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RESUMO

A familia Myrtaceae abriga uma ampla diversidade de espécies com frutos comestiveis, com destaque
para o araca amarelo (Psidium cattleyanum Sabine), que apresenta potencial econdmico nas regides
Nordeste e Sul do Brasil. Diversas metodologias estdo sendo desenvolvidas para a aplicacdo de técnicas
de controle de polinizacdo, visto que o pdlen é um fator que se torna crucial na producdo de frutos,
podendo ser utilizado no aperfeicoamento de genotipos. Nesse sentido o estudo do manejo polinico
também se vé& necessario, uma vez que sdo raras a ocorréncia de doencgas transmitidas via poélen,
permitindo a transferéncia segura de gametas. Assim, o presente estudo tem por objetivo avaliar técnicas
de polinizacdo e manejo do polen de P. cattleyanum para utilizagdo em programas de melhoramento na
Zona da Mata Norte Pernambucana. Para a biologia floral foram utilizados 5 bot6es florais para cada
tratamento, totalizando 11 tratamentos e 3 técnicas de polinizacdo (polinizacdo aberta, autopolinizacdo
e polinizacdo cruzada), utilizando acessos do banco germoplasma do Instituto Agrondmico de
Pernambuco (IPA) na estacdo experimental de Itambé-PE. Foram calculados os indices de
autoincompatibilidade (IAl) e o de eficiéncia reprodutiva (ER). Para conservacdo do polen foram
testados trés diferentes meios de cultura. Assim como coleta de botdes florais de P. cattleyanum, nos
meses de julho e agosto. O poélen extraido foi dividido em trés frascos e armazenado em diferentes
temperaturas (24°C, 5°C e -18°C). A viabilidade do polen foi avaliada a cada 30 dias até atingir a
inviabilidade. A germinagdo in vitro sendo avaliada 24 horas apds a inoculagdo, considerando-se
germinados os grdos de polen com tubos polinicos iguais ou superiores ao didmetro do préprio grdo. Se
utilizou um microscépio 6ptico com aumento de 200x para a contagem dos gréos de polen. O araga-
amarelo apresentou polinizagdo facultativa, utilizando tanto a autopolinizagdo quanto a polinizacdo
cruzada para sucesso reprodutivo. E auto compativel, com indice de autoincompatibilidade (1Al) de
0,88, e possui alta eficiéncia reprodutiva (ER) de 1,50, evidenciando eficécia na transferéncia de pdlen
pelos polinizadores. N&o houve diferenca significativa entre os meios de cultura 1 e 2 em relacéo ao
percentual de germinacdo do polen. A analise da viabilidade polinica apds desidratacdo de 4 horas em
bancada seguida por 24 horas no dessecador ndo foi adequada, pois ndo foram obtidos resultados
significativos de germinacdo. Na analise de viabilidade do p6len apés 24 horas de incubacdo em camara
Umida de flores em antese e pré antese, observou maior nimero de p6len germinado das flores em
anteses. O armazenamento em temperaturas mais baixas prolonga a durabilidade do material, permitindo
observar a germinacao por um periodo mais longo. O nimero de p6lens germinados diminuiu em cada
teste realizado durante os periodos de armazenamento em bancada, geladeira e freezer. Os resultados
auxiliam na compreensdo significativa sobre a reprodugdo e o armazenamento do pdlen de P.
cattleyanum, contribuindo para 0 manejo produtivo da cultura e para 0 avan¢co no melhoramento
genético de plantas.

Palavras- chave: Araca- amarelo, germinagdo in vitro, melhoramento genético, reproducéo sexual,
viabilidade polinica.



ABSTRACT

The Myrtaceae family encompasses a wide diversity of species with edible fruits, notably the yellow
araca (Psidium cattleyanum Sabine), which holds economic potential in the northeastern and southern
regions of Brazil. Various methodologies are being developed for the application of pollination control
techniques, as pollen is a crucial factor in fruit production and can be used to enhance genotypes. In this
context, the study of pollen management is also necessary, as diseases transmitted via pollen are rare,
enabling the safe transfer of gametes. Thus, the present study aims to evaluate pollination techniques
and pollen management of P. cattleyanum for use in breeding programs in the Zona da Mata Norte
region of Pernambuco. For the floral biology analysis, 5 floral buds were used for each treatment,
totaling 11 treatments and 3 pollination techniques (open pollination, self-pollination, and cross-
pollination), using accessions from the germplasm bank of the Agronomic Institute of Pernambuco
(IPA) at the experimental station in Itambé-PE. The self-incompatibility index (SII) and the reproductive
efficiency (RE) were calculated. For pollen conservation, three different culture media were tested, as
well as floral bud collection of P. cattleyanum in July and August. The extracted pollen was divided into
three vials and stored at different temperatures (24°C, 5°C, and -18°C). Pollen viability was assessed
every 30 days until it became nonviable. In vitro germination was evaluated 24 hours after inoculation,
considering pollen grains germinated when their pollen tubes were equal to or greater than their own
diameter. A light microscope with 200x magnification was used to count the pollen grains. The yellow
aracd exhibited facultative pollination, utilizing both self-pollination and cross-pollination for
reproductive success. It is self-compatible, with a self-incompatibility index (SIl) of 0.88 and high
reproductive efficiency (RE) of 1.50, demonstrating effective pollen transfer by pollinators. No
significant differences were observed between culture media 1 and 2 regarding pollen germination rates.
The analysis of pollen viability after 4 hours of dehydration on a bench followed by 24 hours in a
desiccator was not adequate, as no significant germination results were obtained. In the viability analysis
after 24 hours of incubation in a humid chamber with flowers in anthesis and pre-anthesis, more
germinated pollen was observed in flowers in anthesis. Storage at lower temperatures extended the
material's durability, allowing germination to be observed for a longer period. The number of germinated
pollen grains decreased with each test performed during storage periods on the bench, in the refrigerator,
and in the freezer. The results provide significant insights into the reproduction and pollen storage of P.
cattleyanum, contributing to productive crop management and advancements in plant genetic
improvement.

Keywords: Yellow strawberry guava, in vitro germination, genetic improvement, sexual reproduction,
pollen viability.
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1. INTRODUCAO

O entendimento dos mecanismos de polinizacdo desempenha um papel fundamental do
seu manejo em programas de conservacdo, pois possibilita a criacdo de estratégias que
aprimoram a preservacdo da variabilidade genética (Melo Junior et al., 2015). A polinizagdo
assume uma funcéo crucial nos programas de melhoramento genético de plantas, possibilitando
a geracdo de novas cultivares que apresentam caracteristicas desejadas, resultando em
melhorias significativas na produtividade e na resisténcia das culturas. Essas melhorias podem
incluir maior resisténcia a pragas e doencas, aumento da produtividade e aprimoramento da
qualidade dos frutos (Santillan-Fernandez, 2021).

A polinizacdo é um sistema que esta relacionado com a reproducdo sexuada e ocorre
por meio de diferentes recursos, como o bidtico, que envolve a transferéncia de gametas com o
auxilio de organismos vivos, conhecidos como agentes polinizadores e o meio abiéticos, onde
a troca de material genético entre plantas é conduzida por influéncias ambientais, como o vento
e a agua (Gottsberger, 2014). Dessa forma, assegurando a diversidade genética, a formacao de
frutos e a producao de sementes.

O Brasil destaca-se como um pais que apresenta uma das maiores biodiversidades do
mundo, contando com uma rica diversidade de familias em sua flora, incluindo cerca de 40%
de espécies vegetais endémicas (Seppir, 2018; Mma, 2018). Essa vasta biodiversidade engloba
a familia Myrtaceae, apresentando espécies de potencial econémico, como frutos comestiveis,
0s quais possuem um alto valor nutricional, pois apresenta quantidade consideravel de
antioxidantes, flavonoides e antocianinas, grandes variedades de texturas, cores, aromas e
sabores, como ocorre na espécie de Psidium cattleyanum Sabine (araca amarelo) (Cetap, 2014).

Além disso, ¢ uma fruta rica em vitamina C, &cidos graxos, polissacarideos,
carotenoides, compostos fendlicos e diversos minerais (Pereira et al., 2018). O Psidium
cattleyanum produz frutos de pequeno porte com um sabor agridoce e uma coloragao que pode
variar entre tons de amarelo e vermelho. Essas caracteristicas séo amplamente valorizadas tanto
pela avifauna como pela populacdo humana (Marques et al., 2018). Seu fruto € amplamente
utilizado na culinaria na producao de sucos, compostos, geleias e licores (Gualberto, 2023).

Apesar de amplamente utilizado na culinaria e o consumo in natura do fruto, a espécie
P. cattleyanum também encontra aplicagcbes na medicina tradicional e na producdo de 6leos
essenciais, como também desempenha um papel importante em planos de recuperacdo de areas
degradadas (Macaubas- Silva et al., 2019). Mesmo com inlimeros recursos que o araca-amarelo

possa oferecer, hd uma caréncia de estudos sobre a conservagdo e armazenamento pés-colheita
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e as técnicas mais pontuais para o prolongamento da sua vida em prateleira. Apresentando a
alta incidéncia de frutos atacados por insetos, contribuem para uma maior depreciacdo do fruto
in natura (Bezerra, 2018).

Diversas metodologias como a polinizacdo aberta (livre), a polinizagdo cruzada
(xenogamia) e a autopolinizacao (autogamia) (Bouvet et al., 2020) s&o empregadas na aplicacédo
de técnicas de controle de polinizacdo para aperfeicoar os genotipos. Ao investigar o0 manejo
polinico, abre-se caminho para o desenvolvimento de abordagens que visam preservar a
vitalidade do pdlen, estendendo sua funcionalidade e, assim, ampliando as chances de uma
polinizagdo bem-sucedida. A viabilidade do po6len é um pardmetro de extrema importancia,
pois, aléem de demonstrar a capacidade reprodutiva masculina da espécie, também contribui
para estudos taxondmicos e ecologicos, fornecendo informacdes fundamentais para aplicacdo
pratica tanto na conservacdo genética quanto no cultivo da espécie (Hister; Tedesco, 2016).

Por meio da utilizagdo de técnicas de polinizacdo, é viavel a geracdo de hibridos que
promovem o0 surgimento de plantas superiores, unindo caracteristicas vantajosas de duas
variedades parentais em um Unico organismo. E observado o crescente aumento na
produtividade de espécies relacionadas diretamente ao desenvolvimento de materiais genéticos
de maior potencial produtivo, sobretudo pelo aprimoramento da hibridacdo e clonagem (De
Assis, 2015). Ao investigar o manejo polinico, abre-se caminho para o desenvolvimento de
abordagens que visam preservar a vitalidade do polen.

A avaliacdo da viabilidade do grdo de polen pode ser feita por métodos diretos
(germinacdo in vitro) e métodos indiretos (colorimetria) (Campos et al., 2015). Na germinacao
do pdlen in vitro, a viabilidade pode variar de acordo com a composic¢ao do meio, o periodo de
armazenamento do grao de pdlen e os aspectos fisioldgicos da espécie em estudo (Shekari et
al., 2016).

Na conservacao do material genético para uso futuro é observado o armazenamento do
grdo de polen a baixas temperaturas, criando condicdes ideais para manter o poder germinativo,
0 vigor e 0s processos genéticos, sendo necessario monitorar essa capacidade por meio de testes
de viabilidade antes, durante e apds o armazenamento (Novara et al., 2017).

As espécies vegetais com potencial econdmico motivam a busca por um
aprofundamento no entendimento do organismo, abrangendo diversos aspectos, incluindo
ecologia, genética, morfologia e quimica (Sousa; Sobral, 2007). Um dos fatores cruciais na
selecdo de gendtipos para programas de melhoramento € a viabilidade polinica, uma vez que
grdos de pdlen viadveis exercem um impacto direto sobre o éxito da fertilizacao (Cabral et al.,
2013).
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Para o desenvolvimento e a expansdo da cultura de P. cattleyanum, é necessario o
aproveitamento mais racional dos fatores que a espécie apresenta, podem-se citar a facilidade
da propagacdo por sementes, a ampla faixa de distribuicdo geogréfica, a adaptacdo a diferentes
habitats e o grande potencial de exploracdo econémica, sendo caracteristicas que possam vir a
serem usadas para 0 melhoramento genético da espécie (Vieira et al., 2010).

Diante disso, a pesquisa tem como finalidade o estudo de técnicas de polinizacao e
métodos de conservacao de polen de Psidium cattleyanum no banco de germoplasma do IPA,

Itambé, Pernambuco.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Psidium cattleyanum Sabine

Existem em torno de 60 espécies registradas do género Psidium no Brasil (Flora do
Brasil, 2020), sendo a espécie Psidium cattleyanum Sabine encontrada, principalmente, na
Caatinga, Cerrado e Mata Atlantica, abrangendo do Ceara ao Rio Grande do Sul e presente na
costa do Uruguai (Sobral et al., 2015).

O P. cattleyanum possui um bom desenvolvimento em climas tropicais ou subtropicais,
ou seja, apresentando um crescimento saudavel e eficiente. E uma planta de médio porte,
podendo atingir cerca de 3 a 6 m de altura, sendo apresentado na forma arbérea como arbustiva,
também é endémica do Brasil (Proenca; Costa; Tuler, 2023)

O Psidium cattleyanum, apresenta altura média que varia de 1,5 a 6 m, com tronco
geralmente tortuoso, de casca fina de coloracdo castanha, descamante, folhas coriaceas, glabras,
obovadas com 5 a 10 cm de comprimento por 3 a 6 cm de largura, sendo encontradas variedades
com frutos amarelos e com frutos vermelhos (Silva; Mazine, 2016).

Por ndo haver um consenso entre 0s especialistas, a espécie apresenta uma certa
quantidade de denominacdes especificas, principalmente quanto a coloracdo do fruto, como
araca, aracd-amarelo e aracd-vermelho. Sdo relatadas diferencas na anatomia do lenho,
morfologia foliar e na coloracdo dos frutos, que podem apresentar de cor amarela ou
avermelhada, polpa mucilaginosa, com inimeras sementes, sendo consumida in natura ou na
forma processada como suco, sorvete, licores ou doces (Dias, 2015).

Citologicamente, P. cattleyanum é uma planta octapldide com 88 cromossomos, 0 que
indica uma tendéncia para poliploidia, o género Psidium apresenta flores brancas e

hermafroditas, com numerosos estames e um ovario infero, dividido em trés a quatro Iéculos e
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contendo mais de 100 6vulos, os graos de pblen exibem diferentes formas e os grédos de polen

ovais ou disformes sdo possivelmente inviaveis (Noia et al., 2017).

2.2 Biologia reprodutiva

E estudos tratando da biologia reprodutiva de espécies da familia Myrtaceae, sdo
escassos e 0s poucos trabalhos na area exploram apenas parte deste assunto, como exemplo
podem ser citado o trabalho de Da Costa et al. (2015) que trata de aspectos da biologia floral
de P. cattleyanum.

Estudos relacionados a biologia reprodutiva, envolvendo o conhecimento da biologia
floral, fenologia, estratégias de cruzamento e ecologia de polinizacdo séo eficiente ferramenta
para contribuir no aprimoramento de estratégias de manejo e de conservacdo das espécies
(Perleberg, 2017).

As flores de Psidium sdo solitarias e axilares, também s&o diclamideas, hermafroditas,
pentameras, actinomorfa, pedunculadas, com duas bracteas, ciclicas e com simetria radial, de
coloragéo branca e célice fechado no botéo, além disso, apresenta alto numero de estames, entre
250 e 480, os quais tém filete branco. O ovario apresenta niamero de 6vulos variando de 94 a
165, nimero de graos de pdlen por antera varia de 754 a 1558 e seu calice é gamossépalo com
cinco sépalas e corola dialipétala, com cinco pétalas (Franzon; Souza-Silva, 2017).

Suas flores sdo visitadas por diversos organismos generalistas, mas a principal sindrome
de polinizacdo é a melitofilia (Kosera Neto, 2018), estabelecendo interagdes com abelhas e
apesar das abelhas auxiliarem na fertilizagdo, P. cattleyanum tem a capacidade de produzir
frutos a partir de autopolinizacdo, por conta disso, é reconhecida como xenogamica facultativa
(Da Costa et al., 2015). A polinizagéo por abelhas € o sistema de intera¢do predominante entre
as Myrtaceae, cuja pétalas e estames funcionam como atrativos visuais e olfativos fundamentais

para os visitantes (Vasque; De Matos Costa; Leite, 2023).

2.3 Polinizacéo

As espécies vegetais exibem uma variedade de estratégias nas suas técnicas de
reproducéo, destacando-se dois tipos principais de mecanismos: a reprodugdo sexuada, que
envolve a formacdo de sementes, e a reproducdo assexuada, que ocorre através de partes

vegetativas como galhos, ramos, raizes e folhas (Embrapa, 2011).
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A polinizacdo desempenha um papel crucial na reproducdo e na producéo de frutos. E
um sistema que esta relacionado com a reproducédo sexuada e ocorre por meio de diferentes
recursos, como o bidtico, que envolve a transferéncia de gametas com o auxilio de organismos
vivos, conhecidos como agentes polinizadores e 0 meio abioticos, onde a troca de material
genético entre plantas é conduzida por influéncias ambientais, como o vento e a agua
(Gottsberger, 2014).

Diversas metodologias sdo empregadas na aplicacdo de técnicas de controle de
polinizacdo para aperfeicoar os genotipos. Essas incluem a polinizacdo aberta (livre), a
polinizagdo cruzada (xenogamia) e a autopolinizagdo (autogamia) (Bouvet et al., 2020).

Na autopolinizacdo a transferéncia do pdlen das anteras para o estigma ocorre em uma
mesma flor e entre flores de um mesmo individuo (geitonogamia;), na polinizacao cruzada é
possivel observar entre flores de individuos distintos de uma mesma espécie (intraespecifica)
ou de espécies diferentes que apresentam um grau de parentesco dentro do mesmo género ou
familia (interespecifica) (Vieira; Fonseca, 2014).

Na polinizacdo aberta, as flores ficam expostas a acdo de polinizadores. O entendimento
das relacOes entre plantas e polinizadores desempenha um papel fundamental na compreensao
da estrutura e da dinamica das comunidades, bem como no entendimento de seus processos de
regeneracao (Perleberg, 2017).

Nas flores hermafroditas a xenogamia pode ser uma obrigatoriedade ou pode ser
favorecida por meio de diversas estratégias reprodutivas que impedem a autopolinizacao
(hercogamia, dicogamia e autoincompatibilidade) (Nucci, 2017).

A hercogamia refere-se a uma técnica em que uma barreira fisica é estabelecida na flor,
com o androceu e 0 gineceu posicionados de forma separada (por exemplo, o estigma acima
das anteras), por outro lado, a dicogamia envolve o amadurecimento do androceu e do gineceu
em épocas diferentes, logo a autoincompatibilidade é uma barreira genética que abrange a
capacidade da planta em reconhecer e rejeitar seu proprio pélen, permitindo a fecundagédo

apenas com o pélen de outro individuo (Vieira; Fonseca, 2014).

2.4 Manejo de pdlen

Em programas de melhoramento € fundamental garantir a viabilidade do pélen dos
gendtipos a serem utilizados, pois, se torna necessario conhecer as condi¢Ges adequadas para
manuseio e armazenamento de pélen, podendo assim planejar cruzamentos manuais entre

genotipos selecionados (Jalca Zambrano, 2019).
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Existem métodos de armazenamento polinico que dependera da espécie utilizada e
finalidade, um exemplo é observado na pesquisa de De Souza (2017), a qual aborda que para a
conservacao do polen de Eucalyptus spp. apds secagem no refrigerador (4 °C), a reducdo menos
drastica da umidade pode ser aceitavel, porém, isso implica no encurtamento da viabilidade,
para 0 armazenamento sob temperaturas mais baixas, como em congeladores (freezers) (- 18
°C, - 20 °C, - 36 °C) e ultra freezers (- 80 °C). A temperatura, teor de umidade e o tempo sdo
fatores que influenciam na conservacdo do polen, podendo prolongar a viabilidade. O polen
pode permanecer viavel de minutos ha anos dependendo da espécie (Shivanna, 2019).

Em razdo disso, a estimativa da viabilidade polinica é importante, pois, evidencia o
potencial masculino de reproducédo da espécie e € responsavel pela selecdo de gendtipos para o
programa de melhoramento, uma vez que os graos de polen influenciam diretamente no sucesso
da fertilizacdo da planta (Hister et al., 2016).

O estudo da viabilidade do pdlen também é empregado no monitoramento dos gréos de
po6len armazenados, assim possa Vvir a garantir a fecundacéo no cruzamento entre genétipos que
apresentam floracdo em diferentes épocas ou entre locais distantes.

Técnicas in vivo e in vitro sdo bastante utilizadas para se avaliar a viabilidade polinica,
0s testes in vitro sdo mais utilizados por serem mais simples e rapidos de realizar (Dusi;
Rodrigues; Carneiro, 2023). Na preparacdo do meio de cultura, os nutrientes e a sacarose
possuem um papel fundamental para a germinacdo e a adicdo de &gar ao meio de cultura,
embora para algumas espécies seja uma contribuicao substancial, o agar demonstrou que nao

condiciona o desenvolvimento do tubo polinico (Garcia et al., 2015).

2.5 Importéancia do conhecimento de biologia reprodutiva e manejo de pélen para

programas de melhoramento florestal

O conhecimento e planejamento das etapas de um programa de melhoramento, como a
selecdo dos melhores genitores, estimativas de parametros genéticos, aplicacdo de indices de
selecdo e a viabilidade das estratégias de selecdo sdo imprescindiveis para o melhorista
compreender o potencial genético das populacdes e para direcionar a selecdo de genotipos
superiores (Borém; Miranda; Fritsche-Neto, 2021; Sulistyo; Purwantoro; Sari, 2018).

As anélises sobre a biologia reprodutiva, que incluem avaliaces da biologia floral, os
mecanismos de polinizacdo e os registros fenoldgicos mostram-se de extrema importancia,
tanto para 0 meio natural quanto para producdo em escala comercial ou visando fomentar novas

pesquisas, no planejamento de cruzamentos dirigidos (Perleberg, 2017).
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E crucial adquirir um profundo entendimento da biologia floral, dos padrées fenoldgicos
e das vias de transporte de pdlen, juntamente com a analise do sistema reprodutivo. Essa base
de conhecimento é essencial para viabilizar a criagdo de programas de aprimoramento genético
de sucesso.

Ao escolher genotipos com potencial para futura domesticagdo e aprimoramento
genético, é recomendavel avaliar cuidadosamente os atributos de qualidade da espécie. Isso
inclui a observacéo das caracteristicas das flores, frutos, porte da planta e sua capacidade de
dispersdo. Espécie onde seus frutos sdo o principal foco, destacam caracteristicas que englobam
a aparéncia, sabor, aroma, textura, tamanho e vida da prateleira, constituindo-se assim a base
do trabalho do melhorista (Pirola, 2017).

A reproducdo e o controle do pdlen tém papéis fundamentais nos programas de
melhoramento genético de plantas, culminando no desenvolvimento de variedades de espécies
aprimoradas. Isso resulta em melhorias relacionadas a qualidade, produtividade e resisténcia
das plantas, sendo alcangadas por meio de diversos processos, dessa forma, a combinagdo das
estratégias de reproducdo e manejo de polen vem a impulsionar o progresso na obtencéo de
plantas mais produtivas e resistentes (Espalhok; Guerra; Oliveira, 2014)

Assim, de acordo com Borém et al. (2021) pode-se citar processos, como: selecdo de
caracteristicas, que se desenvolve através da reproducéo e a gestdo do polen, possibilitando a
identificacdo e selecdo de plantas que expressam as caracteristicas desejadas (resisténcia a
pragas e tolerancia a condigdes adversas); desenvolvimento de novas variedades, ocorrendo por
meio de cruzamentos seletivos e controle do polen. Segundo Oliveira et al. (2014), existem
diferentes tipos de estratégias utilizadas para 0 melhoramento de uma espécie, podendo destacar
a estratégia classicas de melhoramento que fazem uso da hibridacéo sexual controlada e selecdo
de hibridos naturais.

Apesar da familia Myrtaceae apresentar continuas pesquisas e desenvolvimentos no
melhoramento genéticos de Eucalyptus spp., como, por exemplo, pesquisas relacionadas a
hibridizacao, estudos sobre o potencial genético de Psidium cattleyanum é raro, mas pode-se
destacar o experimento conduzido por Miranda et al. (2012) que indica o uso de P. cattleyanum
em cruzamentos com goiabeiras visando o melhoramento de cultivares ou para estudo sobre a

heranga genética da resisténcia ao nematdide Meloidogyne enterolobii.
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3. OBJETIVOS

3.1 Geral
e Avaliar técnicas de cruzamento e manejo do pélen de Psidium cattleyanum Sabine para

utilizacdo em programas de melhoramento na Zona da Mata Norte Pernambucana.

3.2 Especificos
e Avaliar trés técnicas de cruzamentos da espécie de Psidium cattleyanum Sabine;
e Comparar trés meios de cultura para a germinacao in vitro dos gréos de polen;

e Testar trés temperaturas de armazenamento e avaliar a viabilidade de polen;
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4. MATERIAL E METODOS
4.1 Local do estudo
O estudo foi conduzido no Instituto Agrondmico de Pernambuco (IPA) na estacdo
experimental de Itambé-PE e Laboratorio de Anélise de Sementes Florestais do Departamento
de Ciéncia Florestal da Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE). Se utilizou
materiais presentes no banco ativo de germoplasma - BAG, implantado em 2010 na Estacdo
Experimental de Itambé, contendo 29 acessos de Psidium cattleyanum Sabine (araca amarelo)

com espagamento de plantio de 6 m x 5 m (Figura 1).

Figura 1: Croqui do banco de germoplasma de Psidium cattleyanum Sabine, presente na
estacdo experimental do IPA. Destacados em negrito os acessos utilizados (1.6, 1.30, 1.31, 1.33,
1.34,1.36, 1.37, 1.44, 1.45, 1.49 e 1.50).
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4.2 Polinizagéo

Para a verificacdo do sistema reprodutor de P. cattleyanum, utilizou 11 tratamentos
(acessos), sendo levados em consideracdo para a selecdo: quantidade de botbes florais,
incidéncia de pragas e doencas, porte do individuo. Para a realizagdo dos cruzamentos 0s botdes
florais foram submetidos a trés técnicas de polinizacdo sugeridas por Kearns e Inouye (1993),

que sdo: i) polinizacdo aberta (controle), no qual, cinco botbes florais por individuo foram
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marcadas com tinta vermelho e permaneceram expostas aos polinizadores; ii) autopolinizacao
(autogamia), no qual, cinco botbes por individuo em pré-antese emasculadas foram isoladas e
polinizadas com pélen da mesma flor, iii) polinizacdo cruzada (xenogamia), cinco botfes por

individuo em pré-antese emasculadas foram isoladas e polinizadas com pdlen de outro

individuo.

Para avaliar a polinizacdo cruzada, os botdes florais foram cuidadosamente abertos com
um alicate, seguido pela emasculacéo para prevenir a autopolinizagdo. Em seguida, as anteras
da planta matriz com a maior producédo de pélen foram coletadas e passadas por uma peneira
duas vezes para liberar os gréos de polen. Para aplicar o polen, utilizou-se um palito de madeira
com uma ponta cortada em bisel, seguindo a técnica de Protoginia Artificialmente Induzida
(PAI) de acordo com Assis et al. (2005). Finalizado a polinizagdo os ramos foram destacados
com tinta vermelho e cercados com a estrutura de arame e tecido nédo tecido TNT® (Figura 3A),
evitando polinizadores.

Na autopolinizacéo, realizou a emasculados dos individuos e suas anteras coletadas para
a separacgdo do pélen que foi realizado em uma peneira. Feito a separacdo do pdlen o mesmo
ficou secando a temperatura ambiente em média 4 horas e em seguida colocado sobre o estigma
da mesma flor, em seguida os ramos ficaram cercados com estrutura de arame e tecido TNT®
(Tecido ndo tecido) (Figura 3A).

Apo0s a realizacdo dos testes reprodutivos, os ramos utilizados para as polinizagdes
abertas foram marcados com tinta vermelho. Foram realizadas avaliacdes do sucesso das
polinizacdes que de inicio se verificaram com o escurecimento do estigma da flor e a cada 30
dias, no inicio do més realizou a verificacdo da formacdo ou ndo de frutos (Figura 3B) dentro
dos sacos de TNT e dos testes controle demarcados em vermelho.
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Figura 3: (A) Flores ensacadas com TNT; (B) Fruto de Psidium cattleyanum Sabine, (C)

Polinizacdo manual;

Também foram calculados os indices de autoincompatibilidade (1Al), relacéo entre o
percentual de frutificacdes provenientes de autopolinizacdo manual (Figura 3C) e o percentual
de frutificacbes de polinizagbes cruzadas (Sobrevila e Arroyo, 1982). Se o indice de
autoincompatibilidade for menor que 0,25, indica que a espécie é autoincompativel (Oliveira e
Gibbs, 2000). Também foi calculada a eficiéncia reprodutiva (ER), por meio da razéo entre o
percentual de frutos formados por polinizacdo aberta (controle) com aqueles formados por
polinizacdo cruzada manual (Zapata e Arroyo, 1978). Quanto mais proxima de zero, evidencia
baixa eficiéncia de polinizacéo (Polatto e Alves-Junior, 2009).

Para as técnicas de cruzamento foram calculados a porcentagem de formacao de frutos
a partir das flores polinizadas utilizando o Excel 2016, assim como para a tabulacdo de dados

para se calcular os indices de ER e IAl.

4.3 Conservacao de polen

Para a analise de meio de cultura foram testados os meios segundo metodologia de Brito
(2013): i) meio 1 (100g L de sacarose + 20g L™ de agar); ii) meio 1l (100g L™ de sacarose +
500mg L de HsBOs + 20g L de agar); iii) meio 111 (100g L™ de sacarose + 300mg L de
CaCl, + 20g L* de &gar).

Ocorreu a coleta de botdes em pré-antese de Psidium cattleyanum no més de julho em
periodos subsequentes (coleta 01, coleta 02 e coleta 03). Assim como, coletados botdes em pré-
antese e flores no més de agosto para se realizar dois testes, o primeiro foi o dessecamento das
anteras em temperatura ambiente por 4 horas mais dessecador por 24 horas (Figura 4A), depois
peneirado para a liberacdo do pdlen do saco polinico e 0 segundo 0 maceramento em agua
destilada. As andlises se iniciaram no momento da coleta dos botdes e flores.

O pdlen extraido foi utilizado para a analise de viabilidade no momento TO, ou seja,
observado a germinacao 24 horas apés extracao do pélen e a outra parte separada em trés frascos
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de eppendorf (1,5 mL) para o teste de armazenamento polinico em trés situacGes de
temperatura: bancada (24°C), geladeira (5°C) e freezer (-18°C). Os polens armazenados eram
analisados a cada 30 dias para se avaliar sua viabilidade até a mesma chegar a zero ou proximo.

Para a preparacao das solugdes dos meios de cultura, se utilizou uma chapa aquecedora
(Figura 4B) para a fusdo do agar. Cada meio apresentou o pH 6,5 e trés ldminas escavadas com
duas seccOes para cada teste. Uma gota da solucdo de agua destilada contendo polens foi
adicionada em cada sec¢@es da lamina, assim como com o auxilio de um pincel foi adicionado
0 pélen peneirado. Em seguida as laminas foram acondicionadas em caixas transparente,
revestidas com papel filtro e umedecidas com &gua destilada (Figura 4C), para simulagéo de

uma camara Umida.

Figura 4: (A) Dessecador para secagem do pélen; (B) Chapa aquecedora utilizada para preparo
das solugdes; (C) Caixa gerbox.

A germinacdo in vitro foi avaliada 24 horas ap6s a inoculacdo do polen. Considerados
germinados aqueles grdos de pdlen que apresentarem o tubo polinico igual ou superior ao
didametro do polen (Francescatto, 2014). Para cada meio testado os grdos de polen eram
contabilizados com o auxilio de um microscopio 6ptico com aumento de 200x.

O experimento foi conduzido utilizando um delineamento inteiramente casualizado em
esquema fatorial 3x3, que consistiu em trés diferentes temperaturas de armazenamento

(bancada (24°C), geladeira (5°C) e freezer (-18°C) e trés tipos de meios para avaliagdo da
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germinacdo do grdo de podlen. Esse experimento contou com trés repeticGes para cada
combinacdo de temperatura e meio de avaliacgéo.

Os dados coletados durante o armazenamento do p6len foram submetidos a analise de
variancia e ao teste de comparagdo de médias. Utilizou-se a estatistica descritiva com média e
desvio padréo. Para a germinagdo in vitro do polen os dados coletados durante as avaliacbes
foram submetidos ao calculo das médias e os desvios padrdes da germinacdo do grao de polen
de Psidium cattleyanum nos diferentes meios testados. Além disso, foi realizado o teste de
médias utilizando o teste de Tukey a 5% de probabilidade para identificar eventuais diferencas
significativas entre os tratamentos. Sendo o Excel e R os softwares utilizados no

desenvolvimento dos dados.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Polinizagéo

A diferenca na producéo de frutos entre os tratamentos de polinizacdo aberta e cruzada pode
ser interpretada como um indicativo da eficacia dos visitantes florais como polinizadores
(Tabela 1). Essa disparidade revela a dependéncia da espécie pela atividade desses agentes
biodticos e evidencia sua preferéncia pela xenogamia, promovendo assim a possibilidade de
novas combinagdes genéticas.

Tabela 1- Botdes polinizados e porcentagem de formacdo de frutos, apo6s realizacdo dos tratamentos de
cruzamentos, em Banco Ativo de Germoplasma (BAG) de araga no Instituto Agrondémico de Pernambuco — IPA,
Estacdo experimental de Itambé

Botbes Polinizados Producdo de Frutos (%0)
Individuo Controle Autopolinizagdo  Polinizagdo  Controle  Autopolinizagdo  Polinizagéo

cruzada cruzada
1.6 5 0 0 0% 0% 0%
1.30 1 2 0 0% 100% 0%
1.34 5 5 1 100% 20% 0%
1.33 1 0 0 0% 0% 0%
1.31 0 1 0 0% 100% 0%
1.37 5 1 2 100% 0% 50%
1.36 4 0 0 50% 0% 0%
1.45 5 2 4 100% 0% 75%
1.44 5 2 2 100% 50% 0%
1.50 5 1 0 0% 0% 0%
1.49 5 1 0 100% 100% 0%

Total 41 15 9 65,85% 40% 44,44%

O aracéa apresenta flores hermafroditas, o que as torna suscetiveis a autopolinizagéo.
Domingos-Melo et al. (2018) enfatizam que em espécies autopolinizadoras, a sincronia da
abertura das flores interage de maneira cooperativa com a morfologia floral, muitas vezes
envolvendo movimentos intrincados que facilitam a transferéncia eficaz do polen para os

estigmas receptivos.
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Apesar do aracd amarelo ter apresentado frutificagdo quando submetido a
autopolinizacdo, seu resultado foi inferior em comparacdo aos metodos controle (25,85%) e
polinizacdo cruzada (4,44%). Devido a capacidade de formacdo de frutos tanto pela
autopolinizacao quanto pela polinizacdo cruzada (Tabela 1), o aragad amarelo demonstra ser uma
espécie com polinizacdo facultativa, utilizando ambos os métodos para obter sucesso
reprodutivo.

De acordo com Da Costa; Krupek; Krawczyk (2015) e Renner (2014), ha diversas
estratégias para evitar a autopolinizacdo, como a autoincompatibilidade genética, a dioicia,
ginodioicia e caracteristicas fisioldgicas como protandria e protoginia, além de caracteristicas
morfoldgicas como hercogamia, heteromorfia e heterostilia.

Lobo (2016) fornece um estudo relevante sobre a espécie Prosopis affinis Spreng, que
apresenta autogamia facultativa, sendo uma forma de polinizacdo caracterizada pela
predominancia da autofertilizagdo, embora ocorram também eventos de polinizago cruzada.

Os valores obtidos nos tratamentos de polinizacdo aberta e cruzada permitem inferir que
0s Vvetores bioticos desempenham um papel importante na transferéncia do polen da flor para o
estigma. A polinizagdo cruzada e a autopolinizagdo apresentaram valores aproximados de
frutificacdo, indicando que os polinizadores desempenham um papel importante na
transferéncia do polen do aragé-amarelo (Nucci; Alves- junior, 2017).

De acordo com Speroni et al. (2015) os aragazeiros precisam de vetores bioticos para a
polinizacdo e cheguem ao estagio de formacéo de frutos, sem importar a origem do pélen, sendo
da mesma planta (autdgama) ou de outra planta da mesma variedade (xenogamia) ou de outra
forma taxonoémica.

Os aracazeiros sdo bastantes versateis em relacdo as estratégias reprodutivas, que foi
possivel observar com a obtencao de frutos em todos os tratamentos utilizados. Os aracazeiros
sdo plantas autocompativeis (Da Costa; Krupek; Krawczyk, 2015), como pode ser observado
pela producgéo de frutos nos tratamentos de controle, autopolinizacdo e polinizagédo cruzada,
assim como o valor do indice de autoincompatibilidade ter sido superior a 0,25 (0,88),
indicando ser uma espécie autocompativel.

O valor de ER encontrado foi 1,50, demonstrando a eficiéncia dos agentes polinizadores
na transferéncia de polen viavel para o estigma da flor. Esse resultado também sugere que a

técnica de polinizagdo cruzada empregada foi altamente eficaz.

5.2 Meios de cultura
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A flor em antese da coleta 2, exibiu uma taxa de germinacao significativamente inferior
em ambos 0s meios testados, sendo 20% a maior taxa de germinacdo, apesar de terem sido
empregados 0 mesmo método de coleta, tempo de execucdo e procedimento de coleta de pdlen,
como na coleta 1 e 3 que apresentaram germinagdo maiores que 80% (Figura 5).

Figura 5 — Médias e desvios padrdes da germinacdo de grdo de pélen de Psidium cattleyanum Sabine (araca
amarelo) em diferentes meios de cultura.
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Isso pode estar relacionado ao menor grau de maturidade do pélen, uma vez que 0s graos
coletados apoés a antese demonstram um maior grau de maturidade, proporcionando melhores
condi¢cdes de germinacdo (Kosera, 2018) Dessa forma, as condi¢des ideais de germinacédo
(emissdo do tubo polinico) ndo foram atingidas, como seria esperado durante a antese completa.

A maturacdo é fundamental para manter a viabilidade e capacidade germinativa do
polen, propiciando assim a garantia de material com melhores condi¢cdes de germinacgdo e
probabilidade de sucesso (Kosera, 2018).

Né&o ocorreu diferenca significativa entre os meios de cultura | e Il quando se comparado
ao percentual de germinacdo do pélen, utilizando o teste de tukey a 5% de probabilidade. Mas
quando avaliados os dias separadamente, pode-se notar diferencgas entre seus niveis (Figura 5).
A adicdo de 4cido borico favorece as condigdes de germinacgdo, interagindo de maneira mais
rapida com a membrana celular, assim mantém sua integridade e diminui a probabilidade de

rompimento (Nogueira et al., 2015).

Figura 6. Teste de médias (Tukey a 5% de probabilidade) da germinacdo de gréo de pélen de Psidium

cattleyanum Sabine (araca amarelo) em diferentes meios de cultura.
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O 4agar por ser um agente solidificante promoveu equilibrio do potencial osmoético do
meio e, assim, favoreceu a germinacao dos graos de polen (Nogueira et al., 2015).

Outro fator que influencia no processo de germinacdo € a adi¢do de sacarose, pois ela
apresenta finalidade de fornecer energia metabolica e esqueleto carbonico para biossintese de
compostos organicos necessarios para 0s processos envolvidos no crescimento, diferenciacao e
morfogénese celular (Silva et al., 2017).

A adicdo de cloreto de célcio ndo promoveu maior germinagao, este elemento teve um
efeito negativo, resultando em menores valores de germinacdo quando comparada a auséncia
do composto. Rocha et al. (2023) e Almeida; Sereno (2011) observaram baixa eficiéncia de
germinagdo com a adicdo de cloreto de calcio em seus estudos. Portanto, esse elemento néo é
necessario na composicao do meio e sua adigdo provoca a diminui¢do da absorcdo de agua,
uma vez que reduz o potencial osmético (Stefanello et al., 2018).

Nos meios realizados para analisar a viabilidade polinica de aracazeiro amarelo em
processo de dessecamento ndo foram obtidos resultados significativos de germinagdo, mesmo
utilizando meios constituidos de diferentes concentracGes de sacarose, &gar, acido boérico e
cloreto. Pode estar relacionado aos cuidados tomados anteriormente para a realizagdo dos testes,
pois supde-se que periodo de desidratacdo de 4 horas de bancada mais 24 horas no dessecador
ndo foram adequados.

Em experimento testado por Kosera (2018), observou que quando desidratados o
aracazeiro amarelo em temperatura mais elevada e em periodos superiores a trés horas se tem
uma auséncia de germinacao, resultado da inviabilidade polinica. O aracd amarelo talvez ndo
tolere 0 aumento de temperatura nesta fase de desenvolvimento, pois temperaturas elevadas
podem interferir no metabolismo dos organismos (Nogueira et al., 2015), influenciando de

forma negativa na germinacgdo de gréos de pdlen.
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Na andlise de viabilidade do polen apds 24 horas de incubacdo em camara Umida de
flores em antese e botdes em pré-antese no momento TO, foi observado que os individuos em
antese apresentaram um maior nimero de germinacdo (Figura 7), mesmo quando submetidos
sO a secagem quanto ao maceramento. 1sso pode ser atribuido a presenca dos botbes em pré-
antese, que ainda estdo imaturas, o que afeta negativamente o nimero de graos germinados.

A presenca de uma maior taxa de germinacdo no processo de maceracdo pode estar
diretamente relacionada ao teor de umidade mais elevado, que foi mantido constante. De acordo
com Sezerino e Orth (2015), a viabilidade polinica pode ser afetada por diversos fatores, entre
eles o teor de umidade do ambiente. A medida que o polen é submetido ao tratamento de
desidratacdo, verifica-se uma reducdo substancial em sua viabilidade, conforme documentado

por Passos et al. (2012) em estudos anteriores com pdlen de Manihot esculenta spp.

Figura 7. Porcentagem de germinacdo ap6s 24 horas no momento TO, relacionada a metodologia de separacao
do gréo de polen de Psidium cattleyanum Sabine (araca amarelo) no meio de cultura 1.
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Apbs trinta dias de armazenamento também foi observado uma queda no numero de
germinacao, tanto das flores em antese, ficando abaixo de 2%, como nos botdes em pré-antese
que foi inferior a 1%, sendo resultante ou ndo do nivel de maturacdo do polen coletado (Figura
8). O armazenamento em bancada para a flor em antese foi a que mais apresentou germinacao,

com um total de 24 germinagGes que pode estar relacionado ao seu grau de maturacao.

Figura 8. Porcentagem de germinacdo apds 30 dias, relacionada aos locais de armazenamento do grdo de pélen
de Psidium cattleyanum Sabine (aragd amarelo) no meio de cultura 1.



27

Germinagao (%)

Flores em Flores em Flores em Botdes em Botdes em Botdes em
antese secas antese secas antese secas pré-antese pré-antese pré-antese
- Geladeira - Freeze - Bancada Secos Secos - sSecos -

-Geladeira Freeze Bancada

Meio 1
Segundo Leia et al (2020) a umidade e temperatura sdo os principais fatores que
influenciam a longevidade do polen durante o armazenamento. Reafirmando que a metodologia
de desidratagdo de 4 horas de bancada mais 24 horas no dessecador € inviavel para a analise de
viabilidade do polen de Psidium cattleyanum Sabine (araca amarelo) (Figura 9).

Figura 9: Gréos de pdlen visto em microscépio de 200x. (A) Mix pdlen desidratado 4 horas de bancada mais 24
horas no dessecador; (B) Material residual do botéo pré- antese, respectivamente.

Na segunda avaliacdo de armazenamento, ocorrida sessenta dias ap0s armazenamento
em bancada, geladeira e freezer é possivel observar que o numero de germinacéo para as flores
em antese chegou a zero e as em antese continuou a cair (Figura 10). Os materiais em antese
que foram armazenados em geladeira a 5°C e no freezer a -18°C se mantiveram viaveis por um
maior periodo que aqueles que se encontram em bancada a 24 °C.

A gueda de germinacdo do pdlen que se encontra em bancada pode estar relacionada a
temperatura ambiente que mantém ou acelera a atividade metabdlica do material, tornando o
material invidvel rapidamente e o torna 0 mais suscetivel ao ataque de fungos e

microrganismos.
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Também foi possivel notar que o material armazenado em temperaturas mais baixas
apresentou maior durabilidade, sendo possivel observar germinacédo por um periodo mais longo
de tempo. De acordo com Cuchiara et al (2012) os grdos de pélen apresentam uma maior taxa
de longevidade quando submetidas a temperaturas mais baixas, pois atua na reducdo do

metabolismo celular e assim mantendo sua viabilidade.

Figura 10. Porcentagem de germinagdo apés 60 dias, relacionada aos locais de armazenamento do grao de pélen
de Psidium cattleyanum Sabine (araca amarelo) no meio de cultura 1.
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Comparando a figura 8 e 9 é possivel observar com detalhes que o nimero de pélens
germinados continuou a cair a cada teste realizado durante os periodos de armazenamento a 30
e 60 dias em bancada, geladeira e freezer. De acordo com Speroni et al. (2012) o aracazeiro

apresenta pdlen com baixa longevidade.
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6. CONCLUSAO

O P. cattleyanum evidencia adaptabilidade nos diferentes tratamentos de cruzamento,
demonstrando eficiéncia tanto no processo de polinizagdo quanto no subsequente
desenvolvimento dos frutos, independentemente da estratégia reprodutiva empregada.

Para germinac&o de pdlen, recomenda-se os meios | (100g L de sacarose + 20g L™ de
agar); ii) e o meio 11 (100g L de sacarose + 500mg L™ de HsBOs + 20g L de 4gar), pois néo
apresentaram diferenca significativa entre si na taxa de germinacdo. Porém, o estagio de
desenvolvimento da flor é importante durante a coleta, propiciando uma garantia de material
com melhores condigOes de germinacgéo e probabilidade de sucesso reprodutivo.

E recomendado o armazenamento do polen em geladeira a 5°C, pois mantive o material
viavel por mais tempo que em freezer a -18°C e bancada a 24 °C. Os resultados apresentados
oferecem uma compreensdo significativa no entendimento da reproducao e armazenamento do
polen de Psidium cattleyanum contribuindo essencialmente para 0 manejo produtivo da cultura

e para 0 avanco das técnicas no contexto do melhoramento genético de plantas.
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