santa Maria February 17, 2012.

The meiotic behavior and estimation of pollen viability were studied in seven cultivars
of common bean (Phaseolus vulgaris L.), which were IAPAR 44, Guapo Brilhante,
BRS Expedito, BRS Valente, Guateian 6662, Pérola e Irai. Floral buds were
collected from cultivars, fixed and stored under refrigeration for the preparation of
slides by squashing technique anthers and coloring with acetic orceina 2% and
reactive Alexander. It was tried to obtain the greatest possible number of cells of
each stage of meiosis. The estimation of pollen viability was observed by counting
800 pollen grains per plant. To verify changes in size, were measured 100 grains of
pollen of each cultivar considered mature. There were no cells with abnormalities
during the analysis of meiotic behavior in all cultivars. The meiotic index were high
and uniform over 90%, indicating that these cultivars have the meiotic process stable
and use in plant breeding not present problems. The pollen grains showed no
significant differences as to its size, being similar among cultivars. Data on meiotic
behavior and pollen viability obtained in this work combined with the literature,
emphasize that the bean has a meiotic process uniform, showing high potential
fertility of male gametes, which facilitates the use of this species in breeding
programs.

Key-words: Cytogenetic. Phaseolus vulgaris L. Pollen viability.
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1 INTRODUCAO

O género Phaseolus compreende aproximadamente 55 espécies, das quais
apenas cinco séo cultivadas: o feijdo comum (Phaseolus vulgaris), o feijao de lima
(P. lunatus), o feijdo Ayocote (P. coccineus), o feijao tepari (P. acutifolius), e o P.
polyanthus (BOREM; CARNEIRO, 1998).

O feijao (Phaseolus vulgaris L.) € uma planta anual dipléide (2n=2x=22),
originada das Américas, com centros de domesticagdo independentes (HARLAN,
1971 e 1975). Durante o processo de domesticagéo do feijdo, em consequéncia do
isolamento geografico, ocorreu a formacdo de conjuntos génicos adaptados as
diferentes condicbes ambientais, entre os quais se destacam o Andino e o
Mesoamericano (HANNAH et al., 2000; VIEIRA et al., 2005). O conjunto andino é
caracterizado, principalmente, por feijdes de graos grandes e faseolina T, C, H e A,
enquanto que 0s mesoamericanos possuem sementes pequenas e faseolina S
(GEPTS; DEBOUCK, 1991).

No Brasil, o cultivo de feijdo pode ser realizado durante todo o ano,
principalmente, em raz&o da grande variagdo de condigdes de clima e de solo nas
diversas regides (BOREM; CARNEIRO, 1998). Constitui importante fonte protéica na
dieta de enorme parcela da populacdo mundial, em especial nos paises onde o
consumo de proteina animal é limitado, por razBes econdmicas ou religiosas e
culturais. No Brasil, € a principal leguminosa fornecedora de proteinas, fazendo
parte da dieta diria das classes sécio-econdémicas menos favorecidas (ANTUNES,
1995).

O pressuposto béasico dos programas de melhoramento genético de plantas
esta fundamentado na obtencdo de cultivares superiores, a partir da manipulagéo
genética existente no germoplasma de determinada espécie. Dentre os fatores mais
importantes para o sucesso desses programas destacam-se a selegcdo de gendtipos
e os cruzamentos. (TECHIO et al., 2006).

O conhecimento gerado pela citogenética € de grande importancia para um
programa de melhoramento, uma vez que ajuda a selecionar germoplasma e a
manter uma monitoragdo constante, revelando alteragbes na fertilidade dos

individuos (NAVARINI, 2008). Conforme Sybenga (1998), a citogenética possui duas



13

funcgdes principais no melhoramento de plantas: primeiramente, gerar informacoes e,
apés, fornecer métodos para a subsequente manipulagéo genética.

Os estudos citogenéticos envolvem a analise da meiose, onde ocorre a
recombinagdo dos genes e os eventos da gametogénese séo controlados por um
grande numero de genes, a meiose € considerada uma fonte de variabilidade
genética que 0s organismos possuem para se adaptar ao meio ambiente em que
vivem e, dessa forma, garantir a sua perpetuacdo através da descendéncia
(GOLUBOVKAYA, 1979; SING, 1993; NASSAR, 1997; PAGLIARINI, 2000).

As irregularidades cromossOmicas refletem diretamente nos processos
reprodutivos das espécies com a formagéo de grdos de polen invidveis (MARUTANI
et al., 1993; CORREA et al., 2005). Os gametas portadores de anormalidades
perdem em competitividade com os gametas normais, pois, ocasionam a reducéo na
formacgao de frutos com ou sem sementes (PAGLIARINI, 2001).

O comportamento dos gréos de pélen em qualquer espécie vegetal é de
fundamental importancia para o estudo e detalhamento genético da planta, a fim de
estudar o comportamento reprodutivo para melhor entendimento da dispersdo dos
gametas masculinos da planta (CORREA et al., 2005), assim como para a aplicag&o
pratica na conservagdo, quanto para algum tipo de melhoramento ou cultivo na
agricultura (GUINET, 1989). Além de ser um fator importante na distingdo das
espécies pela morfologia e viabilidade (KARSBURG; BATTISTIN, 2005).

Considerando-se que a manifestacdo do genoétipo de um individuo é o
resultado da contribuicdo trazida pelos gametas masculinos e femininos, quanto
maior a viabilidade polinica, maior a possibilidade da formacéo de diferentes
combinagdes entre alelos, e em Ultima andlise, de variabilidade genética (SOUZA et
al., 2002).

A determinagdo da viabilidade do pdlen pode ser feita por métodos diretos,
tais como a indug&o da germinag&o do pdélen in vivo ou in vitro e métodos indiretos,
baseados em parametros citolégicos, como a coloragdo (SHIVANNA; JOHRI, 1985;
DAFNI, 1992; SHIVANNA; RANGASWAMY, 1992; KEARNS; NOUYE, 1993). Na
literatura, ndo ha a descricao de um teste de viabilidade polinica universal, utilizando
um corante especifico (TECHIO et al., 2006).

Nesse contexto, as hipoOteses estabelecidas para o estudo foram as
seguintes: (i) verificar a ocorréncia de comportamento meidtico regular e alta

viabilidade polinica em todas as cultivares mesoamericanas (IAPAR 44, Guapo
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Brilhante, BRS Expedito, BRS Valente, Guateian 6662 e Pérola); (ii) verificar a
ocorréncia de comportamento irregular e baixa viabilidade polinica na cultivar andina
(Irai); O objetivo desse trabalho foi determinar o comportamento meidtico e a
viabilidade dos gréos de pdlen das cultivares: IAPAR 44, Guapo Brilhante, BRS
Expedito, BRS Valente, Guateian 6662, Pérola e Irai de feijdo (Phaseolus vulgaris L)

através da comparacgéo entre dois métodos de coloracao.

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Origem do feijéo

O conhecimento da origem geogréfica da espécie Phaseolus vulgaris L. é
muito importante para todos que pretendem realizar o melhoramento genético desta
planta, devido ao fato de que no centro de origem pode-se encontrar a maior
diversidade genética como fontes de resisténcia a certas pragas e doencas, pois
estas, possivelmente tenham se originado na mesma é&rea e evoluido de forma
paralela (VAVILOV, 1931). A origem evolutiva do género Phaseolus e sua
diversificagdo primaria ocorreram nas Américas (Vavilov, 1931, citado por
DEBOUCK, 1991), mas o local exato onde isto se deu é motivo de controvérsia
(GEPTS; DEBOUCK, 1991).

Tipos selvagens, similares a culturas crioulas simpétricas, encontrados no
México e a existéncia de tipos domesticados, datados de cerca de 7.000 a.C., na
Mesoamerica, suportam a hipdtese de que o feijdo teria sido domesticado na
Mesoameérica e disseminado, posteriormente, na Ameérica do Sul. Por outro lado,
achados arqueoldgicos mais antigos, com cerca de 10.000 a.C., de feijdoes
domesticados na América do Sul (sitio de Guitarrero, no Peru) séo indicios de que o
feijdo teria sido domesticado na América do Sul e transportado para a América do
Norte (HEISER, 1977).

Dados mais recentes, obtidos por pesquisas moleculares, que tém como alvo

principal o gene Phs, codificador da proteina faseolina, atualmente a ferramenta
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mais utilizada em estudos evolutivos sobre o feijdo, sugerem a existéncia de trés
centros primarios de diversidade genética, tanto para espécies silvestres como
cultivadas: o Mesoamericano, que se estende desde o sudeste dos Estados Unidos
até o Panama, tendo como zonas principais 0 México e a Guatemala; o sul dos
Andes, que abrange desde o norte do Peru até as provincias do noroeste da
Argentina; e o norte dos Andes, que abrange desde a Coldmbia e a Venezuela até o
norte do Peru (GEPTS; DEBOUCK, 1991).

Além destes trés centros americanos priméarios, podem ser identificados
varios outros centros secundarios em algumas regides da Europa, Asia e Africa,
onde foram introduzidos gendétipos americanos. Pelo menos 10 tipos dessa proteina
j& foram encontradas em variedades cultivadas e popula¢des selvagens de feijao
(GEPTS et al., 1986), com uma alta correlacdo entre o tipo e o local geografico de
origem dos materiais, principalmente em relagéo ao material selvagem.

O feijdo esta entre os alimentos mais antigos, remontando aos primeiros
registros da histéria da humanidade. Era cultivado no antigo Egito e na Grécia,
sendo, também, cultuado como simbolo da vida. A maioria dos historiadores atribui a
disseminagéo dos feijdes no mundo em decorréncia das guerras, uma vez que esse
alimento fazia parte essencial da dieta dos guerreiros em marcha. Os grandes
exploradores ajudaram a difundir o uso e o cultivo de feijado para as mais remotas
regides do planeta (ALMEIDA, 1995).

Segundo os pesquisadores Gepts e Debouck citado por FREITAS (2001) os
tipos de feijdo que foram mais disseminados na América do Sul, inclusive o Brasil
foram os vindos da América Central, introduzidos via nordeste do Brasil, enquanto
os tipos Andinos se encontram mais disseminados na Africa e Europa. Esses
pesquisadores dizem que algumas variedades andinas de feijdo devem ter sido
disseminadas no Brasil a partir do sul da Bolivia, via Paraguai, Santa Catarina,
Parana, Sao Paulo, chegando inclusive a Minas Gerais.

Segundo Cascudo (1987) citado por FREITAS (2001) os autores
quinhentistas que descreveram o Brasil no inicio da colonizacdo, mencionavam 0s
feijdes e as favas como componentes da alimentacdo indigena, o qual passa a ter
uma maior aceitagdo pelo imigrante Europeu durante a expansdo do gado que
ocorreu como forma de colonizar o interior do nordeste, a partir da metade do século
XVII. O feijdo brasileiro constituia importante fonte de renda para o reino de

Portugal, o qual trouxe receitas para o Brasil de alguns ingredientes como orelha,
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focinho, rabo e linglica de porco, tornando parte do prato principal da culinéria

brasileira que é a feijoada.

2.2 Importancia econdémica, social e alimentar do feijao

7

O feijao € um excelente alimento, fornecendo nutrientes essenciais ao ser
humano, como proteinas, ferro, calcio, magnésio, zinco, vitaminas (principalmente
do complexo B), carboidratos e fibras. Representa a principal fonte de proteinas das
populacdes de baixa renda e constitui um produto de destacada importancia
nutricional, econdmica e social. Além de ser um dos alimentos mais tradicionais na
dieta alimentar do brasileiro (SOARES, 1996).

O feijdo apresenta cerca da metade do teor de proteina em relacdo a soja,
porém possui maior digestibilidade protéica (78,70%) (PIRES et al., 2006). A
proteina considerada de boa qualidade ou de alto valor biolégico é aquela que
fornece maior digestibilidade e quantidades adequadas de aminoacidos essenciais
(MORALES DE LEON et al., 2005; PIRES et al., 2006). O feijao € um alimento que
apresenta em sua constituicdo todos os aminoacidos essenciais; € rico em lisina,
mas limitante em amino4cidos sulfurados — metionina e cisteina (FONSECA
MARQUES; BORA, 2000; GUZMAN-MALDONADO et al., 2000; PIRES et al., 2006).

Além do papel relevante na alimentacdo do brasileiro, € um dos produtos
agricolas de maior importancia econdémico-social, devido principalmente & mao-de-
obra empregada durante o ciclo da cultura, pois no Brasil é cultivado por pequenos
produtores descapitalizados, com baixo uso de insumos externos, e destinado,
sobretudo para a subsisténcia das familias (WANDER, 2005).

No Brasil é cultivado em trés épocas: a safra das “4guas” - com semeadura
realizada entre os meses de agosto a novembro, concentrando-se nos Estados da
regido sul; a safra da “seca” - efetuada durante janeiro a margo, abrangendo todos
os Estados brasileiros; e a safra de “inverno” - de abril a julho, concentrando-se na
regido tropical, desta forma sempre havera producdo de feijdo em algum ponto do
pais, o que contribui para o abastecimento interno e reduz a oscilagdo dos pregos
(ARAUJO et al., 1996).
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2.3 Estudos genéticos e citogenéticos em feijao

Em 1925, Karpetschenko fez o primeiro relato sobre contagem
cromossdmica no género Phaseolus L. Segundo o autor, as espécies P.
acutofolius A. Gray, P. coccineus L., P. lunatus L. e P. vulgaris L. possuem 2n =
22 cromossomos (MERCADO-RUARO; DELGADO-SALINAS, 2000). Apés esse
relato surgiram outros estudos enfocando o nimero cromossémico em espécies
pertencentes a esse género. Lackey (1979), Goldblatt (1981), Mercado-Ruaro;
Delgado-Salinas (1998) e Mercado-Ruaro; Delgado-Salinas (2000), estudando
cerca de 30 espécies do género Phaseolus, afirmaram que o namero
cromossdmico bésico estabilizado e predominante € n = x = 11 podendo ser
encontrado n = x = 10 em trés espécies distintas (P. leptostachyus Benth., P.
micranthus Hook. & Arn., e P. macvaughii A. Delgado). Em exemplares de
Phaseolus semierectus L. também foi encontrado 2n = 11 cromossomos
(TURNER, 1956).

Em espécies silvestres, em geral, os cromossomos s&do pequenos. O
menor foi encontrado em P. filiformes Bentham medindo 0,78 pm e o maior
encontrado em P. chiapasanus Piper medindo 2,17 um. Nos exemplares menores
a descricdo da morfologia citogenética torna-se dificil sem o auxilio de um sistema
para andlise de imagem. Também foi relatada a presengca de um par satelitado
em algumas metafases. No entanto, em espécies cultivadas 0os cromossomos
apresentam-se maiores, o que facilita a andlise cariotipica (MERCADO-RUARO;
DELGADO-SALINAS, 1998).

Algumas das analises citogenéticas ja realizadas indicam que ha
predominancia de  cromossomos  submetacéntricos e  metacéntricos
(MERCADORUARGO; DELGADO-SALINAS, 2000). Cromossomos
subtelocéntricos sdo incomuns neste género, mas foram reportados por Zeng et
al. (1991) em Phaseolus vulgaris.

Alguns autores apontaram varios fatores envolvidos na evolugéo cariotipica
como inversdes, translocacgfes, perda e ganho de cromatina (SARBHOY, 1977;
SINHA; ROY, 1979). Esses autores ainda propdem que em caridtipos de
Phaseolus pode haver diminuicdo do contetdo de cromatina dando origem a um
cariotipo assimétrico (MERCADO-RUARO; DELGADO-SALINAS, 2000).
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Mercado-Ruaro; Delgado-Salinas (2000) analisaram véarias espécies de
Phaseolus e encontraram 2n = 22 cromossomos e diferentes classificacoes
cromossOmicas como, por exemplo, P. filiformes Bentham apresenta 11 pares de
cromossomos metacéntricos; P. marechalii Delgado e P. ritensis Jones possui oito
pares de metacéntricos e trés pares de submetacéntricos; P. neglectus Hermann e
P. pauciflorus Sessé & Mocifio ex G. Don mostraram 10 pares de metacéntricos e
um par de submetacéntrico; P. xolocotzii A. Delgado apresenta nove pares de
metacéntricos e dois pares de submetacéntricos; P. chiapasanus Piper possui oito
pares metacéntricos, dois pares submetacéntricos e um par subtelocéntrico.

Além do interesse tedrico-cientifico, as informagdes citogenéticas
contribuem para um melhor entendimento das diferengcas citotaxonémicas
encontradas em diferentes genotipos de feijdo e fornecem suporte para estudos de
taxonomia e genealogia. Também podem atuar como embasamento cientifico para
futuras pesquisas de manipulacdo de cromossomos, bem como produgéo de
progénies melhoradas para fins comerciais, sendo de interesse para citogeneticistas,

filogenistas e melhoristas.

3 MATERIAL E METODOS

O material vegetal utilizado foram botbes florais das cultivares de feijdo
mesoamericanas: |IAPAR 44, Guapo Brilhante, BRS Expedito, BRS Valente,
Guateian 6662 e Pérola e da cultivar de feijdo andina: Irai, semeadas em vasos
plasticos com capacidade de 5 L, contendo a mistura de solo + substrato comercial
Plantmax®, na propor¢ao volumétrica de 2:1. O solo utilizado foi o Argissolo Bruno-
Acinzentado alitico tipico, com a seguinte composi¢do quimica: pH (H20): 5,8;
matéria organica: 1,9%; fosforo: 15,3 mg dm?3; potassio: 84 mg dm?; célcio: 5,8
cmol. dm3; magnésio: 2,4 cmol. dm?®; enxofre: 11,6 mg dm™. A correcdo da
fertilidade do solo foi realizada para os minerais considerados limitantes no solo. As
irrigacdes foram realizadas sempre que houve necessidade, mantendo-se a
umidade do solo préxima a capacidade de campo. A aplicagdo de nitrogénio em

cobertura foi realizada nos estadios vegetativos V3 (12 folha trifoliolada aberta) e V4
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(32 folha trifoliolada aberta) (CEPEF, 2007). O controle de doengas e de insetos foi
feito sempre que necessario a fim de ndo comprometer o desenvolvimento normal
das plantas de feijao.

Em cada vaso foram conduzidas duas plantas até o final do ciclo, totalizando
oito plantas para cada genitor. As mesmas foram semeadas no dia 04 de agosto de
2010 e cultivadas em casa-de-vegetacdo no Departamento de Biologia, Centro de
Ciéncias Naturais e Exatas, da Universidade Federal de Santa Maria (UFSM), Rio
Grande do Sul, Brasil.

Durante o periodo de floragdo, que ocorreu no més de outubro de 2010, foram
coletados botdes florais entre os horarios das 08 as 11 horas, no estadio reprodutivo
de pré-floracdo R5 (CEPEF, 2007), e fixados em &lcool absoluto-acido acético
glacial (3:1), durante o periodo minimo de 24 horas e maximo 72 horas, a
temperatura ambiente (18 a 25°C). Posteriormente, os botdes florais foram
transferidos para 4lcool etilico a 70° e mantidos sob refrigeracéo, a temperatura de
15°C até a sua utilizacao.

Para o estudo da meiose, as laminas foram preparadas pela técnica de
esmagamento das anteras (GUERRA; SOUZA, 2002), utilizando orceina acética 2%
na coloracdo das células. Foram preparadas duas laminas para cada uma das oito
plantas de cada cultivar. Nas associa¢gdes dos cromossomos em diacinese e
metéafase |, foram consideradas células normais as que apresentaram 11 bivalentes
e na disjuncdo dos cromossomos em anéfase e tel6fase |, aquelas com separacéo
regular de 11 cromossomos duplicados em cada polo. A disjungdo dos
cromossomos também foi analisada em anéafase e telofase 1, considerando células
normais aquelas que apresentaram distribuicdo de 11 cromossomos simples para
cada polo (TEDESCO, 2000). O indice meiético (IM) foi calculado de acordo com
Love (1949): IM = nimero de tétrades normais / numero total de tétrades x 100.

As células médes de pdlen (CMP) foram avaliadas quanto ao ndmero e a
viabilidade dos micrésporos em cada cultivar. As CMP com quatro microsporos
viaveis foram consideradas tétrades normais, as que apresentaram menos de quatro
micrésporos (diades e triades), mais de quatro micrésporos (poliades) ou tétrades
com micrésporos estéreis (ndo corados) foram consideradas anormais.

Para realizar a estimativa da viabilidade dos grdos de pdlen, as Iaminas foram
preparadas pela técnica de esmagamento das anteras (GUERRA; SOUZA, 2002).

Foram feitas duas lAminas de cada planta, contando-se 800 gréos de pdlen por
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planta, obtidos de oito plantas de cada cultivar. Foram utilizados dois tipos de
corantes, para posterior comparacdo entre os resultados de cada corante: orceina
acética a 2% e reativo de Alexander (verde-malaquita + fucsina &cida)
(ALEXANDER, 1980).

Para a estimativa da viabilidade polinica pelo método de coloracdo com
orceina acética a 2%, os grdos de polen foram considerados inviadveis quando
apresentaram tamanho visivelmente anormal, coloragéo fraca, protoplasma reduzido
e/ou ausente, e vidveis 0s que apresentaram a exina intacta, protoplasma bem
corado com distribuicdo homogénea (TEDESCO, 2000). Nas andlises usando o
corante reativo de Alexander, se obtém uma coloragéo diferencial dos polens viaveis
e nao viaveis, devido a utilizacdo simultdnea de verde malaquita e fucsina &cida, os
quais apresentam coloragdo reversa. O primeiro tem afinidade pela celulose
presente na parede celular, corando-a de verde, enquanto que o protoplasma é
corado pela fucsina acida. Dessa maneira, por ndo apresentarem protoplasma, os
gréos de pdélen abortados coram-se de verde (ALEXANDER, 1980)

Além disso, foram medidos 100 graos de pdlen maduros de cada cultivar, a
partir de medidas, em micrometros (um), para a verificacdo de diferengcas
significativas que levem a ocorréncia de inviabilidade polinica.

Na andlise da viabilidade polinica o delineamento experimental foi o
inteiramente casualizado, com oito repeticdes. Os tratamentos foram combinados
em esquema bifatorial 7x2, sendo sete cultivares (IAPAR 44, Guapo Brilhante, BRS
Expedito, BRS Valente, Guateian 6662, Pérola e Irai) e dois corantes testados
(orceina acética a 2% e reativo de Alexander). A unidade experimental constou de
duas laminas por corante em que foram contados 400 gréos de pdélen por lamina.

As andlises foram realizadas no Laboratério de Citogenética Vegetal e
Genotoxicidade, do Departamento de Biologia, Centro de Ciéncias Naturais e
Exatas, da Universidade Federal de Santa Maria (UFSM), Rio Grande do Sul, Brasil.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos das analises do comportamento meibtico estdo
registrados na tabela 1. Todas as células observadas foram consideras normais
(Figura 1 — A, B, C, D). O pareamento entre os bivalentes foi normal durante a
metafase |, resultando em uma segregacao cromossémica regular durante a anafase
| e a anafase Il, ambas sem formacao de pontes anafasicas, o que é considerado
uma aberracdo cromossomica, ocasionando uma divisdo celular irregular. No final
da esporogénese, formaram-se na maioria das cultivares avaliadas, quatro
micrésporos (tétrades), revelando uma meiose completamente regular em termos de
divisdo celular e consequentemente com formacédo de grédos de poélen viaveis, ou
seja, férteis. Gréos de polens férteis geram maior variabilidade genética durante a

fecundagéo.

Figura 1 — Fases da divisdo meidtica coradas com orceina acética 2%. A e B) Diacinese; C) Telofase
I; D) Telofase Il. Escala 10 pm
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O reduzido ndmero de células observadas em cada uma das fases da
meiose na tabela 1 é devido ao tamanho dos cromossomos do feijao, que sao muito
pequenos e dificultam a visualizagdo. O maior numero de células encontradas foi
nas fases de diacinese, tel6fase | e teléfase Il, devido ao processo meidtico ocorrer
muito répido nessa espécie. Segundo Atkins et al. (1998), a andlise do
comportamento meiético em Lupinus também foi dificultada em certo grau pelo
pequeno tamanho e frequente sobreposicdo dos cromossomos e pela rapidez com

gue o processo meiotico ocorre nessa especie.

Tabela 1 - Numero (N°) de células normais das cultivares de feijdo, avaliado através

do método de colorag@o com orceina acética 2%.

Cultivares Meiose | Meiose Il
N° N° N° N° N° N° N°
células células células células células células células
em em em em em em em

diacinese metafase anafasel teléfasel metafase anafase teléfase
I I I

IAPAR 44 44 20 11 41 05 04 42
Guapo 28 12 08 28 08 05 30

Brilhante
BRS Expedito 44 11 10 06 04 05 13
BRS Valente 31 11 04 26 05 03 37
Guateian 36 16 02 45 10 06 41

6662

Pérola 42 06 13 05 03 08 16
Irai 11 06 09 52 03 04 56

Na Tabela 2, observa-se que as cultivares estudadas ndo apresentaram
diferencas estatisticas significativas entre si, com valor do x2 = 6.086 e p = 0.4136.
Na fase de tétrades, o nimero de células normais foi alta para todas as cultivares.
As anormalidades encontradas foram triades, diades e poliades, mas em nimero
muito reduzido.

Valores de indice mei6tico acima de 90% em Phaseolus sdo semelhantes aos
encontrados em outras leguminosas: em torno de 97% em Vigna L., 100% em
Arachis pintoi Krap. & W. C. Gragory, préximo a 99% em Desmodium Desv. (SENF
et al., 1995), acima de 90% em Adesmia DC. (TEDESCO et al., 2002). Estes indices
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meidticos elevados s&o indicativos de que estas plantas sdo meioticamente estaveis
e seu uso em cruzamentos provavelmente ndo apresentara problemas (LOVE,
1949).

Tabela 2 - indice meidtico (IM) das cultivares de feijdo, avaliado através do método
de coloracéo de tétrades (T) com orceina acética 2%.

Cultivares N° de N° de N° de N° de IM=N°T
célulasem célulasem célulasem célulasem normais/ N°T
tétrades triades diades poliades  totais x 100%
IAPAR 44 487 4 2 10 96,81%
Guapo Brilhante 304 5 2 8 95,29%
BRS Expedito 270 4 1 10 94,73%
BRS Valente 300 1 2 6 97,08%
Guateian 6662 320 9 1 9 94,39%
Pérola 357 3 4 7 96,22%
Irai 289 4 2 10 94,75%

A regularidade do comportamento meiotico tem sido também evidenciada em
trabalhos com outras leguminosas. Coelho; Battistin (1998) analisaram o
comportamento meidtico em sete espécies de Adesmia DC., e verificaram que a
meiose foi regular, com formacdo de dez bivalentes nas espécies dipldides e 20
bivalentes nas tetrapléides em diacinese e metafase | e disjungdo normal na anafase
| e telofase Il

Schifino-Wittmann et al. (1994), verificaram que a meiose foi essencialmente
regular em espécies de Vicia L. e Lathyrus L. com a formacgéo exclusiva de sete
bivalentes e disjuncdo cromossdmica regular na anafase. Tedesco et al. (2002),
verificaram comportamento meidtico essencialmente regular na maioria dos acessos
das 17 espécies de Adesmia DC. analisadas, com dez bivalentes na diacinese e
metafase | e segregacdo cromossémica normal na anéfase e telofase | e Il. Em

Dahlstedtia pinnata (Benth.) Malme e D. pentaphylla (Taubt.) Burk. a analise das
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fases meidticas revelou ndo haver problemas de disjungdo cromoss6mica e ambas
apresentaram 11 bivalentes na metéfase | (TEIXEIRA et al., 2002).

Contudo, uma alta percentagem de grédos de pdlen viaveis é esperada como
resultado de um alto percentual de tétrades normais (Figura 2 — A, B), as quais
refletiriam diretamente na uniformidade entre as cultivares quanto ao processo
meidtico regular. Observou-se também uma alta percentagem de polens viaveis na
cultivar andina Irai, o que demonstra alto potencial de fertilidade dos gametas
masculinos, contrariando a hipotese de que a mesma teria um percentual de polens
viaveis reduzido. Ndo s6 as leguminosas, mas todas as espécies que produzem
grande quantidade de poélen sé@o plantas que alocam uma significativa parcela de
energia na producédo de gametas, diferentes das que alocam maior quantidade de
energia na parte vegetativa (PIANKA, 1970; STILING, 1998).

Tabela 3 - Comparacédo das estimativas (%) da viabilidade do pdlen entre corantes
dentro de cada cultivar e entre cultivares dentro de cada corante, em sete cultivares
de feijao.

Orceina Acética 2% Reativo de Alexander
Cultivares N* % N* %

IAPAR 44 6352 99,24 6145 96,012*
Guapo Brilhante 6379 99,67 aA 6348 99,18%°
BRS Expedito 6373 99,57 aA 6258 97,78
BRS Valente 6387 99,78 6261 97,82%"
Guateian 6662 6367 99,4824 6351 99,2324
Pérola 6381 99,70% 6363 99,428
Irai 6391 99,88%" 6371 99,5425
Média 44630 99,61% 44097 08,42°

*Numero de pélens viaveis; % percentual de viabilidade. Médias seguidas pela mesma letra
mindscula na coluna e mailscula na linha nao diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.
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Na tabela 3 encontram-se os resultados da comparacdo das estimativas da
viabilidade dos grdos de pdlen com os dois diferentes corantes para as sete
cultivares de feijdo. Observou-se, pela andlise dos resultados, que o corante orceina
aceética 2% foi o que apresentou maior percentual de viabilidade para a maioria das
cultivares, enquanto que o corante reativo de Alexander apresentou um percentual
de viabilidade menor ao da orceina acética, e isso se deve a sua coloracéo
diferencial dos polens vidveis e ndo viaveis.

Para o corante orceina acética 2%, a cultivar IAPAR 44 diferiu
significativamente de BRS Valente e de Irai, ndo diferindo das demais cultivares. Na
comparacao entre as médias para o corante reativo de Alexander, as cultivares ndo
diferiram entre si. Guapo Brilhante e Irai apresentou diferencas significativas na
comparacdo entre 0s corantes orceina acética 2% (99,67% e 99,88%,
respectivamente) e reativo de Alexander (99,18% e 99,54%, respectivamente).
Estes valores sdo semelhantes aqueles encontrados por Pazy et al. (1977), para
Lupinus palestinus (96%), L. pilosus (93,6%) e por Carstairs et al. (1992), para L.
princeii (98,6%), L. atlanticus (98%) e L. digitatus (92,4%) para algumas espécies. O
elevado percentual de pdlens funcionais nesses acessos esta associado a
regularidade meidtica (TECHIO et al., 2006), o que contribui para o uso dessas
espécies em programas de melhoramento.

Na tabela 3, ainda é possivel observar que o corante orceina acética 2%
(99,61%) diferiu significativamente do corante reativo de Alexander (98,42%),
mostrando que este € o mais indicado para estimar a viabilidade do po6len em feijao,
pois permitiu distinguir com mais seguranca polen viavel de invidvel. Segundo
Alexander (1980), as andlises usando esse corante parecem fornecer dados mais
acurados sobre a viabilidade do poélen, pois se obtém uma coloracéo diferencial dos
pélens viaveis (Figura 2 - D) e ndo viaveis, devido a utilizagdo simultanea de verde
malaquita e fucsina é&cida, os quais apresentam coloracdo reversa. Desta forma,
constata-se que o corante orceina acética superestimou a viabilidade, pois corou
pélens viaveis (Figura 2 - C) e inviaveis com a mesma intensidade. Como néo existe
outro parametro comparativo, as vezes a distingdo entre viaveis e inviaveis torna-se

duvidosa.
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Figura 2 — A e B) Tétrades, coradas com orceina acética 2%; C) Graos de podlen corados com
orceina acética; D) Gréos de pdlen corados com reativo de Alexander. Escala 10 um

O alto percentual de grdos de polens viaveis encontrados nas cultivares de
feijdo é compativel com os estudos prévios que mostram meiose regular e indice
meidtico acima de 90% nestas mesmas cultivares, garantindo desta forma a
manutencdo das sucessivas geracgdes através da producéo de sementes.

Na tabela 4 sdo apresentadas as médias das medidas dos graos de pdlen
para as sete cultivares analisadas. Comparando as médias das medidas de todas as
cultivares, observou-se que a cultivar BRS Valente apresentou média diferente das
médias das cultivares IAPAR 44 e BRS Expedito. Shen; Webester (1986) analisaram
a morfologia polinica de Phaseolus vulgaris L. em condicdes normais e sob
condicdes de estresse hidrico. Segundo os autores o grdo de pdélen nas condicbes
ambientais apresenta trés aberturas esféricas e proeminentes, sendo, portanto

triaperturados, estando elas relativamente distantes.
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Tabela 4 - Médias das medidas dos graos de polen para as sete cultivares de feijao.

Cultivares Médias (um)*
IAPAR 44 66,25
Guapo Brilhante 57,22%
BRS Expedito 62,50°
BRS Valente 51,25"
Guateian 6662 61,507
Pérola 60,00™
Irai 57,77

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

As diferengas observadas durante a medicdo dos grédos de polens das
cultivares acredita-se ndo ter influéncia significativa na fertilidade dos gametas
masculinos, pois como mostrado no estudo, a estimativa da viabilidade polinica
encontrada foi alta.
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5 CONCLUSOES

A analise do comportamento meib6tico foi considerado normal para todas as
cultivares, sem registros de células com anormalidades. O indice meidtico n&o
apresentou diferencas estatisticas significativas, mostrando uma alta percentagem
de graos de polens viaveis, os quais refletem diretamente na uniformidade entre as
cultivares quanto o processo meiético regular.

O uso do corante reativo de Alexander para a coloracdo dos gréos de polens
no estudo da estimativa da viabilidade polinica foi o que apresentou dados mais
acurados sobre polens viaveis e ndo vidveis quando comparado com o corante
orceina acética, mostrando que este € o mais indicado para estimar a viabilidade do
pélen de feijdo, devido ao resultado ser mais preciso com a coloragéo diferencial.

Dessa maneira, constatou-se que o0 corante orceina aceética superestimou a
viabilidade dos graos de polen, pois corou gréos viaveis e invidveis com a mesma
intensidade, tornando a distingéo entre os mesmos duvidosa.

Os dados sobre comportamento meidtico e viabilidade polinica encontrados
neste trabalho, mostram que o feijdo possui um processo meibtico iniforme,
demonstrando alto potencial de fertilidade dos gametas masculinos, o que facilita o
uso dessa espécie em programas de melhoramento, em especial com as cultivares
aqui usadas. Acredita-se que a uniformidade e regularidade dos resultados obtidos
nesse estudo se deram também por conta de todas estas cultivares ja serem

cultivadas e ter sofrido algum tipo de seleg&o por parte dos produtores.
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Apéndice 1 - Graos de feijdo das cultivares: A) BRS Expedito B) BRS Valente C) Guapo Brilhante D)
IAPAR 44 E) Guateian 6662 F) Pérola.
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Apéndice 2 — A e B) Graos de feijdo da cultivar andina Irai. C e D) Vasos com as plantas de feijéo
em casa de vegetacdo. E e F) Sacos de papel, onde as sementes eram armazenadas.



