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RESUMO - O feijao-fava (Phaseolus lunatus L.) € uma importante fonte de alimento para o Brasil principalmente
para a regidao Nordeste. Devido a relevancia dessa leguminosa, estudos em melhoramento genético se fazem
necessarios, sendo que informagoes sobre a viabilidade polinica constitui um dos fatores responsaveis pelo
sucesso dos programas de melhoramento via hibridagao. Com o intuito de fornecer informacoes a respeito
dos acessos de feijao-fava provenientes do Banco Ativo de Germoplasma da Universidade Federal do Piaui
(BAG-UFPI), objetivou-se estimar a viabilidade polinica de nove acessos, através de quatro métodos coloriméticos:
carmim acético 2%, orceina acética 2%, fucsina e lugol. Foram coletados os botoes florais na pré-antese
e fixados em etanol:acido acético (3:1) por 24 horas e, posteriormente, permaneceram em etanol 70% sob
refrigeragao até a preparacgao das laminas pela técnica de esmagamento. Foi utilizado um delineamento inteiramente
casualizado em esquema fatorial e os dados foram comparados pelo teste Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade
de erro. Os quatro métodos colorimétricos foram eficientes em estimar a viabilidade entre os acessos, os quais
apresentaram alta viabilidade polinica com valores acima de 70%, importante para viabilizagao dos trabalhos
de melhoramento genético.
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EFICIENCY OF COLORIMETRIC TESTS FOR DETERMINATION OF
VIABILITY OF POLLEN IN ACCESS OF LIMA BEAN (Phaseolus lunatus L)

ABSTRACT - One of the principal limitations for the application of a system of direct planting in organic
agriculture is the management of cover crops, because of the inability to use herbicides for desiccation of
vegetation. The objective of this work was to evaluate diverse forms of management of plant material and
planters, on different cover crops, for an organic system of production. Six types of machines and implements
for mowing and crushing of plants and three types of planters were evaluated. It was verified that the tractor
knife roller and the microtractor were the best options, standing out with greater operational efficiency and
lower costs for labor, as well as providing good levels of soil cover. A planter of 2 rows was more efficient
than the others, as well as being of potential use in direct planting in bigger areas. In small areas of family
farmers, the use of a jab planter is a good option, whereas the 1 row planter did not present a return of
work that justified its use in direct planting in plant litter.
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INTRODUCAO

O género Phaseolus compreende cinco espécies
domesticadas (P. vulgaris, P. lunatus, P. coccineus,
P. accutifolius e P. plianthus), sendo que a espécie
Phaseolus lunatus, conhecida por feijao-fava ou feijao-
lima € a segunda leguminosa de maior importancia do
género, sendo composta por duas variedades botanicas:
P. lunatus var. silvester Baudet e P. lunatus var. lunatus
(Baudet, 1977).

O feijao-fava caracteriza-se por ser uma planta
herbacea com ciclo de vida anual curto (Webster et
al., 1979) e germinacao epigena, que acontece usualmente
entre seis e dez dias apos a semeadura, pode apresentar
habito de crescimento determinado ou indeterminado.
O habito de crescimento determinado € caraterizado
pelo desenvolvimento total da gema apical em uma
inflorescéncia e o indeterminado é caraterizado pelo
desenvolvimento da gema terminal em uma guia (Oliveira
etal., 2015; Zimmermann & Teixeira, 1996).

As andlises morfolégicas, bioquimicas e moleculares
indicam que existem trés principais pools genético para
aespécie: o Andino, Mesoamericano I e o Mesoamericano
11, sendo que em cada grupo apresenta formas selvagens
e domesticadas (Serrano-Serrano et al., 2012; Martinez-
Castillo et al., 2014; Camacho-Pérez et al., 2017). Estudos
em diversas regides do Brasil tem revelado um elevado
nimero de variedades morfolégicas, sugerindo que
a diversidade genética no Brasil pode ser tao alta quanto
a relatada para a Penisula de Yucatan, centro de
diversidade genética para essa cultura (Martinez-Castillo
etal., 2012; Penha et al., 2016; Silva et al., 2017).

O feijao-fava apresenta elevada diversidade genética,
0 que permite um alto potencial de producgao e adaptagao
a diferentes condigdes climaéticas, chegando a ser
considerada tolerante a seca, ao excesso de umidade
e ao calor (Vieira, 1992; Long et al., 2014). E uma cultura
importante para a regiao Nordeste do Brasil, pois se
destaca como uma espécie de subsisténcia, sendo
produzida em regime de sequeiro, principalmente por
parte do setor da agricultura familiar (Lopes et al., 2015;
Silvaetal., 2015).

Nota-se a relevancia da cultura de feijao-fava, sendo
que estudos em melhoramento genético para essa
leguminosa sdo essenciais, uma vez que irdo oferecer
informagbes agronomicamente importantes. Desse modo
a viabilidade polinica é um dos fatores responsaveis
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pela escolha de gridos de pélen vidveis que influenciam
no sucesso dos cruzamentos e também a selegao de
genotipos que sao utilizados em programas de
melhoramento genético (Cabral et al., 2013).

A viabilidade polinica pode ser determinada por
um grande niimero de técnicas: métodos diretos, como
a inducao da germinac¢ao do poélen in vivo ou in vitro
ou pelos métodos indiretos, que sao baseados em
parametros citologicos, como os testes colorimétricos
(Oliveira et al., 2001). Segundo Hister & Tedesco (2016),
é importante testar varios tipos de corantes, com o
intuito de encontrar o mais apropriado para cada espécie
estudada, pois nao ha na literatura um teste geral de
viabilidade que utiliza apenas um determinado corante.

Diante disto temos por finalidade estimar a
viabilidade polinica de nove acessos de feijao-fava,
do Banco Ativo de Germoplasma da Universidade Federal
do Piaui (BAG-UFPI) através de distintos métodos
colorimétricos, com o intuito de indicar genétipos férteis,
com potencial para serem utilizados em programas de
melhoramento genético, via hibridagao.

MATERIAL E METODOS

O material botanico constitui nove acessos do
Banco Ativo de Germoplasma de feijao-fava da
Universidade Federal do Piaui (BAG-UFPI), a saber,
UFPI- 948, UFPI-948, UFPI- 956, UFPI- 961, UFPI-964,
UFPI- 965, UFPI- 1000, UFPI-1002, UFPI-1016. Durante
o periodo de floragdo, botdes florais em estadio de
pré-antese foram coletados e fixados em solugdo de
etanol: cido acético (3:1) por 24h. Em seguida, foram
transferidos para uma solugido de &dlcool 70% e
conservados por refrigeracdo até serem utilizados.

O estudo compreende uma analise quantitativa,
no qual as ldminas contendo os graos de pélen foram
preparadas segundo a técnica de esmagamento das anteras
descrita por Guerra & Souza (2002). Foram utilizados
quatro métodos colorimetros distintos, a orceina acética
2%, o carmim acético 2%, lugol e fucsina, que possibilitaram,
além de estimar a viabilidade polinica, determinar o corante
mais eficiente para a técnica na espécie em estudo. Sob
as laminas contendo pélens, foi depositada uma gota
do corante e posteriormente visualizada no microscopio,
em objetiva com aumento de 40X.

O delineamento utilizado para o teste colorimétrico
foi inteiramente casualizado em esquema fatorial nove
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X quatro (acessos X corantes), sendo preparadas trés
laminas para cada corante e avaliando 500 graos de
polen por lamina, totalizando 1500 pdlens por teste
e 6000 por acesso. Os dados foram submetidos a andlise
da variancia (ANOVA) e comparados pelo teste Scott-
Knott ao nivel de 5% de probabilidade de erro, com
o auxilio do programa estatistico Assistat®, versao
beta 7.7 (Silva, 2016).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os quatros corantes utilizados foram capazes de
distinguir os p6lens vidveis dos invidveis em feijao-
fava, como mostra a Figura 1. Para o carmim acético
(Figura 1A) pode-se observar que os graos de polens
vidaveis apresentaram coloracgao avermelhada e os
inviaveis como indicados pelas setas, apresentaram
tamanho reduzido e sem coloragao. Segundo Pagliarini
& Pozzobon (2004), isso acontece devido uma relacao
de afinidade que existe com o carmim ao entrar em contato
com DNA e RNA dos pdlens viaveis.

Os grios de pélen corados com fucsina (Figura
1B) mostram os pdlens inviaveis com um tamanho reduzido
em relacao aos viaveis. Quando tratados com orceina
acética 2%, os polens inviaveis como indicado pelas
setas apresentaram tamanho reduzido, com uma coloracao
mais clara em comparagdo com os viaveis (Figura B).
Enquanto, os graos de poélen inviaveis tratados com
lugol (Figura 1D) apresentaram uma coloragao amarela
clara, devido a auséncia de amido no pdlen, enquanto
os viaveis mostraram uma coloragdao marrom escuro,
que é o resultado da reacao do amido presente no polen
com o iodo da solucdo.

Foi possivel observar a existéncia de variagao
significativa entre a porcentagem de pélens vidveis,
que € consequéncia da existéncia de variabilidade genética
entre os distintos acessos. De acordo com Zanotto
etal. (2009), a viabilidade do grao de pdlen pode apresentar
uma grande variacao dentro de uma mesma espécie
com variedades distintas. Os resultados obtidos
mostraram porcentagens dos graos de polen vidaveis
acima de 70% para os quatros tipos de corantes (Tabela
1). Valores de viabilidade polinica acima de 70% sao
classificados como altos e também adequados para
serem usados em programas de melhoramento de plantas.
(Souza et al., 2002).

Quando comparadas as médias dos acessos entre
os corantes, foram encontradas diferengas significativas

para todos os acessos analisados, com excegao do
acesso UFPI- 948 (Tabela 1). As diferencas significativas
encontradas supostamente estdo relacionadas com a
afinidade do corante com a exina e a intina do gréo
de polen, como pode ser observado no acesso UFPI-
961, em que os corantes carmim acético 2%, lugol e
fucsina indicaram uma viabilidade superior a 90% e
enquanto a orceina acética 2% indicou uma porcentagem
inferior a 75%.

Os acessos UFPI- 628 e UFPI- 956 apresentaram
diferencas significativas entre a fucsina e os demais
métodos de coloracgao, sendo que a maior média de
viabilidade para esses acessos foi estimada por esse
corante. Os acessos UFPI- 961, UFPI- 965, UFPI- 1000
apontaram diferencgas significativas quando corados
com orceina acética a 2%, sendo que os valores médios
de viabilidades apresentados por esse corante foram
0s mais baixos, entretanto os referidos acessos ainda
apresentam uma alta taxa de graos de pdlen viaveis.
Ja para os acessos UFPI- 1002 e UFPI-1016 a diferenga
significativa ocorreu entre o lugol e os demais corantes,
sendo que esses acessos apresentaram as menores
médias quando corados com lugol. Quanto maior for
a viabilidade polinica, maiores serao as chances de
formagdo de associacbes entre alelos, que
consequentemente ocasionara o aumento da
variabilidade genética.

Ao serem comparadas as porcentagens medias
entre os acessos dentro de cada corante, foram
encontradas diferencas significativas de viabilidade
polinica nos mesmos, com exce¢do do corante fucsina
que apresentou as maiores médias de graos de polen
viaveis para todos os acessos (<90%), entretanto pode
ter acontecido a superestimagao da viabilidade polinica
para esse corante, devido a dificuldade de distincéo
entre os graos de polen viaveis e nao viaveis (Tabela

1).

Os individuos de uma mesma espécie podem
apresentar diferencas significativas com relacdo a
viabilidade polinica e isso pode estar relacionado a
fatores abiéticos. Alteragao moderada da temperatura
pode reduzir o niimero de pélens e sua viabilidade
podendo gerar problemas durante a fertilizagdo. Em
casos mais graves, pode resultar na completa esterilidade
do grao de polen ou inibicao da deiscéncia das anteras
e, consequentemente, nenhuma frutificacdo (Hedhly,
2011).
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Figura 1- Graos de pélen submetidos a diferentes métodos de coloragdo. A: carmim acético 2%; B: orceina
acética 2%; C: lugol; D: fucsina béasica. Setas indicam grdos de pélen inviaveis.

Tabela 1 - Valores médios referentes a viabilidade polinica de acessos de feijao-fava do BAG-UFPI, para os
quatro métodos colorimétricos utilizados, dados em porcentagem (%)

Acessos Carmim acético 2% Orceina acética 2% Lugol Fucsina
UFPI-628 77,19 bB 82,58 bB 86,19 bB 95,23 aA
UFPI-948 86,97 aA 90,20 aA 93,30 aA 98.03 aA
UFPI-956 79,69 bB 74,31 cB 77,64 bB 94,30 aA
UFPI-961 95,63 aA 74,87 cB 93,67 aA 91,67 aA
UFPI-964 87,67 aB 80,47 bB 94,53 aA 93,60 aA
UFPI-965 95,14 aA 85,48 bB 97,20 aA 93,40 aA
UFPI-1000 89,92 aA 82,53 bB 93,73 aA 91,27 aA
UFPI-1002 95,50 aA 95,07 aA 86,93 bB 96,60 aA
UFPI-1016 90,567 aA 93,73 aA 83,27 bB 95,37 aA

Letras maitsculas diferentes nas linhas correspondem as diferengas dentro dos acessos, entre os corantes. Letras mintsculas diferentes nas
colunas correspondem as diferengas entre os corantes, para cada acesso. *Médias seguidas pela mesma letra maidscula na linha e mimiscula
na coluna nio diferem estatisticamente entre si, pelo Teste de Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade de erro.

De modo geral, os testes colorimétricos apresentam CONCLUSAO
vantagens no estudo da viabilidade do pdlen, uma
vez que sao métodos rapidos, baratos e seguros, auxiliam
na analise dos fatores ambientais que afetam o
desenvolvimento polinico, na identificagdo de possivel
macho- esterilidade e no restabelecimento de linhagens
e na determinacgao do periodo 6timo da polinizagao
de uma espécie.

A utilizacao das solugdes histoquimicas avaliadas
neste experimento foram capazes de distinguir os pélens
viaveis dos inviaveis. Os quatro testes colorimétricos
analisados foram eficientes na estimativa da viabilidade
e indicaram altas taxas de viabilidade do grao de pdlen.
Dos nove acessos de pimentas avaliados do BAG-
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UFPI todos apresentaram alta viabilidade polinica (<70%),
fator de extrema importdncia para caracterizagdo desses
recursos genéticos e viabilizacdo dos trabalhos de
melhoramento genético, sendo que os mesmos possuem
potencial para serem utilizados nos cruzamentos genéticos.
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