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RESUMO

XAVIER, Kevelin Barbosa; M.Sc.; Universidade Estadual do Norte Fluminense
Darcy Ribeiro; fevereiro de 2021; CARACTERIZACAO PALINOLOGICA DE
ACESSOS DE ARACAZEIROS (Psidium spp); Orientadora: Profd. Telma Nair
Santana Pereira; Conselheiros: Prof. Alexandre Pio Viana; Prof2, Helaine Christine
Cancela Ramos;

Os aracazeiros (Psidium cattleyanum e Psidium myrtoides) sao plantas silvestres
gue correm risco de extincdo. P. cattleyanum € um germoplasma valioso para as
goiabeiras (Psidium guajava), pois apresenta resisténcia a doenca declinio da
goiabeira, a qual causa varios danos ao cultivo da mesma, que ndo apresenta
variedades resistentes. A goiabeira € diploide e os aragazeiros, poliploides (2n=3x
a 9x). Ambas sao eudicotileddnias e apresentam graos de poélen com trés
aberturas germinativas; entretanto, em pesquisa preliminar, foi relatada em
aracazeiros, a ocorréncia de gréos de polen com mais de trés aberturas. Assim,
objetivou-se neste trabalho fazer a caracterizacdo palinolégica dos acessos de
aracazeiros, em comparacdo com a goiabeira, do banco de germoplasma da
UENF, para gerar informacdes, que, junto a futuros estudos citogenéticos,
auxiliem os trabalhos de melhoramento da goiabeira e de conservagdo do
germoplasma de aracazeiros. Sendo assim, foram estimados frequéncia do
namero de aberturas germinativas, viabilidade, formato, tamanho, tipo de abertura
germinativa, indice de area polar e espessura da exina em graos de pélen de
acessos de P. cattleyanum, P. myrtoides e de goiabeira (controle). Para tal,

botdes florais foram coletados e fixados. Para a analise de viabilidade e do

Xii



namero de aberturas, as anteras foram maceradas em gotas da solucéo tripla de
Alexander. Para as demais andlises, os grdos de podlen foram acetolisados. A
goiabeira, P. cattleyanum e P. myrtoides apresentaram, respectivamente, 98,47%,
78,12% e 41,13% dos gréos de podlen com 3 aberturas, 97,13%, 63,16% e 97,25%
de taxa de viabilidade. A goiabeira e P. myrtoides nao diferiram estatisticamente
pelo teste de Skott-Knott a 5% de probabilidade e P. cattleyanum apresentou a
maior variacdo. Os graos de pdlen das trés espécies sao isopolares, pequenos,
de formato triangular em vista polar e tém exina fina. Quanto ao formato em vista
equatorial, o formato da goiabeira € oblato e dos aracazeiros, peroblato. A
goiabeira apresenta area polar nula e os aracazeiros, area polar pequena. Estes
dados confirmam a semelhanca entre graos de polen de espécies do género
Psidium e mostram que a morfologia dos graos ndo € um fator que possa interferir
nos cruzamentos, sendo seu insucesso causado apenas pela diferenca de ploidia
entre as espécies.

Palavras-chave: Melhoramento da goiabeira. Recursos genéticos. Aberturas

germinativas. Graos de polen.
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ABSTRACT

XAVIER, Kevelin Barbosa; M.Sc.; Universidade Estadual do Norte Fluminense
Darcy Ribeiro; February 2021; PALYNOLOGICAL CHARACTERIZATION OF
ARACA TREES ACCESSES (Psidium spp); Advisor: Prof. Telma Nair Santana
Pereira; Committee members: Prof. Alexandre Pio Viana; Prof. Helaine Christine
Cancela Ramos.

Araca trees (Psidium cattleyanum and Psidium myrtoides) are wild plants that are
at risk of extinction. P. cattleyanum is a valuable germplasm for guava trees
(Psidium guajava), as it presents resistance to the guava decline disease that
causes much damage to its cultivation, which does not have resistant varieties.
Guava trees are diploid and araca trees are polyploid (2n = 3x to 9x). Both are
eudicotyledonous and have pollen grains with three pollen apertures; however, in
preliminary research, the occurrence of pollen grains with more than three
openings has been reported in aracé trees. Thus, this work aimed at performing
the palynological characterization of the araca trees accessions comparing them
with the guava tree from the germplasm bank of the Universidade Estadual do
Norte Fluminense Darcy Ribeiro (State University of the Northern of Rio de
Janeiro, Brazil) to generate information that with future cytogenetic studies may
assist the work of guava tree breeding and araca trees germplasm conservation.
Therefore, it was estimated the frequency of the number of pollen apertures,
viability, shape, size, type of pollen apertures, polar area index, and exine
thickness in pollen grains from accessions of P. cattleyanum, P. myrtoides, and

guava tree (control). For this, flower buds were collected and fixed. For viability
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analysis and number of openings, the anthers were macerated in drops of
Alexander’s triple solution; for the other analyses, the pollen grains were
acetolyzed. Guava trees, P. cattleyanum, and P. myrtoides presented,
respectively, 98.47%, 78.12%, and 41.13% of pollen grains with three pollen
apertures; 97.13%, 63.16%, and 97.25% of viability rate. Guava tree and P.
myrtoides not statistically different by the Scott-Knott test at 5% probability, and P.
cattleyanum showed the highest variation. Pollen grains of the three species are
isopolar, small, triangular shaped in polar view and with fine exine. As for the
shape in equatorial view, in guava trees, it is oblate, and in the araca trees,
peroblate. Guava trees have zero polar area and araca trees present small polar
area. These data confirm the similarity between pollen grains of species of the
genus Psidium and show that the morphology of the grains is not a factor that can
interfere in crossings, being its failure only due to the ploidy difference between
the species.

Keywords: Guava tree breeding. Genetic resources. Pollen apertures. Pollen
grains.
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1. INTRODUCAO

Myrtaceae € uma das principais familias botanicas, apresentando 5.500
espécies, distribuidas em 140 géneros (Biffin et al., 2010), sendo 797 espécies
endémicas do Brasil (Sobral et al., 2015). O género Psidium engloba cerca de 100
espécies, entre elas Psidium guajava (goiabeira), Psidium cattleyanum e Psidium
myrtoides (aracazeiros) (Raseira et al., 2004). No Brasil sdo encontradas 61
espécies do género Psidium (Flora do Brasil 2020 em construcéo, 2020).

A goiabeira é adaptada para cultivo em climas tropicais e subtropicais,
podendo ocorrer também em regifes de clima temperado. Seus frutos sdo ricos
em vitamina C, minerais e principios ativos medicinais, podendo ser utilizados
para diversos fins, tanto in natura quanto industrializados (Manica, 2002; Franzon
et al., 2009; Pereira et al., 2016).

O Brasil registrou uma producdo de 584.223 toneladas de goiaba,
distribuidas em 22.269 hectares de area plantada em 2019, com o valor da
producdo atingindo 926.936 mil reais R$ (IBGE, 2019). Em nivel mundial, o Brasil
é 0 sétimo no ranking de produtores de goiaba, precedido pela india, China,
Tailandia, Indonésia, México e Paquistédo (FAOSTAT, 2019).

A goiabeira, como qualquer outra espécie, esta sujeita a pragas e doencas,
sendo uma das mais preocupantes atualmente a doencga conhecida como
declinio da goiabeira, pois ndo ha, até o momento, medidas de manejo que sejam

eficientes contra seus sintomas (Cardoso et al., 2017; Correia et al., 2019). Esta



doenca € causada pela interacdo sinérgica entre o fungo Fusarium solani e o
nematoide Meloidogyne enterolobii e causa podriddo das raizes, acarretando
deficiéncias nutricionais, clorose, queimadura e queda de folhas, reducdo da
produtividade e até morte da planta (Gomes et al., 2017).

O uso de cultivares resistentes a doenca poderia ser uma alternativa para
os agricultores, porém né&o ha relatos de resisténcia a doenca em variedades de
goiabeiras (Biazatti et al., 2016). Outra alternativa € encontrar espécies do género
Psidium que apresentem esta resisténcia e, com elas, fazer a producdo de
enxertos (De Souza et al., 2015) ou, até mesmo, seu cruzamento interespecifico
com a forma cultivada (Ribeiro et al., 2019).

Dentro do género Psidium, ha relatos de resisténcia ao M. enterolobii em
aragazeiros da espécie P. cattleyanum Sabine (Miranda et al., 2012; Biazatti et
al., 2016), o que proporciona a estes genétipos resisténcia a doenca declinio da
goiabeira. No entanto, os pesquisadores nao tém conseguido éxito em
cruzamentos bem como em enxertias utilizando esta espécie e a goiabeira
(Robaina et al., 2012, 2015; Cardoso et al., 2017; Gomes et al., 2017). A
incompatibilidade entre estas espécies esta relacionada com seu nivel de ploidia,
uma vez que a goiabeira é diploide (2n = 2x) e 0 aracazeiro, poliploide, variando
de 2n = 3x a 9x, sendo que para ambas as espécies o0 numero basico de
cromossomos é x = 11 (Eder-Silva et al., 2007; De Souza et al., 2015; Barbosa,
2016).

Em pesquisa preliminar, foi observada nos aracazeiros presenca de graos
de pdélen anbmalos, com mais de trés aberturas germinativas, além dos polens
normais, com trés aberturas (Barbosa, 2016), ou seja, 0S aracazeiros apresentam
heteromorfismo de polen — variacao nos diferentes tipos de graos de pdlen quanto
ao numero de aberturas polinicas — observado em flores de um individuo durante
todo o seu ciclo de vida (Pierce e Simpson, 2009). Considerando que o0s
aracazeiros sao poliploides, esse heteromorfismo polinico poderia ser utilizado
como indicativo da ploidia do acesso e, assim, facilitar o trabalho do melhorista
se fosse comprovada relacdo direta entre a caracteristica numero de aberturas
germinativas e o nivel de ploidia dos materiais (Dijkstra e Speckmann, 1965;
Fachinetto et al., 2013).

A caracterizacdo morfologica externa dos graos de pdélen, conhecida como

7
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masculinas, por consequéncia, conhecer suas caracteristicas como tamanho,
formato, nimero e tipo de aberturas germinativas, viabilidade, unidade polinica,
estrutura e escultura da parede pode auxiliar nos trabalhos de melhoramento
genético e de conservacdo de germoplasma. Estudos palinolégicos sao
importantes para a classificacdo taxondmica de grupos vegetais, visto gerarem
informacdes sobre a identidade genética das espécies e de parentesco entre
genotipos.

Conhecer a morfologia polinica e a viabilidade também € importante para
garantir cruzamentos entre genoétipos com épocas diferentes de floracdo para
maior seguranca e probabilidade de fecundacdo em cruzamentos dirigidos e
conhecimento do tempo de armazenamento de material (pélen) em bancos de
germoplasma (Gasparino e Cruz-Barros, 2006; Martins, 2010).

Considerando que a Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy
Ribeiro (UENF) tem um programa de melhoramento focado em goiabeira e uma
colecdo de germoplasma do género Psidium (P. catlleyanum, P. myrtoides e P.
guajava) para fins de pesquisa e considerando que foi observado preliminarmente
que as espécies apresentam heteromorfismo dos grdos de pdlen, o presente
trabalho foi desenvolvido visando a obter informacdes palinolégicas dos acessos
mantidos na colecdo, que poderdo auxiliar o programa de melhoramento da

espécie cultivada.



2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral
Caracterizar palinologicamente acessos de Psidium cattleyanum e Psidium

myrtoides conservados na colecdo de germoplasma de Psidium spp. da

Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro, no intuito de conhecer

melhor o material disponivel para o programa de melhoramento da espécie

cultivada (goiabeira) e também de gerar informacBes relevantes para a

conservacao de germoplasmas de aracazeiros.

2.2. Objetivos Especificos

Determinar o nimero de aberturas germinativas;
Determinar a viabilidade polinica dos acessos;
Determinar o formato do gréo de poélen;
Determinar o tamanho do polen;

Estimar a espessura da exina,

Determinar o indice de area polar; e

Determinar o tipo de abertura germinativa.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Aspectos gerais do género Psidium
O género Psidium faz parte de uma das maiores familias botanicas, familia
Myrtaceae, conforme classificacdo taxonémica apresentada no Quadro 1, tem
trés provaveis centros de diversidade, incluindo Sul do Brasil e do Paraguai,

Oeste das Indias e Norte da América do Sul (Franzon et al., 2009; Franzon e
Sousa-Silva, 2018).

Quadro 1. Classificagao taxondmica do género Psidium.

Reino Plantae
Divisao Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Ordem Myrtales
Familia Myrtaceae

Sub-familia Myrtoidaeae

Tribo Myrtae

Género Psidium




Segundo Raseira et al. (2004), este género engloba cerca de 100 espécies,
das quais 61 ja foram encontradas no Brasil (Flora do Brasil 2020 em construcéo,
2020), entre elas P. guajava, P. catlleyanum e P. myrtoides.

De forma geral, este género pode ser caracterizado por flores pentameras
com botdes maduros variando de 4 a 15 mm, folhas opostas e simples, pétalas
livres e alternadas, podendo ser de cor branca ou creme, numero de estames
variando entre 60 e 320, ovario infero, embrido coclear, frutos carnosos e com
muitas sementes (Soares-Silva e Proenca, 2008; Franzon e Sousa-Silva, 2018).

No Brasil, a goiabeira é uma das espécies de maior valor econémico do
género Psidium, apresentando producdo anual em torno de 584.223 toneladas
(IBGE, 2019). Outra espécie que vem ganhando destague entre os melhoristas
brasileiros € o0 aracazeiro, em razao, principalmente, da sua resisténcia ao
nematoide Meloidogyne enterolobii (Miranda et al., 2012; Biazatti et al., 2016).

Na familia Myrtaceae, o numero bésico de cromossomos da espécie é, na
maioria dos casos, n=x=11, podendo ser observada maior variacdo do numero
somatico no género Psidium, havendo relatos de espécies desde 2n=2x=22 a
2n=9x=99 (Eder-Silva et al., 2007; Costa, 2009; Costa et al., 2013; De Souza et
al., 2015; Barbosa, 2016).

3.2. A goiabeira-P. guajava

A goiabeira € uma das espécies mais importantes do género Psidium,
apresentando elevado valor comercial, além de ser adaptada para cultivo tanto
em climas tropicais quanto subtropicais, podendo ocorrer também em regifes de
clima temperado. Seus frutos séo ricos em vitamina C, minerais e principios ativos
medicinais, podendo ser utilizados para diversos fins, tanto in natura quanto
industrializados (Manica, 2002; Franzon et al., 2009; Pereira et al., 2016).

E uma espécie que realiza preferencialmente polinizacéo cruzada, sendo,
portando, considerada aldgama (Oliveira, 2018).

As caracteristicas fenotipicas da goiabeira correspondem, de forma geral, a
uma arvore de pequeno porte (3 a 5 metros de altura e 5 a 6 metros de copa),
com tronco tortuoso e folhas verde-amareladas, opostas, com formato eliptico-
oblongo e semicaducifélias. Seus frutos sdo bagas de formato variavel (globulosa,
ovalada-globosa, arredondada, periforme ou ovoide), com tamanho variando de 4

a 12 cm de comprimento e 5 a 7 cm de largura, casca de superficie lisa, podendo



ser fina ou grossa. As sementes sdo abundantes e localizadas em uma massa
consistente, a polpa pode ser vermelha, branca ou amarelada (Pommer e
Murakami, 2009).

Esta espécie, assim como todas as espécies cultivadas, esta sujeita ao
ataque de pragas e doencas, sendo o0 nematoide Meloidogyne enterolobii o
principal causador de perdas nos pomares de goiabeira, principalmente quando
associado a fungos como o Fusarium solani, com o qual causa a doenca
denominada declinio da goiabeira (Gomes et al., 2011, 2017; Oliveira et al.,
2019).

3.3. A doencadeclinio da goiabeira

O declinio da goiabeira € a doenca mais preocupante para os produtores
de goiaba. A acdo do nematoide do solo Meloidogyne enterolobii causa
mudancas de cunho fisioldgico e bioquimico no sistema radicular das plantas,
propiciando infeccéo pelo fungo Fusarium solani, o qual age causando podrid&do
das raizes e surgimento de galhas, deficiéncias nutricionais, clorose, necrose
das bordas, queimadura, murcha e queda de folhas, reducéo da produtividade e
tamanho dos frutos e até a morte da planta (Gomes et al., 2013, 2017; Correia et
al., 2019).

Para contornar esta doenca, o ideal seria a utilizacdo de -cultivares
resistentes ao nematoide, porém, até 0 momento, ndo ha noticias de acessos de
goiabeira que apresentem esta caracteristica, mas ha relatos de acessos de
aracazeiros resistentes ao M. enterolobii (Miranda et al., 2012; Biazatti et al.,
2016). No entanto, estas espécies, embora pertencam ao mesmo género, nao se
mostraram citogeneticamente compativeis para cruzamentos interespecificos,
assim como para enxertia (Robaina et al., 2012, 2015; Cardoso et al., 2017,
Gomes et al., 2017).

A incompatibilidade entre P. guajava e P. catlleyanum se deve a diferenca
no nivel de ploidia destas espécies, uma vez que a goiaba é uma espécie
diploide, tendo nimero de cromossomos 2n=2x=22, enquanto  0S aracazeiros
sao poliploides, com nivel de ploidia variando de 3x (triploide) a 9x (nonaploide)
(Eder-Silva et al., 2007; Costa et al., 2013; De Souza et al., 2015; Barbosa, 2016).



3.4. Os aragazeiros:
3.4.1. P. cattleyanum Sabine

O aracazeiro (P. cattleyanum) é uma espécie originalmente do Sul do
Brasil, com ampla distribuicdo no territério nacional, especialmente na Mata
Atlantica, podendo ser encontrado do Rio Grande do Sul a Bahia, assim como em
outros paises como Uruguai e Havai (Franzon e Sousa-Silva, 2018).

O nome araga é de origem tupi guarani e carrega o significado de “fruto
que tem olhos”, pois as sépalas permanecem nos frutos, lembrando um olho
(CETAP, 2015). Tem diversos nomes populares como ara¢é da praia, ara¢ca do
campo, aracd amarelo, araca de coroa, araca vermelho, entre outros, nomes
estes geralmente relacionados a alguma caracteristica da planta ou dos frutos,
visto esta espécie apresentar significativa diversidade (Lisboa et al., 2011).

Quanto a botanica, P. catlleyanum, no geral, apresenta altura variando de
1,5 a6 m, tronco liso, tortuoso, com casca fina de cor castanha e descamante,
folhas coriaceas, opostas, com forma ovalada, de cor verde, com cerca de 5 a 10
cm de comprimento e 3 a 6 cm de largura, flores brancas, hermafroditas,
pentdmeras, pedunculadas, zigomorfas, com simetria radial, grande nimero de
estames, 754 a 1.558 grédos de pdlen por antera, fruto carnoso do tipo baga,
forma geralmente arredondada e casca com coloracdo vermelha ou amarela (Da
Silva e Mazine, 2016; Franzon e Sousa-Silva, 2018).

Vale ressaltar que esta espécie pode apresentar diferentes denominacdes
taxondmicas, pois ndo ha concordancia entre os especialistas, sendo relatadas
diferencas desde a coloracéo dos frutos até a anatomia do lenho, o que levanta a
hipétese da existéncia de diferentes taxons e mostra a necessidade de nova
classificacédo botanica (Rocha et al., 2008; Lisboa et al., 2011).

Acessos de aracazeiros resistentes ao nematoide M. enterolobii e,
consequentemente, a doenca declinio da goiabeira foram encontrados por
diversos autores, que sugerem Seu USO em programas visando ao
melhoramento da  goiabeira (Carneiro et al., 2007; de Almeida et al., 2009;
Miranda et al., 2012; Biazatti et al., 2016), contudo, estudos agronémicos,
citogenéticos e palinoldgicos sobre os aracazeiros sdo escassos na literatura e se
fazem necesséarios para os programas de melhoramento. Oliveira (2018), por

meio da relacdo polen/ovulo (P/O), identificou esta espécie como aldgama.



3.4.2. P. myrtoides O. Berg

O nome popular Araca Una, em tupi guarani, remete-se a araca (fruta que
tem olhos) e una (preto), o que descreve a aparéncia do fruto, que apresenta
sépalas persistentes, formando os “olhos” e sua coloragdo roxa escura, quase
preta, quando totalmente maduro (Muniz, 2019).

Espécie nativa do Brasil, conhecida por apresentar consideravel
concentracdo de compostos bioativos, apresentando propriedades medicinais
como anti-diarreia, anti-diabetes, anti-hipertensiva, anti-inflamatoria, antioxidante,
antifangica, anti-protozoaria, sequestrante de radicais e antibacterianas (Ferreira
et al.,, 2020, 2021b). Além disto, de acordo com Vasconcelos et al. (2019), P.
myrtoides apresenta citotoxicidade e efeitos aneugénicos, tendo, portanto, bom
potencial para uso no controle de plantas daninhas.

A espécie pode ser encontrada em diversos estados brasileiros como
Bahia, Minas Gerais, Goias, Tocantins, Mato Grosso, Maranhdo e Ceara, em
zonas de Cerrado e em areas de encostas (Franzon et al., 2009; de Macédo et
al., 2020).

As caracteristicas gerais da espécie sdo arvore com média de 4 metros de
altura, copa pequena, densa e arredondada, tronco tortuoso com casca lisa em
tom amarelo-acinzentado, ramos jovens glabros, cilindricos e de casca castanha,
folhas opostas, simples, obovadas, cartaceas, fixadas ao peciolo e de 5a 7 mm
de comprimento, com limbo medindo de 4,5 a 8 cm de comprimento e 3 a 4,7 cm
de largura, sua forma é cuneiforme com apice obtuso. Apresenta flores brancas
de cerca de 1,5 cm de diametro, célice com 4 a 5 lobos, corola composta por 4 a
5 pétalas brancas, obovadas, com 5 a 7 mm de comprimento. Os frutos sdo
bagas subemisféricas de 1,5 a 3,6 cm de didmetro com casca roxa escura e polpa
arroxeada, de sabor acidulado. Os frutos podem ser consumidos in natura ou
industrializados na forma de sucos e geleias, contém 10 a 22 sementes,
angulosas, de coloracdo creme (Muniz, 2019).

E uma espécie indicada para arborizagcdo urbana, pois seu pequeno porte
ndo tende a atrapalhar redes elétricas, sendo ainda perenifélia. E uma planta que
se desenvolve bem mesmo em solos fracos e a pleno sol, outro ponto positivo &
gue suas frutas sdo meliferas e seus frutos podem ser consumidos pela fauna em
geral (Muniz, 2019).
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3.5. Citogenética do género Psidium

Psidium € um dos géneros mais diversos da tribo Myrteae, apresentando a
maior quantidade de espécies poliploides, sendo o numero béasico de
cromossomos n=x=11. As espécies diploides, como a goiabeira, apresentam
namero cromossémico de 2n=2x=22, j& as poliploides, como o0s aragazeiros,
variam desde 2n=3x=33 a 2n=9x=99, sendo P. myrtoides registrado com
2n=8x=88 e P. cattleyanum, com cit6tipos de 2n=4x=44, 2n=6x=66, 2n=7x=77 €
2n=9x=99 (Eder-Silva et al., 2007; Costa, 2009; Costa et al., 2013; Das Gracas
De Souza et al., 2015).

Eder-Silva et al. (2007) relataram que as espécies do género Psidium
apresentam, além da evolucdo por poliploidia, ganho aneuploide de
cromossomos, ocorrido possivelmente devido a erros nos processos de disjuncao
meiotica. O que é confirmado por Costa et al. (2013), que relatam niveis impares
de ploidia para espécies de Psidium e afirmam que sdo eventos mais raros,
ocasionados especialmente por falhas ocorridas no processo de reproducdo
sexuada.

As espécies do género Psidium ainda sé&o pouco estudadas em relacdo a
morfologia dos cromossomos. Sabe-se que, em geral, apresentam cromossomos
com tamanho em torno de 2 um, predominantemente metacéntricos, em alguns
casos submetacéntricos, o que classifica o cariotipo do género, no geral, como
moderadamente simétrico (Eder-Silva et al., 2007; Costa, 2009; Costa et al.,
2013).

3.6. Viabilidade polinica

Os programas de melhoramento dependem de uma selecao eficiente de
gendtipos que atendam as suas necessidades, sendo uma forma de garantir a
fertilizacdo destes genoétipos  a avaliacdo prévia da sua viabilidade polinica
(Cabral et al., 2013).

A viabilidade do podlen € importante para a avaliacdo da fertilidade do
genitor masculino, como base para estudos de incompatibilidade e para
monitoramento da vitalidade do material sob condicbes de armazenamento, e
estas informacdes auxiliam a garantir as fecundacdes posteriores, possibilitando o
cruzamento entre genotipos que apresentem floragdo em diferentes épocas

(Dafni, 1992). Contudo, existem diversos motivos para a inviabilidade dos podlens
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como sua idade, fatores genéticos, forma de armazenamento, e fatores fisicos
como umidade e temperatura (Hister e Tedesco, 2016). Assim, testes que visem
a quantificacdo e ao comportamento dos graos de polen sdo essenciais, visto
que a quantidade de pdlen produzido pode ndo apresentar relacdo com sua taxa
de viabilidade (Kosera Neto, 2018).

Testes colorimétricos sdo os mais utilizados para estimar a viabilidade
polinica, porém néo existe um teste que atenda igualmente a todas as espécies
(Hister e Tedesco, 2016). Diante disto, trabalhos de Hister e Tedesco (2016) vém
demonstrando que o reativo de Alexander tem determinado com maior precisao a
viabilidade polinica em aracazeiros por ser capaz de colorir duas estruturas de
forma diferentes: a parede celular em tons de verde, pelo verde malaquita, e 0
protoplasto em tons de purpura, pela fucsina acida, assim, os graos corretamente
corados sdo considerados vidveis e aqueles que ndo se coram, inviaveis
(Alexander, 1969). De acordo com Loguercio e Battistin (2004), o pdlen viavel
compreende 0s gametas masculinos normais, que estdo aptos para 0 processo

de fertilizacao.

3.7. Palinologia

Palinologia € um termo introduzido por Hyde e Willians em 1945 que define
a ciéncia que estuda graos de pélen e esporos (Erdtman, 1986). Estudo este que
se baseia nas caracteristicas morfoldgicas externas destas estruturas (Gasparino
e Cruz-Barros, 2006). As principais caracteristicas observadas sdo forma,
tamanho, nimero de aberturas germinativas, estrutura e escultura da parede
(Soler e Nolla, 2002; Gasparino e Cruz-Barros, 2006).

A forma dos gréos de polen é definida pela relacdo entre a medida dos
diametros polar (distancia de um polo a o outro) e equatorial (largura dos gréos no
equador) do grédo de pélen em vista equatorial (quando o equador, regido entre 0s
dois polos, esta voltado para o observador). Com isto, os grdos podem ser
classificados como nao fixiformes, quando ndo tém forma definida, e em
fixiformes, quando tém forma definida (Erdtman, 1986; Barth e Melhem, 1988;
Soler e Nolla, 2002; Gasparino e Cruz-Barros, 2006; Punt et al., 2007).

Quanto ao tamanho, no grupo das angiospermas, ha relatos de graos de
polen de 2 um, como Myosotis boraginaceae, até graos medindo 300 um, como

em Annonaceae (Melhen, 1978 in Gasparino e Cruz-Barros, 2006).
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Aberturas germinativas sao orificios que podem ser utilizados pelo grao de
pélen para a liberagdo do tubo polinico (Erdtman, 1986), permitindo também o
controle do volume dos graos sujeitos a alteracdes de umidade (Barth e Melhem,
1988). As aberturas germinativas podem ser denominadas poro, quando
apresentam formato circular; colpo, quando apresentam comprimento maior que
largura; e colporo, quando € uma associacdo das formas poro e colpo (Soler e
Nolla, 2002; Gasparino e Cruz-Barros, 2006). O numero de aberturas
germinativas por poélen é variado, havendo desde graos inaperturados (sem
abertura germinativa) até grdos com inimeras aberturas (Soler e Nolla, 2002;
Gasparino e Cruz-Barros, 2006).

Em eudicotiledbneas, caso da familia Myrtaceae, ha prevaléncia de graos
de pdlen com trés aberturas germinativas (Kuprianova, 1966; ICMBIo, 2014); em
monocotiledéneas, a prevaléncia € de uma a duas aberturas germinativas,
podendo ocorrer trés ou até mesmo nenhuma abertura em alguns casos (Furness
e Rudall, 2010; Luo et al., 2015; Bahadur et al., 2018).

A parede polinica € composta por duas camadas principais, a Intina, que é
mais interna e composta por celulose, e a Exina, que € a camada externa,
composta por esporopolenina e que pode ser dividida em duas partes, a Nexina,
gue é uma camada homogenia e interna, e a Sexina, camada externa constituida
de elementos com formas variadas, que formam os detalhes estruturais da parede
e determinam a escultura do gréo de pdlen. As esculturas dos grédos de pdlen
podem ser das mais variadas, como, por exemplo, psilada, foveolada, verrugada,
baculada, pilada, espinhosa, estriada etc. (Soler e Nolla, 2002; Gasparino e Cruz-
Barros, 2006).

Para observacfes e estudos palinolégicos, a técnica mais utilizada € a
acetdlise, proposta por Erdtman 1952 (Hesse e Waha, 1989). Nesta técnica, os
grdos de pdlen sdo submetidos a uma solucdo de anidrido acético e acido
sulfarico na propor¢édo de 9:1, a qual proporciona melhor observacédo da parede
externa do pélen, pois elimina o conteudo celular.

Tuler et al. (2017) relatam existirem poucos trabalhos focados em estudo
da morfologia do pdélen em Psidium, por haver uma ideia geral de que a familia
Myrtaceae é estenopolinica (Erdtman, 1952), ou seja, tem morfologia polinica
invariavel. Os autores também relatam a limitagdo da microscopia de campo claro

utilizada em trabalhos palinolégicos, afirmando que ela permite observar bem
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muitas caracteristicas polinicas, mas € insuficiente para observacdo de detalhes
da exina, o que pde em xeque a classificacdo da familia Myrtaceae como

estenopolinica.

3.8. Melhoramento da goiabeira

A goiabeira é cultivada em todo o pais, sendo a cultivar Paluma a
predominante e a Cortibel a que mais vem ganhando espaco no mercado (Pereira
e Kavati, 2011; Coser et al., 2014). Existem 17 cultivares no Registro Nacional de
Cultivares (RCN), mas ndo h& cultivares desenvolvidas especificamente para
cada uma das regifes do pais (Flori, 2016).

Os primeiros trabalhos de melhoramento da goiabeira surgiram no século
XX (Pereira e Nachtigal, 2003). A cultivar Paluma, Rica e Século XXI foram
desenvolvidas pelo programa de melhoramento genético da goiabeira da
Universidade Estadual Paulista (UNESP) (Pereira et al., 2003). Os programas de
melhoramento da espécie trabalham em busca de cultivares adaptadas a
condicBes edafoclimaticas regionais, elevacdo da qualidade e produtividade de
frutos, resisténcia e tolerancia a pragas, doencas e estresses ambientais,
resisténcia mecanica dos frutos ao transporte e aumento da vida de prateleira
(Filho et al., 2010).

Atualmente, as principais instituicdes com trabalhos de melhoramento da
goiabeira sdo a Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria — Embrapa, a
Escola Superior de Agricultura Luiz de Queiroz — Esalq, o Instituto Agronémico de
Campinas — IAC, a Universidade Federal do Espirito Santo — UFES e a

Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro — UENF.

3.8.1. Melhoramento da goiabeira — UENF.

O programa de melhoramento da UENF teve inicio em 2008, levando em
consideracao o potencial da cultura na regiao Norte e Noroeste Fluminense e o
propésito de atender as necessidades dos produtores, frente a disponibilidade de
poucas cultivares no mercado.

A principio, 20 acessos de goiabeira foram adquiridos de pomares
localizados em S&o Jodo da Barra — RJ e Sao Francisco de Itabapoana — RJ.
Foram desenvolvidos trabalhos de citogenética e diversidade via marcadores

RAPD para selecdo de gendtipos superiores e, assim, 7 genotipos contrastantes
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foram utilizados em cruzamentos dirigidos, que originaram 17 familias
segregantes (Pessanha et al., 2011). A divergéncia genética entre 138 acessos foi
quantificada, resultando na formacédo de 8 grupos (Campos et al., 2013). As 17
familias anteriores foram analisadas via REML/BLUP, tendo sido identificadas 10
familias com valores genotipicos elevados (Quintal et al., 2017). Oliveira et al.
(2014) avaliaram a distancia genética entre os 27 acessos de aracazeiros e as 10
familias de goiabeira via agrupamento UPGMA, obtendo 5 grupos principais.
Progénies de irmaos-completos de goiabeira foram investigadas quanto a
variabilidade genética e ao progresso genético por diversos critérios de selecéo
como a selecdo indireta e direta, modelos mistos e indice de sele¢do, para
selecdo de gendtipos superiores (Paiva et al., 2016). As 17 familias obtidas por
Pessanha et al. (2011) foram avaliadas quanto a parametros genéticos e
comparadas por metodologia frequentista e abordagem bayesiana, tendo a
inferéncia bayesiana fornecido o melhor ajuste e possibilitado a selecdo das
melhores familias para continuidade do programa, permitindo a obtencéo de duas
populacdes (da Silva et al., 2020). Uma populacdo com 18 familias endogamicas
em que se usou o0 REML/BLUP na estimacéo de parametros genéticos e indices
de selecao por modelos mistos, permitindo a identificacdo de familias com melhor
qualidade e producéo (Ambrésio et al., 2021). E outra populagédo, com 11 familias
de irmaos-completos, em que foram estimados parametros genéticos via
modelos mistos e divergéncia genética pela distancia euclidiana via BLUP, tendo
mostrado que a estratégia de obtencdo de irmaos-completos foi eficaz (Santos et
al., 2020).
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Material vegetal

Foram utilizados acessos da espécie P. cattleyanum, P. myrtoides via
propagacdo seminifera, e da P. guajava, clone para todas as analises. Os
acessos utilizados fazem parte da colecdo de germoplasma da Universidade
Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro, que esta implantada no Colégio
Agricola Anténio Sarlo, localizado na latitude 21°43'15.46"S e longitude
41°20'38.34"0, no municipio de Campos dos Goytacazes — Rio de Janeiro (Figura
1). Os acessos estao distribuidos no campo em 6 linhas com espacamento de 5m

entre plantas de uma mesma linha e de 7m entre linhas.

Colegio"Agricola Antonid’ arlo

X -
\ W

»

Banc’o\de Germoplasmade Psidium da UENF.
\\.

Figura 1 - Localizacdo do banco de germoplasma de Psidium no Colégio Agricola
Antonio Sarlo.
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4.2. Metodologias

a) Numero de aberturas germinativas nos graos de polen

Para observar o nimero de aberturas germinativas, foram coletados botbes
florais na pré-antese de cinco acessos de P. cattleyanum, um acesso de P.
myrtoides e um acesso de P. guajava, tendo sido utilizado material de uma planta
de cada acesso (Quadro 2). Os botdes foram coletados em solugcdo Carnoy 3:1
(Figuras 2 e 3), e nela mantidos por 24h a 4°C. Em seguida, transferidos para
uma solucdo de alcool 70% e conservados em geladeira a 4°C até serem
utilizados. No preparo das laminas, as anteras foram maceradas em gotas de
solucao tripla de Alexander (Alexander, 1969) para liberacdo dos graos de pélen.

Quadro 2. Material vegetal utilizado para a caracteristica nUmero de aberturas
germinativas.

Espécie Acesso

Itaborai - UENF F1P1

Madureira - UENF F2P1

P. cattleyanum Amarelo - UENF F2P5

Ereto - UENF F3P1

Rasteiro - UENF F4P8

P. myrtoides Uma - UENF F5P4

P. guajava Paluma - UENF F2P3

Nesta etapa, foram contabilizados e classificado os gréos de pdlen quanto
ao numero de aberturas germinativas (monoaperturados, diapertutados, tri-
aperturados, tetra-aperturados, penta-aperturados) (Souza, 2012). Foram
contabilizadas trés laminas de 500 graos de polen, perfazendo um total de 1500
graos de pélen observados por acesso (Barbosa, 2016).

Para o calculo do percentual de pdlens normais e anormais, foi
considerado que graos de polen com trés aberturas germinativas sdo o normal
para o género, uma vez que a familia Myrtaceae é uma eudicotiledénea; graos de
pélen com menos ou mais de trés aberturas germinativas foram considerados

andmalos (Pozzobon et al., 2011; Souza, 2012).
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Figura 2 - Botdes florais em pré-antese. A: P. guajava, B: P. cattleyanum, C: P.
myrtoides.

Figura 3 - Coleta de botdes florais em solucao fixadora Carnoy 3:1.
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b) Viabilidade polinica
A viabilidade polinica foi estimada em todas as plantas que apresentavam
botdes florais no dia da coleta, sendo 11 acessos de P. cattleyanum, quatro

acessos de P. myrtoides e um acesso de P. guajava (Quadro 3).

Quadro 3. Material vegetal utilizado para viabilidade polinica.

Espécie Acesso

Itaborai - UENF F1P1

Itaborai - UENF F3P9

Itaborai - UENF F1P3

Madureira - UENF F2P1

Madureira - UENF F3P3

P. cattleyanum Madureira - UENF F3P4

Amarelo - UENF F2P5

Amarelo - UENF F4P9

Ereto - UENF F3P1

Ereto - UENF F3P2

Rasteiro - UENF F4P8

Uma - UENF F5P4

Uma - UENF F4P3

P. myrtoides
Uma - UENF F5P2
Uma - UENF F4P2
P. guajava Paluma - UENF F2P3

Para estimar a viabilidade polinica, botdes florais na pré-antese foram
coletados em solugédo Carnoy 3:1 (Figuras 2 e 3) e nela mantidos por 24h a 4°C.
Em seguida, transferidos para uma solucdo de alcool 70% e conservados em
geladeira a 4°C até serem utilizados. No preparo das laminas, as anteras foram
maceradas em gotas de solugéo tripla de Alexander (Alexander, 1969) para

liberacdo e pigmentacéo dos graos de polen.
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Foram montadas trés laminas por acesso e contados 500 grdos de pdlen
em cada, totalizando 1.500 gréos de polen observados aleatoriamente sem levar
em consideracao seu numero de aberturas germinativas.

Os polens considerados viaveis foram aqueles que apresentaram 0s graos
com coloracao puarpura. Ja os inviaveis, aqueles que ndo coraram e apresentaram
protoplasto contraido ou de formato e tamanho irregular (Alexander, 1969).

O percentual (%) de viabilidade polinica foi estimado e feitos a andlise de
variancia e o teste de médias Skott-Knott a 5% de probabilidade, no modelo DIC
(Yij = m + Ti + Eij), com auxilio do pacote ExpDes.pt (Ferreira et al., 2021a) por
meio do software R.

As laminas foram observadas com uso do microscépio Optico (Olympus
BX60) e as imagens, capturadas com o software cellSens Standart 1.8
(Olympus) (Barbosa, 2016) e trabalhadas com o Paint 3D (Windows).

c) Andlise palinolégica
i. Material vegetal
Para todas as caracteristicas abaixo, foram utilizados materiais de quatro
acessos de P. cattleyanum, dois acessos de P. myrtoides e um acesso de P.

guajava (Quadro 4).

Quadro 4. Material vegetal utilizado para as andlises palinoldgicas.

Espécie Acesso

Itaborai - UENF F1P1

Itaborai - UENF F3P9
P. cattleyanum

Madureira - UENF F2P1

Madureira - UENF F3P4

_ Uma - UENF F4P2
P. myrtoides

Uma - UENF F5P2

P. guajava Paluma - UENF F2P3
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ii. Preparo do material — Acetoélise

Botbes florais em pré-antese foram coletados, mantidos em solucdo
Carnoy 3:1 (Figuras 2 e 3) sob refrigeracdo por 24h. Apds este processo, as
anteras de dois botbes de cada acesso foram coletadas e colocadas em
microtubos de 1,5 mL com 500 pL de &cido acético e mantidos em repouso por 20
min, posteriormente os tubos foram colocados em centrifuga por 5 min a 3.000
rpm e o sobrenadante descartado (Erdtman, 1960; Souza, 2012).

Os gréos de polen foram entdo imersos pela mistura acetolitica (anidrido
acético e acido sulfurico, 9:1) durante 3 min, em banho maria a 100 + 2 °C. Este
material foi novamente centrifugado e a mistura acetolitica retirada, ficando
apenas o0s grdos de pdlen nos microtubos. Foram acrescentados nos
microtubos 1 ml de agua destilada e 100 uL de alcool etilico. O material sofreu
nova centrifugacao e retirada do sobrenadante. Enfim, foram acrescentados 1mi
de &gua destilada e glicerina na proporcdo 3:1 em cada tubo, e o material foi
deixado em repouso por 2h. ApOs este processo, o material foi observado e
fotografado (Erdtman, 1960; Souza, 2012). As laminas foram observadas com uso
do microscopio 6ptico (Olympus BX60) e as imagens, capturadas com o software
cellSens Standart 1.8 (Olympus) (Barbosa, 2016).

iii. Analises

As medidas necessérias para as analises abaixo foram obtidas de 25 gréos
de polen em vista equatorial e 25 em vista polar, com trés aberturas germinativas,
tomados ao acaso, para cada planta de cada acesso, considerando que
eudicotiledbneas sdo, via de regra, triaperturadas (Kuprianova, 1966; ICMBIo,
2014; Barbosa, 2016). As medidas foram feitas com o software cellSens Standart
1.8 (Olympus).

Para todas as analises abaixo, foram calculados faixas de variagdo (FV),
médias (m), desvio padrdo da média (sx), intervalo de confianca (IC) e coeficiente

de variacdo (cv), com o auxilio do software R.

1. Classificacdo dos graos de pélen quanto a sua forma.
O gréo de pdlen pode ser classificado, segundo sua forma, em Peroblato,
Oblato, Suboblato, Oblato-esferoidal, Esférico, Prolato-esferoidal, Subprolato,

Prolato e Perprolato. Esta classificacdo € feita com base na relacdo entre as
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medidas do diametro polar (DPVE) e equatorial (DEVE) (DP/DE), em vista
equatorial (Figura 4), conforme mostra o Quadro 5 (Erdtman, 1952; PI4 Janior et
al., 2006; Souza, 2012).

Os graos de polen tém polos proximal e distal. O proximal € aquele que fica
voltado para o centro da tétrade. A polaridade de um pdlen é definida pela
similaridade entre estes dois polos. Isopolares sdo aqueles em que os polos
proximal e distal sdo semelhantes, especialmente em relacdo as aberturas.
Heteropolares sdo aqueles em que o polos proximal e distal sdo diferentes
(Ramalho, 1973; Barth e Melhem, 1988; Punt et al., 2007).

Quadro 5: Classificacdo dos graos de polen com base na razao entre o eixo polar
e o eixo equatorial (P/E), segundo Erdtman (1952).

Classes de podlen

P/E DENOMINACAO

0,50 Peroblato
0,51-0,74 Oblato
0,75-0,87 Suboblato
0,88 — 0,99 Oblato-esferoidal

1,00 Esférico
1,01-1,14 Prolato-esferoidal
1,15-1,33 Subprolato
1,34 -2,00 Prolato

2,00 Perprolato
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Figura 4 - Representacdo das medidas do diametro polar (em preto) e diametro
equatorial (em vermelho) em vista equatorial. Barra de 5 ym.

2. Classificacdo dos gréos de p6len quanto ao seu tamanho.
Para classificacao dos graos de polen em relagdo a seu tamanho, levou-se
em consideracdo o comprimento do eixo maior, em vista polar (Figura 5), tendo
0os grdos sido classificados em muito pequenos, pequenos, médios, grandes,

muito grandes ou gigantes, de acordo com Erdtman (1945) (Quadro 6).

Quadro 6. Classificagdo dos graos de pdélen em tamanhos, com base no
comprimento de seu maior eixo (Erdtman, 1945).

Tamanho dos graos de pélen

Muito pequenos <10 ym
Pequenos 10-25 ym
Médios 25- 50 ym
Grandes 50-100 ym
Muito grandes 100-200 pm
Gigantes > 200 pm
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Figura 5 - Representacdo da medida do didmetro (em preto) em vista polar
(DEVP). Barra de 5 ym.

3. Indice de area Polar (IAP)
O indice de area polar é a relacdo entre a distancia das extremidades de
duas aberturas germinativas (medida do lado do apocolpo, LA) (Figura 6) e o
didametro do gréo de polen em vista polar. Este indice classifica os graos de pélen
guanto ao tamanho de sua area polar (Quadro 7), conforme proposto por Iversen
e Troels-Smith (1950) e Faegri e Iversen (1964).

Figura 6 - Representacédo da medida do lado do apocolpo (LA) (em preto) em
vista polar. Barra de 5 uym.



Quadro 7: Classificacéo dos graos de pélen pelo indice de area polar (IAP).
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Classificacao

indice de area polar (IAP)
0

Sem éarea polar

Area polar muito pequena

<0,25 (abertura muito longa)

Area polar pequena

0,25 - 0,50 (abertura longa)

Area polar grande

0,50 — 0,75 (abertura curta)

Area polar muito grande

>0,75 (abertura muito curta)

4. indice Exina (IE)

Este indice classifica a espessura da exina (Esp) (Figura 7) em relacao ao
didmetro (D) do grdo de pdlen em vista polar (Esp/D) (Quadro 8), segundo

proposicao de Faegri e Iversen (1964).

Quadro 8. Classificacdo da exina pelo indice exina proposto por Faegri e lversen

(1964).
Classificacao da exina indice exina (IE)
Muito fina <0,05
Fina 0,05-0,10
Espessa 0,10-0,25
Muito espessa >0,25

Figura 7 - Representacédo da medida da espessura da exina (Esp) (em preto) em vista

polar. Barra de 5 um.
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5. Tipos de aberturas germinativas
As aberturas foram classificadas em poro, colpo ou colporo, pela sua

relacdo largura/comprimento (L/C) (Erdtman, 1952)(Quadro 9).

Quadro 9. Classificacao do tipo de abertura polinica segundo Erdtman (1952).

Classificacao L/C Esquema (Punt et al., 2007)

/// 7\\\

Poro <2 ®

)\ /""

/ & ﬁ\\\

Colpo >2 l

,\\\ ‘//‘

/’ \\\\',

Colporo Poro + colpo l\}
H\"‘\\_\ 4
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os materiais utilizados em nossas andlises foram coletados na manha do
dia 14/11/2019, que estava nublado. No dia anterior, a estacdo meteorologica
registrou precipitacdo de 34 mm, temperatura média de 23,26 °C e umidade
relativa do ar de 79,79 %. No dia da coleta, foram registrados 4,2 mm, 24,23 °C
e 82,29 % de umidade relativa (INMET, 2021).

O fato de a temperatura estar amena e a umidade elevada no momento da
coleta podem ter influenciado nas medidas realizadas. Isto reforca a
recomendacdo de realizar estudos palinolégicos em diversos ambientes para

conhecer como os graos de pdlen se comportam em cada local.

a. Aberturas germinativas
< Numero
A goiabeira apresentou graos de polen com 3 e 4 aberturas germinativas,
predominando os grdos com trés aberturas. Os aracazeiros apresentaram polens
com 1, 2, 3, 4 e 5 aberturas, sendo em P. cattleyanum predominante trés

aberturas germinativas e em P. myrtoides quatro aberturas (Gréafico 1, Figura 8).
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Grafico 1 - Numero de aberturas germinativas (em %) dos graos de podlen de
Psidium spp.

M P. guajava P. cattleyanum m P. myrtoides

98,47%

78,12%
41,13%
44,33%

5,37%
10,41%

N 2,87%
4,88%

N 11,33%

1,21%
0,33%

0%
0%

11,53%
0%

1 ABERTURA 2 ABERTURAS 3 ABERTURAS 4 ABERTURAS 5 ABERTURAS

Figura 8 - Graos de podlen viaveis e inviaveis, com 1, 2, 3, 4 e 5 aberturas
germinativas. A — J: Pdlens de aracazeiros: A — 1 abertura, viavel;, B — 1 abertura,
inviavel; C — 2 aberturas, viavel; D — 2 aberturas, inviavel; E — 3 aberturas, viavel,
F — 3 aberturas, inviavel; G — 4 aberturas, viavel; H — 4 aberturas, inviavel; | — 5
aberturas, viavel; J — 5 aberturas, inviavel. K — N: Pélens de goiabeira: K — 3
aberturas, viavel, L — 3 aberturas, inviavel;, M — 4 aberturas, viavel; N — 4
aberturas, inviavel. Barras de 20 um de A - J. Barras de 10 um de K - N.
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Esses resultados indicam que o género Psidium apresenta variacdo no
namero de aberturas germinativas (heteromorfismo), conforme jé relatado para
espécies do género Syzygium, da familia Mytarceae (Nacata et al., 2019). E
interessante notar que a espécie cultivada apresenta, na sua maioria, polens com
trés aberturas, uma caracteristica das Eudicotilédoneas, por isto, considerados
normais (Furness e Rudall, 2004), enquanto as espécies silvestres de aragazeiros
apresentam maior variacao, indo desde uma abertura a cinco aberturas.

De acordo com Pire e Dematteis (2007), o heteromorfismo é comum em
eudicotiledoneas, tendo influéncia no formato do ambito em vista polar e isto pode
ser observado neste trabalho, tendo os grdos de pdlen diferentes formas em
relacdo a seu numero de aberturas (Figura 8).

O heteromorfismo ainda ndo € bem compreendido, mas umas das
principais causas podem ser a poliploidia e o0 aumento do tamanho dos gréaos de
pélen (Pire e Dematteis, 2007). Espécies poliploides, em geral, ttm maiores
dificuldades reprodutivas e como cada abertura € um local propicio para a
emissdo do tubo polinico, a poliploidia dos aracazeiros pode explicar a variacao
no numero de aberturas germinativas de seus grdos de podlen, sugerindo o
heteromorfismo como uma vantagem reprodutiva.

Barbosa (2016) observou gréos de pélen com 2 a 4 aberturas para P.
guajava, 2 a 5 aberturas em P. cattleyanum e 1 a 5 aberturas em P. guinense,
tendo sido prevalente a quantidade de trés aberturas germinativas em ambas as
espécies, na proporcdo de 86,2 %, 91,3 % e 79,6 %, respectivamente.

A predominancia de 3 aberturas germinativas esta de acordo com outros
trabalhos sobre Psidium (Aftab e Perveen, 2006; Stanski, 2014; Kailas et al.,
2016; Tuler et al., 2017) que classificaram os graos de polen predominantemente
como triaperturados para estas e outras espécies do género.

Para o melhoramento, maior numero de aberturas germinativas pode ser
vantajoso Vvisto aumentar as chances de emissdo de tubos polinicos e,

consequentemente, de cruzamentos bem sucedidos.

<+ Ambito
Quanto ao formato do ambito, ndo h& diferenca entre as espécies, sendo
0s graos de pdlen com 1 e 2 aberturas mais estreitos que os demais. Os graos

de polen normais (3 aberturas) apresentam formato triangular, grdos com 4
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aberturas séao, no geral, de ambito quadrado, e os com 5 aberturas pentagonais
tém, em todos o0s casos, as aberturas localizadas nos veértices, ou seja, 0s graos
de pdélen sdo angulo-aperturados (Figura 8), observacdes que confirmam os
achados de Tuler et al. (2017).

*Tipo

N&o foi possivel medir as aberturas germinativas para classificar sua forma
com exatiddo devido a fatores como a anatomia dos graos e a dificuldade de
observacéo desta caracteristica pela microscopia de campo claro utilizada.

Para determinar o tipo de abertura germinativa, foram comparadas entao
imagens dos grdos de pdlen normais, em vista polar, de P. guajava, P.
cattleyanum e P. myrtoides, obtidas neste trabalho, com imagens apresentadas
em outros trabalhos (Santos, 1963; Aftab e Perveen, 2006; Thornhill et al., 2012;
Kailas et al., 2016; Tuler et al., 2017; Nascimento e Carvalho, 2019).

Assim, as aberturas puderam ser identificadas como do tipo colporo,
sendo o poro localizado nos extremos (vértices) e o colpo seguindo deste local

para o centro (polo) do grao.

b. Viabilidade polinica

A andlise de variancia mostrou diferenca significativa entre e dentro dos
genaotipos quanto a viabilidade polinica, com baixo coeficiente de variacdo (Tabela
1).

Tabela 1 - Resumo da andlise de variancia para a caracteristica viabilidade
polinica.

Fontes de Variacao G.L. Q.M.
Gendtipo 2 5410,7850**
Planta/Genotipo 13 345,7878**
Residuo 30 21,85
Coeficiente de Variagao 6,38 %

** Significativo a 1% de probabilidade pelo teste F.
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Esta diferenca significativa de planta/genétipo indica podem ser
selecionadas plantas que apresentaram maior taxa de viabilidade polinica, em
detrimento das demais, dentro das espécies.

O teste de médias de Skott-Knott mostrou que, dentro da espécie P.
myrtoides, apenas o acesso UENF F5P4 diferiu estatisticamente dos demais, que
nao apresentaram diferencas significativas com relacado a espécie P. guajava. Ja
entre os acessos de P. cattleyanum, foram observadas maior diferenca estatistica
e taxas de viabilidade polinica média inferiores as de P. guajava e P. myrtoides
(Tabela 2).

Tabela 2 - Teste de médias Skott-Knott quanto a porcentagem média de gréos de
pélen viaveis de acessos de goiabeira (P. guajava) e aracazeiros (P. myrtoides e
P. cattleyanum).

Espécie Acesso GPV (%)
P. guajava Paluma — UENF F2P3 97,13 a
A. Una — UENF F4P2 99,67 a
p. myrtoides A. Una — UENF F5P2 96,87 a
A. Una — UENF F4P3 94,07 a
A. Una — UENF F5P4 90,40 b
Média 95,25
A. Rasteiro — UENF F4P8 83,20 c
A. Madureira — UENF F2P1 74,67 d
A. Itaborai — UENF F1P1 74,00d
A. Madureira — UENF F3P4 69,33 d
A. Ereto — UENF F3P1 69,13 d
P. cattleyanum A. ltaborai — UENF F3P9 61,73 e
A. Amarelo — UENF F4P9 61,27 e
A. Amarelo — UENF F2P5 55,53 e
A. Ereto — UENF F3P2 51,67 f
A. ltaborai — UENF F1P3 49,47 f
A. Madureira — UENF F3P3 44,73 f
Média 63,16

Obs.: Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Skott-Knott a 5% de
probabilidade.



31

Segundo Souza et al. (2002) e Coser et al. (2012), viabilidade acima de
70% é considerada alta.

Elevadas taxas de viabilidade polinica, especialmente em plantas
albgamas, aumentam  probabilidades de combinacfes alélicas diferentes e,
consequentemente, a variabilidade genética (Souza et al., 2002), favorecendo,
assim, os programas de melhoramento.

Da Silva et al. (2017) relataram média de 89,32% de viabilidade polinica
para P. guajava, bem abaixo do observado neste trabalho. Ja Oliveira (2018)
obteve resultados semelhantes aos deste trabalho apresentados para as
espécies P. guajava (97,56 %) e P. cattleyanum (65,14 %), assim como Barbosa
(2016), que relatou viabilidade de 97,3% e 72,0% para P. guajava e P.
cattleyanum, respectivamente.

Alfia et al. (2017), analisando a Vviabilidade polinica via testes de
germinacao, relataram taxas médias de 80,34 % para P. guajava, de 40,23 %
para P. cattleyanum e de 62,30 % para P. guinense. Coser et al. (2012),
comparando métodos colorimétricos e de germinacédo para analise da viabilidade
polinica, também observaram menores taxas provenientes dos testes
germinativos. Estes autores relatam que esta diferenca entre os métodos
colorimétricos e germinativos é esperada, uma vez que 0S corantes sao capazes
apenas de nos informar se a estrutura polinica esta integra, o que nem sempre
significa que aquele polen é efetivamente viavel, mas, mesmo diante disto, os
métodos colorimétricos sdo considerados excelentes indicadores de viabilidade
polinica.

Segundo Nacata et al. (2019), a solucéo tripla de Alexander foi a mais
adequada para estimar a viabilidade polinica em Syzygium (Mirtaceae). Para
Hister & Tedesco (2016) e Da Silva et al. (2017), a solucdo tripla de Alexander é
suficientemente efetiva para indicacdo da viabilidade polinica, pois é capaz de
corar a parede celular dos grdos de pdlen em tons de verde, pelo verde
malaquita, e o protoplasma de purpura, pela fucsina &cida, assim, os gréaos
inviaveis sdo aqueles que ndo apresentam protoplasma corado (Alexander,
1969).

Notou-se também que os grdos de pdlen podem ser viaveis ou inviaveis
independentemente do numero de aberturas germinativas que tenham,

reforcando a ideia de que o heteromorfismo € uma estratégia ecoldgica das
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espécies, ndo meramente irregularidades meib6ticas, conforme proposto por Pire
e Dematteis (2007).

c. Classificacdo dos gréos de polen quanto a sua forma e tamanho

Em todas as espécies, foram observados graos de poélen oblatos e
peroblatos, segundo a classificacdo de Erdtman (1952). Em termos de médias,
para P. guajava, os graos de polen foram classificados como oblatos, ja para P.
cattleyanum e P. myrtoides, os graos de pdélen foram classificados em peroblatos
(Tabela 3).

Tabela 3 - Classificacdo dos grdos de podlen quanto a sua forma, segundo
Erdtman (1952). Valores médios (em pum) do Diametro Equatorial em Vista
Equatorial (DEVE), Diametro Polar em Vista Equatorial (DPVE). Relagédo DP/DE
seguida dos valores de faixa de variacdo (FV), média (m), desvio padrdo da
amostra (S), intervalo de confianca (IC) e coeficiente de variacao (CV%).

Média (um) DP/DE (um)
Espécie Forma
DEVE DPVE FV m S IC. 95% CV (%)

P.guajava 1262 7,19 | 044-068 057 006 055-060 10,41 Oblato
P. cattleyanum 1812 9,15 | 034-0,75 050 0,07 049-052 14,89 | Peroblato
P. myrtoides 16,97 8,00 | 0,29-0,62 0,47 006 045-049 1351 | Peroblato

Além disto, pela observacdo das imagens, os grdos de podlen das trés
espécies, em vista equatorial, seguem o padrao de isopolares, conforme proposto
por Pla Junior et al. (2006) (Figura 9).

Figura 9 - Graos de poélen em vista equatorial. A: P. guajava, B: P. cattleyanum,
C: P. myrtoides. Barra de 5 um.
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Os resultados observados para a caracteristica forma do grédo de podlen
estdo em consonancia com o observado por Tuler et al. (2017), exceto para a
espécie P. mytoides, para a qual os autores classificaram os graos de pélen como
oblatos. Contudo, ndo sdo informacdes muito discrepantes, considerando que o
DP/DE médio para P. myrtoides foi de 0,47 um (o que o classificou como
peroblato) e a faixa de DP/DE que determina a forma oblato é de 0,51 a 0,74 um,
havendo, portanto, uma diferenca de apenas 0,03 um. Destaca-se ainda que cada
observador/medidor, embora siga os padrbes para a realizacdo das medidas,
pode apresentar leves diferengas na sua precisao.

Em relacdo ao tamanho, as trés espécies tiveram seus graos de polen
classificados como pequenos, de acordo com Erdtman (1945), ou seja,
apresentaram diametro em vista polar entre 10 e 25 um, sendo que 0 menor gréo
de pdlen foi observado em P. guajava, com 10,28 um, e o maior em P.

cattleyanum, com 24,44 um (Tabela 4, Figura 10).

Tabela 4 - Classificacdo dos graos de pélen quanto ao seu tamanho, conforme
proposto por Erdtman (1945). Diametro Equatorial em Vista Polar (em pm)
(DEVP), seguido dos valores de faixa de variacao (FV), média (m), desvio padrao
da amostra (s), intervalo de confianca (IC) e coeficiente de variagéo (CV%).

_ DEVP (um)
Espécie Tamanho
FV m S IC. 95% CV (%)

P. guajava 10,28 -13,56 11,87 0,93 11,49-12,25 7,89 Pequenos
P. cattleyanum 12,55-24,44 17,86 2,36 17,39 -18,33 13,19 Pequenos
P. myrtoides 13,02-23,68 17,40 3,04 16,53-18,26 17,45 Pequenos

Figura 10 - Graos de poélen em vista polar. A: P. guajava, B: P. cattleyanum, C: P.
myrtoides. Barra de 5 um.
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Tuler et al. (2017) também classificaram os graos de polen de P. guajava
em pequenos, ja para P. cattleyanum e P. myrtoides, os graos de polen foram
classificados como meédios. Estas diferencas podem ocorrer por motivos como
taxas de umidade no momento de coleta, armazenamento e preparo do material
coletado, assim como pelo tempo entre o preparo do material e a observacgéo e
sua medida. Neste trabalho, os gréos de pdélen foram acetolisados e fotografados
no mesmo dia, conforme indicado por Erdtman (1960) e Souza (2012),
diferentemente do trabalho de Tuler et al. (2017), no qual , relatam que as
medidas foram feitas até sete dias apos o preparo do material.

De acordo com Gasparino & Cruz-Barros (2006), as caracteristicas forma e
tamanho, especialmente o tamanho, sdo de pouca precisdo diagndstica,
considerando que sao caracteres instaveis, podendo ser influenciados pelo
ambiente (% de umidade, temperatura) e, até mesmo, pelo preparo e
armazenamento do material. JA& de acordo com Tuler et al. (2017), as
caracteristicas forma e tamanho dos graos de pélen foram das mais relevantes
para andlises de agrupamento, tendo P. guajava ficado em um grupo e P.
cattleyanum e P. mytoides em outro grupo, conseguindo, assim, uma delimitacdo
taxondmica das espécies de Psidium estudadas.

Fernandes da Silva et al. (2019) mostraram que ha significativa diferenca
nos didmetros e tamanho dos gréos de polen de Physalis peruviana L. em
relacdo a intensidade de luz que recebe do ambiente. Os autores relatam que
pélens de plantas cultivadas a pleno sol e sob malha fotoconversora de cor
branca apresentam maiores medidas do que os polens provenientes de plantas
cultivadas sob malhas de coloracdo azul, vermelha e preta, pois ficam mais
sujeitos a elevada temperatura e acdo de radiacdo, as quais podem causar
espessamento da exina como um mecanismo do pélen para evitar a dessecacao,

por exemplo.

d. indice de &rea Polar (IAP)

A area polar dos aragazeiros variou entre muito pequena e grande, de
acordo com o IAP, em geral, tendo, em média, os grdos de podlen de P. myrtoides
e P. cattleyanum apresentado pequena area polar (Tabela 5). Estes dados estao
em consonancia com Tuler et al. (2017), que observaram gréos de pélen com

area polar desde muito pequena a pequena, com média de 0,23 uym para P.
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cattleyanum e de 0,29 uym para P. myrtoides. Stanski (2014), estudando espécies
de Myrtaceae da regido dos campos gerais no Parang, também relata que o
indice de area polar das espécies do género Psidium variou de muito pequena a

pequena.

Tabela 5 - Classificagdo dos graos de pélen quanto ao indice de area polar (I1AP),
conforme proposto por Faegri e Iversen (1964) Médias (em pum) do lado do
apocolpo (LA) e IAP seguidas dos valores de faixa de variacao (FV), média (m),
desvio padrédo da amostra (s), intervalo de confianca (IC) e coeficiente de variacao
(CV%).

LA IAP
Espécie Classifica¢éo
m FV m S IC. 95% CV (%)

P. cattleyanum 5,33 | 0,22-0,43 0,30 0,06 0,27-0,32 20,82 AP pequena

P. myrtoides 748 | 0,30-0,58 043 0,06 0,40-0,45 15,09 AP pequena

Santos (1963), Tuler et al. (2017) e Roubik (2018) relatam que os gréaos de
pélen de P. guajava ndo tém area polar, pois apresentam sulcos unidos de
vértice a vértice na regido polar do grdo. Neste trabalho, ndo foi possivel
observar com clareza esta caracteristica, em razdo das restricdes de visualizacéo,
mas observou-se que os graos de polen de P. guajava ndo apresentavam area
polar visivelmente definida pelos apocolpos, como no caso de P. cattleyanum e P.

myrtoides (Figura 11), o que pode confirmar o dito pelos autores acima.

Figura 11 - Graos de pélen mostrando a area polar (indicado pelo asterisco). A:
P. guajava (barra de 10 um), B: P. cattleyanum. C: P. myrtoides. Em A barra de
10 um, B e C com barras de 5 um.
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e. Espessura e Indice Exina (IE)

A espessura da exina variou de 0,74 a 1,59 um entre as trés espécies,
sendo menor em P. guajava e maior em P. cattleyanum (Tabela 6, Figuras 10 e
11). Em P. guajava, essa variagdo foi menor do que o observado por outros
autores que relataram espessura meédia da exina de 1,68 um (Aftab e Perveen,
2006), 1,75 ym (Kailas et al., 2016) e 1,26 um (Nascimento e Carvalho, 2019),
isto pode ter ocorrido pela diferenca no tipo de microscopia utilizada e pelas
variacfes provenientes do ambiente de coleta do material. A ML (microscopia de
luz) pode ser considerada inferior em comparacdo com a MEV (microscopia
eletrbnica de varredura), para exata observacao e determinacdo dos limites da

exina, influenciando, assim, na tomada das medidas.

Tabela 6 - Espessura da Exina (em pm), seguida dos valores de faixa de
variacdo, média (m), desvio padrdo da amostra (s), intervalo de confianca (IC) e
coeficiente de variacdo (CV%).

Espessura da Exina

Espécie
Faixa de Variacéo m S IC. 95% CV (%)
P. guajava 0,74 -1,08 0,93 0,08 0,89-0,96 8,56
P. cattleyanum 0,82 -1,59 124 0,16 1,21-1,27 12,79
P. myrtoides 0,86 — 1,49 1,6 0,18 1,10-1,20 15,60

Ressalta-se que nao foi possivel medir separadamente a espessura da
sexina e nexina em razado das limitacbes de observacdo, mas, de acordo com
Kailas et al. (2016) e Tuler et al. (2017), para o género Psidium, em geral, a
sexina € quase tao espessa quanto a nexina.

O indice exina (Espessura da Exina / DEVP) variou de 0,051 a 0,097 um
entre as espécies, tendo sido, em todos 0s casos, as exinas classificadas como
finas, de acordo com Faegri e Iversen (1964) (Tabela 7). Estes dados confirmam
agueles observados por Tuler et al. (2017), que, embora ndo tenham calculado o
IE, relataram espessura da exina (sexina + nexina) média de 1,5 um, 2,0 um e 2,0
pm e média de DEVP de 28,0 um, 22,3 um e 25,6 um, respectivamente, para P.
cattleyanum, P. guajava e P. myrtoides, valores estes que, assim como no

presente trabalho, classificam a exina destas espécies como finas.
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Tabela 7 - Faixa de variagcdo, média e classificacdo da espessura da exina em
relacdo ao indice Exina (IE) (em um), de acordo com Faegri e Iversen (1964).

Espécie Faixa de Variacao IE Classificagao
P. guajava 0,065 - 0,096 0,078 Fina
P. cattleyanum 0,051 - 0,097 0,070 Fina

P. myrtoides 0,053 - 0,094 0,067 Fina
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6. CONCLUSOES

As espécies P. guajava e P. myrtoides apresentaram maiores taxas de
viabilidade polinica (acima de 90%) e P. cattleyanum apresentou a maior variagao
entre 0s acessos. A apenas 0s acessos Rasteiro — UENF F4P8, Madureira —
UENF F2P1 e Itaborai — UENF F1P1 tiveram taxa de viabilidade acima de 70%,
tendo, portanto, maiores chances de realizar cruzamentos eficazes, sendo, por
consequéncia, os mais indicados para futuros trabalhos.

Os graos de pdlen da goiabeira tém trés aberturas germinativas do tipo
colporo, alta taxa de viabilidade em vista equatorial, apresentam formato oblato
em vista polar, apresentam ambito de formato triangular, s&o angulo-colporados,
de tamanho pequeno, tém exina fina e area polar nula.

P. cattleyanum tem gréos de poélen que apresentam predominantemente
trés aberturas germinativas do tipo colporo, baixa viabilidade polinica, formato
peroblato quando em vista equatorial e ambito triangular, sdo angulo-colporados,
de tamanho pequeno, exina fina e area polar pequena.

Na espécie P. myrtoides, a taxa de graos de polen com trés e quatro
aberturas germinativas é equivalente, sendo  do tipo colporo, apresentam alta
viabilidade polinica, formato peroblato quando em vista equatorial. Os graos de
polen com trés aberturas apresentam ambito triangular e aqueles com quatro
aberturas, ambito predominantemente quadrado, sao angulo-colporados, de

tamanho pequeno, exina fina e area polar pequena.
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Assim, de forma geral, a estrutura dos grdos de pélen da goiabeira e dos
aracazeiros é semelhante, indicando que a dificuldade de cruzamento entre estas
espécies seja apenas a nivel de ploidia e que a morfologia do gréo de polen ndo é
fator relevante no processo.

Considerando a semelhanca entre os grdos de poélen das trés espécies,
vé-se que o numero de aberturas germinativas e o tamanho dos grdos ndo séo
bons indicadores de ploidia.

O uso da microscopia de campo claro mostrou-se limitante para

observacéo de caracteristicas como ornamentacao da exina e abertura polinica.
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