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Introducéo

Phaseolus vulgaris L. (2n=2x=22) [1] é uma espécie
de destacada importancia econdmica e alvo de inumeros
estudos genéticos. O detalhamento da esporogénese e da
gametogénese ¢ essencial para a selecdo genética do
feijoeiro, pois sdo eventos essenciais a fecundacdo, a
embriogénese zigbtica e, em conseqiiéncia, a produgio
de sementes - produtos de importancia economica dessa
espécie. Além disso, os sistemas de cultivo in vitro que
aceleram etapas da sele¢do genética do feijoeiro ainda
requerem otimizacdo. Uma vez que alguns desses
sistemas empregam os tecidos estaminais como material
inicial, torna-se necessaria a descri¢do precisa das etapas
do desenvolvimento e da condigdo fisioldgica inicial das
células a serem induzidas a morfogénese in vitro. Para
atender a essas demandas, foram estudadas as etapas da
androsporogénese e da androgametogénese da cultivar
Guapo Brilhante de P. vulgaris, relacionando ao tamanho
do botéo floral.

Material e métodos

A. Material Vegetal

Sementes da cv. Guapo Brilhante de P. vulgaris foram
postas a germinar em vasos dentro de uma casa de
vegetacdo no Jardim Botanico da Fundagdo Zoobotéanica
do Rio Grande do Sul. Durante o cultivo, as temperaturas
do ar variaram de 14 a 30 °C. Iniciado o florescimento,
botdes florais imaturos foram coletados. No Laboratorio
de Anatomia Vegetal do Departamento de Botinica da
UFRGS, as bracteas dos botdes foram removidas e eles
foram separados ao estereomicroscoOpio em sete grupos,
conforme a medida longitudinal.

B. Preparagdo Histoldgica

Cinqiienta botdes de 1,0 a 4,0 mm foram fixados em
glutaraldeido 1% e formaldeido 4% [2] em tampdo
fosfato de sodio pH 7,2; desidratados em série alcodlica
[3] e infiltrados em hidroxietilmetacrilato. Ao micrétomo
de guias, foram obtidas se¢des de 3 a 6 pm, que foram
coradas em azul de toluidina O 0,05%[4].

C. Preparacéo Citolégica
Cem botdes de 1,0 a 4,5 mm foram fixados por 12 a

24 h a temperatura ambiente em solugdo de Farmer
(etanol absoluto: 4cido acético glacial, 3:1) e

armazenados em congelador. As anteras desses botdes
foram excisadas ao estercomicroscopio, esmagadas com
carmim acético 0,5% sobre lamina histolégica, cobertas
com laminula, seladas com esmalte e estocadas em
refrigerador por 24 h para analise ao microscopio em
campo claro. Todas as categorias integrantes da
androsporogénese e da androgametogénese foram
contadas e registradas em uma planilha. Os dados foram
submetidos aos testes de normalidade e de igualdade das
varidncias ¢ a analise da varidncia (ANOVA).
Adicionalmente, anteras de cinco botdes florais frescos
foram esmagadas com reagente de Lugol sobre lamina,
cobertas com laminula e observadas ao microscopio em
campo claro.

Resultados e discussao

A. Observacdes Histologicas

A ontogenia da antera, a formacdo das células
arquesporiais, a androsporogénese e a
androgametogénese apresentaram similaridades com os
poucos registros disponiveis para P. vulgaris [5] (Fig.
2A, D e E). Porém, foram observadas alteragdes, como
ntcleos simétricos pareados antes da citocinese, ao final
da meiose II (Fig. 2B) e também androsporos e
androfitos com morfologia atipica, com citoplasma
pouco denso, sem depdsito de amido e sem o completo
desenvolvimento da intina (Fig. 2F), apesar de a exina
ser similar a dos androsporos e androfitos tipicos. Esse
padrao de desenvolvimento atipico tem sido registrado
em varias espécies vegetais [6].

B. Observac6es Citoldgicas

Todas as etapas da androsporogénese e da
androgametogénese foram observadas dentro da
amplitude de tamanhos incluida no estudo (Fig. 1). As
categorias contabilizadas foram: 1. CMM (células-mae
do andrésporo ou células arquesporiais) ocorrendo
apenas em botdes < 1,5 mm (Fig. 2A). 2. Meidcitos
(células em qualquer fase da meiose) em botdes de 1,5
mm até, excepcionalmente, 3,0 mm. 3. Tétrades (quatro
esporos revestidos por calose) em botdes de 1,5 mm até,
excepcionalmente, 3,0 mm. A grande maioria das
tétrades (97,87%) apresentou morfologia tipica, sendo
que 1,97% apresentaram pelo menos um dos esporos
com nucléolo extra e 0,16% apresentaram um esporo
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adicional muito pequeno, sem nticleo aparente (Fig. 2C).
4. Androsporos (esporos livres com um nucleo ndo-
polarizado) em botdes de todos os tamanhos analisados.
5. Androfitos I (gamet6fitos com um nticleo polarizado,
antes da primeira mitose) em botdes > 2,0 mm. 6.
Androfitos II (gametofitos com duas células, generativa e
vegetativa, apos a primeira mitose, incluindo os diversos
estadios de desenvolvimento dos ntcleos) em botdes >
2,5 mm.

Foram observadas categorias com aspecto degradado,
tal como: 1. Andrdsporos e androfitos plasmolizados, em
botdes > 2,0 mm, totalizando 5,58%. 2. Andrdsporos e
androfitos sem nucleo aparente, em botdes > 2,0 mm,
totalizando 0,61%. 3. Esporodermes vazias (ntcleo e
citoplasma ausentes) em botdes > 2,0 mm, totalizando
0,80%. 4. Androsporos e androfitos de didmetro muito
inferior ao dos tipicos, sem ntcleo aparente.

Outras categorias com morfologia atipica também
foram registradas: 1. Andrdsporos atipicos [6] em botdes
> 2,0 mm, totalizando 0,06% (Fig. 2F). 2. Androfitos
com dois nucleos simétricos, em botdes de 2,0 a 3,0 mm,
totalizando 0,35% (Fig. 2G). 3. Androfitos com nucleo
vegetativo contendo dois a trés nucléolos de didmetros
iguais ou diferentes, em botdes de 2,0 e 2,5 mm,
totalizando 0,08% (Fig. 2H). 4. Androfitos tetraporados,
em botdes > 2,5 mm, totalizando 0,04% (Fig. 2I). 5.
Androfitos com trés e quatro nucléolos compactos
distribuidos irregularmente no citoplasma, indicativos da
presenga de nucleos extranumerarios ou desorganizados,
similares aos registrados em Glycine max [7], totalizando
0,04% (Fig. 2J-L).

C. Considerac0es Finais

A regularidade da meiose ¢ um fator essencial para a
viabilidade dos gametofitos. Apesar de o feijoeiro ser
dipléide, foram encontradas alteragdes, possivelmente
resultantes de falhas da meiose e até mesmo de
ocasionais duplicagdes cromossdmicas, indicando certo
grau de instabilidade na meiose da cultivar analisada.

Os estadios transicionais entre a androsporogénese e a
androgametogénese  (andrésporo e  androfito 1)
constituem o momento adequado a indugdo a
embriogénese in vitro. Houve efeito altamente
significativo do tamanho do botdo floral sobre o nimero
de observagdes dessas duas categorias (Pr>F<0,001), as
quais corresponderam a aproximadamente 75% das
observacdes nos botdes de 2,0 e 2,5 mm. Portanto,
botdes de comprimento entre 2,0 e 2,5 mm, sem as
bracteas, devem ser usados em sistemas que visam a

regeneracao de plantas haploides e duplo-haploides [8].

Além disso, os tecidos estaminais esporofiticos de P.
vulgaris apresentam caracteristicas  estruturais e
desenvolvimentais similares as registradas para G. max
[9], o que indica o potencial para indugdo a
embriogénese clonal in vitro, a partir das células
estaminais esporofiticas [10].

Os resultados desse estudo estdo subsidiando o
desenvolvimento de sistemas de cultivo in vitro que
visam acelerar as etapas da selecdo genética do feijoeiro.
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Figura 1 (pagina anterior). Percentagem das categorias contabilizadas na avaliagdo citologica da androsporogénese e da
androgametogénese, em um total de 11.148 observagdes, em botdes florais imaturos da cv. Guapo Brilhante de P. vulgaris.

Figura 2. Detalhes da androsporogénese ¢ da androgametogénese da cv. Guapo Brilhante de P. vulgaris registrados em se¢des
histologicas coradas com azul de toluidina (A, B e H) e em esmagamentos corados com carmim acético (C-E, G, e I-L) e reagente de
Lugol (F). A. Depdsito de calose (seta) pelas células arquesporiais. B. Alteragdo no arranjo nuclear ao final da meiose II: pareamento
de nucleos (seta). C. Tétrade com um esporo adicional muito pequeno e sem nucleo aparente (seta). D. Androsporo tipico. E.
Androfito tipico. F. Andrésporo com morfologia atipica (seta) ao lado de androdfito tipico cuja coloragdo marrom indica o acimulo
de amido. G. Andréfito com nucleos simétricos polarizados. H. Androéfito cujo nticleo contém trés nucléolos. I. Andréfito
tetraporado. J-L. Androfitos com trés (seta preta) e quatro (seta branca) nucléolos com distribui¢@o irregular. A barra de 25 um
aplica-se as figuras B-L.
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