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RESUMO

BARBOSA, Rodrigo Miranda M.Sc. Universidade Estadual do Norte Fluminense
Darcy Ribeiro; FEVEREIRO 2016; Avaliacdo citolégica de acessos de Psidium.
Orientadora: Prof? Telma Nair Santana Pereira. Conselheiros: Profs. Messias
Gonzaga Pereira e Alexandre Pio Viana.

Esta pesquisa visou caracterizar citologicamente os acessos da colecdo de
Psidium quanto ao numero cromossdmico, nivel de podia, e quanto ao
comportamento meiético dos acessos de Psidium do banco de germoplasma. A
colecdo apresenta acessos de goiabeira (P.guajaval.) e de aracas (P.guinense e
P. cattleaynum). Para a analise meiotica botdes florais de diferentes estadios de
desenvolvimento foram coletados e fixados em etanol e acido acético (3:1), as
laminas foram preparadas por squash e coradas com Carmim acético 1%. Todas
as células, nas diferentes fases da divisdo meidtica, foram examinadas. Para a
frequéncia de gametas ndo reduzidos 2n, 1500 produtos pdos-meidticos foram
avaliados. Para a viabilidade polinica, 1500 graos de pdélen foram analisados e
caracterizados como viaveis ou inviaveis pela coloracéo tripla de Alexander. O
ndamero de cromossomos entre 0s acessos variou de 33 a 44 cromossomos. A
meiose pode ser caracterizada como normal para 0s acessos, no entanto,
algumas anormalidades foram observadas, sendo que cromossomos retardatarios
foram os mais comuns, mas também foi observado divisdo assincronica e
citomixia. Os cromossomos retardatarios podem ser perdidos durante a divisédo e

podem dar origem a gametas aneuploides ou inviaveis. O acesso UENF-F2P1



apresentou a maior frequéncia de gametas nao reduzidos entre 0S acessos
estudados, 31,3%; essa frequéncia tdo alta foi devido ao grande numero de
diades, quanto a viabilidade polinica dos acessos, a qual variou de 47% a 79,6%
para P. cattleaynum e 95 a 99,6% para as goiabeiras. Uma caracteristica
observada nesse estudo foi a ocorréncia de graos de pdlen com mais de trés
aberturas germinativas nos acessos poliploides; o normal considerado para as

dicotiledbneas é a presenca de trés aberturas germinativas.



ABSTRACT

BARBOSA, Rodrigo Miranda M.Sc. Universidade Estadual do Norte Fluminense
Darcy Ribeiro; FEVEREIRO 2016; Cytological evaluation of Psidium
accesses.Adviser: Prof2 Telma Nair Santana Pereira. Committee members: Profs.
Messias Gonzaga Pereira e Alexandre Pio Viana.

This study aimed to do a cytological characterization of the Psidium Germplasm
Collection by the chromosome number, ploidy level and the meiotic behavior of the
accessions. For the meiotic analysis, flower buds in different developmental
stages were collected and fixed in ethanol: acetic acid (3:1); the slides were
prepared by squash and stained with 1% acetic carmine. All cells, in different
stages of meiotic division were examined. For 2n gametes frequency, 1500 post-
meiotic products were evaluated and counted. For pollen viability, 1500 pollen
grains were analyzed and characterized as viable or unviable by using Alexander
‘s triple staining. The chromosome number varied from 33 to 44 chromosomes.
Meiosis can be characterized as normal for the access, however some
abnormalities were observed being laggard chromosomes the most frequent
abnormality. It was also observed asynchronic division and cytomixis. The laggard
chromosomes can be lost during meiotic division, which can generate aneuploidy
or non-viable gametes. The UENF-F2P1 access showed highest frequency of
unreduced gametes among the studied accesses, 31.3%. The unreduced 2n
gametes can be used in sexual polyploidization. The pollen grain viability, varied

from 47% to 79.6% for P. cattleaynum and from 95% to 99.6% for guajava. It was
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observed in the present study was the occurrence of pollen grain with more than
three germ aperture being considered normal for dicots the presence of three
pores but it was observed pollen grains with one, two, four, and five aperture.
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1. INTRODUCAO

O Brasil € um dos principais paises produtores de frutas do mundo, sendo
a fruticultura um segmento importante do agronegocio brasileiro (Vitti, 2009;
Coser et al., 2012). Dentre a grande diversidade de arvores frutiferas nativas do
Brasil, destacam-se exemplares da familia Myrtaceae, com ampla variabilidade e
um grande potencial econémico, sendo suas espécies utilizadas na alimentacéo,
ornamentacao e como medicinal.

Myrtaceae € uma familia que apresenta distribuicdo no hemisfério sul e
neotropical, compreende de 130 a 150 géneros e mais de 5650 espécies
(Govaertset al., 2009; Coser et al., 2012). No Brasil, sua representatividade chega
a 24 géneros e 990 espécies (Sobral et al., 2014). Dentro da familia Myrtaceae,
esta inserido o género Psidium, ao qual pertencem a goiabeira e os aracas, com
ampla distribuicdo no territorio brasileiro, bem como em outros paises da América
do Sul. Entre as frutas produzidas no pais destaca-se a goiaba (Psidium guajava
L.), sendo o pais o0 maior produtor mundial de goiabas vermelhas com cerca de 15
hectares de éarea plantada e producdo de 345.332 toneladas por ano (IBGE,
2012).

Com o aumento de area cultivada, torna-se comum o0 aparecimento de
novas pragas e doencas (Rossi e Ferraz, 2005). O nematoide, Meloidogyne
enterolobii € um importante patdogeno de goiabeira (Psidium guajava L.) e esta
presente nas principais regifes produtoras do pais (Almeida, 2008). A regido

Norte Fluminense foi grande produtora de goiaba, porém devido a presenca do



nematoide (M. enterolobi) e do fungo (Fusarium solani) esta producao foi
decrescendo. Existe uma associacdo sinergistica entre o nematoide e o fungo que
causa uma doenca complexa, o declinio da goiabeira. Os sintomas dessa doenca
sdo o0 apodrecimento progressivo das raizes, queima das bordas das folhas,
amarelecimento e queda das folhas e morte da planta. As perdas econdémicas
diretas por causa dessa doenca somam mais de R$ 112 milhGes (Pereira et al,
2009).

A ocorréncia de espécies de Myrtaceae resistentes ao nematoide
permitiria a sua utilizacdo como porta enxerto para variedades comerciais de
goiabeira ou como fontes de genes de resisténcia. Alguns acessos de aracazeiros
(P. cattleyanum e P. guineense) apresentam resisténcia ao nematoide (Pessanha
et al, 2011), entretanto, essas espécies apresentam ploidia diferente da goiabeira
e por isso a transferéncia de genes de resisténcia e o uso delas como portas-
enxerto sao dificultados devido a compatibilidade genética quanto a
compatibilidade histolégica(Souza et al.,, 2014).Portanto, € muito importante a
procura de materiais resistentes dentro de Myrtaceae e a viabilidade de uso
desses materiais como porta enxerto ou como fontes de genes de resisténcia
para a forma cultivada.

A Universidade Estadual do Norte Fluminense tem um programa de
melhoramento para a goiabeira, sendo realizados estudos de diversidade
genética em Psidium (Pessanha et al, 2011), sendo também um dos enfoques o
uso de hibridacdo interespecifica entre goiabeiras e aragazeiros, bem como a
caracterizacdo de acessos resistentes ao complexo M. enterolobii- F. solani
(Miranda et al., 2010). A goiabeira (P. guajava) € uma espécie diploide com
2n=2x=22 cromossomos € as espécies de araca (P. cattleyanum e P. guineense)
apresentam niveis de ploidia variando de 2n = 4x a 8x (Souza et al., 2014); o
namero béasico dos cromossomos da familia é x=11. Considerando que o0s
aracazeiros tém ploidias diferentes € necessario se obter informacfes
citogenéticas para um futuro uso nos programas de melhoramento de goiabeira
via hibridacéo interespecifica.

Considerando que a Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy
Ribeiro (UENF) tem uma cole¢cdo de germoplasma de Psidium é importante
caracterizar citogeneticamente o0s acessos, visando, assim, gerar informagdes

gque possam auxiliar o programa de melhoramento da goiabeira.



2. OBJETIVOS

Objetivo Geral

Avaliar aspectos citologicos de acessos de goiabeira (Psidium guajava),e

aracazeiros (Psidium guineense SWe Psidium. Cattleaynum).

Objetivos especificos:

e Caracterizar o comportamento meidtico de acessos de goiabeira e

aracazeiros;

e Estimar a frequéncia de gametas nao reduzidos em acessos de goiabeira e

aracazeiros;

e Estimar a viabilidade polinica de acessos de goiabeira e aracazeiro.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Classificacéo botanica

A ordem Myrtales é constituida por cerca de 9000 espécies
agrupadas em 13 familias, dentre elas, Myrtaceae destaca-se com maior riqueza
de espécies na maioria das formacfes vegetacionais no sudeste do Brasil
(cerrado, campos rupestres, floresta atlantica e florestas deciduais) (Costa e Orni-
Martins, 2004). Esta familia compreende de 130 a 150 géneros e mais de 5650
espécies, com ampla distribuicdo nas regides tropicais e subtropicais do globo
(Coser et al., 2012).

Atualmente, a tribo Myrteae encontra-se dividida em trés subtribos com
base na morfologia dos embrides: Eugeniinae (embrides globosos com radicula
nao evidente), Myrciinae (embrides com cotilédones folidceos e radicula longa) e
Myrtiinae (cotilédones reduzidos e radicula longa) (Costa e Orni-Martins, 2004).
Segundo os autores, dentro da subtribo Myrtinae, os géneros Psidium e
Campomanesia sdo os mais diversificados e amplamente distribuidos na regido
neotropical. A goiabeira (Psidium guajava, L.) € originaria de clima tropical e teria
tido origem no continente Americano, provavelmente, entre as areas do México,
Peru, Colémbia e Brasil (Soubihe Sobrinho, 1951). Ja Ochse et al. (1966) afirmam
que ela teve origem no Brasil, de onde se difundiu para todas as regides tropicais

e subtropicais do mundo.



A goiabeira é um arbusto ou arvore de pequeno porte (Koller, 1979),
podendo atingir de trés a seis metros de altura. As folhas sdo opostas, tém
formato eliptico-oblongo e caem quando maduras, caracteristica das plantas de
folhas deciduas. As flores sédo brancas, hermafroditas e surgem isoladas ou em
grupos de duas ou trés, sempre na axila das folhas e nas brotagcdes surgidas em
ramos maduros. O modo de reproducdo das goiabeiras ainda é assunto de
pesquisa, pois alguns autores a classificam como autbégama, porém, para outros
autores a goiabeira apresenta uma taxa de fecundacdo cruzada variavel entre
plantas, de 25,7 a 41,3%, considerando-se 35,6% como um indice médio
(Soubihe Sobrinho e Gurgel, 1962), sendo a abelha (Apis melifera) o principal
agente polinizador (Pereira e Martinez Junior, 1986).

P. guineense e P. cattleyanum também destacam-se dentro do género
Psidium (Pereira e Nachtigal, 2003). Essas plantas vegetam nos mais variados
ecossistemas, sendo que P. guineense ocorre nas restingas, tabuleiros,
cerraddes e capoeiras, enquanto P. cattleyanum ocorre na floresta latifoliada
semidecidua, matas ciliares e matas de altitude (Brand&o et al., 2002; Franzon et
al, 2009).

P. cattleyanum é originario do Sul do Brasil e esta distribuido desde o Rio
Grande do Sul até a Bahia, bem como em outros paises da América do Sul. E
uma espécie de porte arboreo cuja altura varia entre 3,0 e 6,0 m, com tronco liso
e casca descamante, o fruto € baga globulosa, amarelo ou vermelho, com poupa
suculenta. As flores sdo hermafroditas, axilares e brancas, folhas simples
obovadas, coriaceas e glabras (Lorenzi, 1992).

O aracazeiro (P. guineense) é originario da América do Sul e apresenta
uma ampla area de distribuicdo, que vai desde o Sul do México até ao Norte da
Argentina (Franzon et al, 2009). Apresenta porte arbustivo, pode alcancar 1,5
metros de altura, com caule de casca lisa, suas folhas sdo compridas, grossas,
opostas, verde-escuras e lustrosas, com forma eliptica e peciolada, flores
hermafroditas brancas e axilares (Damiani, 2009). Os frutos sdo bagas ovoides ou
oblongas, amarelas ou verdes, com polpa suculenta, e com 22 a 250 sementes
(Franzonet al., 2009).



3.2. Aspectos econdmicos

A producgéo brasileira de goiaba no ano de 2012 foi de 345.332 toneladas,
sendo que as regides com maior produtividade foram a nordeste e a sudeste. A
excelente qualidade da goiaba é atribuida ao elevado teor nutritivo, excelentes
propriedades organolépticas, alto rendimento por hectare e polpa de elevada
gualidade industrial. A maior parte da producédo de goiabas é consumida como
fruta fresca, e o restante processado sob as formas de goiabada, geleia, bala,
suco, polpa, vinho, fruta seca e conservas (Salunkhee Kadam., 1995).

O P. cattleyanum possui diversas caracteristicas de interesse, podendo-
se destacar seu potencial na fruticultura, seus frutos podem ser utilizados desde o
consumo in natura até em diferentes formas processadas (doces, sorvetes,
geleias e licores). Possuindo também elevado valor nutricional em virtude do seu
baixo teor de acucar, grande rigueza em nutrientes como presenca de vitamina C
e compostos fenolicos (Santos et al., 2007).

O P. guineense apresenta potencial para exploracdo econ6mica em
virtude da boa aceitacdo para o consumo in natura, por seu elevado teor de
vitamina C, sendo quatro vezes maior do que as frutas citricas, como a laranja e o
limdo. Além disso, possui alta capacidade de frutificacdo, resisténcia a doencas,
pragas (exceto a mosca das frutas) e disperséo, indicando adaptacéo a diferentes
ambientes (Raseira e Raseira, 1996).

Nas areas de ocorréncia natural e dispersédo de P. guineense, a geracao
de emprego e renda na agricultura familiar ainda é pouco representativa, sendo
excecOes as comunidades rurais que obtém na coleta, beneficiamento de polpa e
comercializacdo dos seus produtos e derivados, uma fonte adicional de renda
sustentavel (Franzon et al, 2004).

Em razdo da maioria das espécies de aracazeiro encontrar-se em fase de
domesticacdo, poucos conhecimentos estdo disponiveis sobre as técnicas de
propagacédo vegetativa, variedades definidas, praticas culturais, nutricdo mineral e

adubacao, exigindo-se mais estudos aprofundados (Souza, 2011).



3.3. Melhoramento genético

Na goiabeira os métodos de melhoramento aplicados a cultura séo
basicamente selecdo e hibridacéo (Pereira e Nachtigal, 2002). Para a obtencéo
de sucesso em um programa de melhoramento de plantas, é necessario se dispor
de informacdes basicas relativas a heranca dos principais caracteres agrondmicos
gue se pretende melhorar, bem como a divergéncia genética disponivel para o
melhoramento (Pereira e Nachtigal, 2003).

Os primeiros trabalhos cientificos de melhoramento de goiabeira datam
um pouco antes da metade do século passado, nos Estados Unidos (Califérnia e
Flérida), em Porto Rico, na India e no Egito. No Brasil, destacam-se os trabalhos
de doutorado desenvolvidos por Soubihe Sobrinho, na escola Superior de
Agricultura Luiz de Queiroz, da Universidade de Sao Paulo, publicados em 1951.
Em seu trabalho, Soubihe Sobrinho fez selecdo de plantas de goiabeira em
institutos de pesquisa (Instituto Agronémico de Campinas, Embrapa e outros);
entretanto, as principais cultivares, produtoras de frutos destinados ao consumo
como fruta fresca, surgiram de trabalhos desenvolvidos por produtores de origem
japonesa sendo a cultivar Século XXl a mais recentemente obtida (Bruckner,
2002).

O programa de melhoramento genético no Brasil, até o momento, esta
voltado para o desenvolvimento de variedades comerciais superiores, sendo que
h& poucos programas de melhoramento genético para a cultura da goiabeira. Os
objetivos do melhoramento visam a qualidade do fruto (consumo in natura e
industria), finalizando com o langamento de variedades superiores. Em 2002 foi
lancada a cultivar Século XXI pelo programa de melhoramento da UNESP
(Pereira e Nachtigal, 2002).

A conducdo de estudos genéticos classicos apresenta restricbes para a
goiabeira, em razdo da sua alta heterogeneidade, da grande capacidade de
adaptacado, do longo ciclo de vida e da exigéncia de grandes espacamentos
(Pereira e Martinez Jr., 1986).

Pereira e Nachtigal (2002) indicam caracteristicas importantes para o
melhoramento da goiabeira no Brasil e outras partes do mundo, visando o fruto,
tais como acidez total titulavel de 1,5 a 2,0%, pois frutos mais acidos permitem

melhor conservagéo e controle da qualidade dos produtos industrializados, frutos



com peso médio de 198 a 340 g e conteudo minimo de vitamina C de 300 mg.100
g-' de peso fresco. Outras caracteristicas importantes sdo obter planta de
crescimento baixo e aberto, resistentes a doencas e pragas e frutos com poucas
sementes e com a cavidade da polpa bem cheia, com elevado aproveitamento
para puré (80% de aproveitamento € considerado bom)

N&o existem programas de melhoramento genético das espécies de
Psidium nativas (Franzonet al., 2009), poucas espécies sdo exploradas em escala
comercial, e apenas em pequenas producdes e em determinadas regides
(Raseira e Raseira, 1996), ou seja, elas ainda nao possuem expressao
econdmica na fruticultura nacional (Bezerra et al., 2006).

Como as espécies de aracazeiros apresentam resisténcia ao nematoide,
seu uso em programas de melhoramento é limitado a servir de porta-enxerto de
P. guajava ou para transferéncia do gene de resisténcia por meio de cruzamentos

interespecificos (Eder-Silva et al., 2007; da Costa et al., 2010).

3.4. Aspectos citologicos

O género Psidium é cariologicamente variavel, com varias contagens com
2n=22, 44 e 88 (Souza et al., 2014), sugerindo um namero basico x=11. A
goiabeira (P. guajava) apresenta 2n=2x=22 e 2n=2x=18 cromossomos (Pereira,
1995; Souza et al., 2014). Em estudo citogenético de algumas espécies frutiferas
no nordeste brasileiro, Eder-Silva et al. (2007) encontraram Psidium arboreum
com 2n=88, confirmando a tendéncia de poliploidia no género. Psidium arboreum,
além de evolucdo por poliploidia, apresenta ganho aneuploide de alguns pares
cromossOmicos, provavelmente resultantes de erros de disjuncdo meidtica.

Psidium araca (araca), com 2n=44, tem  Cromossomos
predominantemente metacéntricos e submetacéntricos, medindo 0,8 a 2,1um e
um par de satélites longamente distendidos pela ocorréncia de uma constricdo
secundaria proximal (Eder-Silva et al., 2007). Vijaakumare & Subramanian (1985)
descreveram variacao cariotipica em diferentes cultivares de goiabeira, a espécie
apresentou cariétipo simétrico e cromossomos pequenos, variando de 1,8 a 0,8
um, com trés a seis pares de cromossomos do tipo subtelocéntricos. Por outro

lado, P. acutangulum predomina cromossomos metacéntricos.



Com essa variagdo cariolégica espera-se que o0s graos de polen
apresentem nameros cromossdmicos bdsicos variaveis e, consequentemente,
viabilidade variavel também; assim, € necessario o acompanhamento da meiose
desses materiais. Segundo Souza et al. (2000), o comportamento meiotico de
uma planta reflete diretamente no seu grau de fertilidade e a ocorréncia de falhas
durante o processo como cromossomos retardatarios ou desorganizacdo dos
fusos, representam dificuldades na producdo de hibridos, por ter como
consequéncia, a variagdo cromossbmica em funcdo da perda ou ganho de
Cromossomos nas novas geracoes.

A meiose € um processo que finaliza com a formacdo de gametas
reduzidos (n), apresentando a metade do numero de cromossomos da célula
diploide original. Porém, quando se trata de espécies poliploides, a meiose pode
ser bastante irregular. Se for um autopoliploide, espera-se uma segregacao
irregular com formacao de multivalentes; se for um alopoliploide, espera-se uma
segregacao similar a de um diploide (Singh, 1993). Porém, é comum em espécies
poliploides a ocorréncia de gametas néo reduzidos (2n).

Gametas nao reduzidos séo resultados de um processo meiotico anormal,
em que a reducdo do namero cromossémico nao ocorre. Essa falha na reducao
pode ocorrer basicamente de duas formas. Na meiose |, pela restituicdo na
primeira divisdo (RPD), em que 0s cromossomos nao se dirigem para os poélos na
anafase e, em vez de duas células com numero haploide de cromossomos na
telofase I, ha formacdo de uma célula com numero diploide; a meiose Il, neste
caso, ocorre normalmente, mas resulta em uma diade ao contrario da tétrade
esperada. A outra forma de surgimento dos gametas 2n é pela restituicdo na
segunda divisdo (RSD) que ocorre na meiose Il, em que ha falha da citocinese e
restituicdo de nucleos diploides, com formacédo de diades ou triades (Schifino-
Wittmann e Dall'agnol, 2001).

Gametas nao reduzidos podem ser detectados citologicamente, no lado
masculino, pela presenca de grédos de pélen com o dobro do tamanho dos gréos
normais, ou gréos gigantes ou “macropdlens”, como sao também chamados
(Negri, 1992; Wagenwoort e DenNijs, 1992; Ramsey e Schemske, 1998), ou pela
presenca de diades e triades ao final da tel6fase Il (Ortiz et al., 1992; Yan et al.,
1997).
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Gametas n&o reduzidos ocorrem de forma espontanea em praticamente
todas as populacbes naturais de plantas, mas, em geral, em percentagens muito
baixas, em torno de 1% ou menos. Muitas vezes ndo sdo detectados por
problemas amostrais. Entretanto, a frequéncia de gametas nao reduzidos pode
ser estimada pela equacao de Yan et al. (1997), onde se computa o nimero de
diades (D), triades (Tr) e tétrades (T) ao final da micro esporogénese.

Ha muitas evidéncias de que a formacdo de gametas 2n esta sob controle
genético, e populacdes de plantas, frequentemente, possuem variacdo genética
herdavel para produzir gametas ndo reduzidos, o que € evidenciado pela rapida
resposta a selecdo para producdo de gametas nao reduzidos em muitas culturas
(Ramsey e Schemske, 1998). Fatores ambientais, tais como temperatura,
especialmente variacbes na temperatura, estresse hidrico e nutricional podem
afetar a producdo de gametas masculinos ndo reduzidos (Ramsey e Schemske,
1998).

Os dois aspectos mais vantajosos da utilizacdo de gametas nao reduzidos
2n no melhoramento sdo a possibilidade de poliploidizagdo sexual, tanto
unilateral, ou seja, pela unido de um gameta reduzido com um nao reduzido, ou
bilateral, pela unido de dois gametas nédo reduzidos, mantendo assim a
heterozigose. A utilizacdo desses gametas é como ponte para transferir genes
desejaveis entre niveis de ploidia diferentes (Ramanna, 1992; Ramsey e
Schemske, 1998). Tetraploides produzidos por poliploidizacdo sexual podem ter
um desempenho melhor devido as possibilidades de interacdes multialélicas, as
guais sdo menos acumuladas pelos tetraploides produzidos somaticamente.

Gametas 2n irdo, também, permitir a introgressdo de genes de espécies
diploides silvestres para o conjunto génico tetraploide cultivado (McCoy e
Bingham, 1991). O uso final dos gametas 2n seria para maximizar a heterozigose
pela unido de oosferas 2n tipo RPD e poélen 2n tipo RPD, originados de
progenitores diploides (Bingham, 1980). Esses hibridos possuiriam maxima
heterozigose e representariam o equivalente nuclear da hibridacdo somatica de

células (Peloquin, 1983).
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4. MATERIAL E METODO

4.1. Material Vegetal

Neste estudo foram utilizados dois acessos de goiabeira, um de P.
guineense e 27 de P. cattleyanum (Tabela 1), conservados na colecdo de
germoplasma da Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro
(UENF). A colecao esta mantida na Escola Agricola Antdnio Sarlo, ho municipio
de Campos dos Goytacazes. As plantas estdo distribuidas em seis linhas de
plantio, o material foi todo propagado via seminal e o espacamento é de 5 m
dentro da linha e 7 m entre linhas. Para acessos que tém mais de uma planta,

foram utilizadas, para todas as analises, trés plantas/acesso.

Tabela 1. Acessos de Psidiums pp utilizados na presente pesquisa e conservados
na colecdo de germoplasma na Unidade de Apoio a Pesquisa da UENF, na
Escola Agricola Antdnio Sarlo, Campos dos Goytacazes, RJ

Acesso Espécie Nome comum Procedéncia Numero
de plantas
P. UENF F1P1 Araca amarelo Atafona- S&o Jodo 10
cattleyanum UENF F2P1 da Barra
UENF F3P3
UENF F4P3
UENF F5P3
UENF F6P1
UENF F6P3 Araca Coroa 1
UENFF2P5
P. guinense  UENF F3P10 Araca do Itaborai- RJ 1

campo
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4.2. Metodologia
4.2.1. Analise Meiética

Durante o periodo de floracdo, botdes florais de diferentes tamanhos e em
diferentes estagios de desenvolvimento foram coletados e fixados em solucdo de
etanol: &cido acético, na proporcédo de 3:1, por 24h a 4°C. Em seguida,
transferidos para uma solucao de alcool 70% e conservados em geladeira a 4°C
até serem utilizados. Para o preparo das laminas, dez anteras por bot&o floral por
individuo, de cada acesso estudado, foram maceradas (squash) sobre a lamina
em gotas de carmim acético 1%. Para acompanhar o processo meioético, todas as
células disponiveis, nas diferentes fases da divisdo meiotica, foram examinadas.
Todas as laminas foram observadas sob microscopio optico (Olympus BX60), e

as imagens foram capturadas com o cellSens Standard 1.8 (Olympus).
4.2.2. Frequéncia de gametas néo reduzidos

Para a frequéncia de gametas néo reduzidos tipo 2n, botdes florais na
antese foram coletados em solucdo de etanol 70% e conservados na geladeira.
As laminas, cinco por acesso, foram preparadas a partir da técnica de
esmagamento (squash), onde anteras foram maceradas e coradas em carmim
acético 1%. Tétrade com quatro células de mesmo tamanho foi considerada
normal e qualquer desvio (mbnade, diade, triade e poliade) foi considerado
anormal. Sob microscopio optico foram contabilizados 1.500 produtos pés-
meioticos para cada acesso. A frequéncia foi obtida pela seguinte equacao (Yan
et al. 1997):

(2 Diade + Triade)

= 100
(2Diade + 3Triade + 4Tétadre) *

2n

Em que:
O numerador (2Diade + Triade) representa o numero total de gametas 2n
observados. O denominador (2Diade + 3Triad+ 4Tétrade) representa o nimero

total de gametas observados. Todas as laminas foram observadas sob
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microscoépio Optico (Olympus BX60), e as imagens foram capturadas com o cell

Sens Standard 1.8 (Olympus).
4.2.3.Indice Meibtico

Para a estimativa do indice meiético (IM), conforme Love (1951), botdes
florais na antese foram coletados em solugéo de etanol 70% e conservados na
geladeira a 4°C. No momento de preparo das laminas, dez anteras foram
maceradas em solucdo de carmim acético 1% e observadas sob microscoépio,
sendo preparadas cinco laminas. Para a estimativa do indice meio6tico foram
contados os numeros de produtos pos-meidticos nas cinco laminas analisadas,
sendo contados 300 produtos pos-meidticos por lamina, num total de 1500
produtos pés-meidticos. O indice meidtico é estimado pela relagdo entre o total de
tétrades normais e o total de produtos pés-meidticos. Tétrade com quatro nucleos
do mesmo tamanho foi considerada normal e qualquer desvio (mbnade, diade,
triade e poliade) foi considerado anormal. O indice foi obtido pela seguinte
equacao:

Numero total de tétrades
IM = 100

= p p . Ve
Numero total de podutos pdés — meibticos

Todas as laminas foram observadas sob microscopio optico (Olympus BX60), e

as imagens foram capturadas com o cellSens Standard 1.8 (Olympus).

4.2.4. Viabilidade Polinica

A viabilidade polinica dos acessos foi estimada via solucdo tripla de
Alexander (Alexander, 1969). Para tal, botdes florais na antese foram coletados
em solucdo de etanol 70% e conservados a 4°C. Na preparacao das laminas, as
anteras foram maceradas em uma gota do corante. Para cada acesso, foram
feitas cinco laminas e em cada lamina vao ser contados 300 grdos de pdélen,
totalizando 1.500 grdos de pdlen. Foram considerados vidveis 0s grdos com
formato e tamanho regular e que apresentaram coloracdo purpura. Foram
considerados inviaveis os graos que nao coraram, com protoplasto contraido ou

de formato e tamanho irregular.
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Foi avaliado, também, o namero de poros germinativos dos gréos de
polen, sendo considerados normais para o género, trés poros germinativos. Todas
as laminas foram observadas sob microscépio Optico (Olympus BX60), e as
imagens foram capturadas com o cellSens Standard 1.8 (Olympus).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

O numero de cromossomos dos acessos variou, porém a variagdo foi
maexpressiva na espécie P. cattleyanum, sendo que foram contados 33
cromossomos nos acessos UENF-F5P3, UENF-F6P1 e UENF-F6P3, em pro-
metafase | (Figura la, 1b e 1c, respectivamente), caracterizando-os como
triploides 2n=33 cromossomos, jA que o numero basico do género é x=11
cromossomos (Raven1975; Forni Martins e Martins 2007). O acesso UENF-F4P3
apresentou 30 cromossomos (Figura 1d), o UENF-F2P1 apresentou 44
cromossomos, onde é possivel observar 22 cromossomos em cada polo da célula
em telofase | (Figura 1e), caracterizando-o como tetraploide 2n=4x=44
cromossomos, e o0 acesso UENF-F3P3 apresentou 40 cromossomos (Figura 1f).
Souza et al. (2014) encontraram acessos de Psidium sp. com numero
cromossomico variando entre 30 e 36, e acessos de P. cattleyanum tetraploides

com 2n=44 cromossomos.



16

L

Figura 1 — Meiose em P. cattleyanum. A) Pro-metafase | em UENF-F5P3; B)
Pré-metafase | em UENF-F6P1; C) Pré-metafase | em UENF-F6P3; D) Pré-
metafase | em UENF-F4P3; E) Tel6fase | em UENF-F2P1; F) Teléfase | em
UENF-F3P3.

A meiose foi relativamente normal para os acessos (Figuras 2 a-b), no
entanto, algumas anormalidades foram observadas, como cromossomos
retardatarios (Figura 2C), divisdo assincrénica (Figura 2D) e citomixia (Figura 2E-
F). Os acessos UENF-F2P3, UENF-F4P5 (goiabeiras), UENF-F2P5 e UENF-F4P3
(aracazeiros) apresentaram o total de células mei6ticas com divisdo normal de
91,5%, 93,9%, 88% e 86%, respectivamente (Tabela 2). Os acessos UENF-F1P1
e UENF-F2P1 apresentaram 89,1% e 87,7%, respectivamente, das suas células
com divisdo meiotica normal. Os acessos de aracazeiros (UENF-F3P3, UENF-
F3P10, UENF-F5P3, UENF-F6P1 e UENF-F6P3) apresentaram divisdo meiotica
com 84%, 82,7%, 87%, 87,3% e 91,9% das células em divisbes normais,
respectivamente. O acesso UENF-F6P3 apresentou a menor porcentagem de
anomalias meidticas entre os aracas.

As anomalias mei6ticas mais comuns na maioria das espécies estao
relacionadas com falhas na segregacdo dos cromossomos (Pagliarini 2000),
podendo tanto ser a ocorréncia de cromossomos retardatarios ou segregacao

precoce em metafase e anafase I. Os cromossomos retardatarios podem ser
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perdidos durante a divisdo e podem dar origem a gametas aneuploides ou
inviaveis (Batisttin et al, 2006). Cromossomo retardatério é caracterizado por um
Cromossomo ou conjunto de cromossomos que nao se apresenta alinhado na
placa equatorial durante a metafase | ou Il (Figura 2C).

Segundo Risso-Pascotto et al (2003), os cromossomos retardatarios séo,
também, associados a presenca de micronucleos, no entanto apenas 0sS acessos
F2P1 e F6P1 apresentaram micronucleos. A ndo presenca de microndcleos nos
outros acessos pode ser devido a acdo do mecanismo de check-point. Esse
mecanismo pode ser acionado quando h& atraso na diviséo celular, caracterizado
guando o cromossomo nao apresenta o cinetdcoro ligado as linhas do fuso, assim
as proteinas desse complexo emitem um sinal para a ativacdo do check-point até
gue a situacao seja regularizada. Desse modo, a formacao de micronucleos pode
ter sido evitada. Nas células meiodticas, os check-points conhecidos sédo G1,Ss,
G./M e um ponto adicional que impede a segregacdo dos cromossomos na
meiose | até o término da recombinacado (Weinert, 1998).

Figura 2 — A) Metéfase | em UENF-F5P3; B) Anafase | em UENF-F2P1; C)
Cromossomos retardatarios em metafase || de UENF-F5P3; D) Divisao
assincrénica com préfase e metafase em UENF-F5P3; E) Citomixia em UENF-
F2P1; F) Citomixia em UENF-F1P1.



18

Nos acessos UENF-F1P1 e UENF-F2P1 (aracgazeiros), também foi
observada a ocorréncia de citomixia (Figura 2E - F), que é a migragdo de material
genético, produtos génicos e organelas entre células mae do podlen, através de
conexdes citoplasmaticas (Falistocco et al. 1995). Dependendo do numero de
células envolvidas e do tipo de transferéncia, esse fendbmeno pode levar a
formacdo de micrésporos inviaveis, aneuploides n&o reduzidos (2n) ou
poliploides, quando dois micrésporos doam todo o seu material genético para um
terceiro (Pierre e Sousa, 2011). Muitos fatores podem levar a ocorréncia da
citomixia, tais como fatores genéticos (Nirmala e Kaul, 1994), alteracdes
fisiologicas (Bell, 1964), mudancas de temperatura durante a meiose (Souza e
Pagliarini,1997) ou agentes quimicos (Gulfishan et al., 2010).



Tabela 2- Porcentagem de anomalias meidticas observadas nos acessos representantes das espécies P. guajava, P. cattleyanum, e
P.guineense.

Acessos
P. guajava P. cattleyanum P. guinense
Anomalias
o UENF UENF UENF UENF UENF UENF UENF UENF UENF UENF UENF
meioticas
F2P3 F4PS | ip1 E2P1 F2P5  F3P3  F4P3  F5P3 F6P1  F6P3 F3P10
Cromossomo
retardatario 7,5 6,1 10,1 12,3 12,0 13,0 14,0 9,0 10,7 8,1 15,3
Divisao
assincronica 1,0 0 0 0 0 3,0 0 4.0 2,0 0 2,0
Total de
células
anormais 8,5 6,1 10,1 12,3 12,0 16,0 14,0 13,0 12,7 8,1 17,3

6T
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Quanto a frequéncia de gametas ndo reduzidos 2n (Tabela 3), todos os
acessos estudados apresentaram uma frequéncia de gametas néo reduzidos
superiores a 1%, valor considerado normal para a maioria das populacdes
naturais de plantas (Schifino-Wittmann e Dall'agnol, 2001). Gametas n&o
reduzidos 2n sdo gametas que apresentam o mesmo numero cromossémico que
as células somaticas, ou seja, ndo sofrem reducdo de cromossomos durante a
meiose. O acesso UENF-F2P1 (aragazeiro) apresentou a maior frequéncia de
gametas nao reduzidos entre os acessos estudados, 31,3%; essa frequéncia tdo
alta pode ter ocorrido devido ao grande numero de diades (Figura 3A), ja que ela
da origem a dois gametas 2n, em comparac¢ao a triade que da origem a apenas
um gameta 2n. A origem da diade é causada por falha na redugédo cromossémica
na meiose | pelo mecanismo de restituicdo na primeira divisdo (RPD), onde os
Ccromossomos ndo migram para os polos na anafase | (Schifino-Wittmann e
Dall'agnol, 2001).

Figura 3 — Produtos pds-meioticos em Psidium. A) Diade com micronucleo em
UENF-F2P1; B) Triade em UENF-F6P1; C) Tétrade em UENF-F2P5; D) Triade
com micronucleo em UENF-F6P1; E) Triade e Diade em UENF-F3P3; F)
Tétrade em UENF-FGP3.
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Os acessos UENF-F5P3, UENF-F6P1 e UENF-F6P3 apresentaram
frequéncias de gametas 2n de 7,5%, 9,4% e 8,8%, respectivamente. Sendo que
nesses acessos o produto pds-meidtico anormal mais comum foi a triade (Figura
3B), que é formada pelo mecanismo de restituicdo de segunda divisdo (RSD),
onde ocorre falha na citocinese e na restituicdo do nucleo 2n. Os mecanismos
RPD e RSD apresentam consequéncias genéticas diferentes, jA que os gametas
produzidos por RPD transferem cerca de 80% de heterozigose dos progenitores
para a progénie e uma alta proporcao das interacdes epistaticas sdo mantidas
(Peloquin1981). JA& nos gametas originados pelo RSD, cerca de 45% da

heterozigose dos progenitores é transferida a progénie.



Tabela 3. Frequéncia de gametas 2n (F2n-%), indice meidtico (IM), e nimero de produtos pds-meidticos tipo Ménades (M), Diades
(D), Triades (T) e Tétrades (TT), em acessos representantes das espécies P. guajava, P. cattleyanum, e P. guinense.

P. guajava P. cattleyanum P. guinense
UENF UENF UENF UENF UENF UENF UENF UENF UENF UENF UENF
F2P3 FAPS5 F1P1 F2P1 F2P5 F3P3 F4P3 F5P3 F6P1 F6P3 F3P10
F2n 3,1 1,7 11,2 31,3 10,0 7,0 6,0 7,5 9,4 8,8 12,5
IM 87,8 93,2 66,6 40,6 69,8 75,2 78,6 72,6 68,6 69,7 59,4
M 0 0 0 0 8,0 4,0 2,0 0 0 0 15
D 0 0 101 540 93 14 25 20 46 32 66
T 182 102 400 345 351 352 292 384 425 422 528
TT 1318 1398 999 610 1048 1129 1180 1090 1029 1046 891

44
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A utilizacdo de gametas ndo reduzidos do tipo 2n pode ser uma
ferramenta muito importante no melhoramento de plantas, podendo ser utilizada
na poliploidizagcdo sexual ou como meio de transferir genes de interesse entre
niveis de ploidia diferentes (Ramana, 1992; Ramsey e Schemske 1998). Em
batata, a producéo de tubérculos de clones tetraploides obtidos por colchicina ndo
sofreu diferenca, em comparacdao aos clones tetraploides obtidos por
poliploidizagdo sexual que apresentaram produgéo significativamente maior
(Peloquinet al. 1989).

Simioni (2004) obteve sucesso em aumentar a frequéncia de gametas
nao reduzidos em trevo vermelho (Trifolium pratense), utlizando ciclos de
selecdo. Foi utilizada a morfologia do grao de pdlen como meio de deteccéo de
gametas nao reduzidos, sendo o podlen de maior tamanho que o normal
(macropolen) caracterizado como né&o reduzido. A autora obteve ja na primeira
triagem, a procura de plantas produtoras de gametas nao reduzidos, uma
populacdo com alta frequéncia de individuos produtores de macropolen.

O produto pdés-meiodtico mais comum, para a maioria dos acessos foram as
tétrades (Figura 3c), que sado resultantes de uma divisdo meidtica normal. Pelo
indice Meidtico (Love, 1951) os acessos de goiabeira (UENF F2P3 e UENF F4P5)
apresentaram o maior indice mitético, 87,8 e 93,2%, respectivamente (Tabela 3).
Os acessos de P. cattleyanum apresentaram uma variacéo alta, sendo o acesso
com maior indice meiotico o UENF F4P3, com 78,6% e o acesso UENF F2P1
com o menor indice, 40,6%. O acesso de P. guineense UENF F3P10 também
apresentou um indice baixo, 59,4%.

Segundo Love (1951), plantas que apresentam indice mei6tico menor que
90% sao caracterizadas como meioticamente instaveis. Desse modo, apenas o
acesso de goiabeira UENF F4P5 apresentou indice superior a 90%, configurando,
entdo, uma meiose estavel. O restante dos acessos apresentou indice meiotico
inferior a 90%, caracterizando-os como tento a meiose instavel.

Quanto a viabilidade polinica dos acessos, a mesma variou de 47% a
79,6% para os aracas e 95 a 99,6% para as goiabeiras (Tabela 2), onde a
porcentagem mais baixa foi do acesso UENF-F3P10, 47%, provavelmente um
acesso semi-estéril e pouco util para o melhoramento, se utilizado como genitor
masculino. Essa viabilidade baixa pode ser explicada pelo alto numero de

produtos pdos-meidticos anormais do tipo diade e triade. Foi possivel observar
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uma correlagdo positiva entre o niumero de tétrades normais e a viabilidade do
polen. Causas ndo genéticas, incluindo estagio do polen e fatores fisicos como
temperatura e umidade, sédo citadas como fatores que podem afetar a viabilidade
do pdlen (Palma-Silva et al., 2008). O estudo da viabilidade do grdo de pdlen é
importante para investigacdo de problemas de fertilidade que a planta possa
apresentar (Pefialoza, 1995). Coser et al. (2012) trabalharam com gendétipos P.
guajava de diferentes procedéncias e encontraram variagao entre as viabilidades
polinicas, no entanto, todos os genétipos apresentaram viabilidade alta, acima de
70%.

Figura 4 — A) Graos de pdlen viaveis com dois e trés poros germinativos em
UENF-F2P3; B) Graos de pdlen inviaveis com trés, quatro e cinco poros em
UENF-F1P1; C) Grao de polen com dois poros em UENF-F5P3; D) Pdlen com
cinco e quatro poros em UENF-F2P1; E) Graos de pdlen com trés e quatro
poros em UENF-F2P5; F) Pdlen viavel com dois e trés poros em UENF-F4P5.



Tabela 4- Viabilidade polinica (VP - %) e percentagem de aberturas germinativas por pélen (AG - %) nos acessos representantes

das espécies P. guajava, P. cattleyanum, e P.guineense.

P. guajava P. cattleyanum P. guinense

UENF UENF UENF UENF UENF UENF UENF UENF UENF UENF UENF

F2P3 F4P5 F1P1 F2P1 F2P5 F3P3 F4P3 F5P3 F6P1  F6P3 F3P10
VP 95,0 99,6 68 53,8 79,6 71,5 76,7 73,6 76,0 77,1 47,0
1AG 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,8
2AG 12,4 10 0 10,7 20 13 24 7,3 12 11,3 4,6
3AG 86,2 84,6 91,3 61,3 71,0 71,0 74,0 76,0 73,8 72,3 79,6
4AG 1,4 54 5,7 12 5,3 16,0 2,0 14,7 13,0 16,4 11,4
5AG 0 0 3,0 16 3,7 0 0 2,0 1,2 0 3,6

AG: Abertura Germinativa.

14
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Uma caracteristica observada nesse estudo foi a ocorréncia de gréos de
poélen com mais de trés poros germinativos (Figura 4b, 4d e 4e), sendo o normal
considerado para a maioria das dicotiledoneas a presenca de trés
poros(Fukushima e Shoichi, 1964). Foram observados gréos de pélen com trés ou
mais poros germinativos em todos 0S acessos, entretanto os aragazeiros
apresentaram, em sua maioria, maior porcentagem de graos de pdélen com mais
de trés poros maiores que o0s dois acessos de goiabeiras, sendo essa
caracteristica mais um indicativo da natureza poliploide dos acessos de
aracazeiro.

O numero, a posicdo e a orientacdo dos poros do grao de pdlen estdo
diretamente ligados ao padrdo da citocinese meidtica na antera (Blackmore e
Crane, 1998). A formacéo da parede celular em microsporocitos ocorre de duas
formas, a primeira maneira seria a sucessiva, onde a calose € formada depois da
meiose | e novamente no final da meiose Il, ou do modo simultdaneo, onde a
citocinese ndo ocorre até o final da divisdo meidtica. A maioria das
eudicotiledbneas apresenta citocinese simultanea. (Ressayre et al., 1988).

Najcevaska e Speckmann (1968) estudaram as espécies Trifolium
pratense, Trifolium alexandrinum e Trifolium repens, tanto diploides e tetraploides
e observaram que nas trés espécies, ao duplicar o nimero de cromossomos,
ocorreu um aumento significativo na quantidade de graos de pélen com mais de
trés poros germinativos, sendo a variacdo no numero de poros germinativos maior
nas plantas autopoliploides do que nas néo duplicadas.

Fukushima e Shoichi (1964), trabalhando com diversas espécies da tribo
Brassiceae (géneros Brassica, Sinapis, Rophanus e Crambe), composta de
individuos diploides e poliploides artificiais, constataram que o niumero de poros
germinativos nos graos de pdélen mais comum foi trés, exceto para poucos
poliploides. Observou também que a poliploidia esta relacionada, nesta tribo, com
uma maior ocorréncia de graos de polen com namero de poros anormal, sendo
gue o aumento de genomas esta diretamente relacionado com o aumento no
namero de poros. Também foi constatado que a ocorréncia de graos com quatro

poros foi mais frequente em autotetraploides do que em alotetraploides.
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6. CONCLUSOES

Foi possivel determinar o nivel de ploidia de quatro acessos de P.
cattleyanum, sendo UENF-F5P3, UENF-F6P1 e UENF-F6P3 triploides e UENF-
F2P1 tetraploide. Os acessos utilizados nesse estudo apresentaram
comportamento meiotico normal; entretanto, apresentaram alta frequéncia de
gametas nao reduzidos tipo 2n. O acesso com a maior frequéncia de gametas
2n, UENF F2P1, também apresentou a menor viabilidade polinica, o que pode
dificultar a utilizacdo dos gametas 2n masculinos. Um modo de contornar essa
dificuldade € utilizar o acesso como receptor de polen, tornando importante
estudar os gametas femininos e averiguar se a frequéncia de gametas 2n
também é alta. Os dois acessos de goiabeira obtiveram viabilidade polinica
satisfatoria, bem como a maioria dos acessos de P. cattleyanum. Foi observado
gue o0s acessos poliploides apresentaram graos de pdolen com aberturas

germinativas superiores a trés.
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