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RESUMO

Este estudo teve como objetivo avaliar o comportamento meiodtico, estimar a viabilidade e
descrever a morfologia polinica de B.crassifolia, visando obter informac6es que possibilitam
a selecdo genética de novos cultivos e praticas otimizadas de producdo. Foram coletados
botBes florais com diferentes tamanhos e estagios de desenvolvimento de 20 individuos de
B.crassifolia nas bordas das arvores, dentro do perimetro urbano do municipio de Alta
Floresta, Mato Grosso, Brasil. A descri¢cdo da morfologia do polen foi realizada a partir da
acetolise com comparacdo na literatura especializada. A analise da meiose e pds-meioticos foi
realizada com uso do corante carmim acético 2% e orceina. B.crassifolia € uma espécie com
poucas irregularidades meidticas, com pdlens considerados grandes, 3-colporados e com exina
reticulada. A viabilidade polinica foi estimada com os corantes Sudan 1V, Reativo de
Alexander, Lugol 1% e Carmim Acético 1%. O corante que revelou o maior percentual médio
de viabilidade polinica para a espécie foi o sudan IV (98,8%). Os testes com corantes
apresentam diferenca significativa e revelam que a espécie apresenta alta viabilidade polinica
e alta regularidade meidtica. As informacdes colhidas de Byrsonima crassifdlia auxiliam no
entendimento dos aspectos reprodutivos e podem ser utilizadas na implantacdo de cultivos
comerciais, bem como programas de melhoramento e conservacao da espécie.

Palavras-chave: Murici. testes colorimétricos. Melhoramento. Conservagéo.

ABSTRACT

This study aimed to evaluate meiotic behavior, estimate viability and describe the pollen
morphology of B.crassifolia, aiming to obtain information that allows the genetic selection of
new crops and optimized production practices. Flower buds with different sizes and
developmental stages were collected from 20 individuals of B.crassifolia on the edges of the
trees, within the urban perimeter of the municipality of Alta Floresta, Mato Grosso, Brazil.
The description of pollen morphology was carried out from acetolysis with comparison in the
specialized literature. The analysis of meiosis and post-meiotics was performed using the 2%
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acetic carmine dye and orcein. B.crassifolia is a species with few meiotic irregularities, with
pollens considered large, 3-collporate and with reticulate exine. Pollen viability was estimated
with Sudan IV, Alexander Reactive, 1% Lugol and 1% Carmine Acetic dyes. The dye that
showed the highest average percentage of pollen viability for the species was sudan 1V
(98.8%). The tests with dyes show a significant difference and reveal that the species has high
pollen viability and high meiotic regularity. The information collected from Byrsonima
crassifélia helps in the understanding of reproductive aspects and can be used in the
implantation of commercial crops, as well as programs of improvement and conservation of
the species.

Keywords: Murici. colorimetric tests. Improvement. Conservation.
1 INTRODUCAO

Byrsonima crassifolia (L.) Kunth, popularmente conhecida como “muricizeiro”, € uma
espécie de ampla distribuicdo, que ocorre nos Estados de Roraima, Amazonas, Tocantins,
Bahia, Sergipe, Mato Grosso, Goiés, Distrito Federal, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais, S&o
Paulo e Parana (Mamede e Francener, 2015). Ha registros de sua ocorréncia também na
Bolivia, Venezuela e Republica Cooperativa da Guiana (Benezar e Pessoni, 2006). Seu fruto
é utilizado na fabricacdo de doces, sucos, sorvetes e licores. Sua madeira é propria para a
construgéo civil, pois possui uma coloragdo amarela ou avermelhada, com tons acetinados e
brilhantes, muito usados em marcenaria (Lorenzi e Matos, 2002; Vieira et al., 2006; Anderson,
1981). Na medicina popular, € utilizado como antitérmico, no controle a diarréia, infeccao
intestinal, afeccdo da boca e garganta (gengivite, amigdalite e faringite) e hemorrdida (Vieira
et al., 2006).

O muricizeiro floresce e frutifica praticamente durante o ano todo, isso faz com que o
mesmo seja considerado uma arvore ornamental, adaptado a solos com presenca de aluminio
e ao clima do cerrado (Vieira et al., 2006). Sua floracao ¢é geralmente prolongada, caracteristica
comum as frutiferas tropicais, estando geralmente associada a estratégias reprodutivas para
assegurar a polinizacdo em ambientes com poucos agentes polinizadores (Gomes, 2007). Suas
flores sdo produtoras de 6leo, as quais séo visitadas e polinizadas por abelhas coletoras de éleo
das familias Melittidae e Apidae (Frankie et al.,1976; Vinson et al., 1977).

Estudos palinoldgicos séo realizados com o objetivo de caracterizar polens e identificar
a qual espécie pertence contribuindo com a botanica, paleontologia, melissopalinologia entre
outras areas (Walker e Doyle, 1975; Martins et al., 2010; Guimardaes et al., 2013; Ferreira e
Absy, 2013; Hamid et al., 2015). Para analise da morfologia polinica é necessario a extracao

do contetdo celular para melhor visualizacdo da sexina e aberturas do pélen. Para isso, 0
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método utilizado € o de acetdlise proposto por Erdtaman (1952), que consiste na utilizacéo de
anidrido acético e acido sulfurico.

Durante a microsporogénese e a microgametogénese (Horner e Palmer, 1995) a célula-
mae do grdo de pdlen ou microspordcito passa por meiose, e apos a citocinese originam quatro
microsporos ou grdos de polen (Rodrigues et al., 2004). Os produtos seguintes, que sdo as
células dos produtos pds-meidticos, podem permanecer unidos ou ndo: o gréo de polen isolado
trata-se de uma ménade e, quando unidos, diades, tétrades ou poliades (Hesse et al., 2009,
citado por Martins et al., 2010). Anormalidades nestas fases podem dar origem a polens
invidveis, o que priva as espécies de sucesso na reproducao.

A viabilidade do grdo de polen, assim como a receptividade do estigma, sdo fatores
importantes para o sucesso reprodutivo de uma espécie. Havendo também influéncia no
tamanho dos frutos, no nimero de sementes e na percentagem de frutos, que aumentam de
acordo com a quantidade de gréos de pdlen viaveis depositada sobre o estigma (Stone et al.,
1995; Rigamoto e Tyagi, 2002; Coelho e Barbosa, 2004).

Para avaliar a viabilidade dos polens ha técnicas como germinagéo de tubo polinico in
vitro, in vivo e testes colorimétricos. Os testes in vitro séo realizados com preparo de meio de
cultura; in vivo séo feitos com a avaliacdo da fecundacédo dos polens depositados manualmente
nas flores; e os testes colorimétricos sdo indicados para analise da constituicdo e integridade
celular utilizando corantes (Einhardt et al., 2006).

Neste contexto, este estudo teve como objetivo analisar o indice meidtico, estimar a
viabilidade polinica por testes colorimétricos e caracterizar morfologicamente os grdos de

polen de B. crassifolia.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 AREA DE COLETA
As coletas de botdes florais foram realizadas em 20 genotipos de B.crassifolia no

perimetro urbano do municipio de Alta Floresta, no norte do estado de Mato Grosso, Brasil,
(Figura 1), durante o periodo de floragcdo, que acontece entre julho a outubro na regido de
estudo, no ano de 2017.

O municipio de Alta Floresta tem area territorial de 8.976.309 km? e fica a 830 km de
Cuiaba (IBGE, 2018). A vegetacdo local é caracterizada como floresta ombrofila aberta e

densa e, floresta estacional semidecidual e decidual (Lira, 2011). A temperatura anual da
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regido varia de 19,6°C a 32,4°C. O clima é tropical chuvoso, tendo bem definidos o periodo

E

de estiagem e de pluviosidade (Tarifa, 2011).
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Figura 1. Localizacdo geografica do municipio de Alta Floresta- MT, onde foram realizadas as coletas em
gendtipos de Byrsonima crassifolia.

2.2 COLETA DO MATERIAL VEGETAL

Foram coletados em bulk 15 botdes florais de cada um dos 20 genétipos de
B.crassifolia, com diferentes tamanhos e estadios de desenvolvimento (Figura 2). Os botdes
foram fixados em solucdo Carnoy (etanol: acido acético, na propor¢éao de 3:1) por um periodo
de 24 horas. Em seguida, foram transferidos para alcool etilico 70% e conservados sob
refrigeracdo (4° C) até a utilizacdo para avaliacdo da morfologia, produtos p6s-meiose e

viabilidade polinica.
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Figura 2. Botoes e flores de Byrsonima crassifolia. A — Racimos com botdes florais em diferentes estadios de
desenvolvimento; B — Bot@es florais; C — Anteras e D - Flores hermafroditas de B. crassifolia. Fonte: o autor.

2.3 CARACTERIZACAO MORFOLOGICA DO POLEN

Para analise da morfologia polinica foi utilizado o método de acetolise proposto por
Erdtman (1952). As anteras de botdes em pré-antese fixados em carnoy, foram colocadas em
microtubos de 1,5 mL, contendo 1 mL de &cido acético por 20 minutos. Apds este periodo, 0s
tubos foram centrifugados a 3.000 rotacdes por minutos, durante 5 minutos.

O acido acético foi descartado juntamente com as anteras, ficando no microtubo
somente os pblens que formaram um pellet. Posteriormente foi acrescentado no microtubo,
sobre o pellet, 1 mL da solucdo acetdlica na propor¢éo 9:1 (anidrido acético: acido sulfurico),
que promove a hidrolise &cida nos grdos de pdlen para facilitar a visualizacdo e
reconhecimento da morfologia do pdlen, removendo o conteudo celular.

Em seguida os microtubos permaneceram em banho-maria por 2 minutos, a 100 + 2
°C. O material foi centrifugado a 3.000 rota¢6es por minuto, durante 5 minutos. Posteriormente
a mistura acetdlica foi descartada, sendo acrescentado ao microtubo 1 mL de agua destilada
mais 2 gotas de alcool etilico. O material foi entdo novamente centrifugado por 5 minutos e o
sobrenadante descartado. Depois foi acrescentado 1 mL de agua destilada e glicerina na
propor¢do de 3:1 por duas horas e entdo as laminas foram preparadas. As laminas foram
montadas com gelatina glicerinada, conforme proposto por (Kisser, 1935 citado por Erdtman,
1952).
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As mensuracgdes foram realizadas em fotos dos polens, tiradas no mesmo dia da
preparacdo das laminas, com o intuito de evitar possiveis problemas de intumescimento e
alterac6es no tamanho dos pélens que podem ocorrer com o passar do tempo (Faegri e Deuse,
1960; Melhem e Matos, 1972; Salgado-Labouriau, 1973).

Foram mensurados o didmetro polar e equatorial, em vista equatorial (grédo de pélen
perpendicular a vista polar), o didmetro equatorial em vista polar (gréo de pdlen com a area
polar voltada para o observador) dos graos de pdlen, e da espessura das camadas da exina
(sexina e nexina). Foram realizadas 25 medicGes de cada caracteristica de no minimo, cinco
polens por lamina, em um total de 25 grdos de pdlen em vista equatorial e 25 gréos de polen
em vista polar.

Em relacdo ao seu tamanho, os graos de pdlen foram classificados de acordo com
Erdtman (1945), baseado no comprimento do eixo maior, nas seguintes classes: muito
pequenos (< 10 um), pequenos (10-25 um), médios (25-50 um), grandes (50-100 um), muito
grandes (100-200 pum) e gigantes (> 200 pm).

Para classificar os graos de polen de acordo com sua forma, foi utilizada a relacéo entre
0 eixo polar e o eixo equatorial (P/E) em vista equatorial, segundo classificacdo proposta por
Erdtman (1952) (Tabela 1).

Tabela 1. Classificacdo dos graos de pdlen com base na relacdo entre o eixo polar e equatorial (P/E), segundo
Erdtman (1952).

Classes de Pdlen

P/E Denominacao

0,50 Peroblato

0,50-0,74 Oblato

0,75-0,87 Suboblato

0,88 - 0,99 Oblato-esferoidal

1,00 Esférico Subesferoidal
1,01 -1,14 Prolato-esferoidal

1,15-1,33 Subprolato

1,34 —-2,00 Prolato

2,00 Perprolato

As descricdes polinicas e as terminologias adotadas foram baseadas no glosséario de
Barth (1965) e Punt et al. (2007). Os polens foram classificados pelo indice de Area Polar
(IAP) proposto por Barth e Melhem, (1988, citado por Martins et al., 2010) (Tabela 2).
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Tabela 2. Classificagdo dos graos de pélen em relagdo ao indice de area polar (IAP):

Denominagéo Intervalo do I.A.P.

Sem é&rea polar 0

Area polar muito pequena <0,25 (abertura muito longa)
Avrea polar pequena 0,25 — 0,50 (abertura longa)
Avrea polar grande 0,50 — 0,75 (abertura curta)
Avrea polar muito grande >0,75 (abertura muito curta)

As imagens dos graos de pélen foram capturadas em fotomicroscépio Leica DMLB,
com o auxilio do programa Leica IM50 e posteriormente analisados e medidos utilizando-se
0 programa Anati Quanti 2® UFV (Aguiar et al., 2007).

2.4 VIABILIDADE POLINICA

Os testes colorimétricos foram realizados com quatro diferentes corantes: o reativo de
Alexander, carmim acético, lugol e sudan IV. O carmim acético indica a integridade dos
cromossomos; 0 lugol indica a presenca de amido; o corante sudan IV indica a presenca de
lipidios; a solucdo de Alexander reage com o protoplasma e a celulose da parede do pélen
(Dafni, 1992; Munhoz et al., 2008).

No preparo das ldaminas, foram utilizadas duas anteras por botdo floral, sendo separadas
e levemente maceradas sobre uma lamina junto a uma gota de cada corante utilizado. As
laminas foram observadas em microscopio binocular modelo Photonics Bio 2 LED da marca
BEL em magnitude de 400x. Foram contados 250 p6lens em cada lamina. Para cada corante
foram preparadas 8 laminas, totalizando 2.000 gréos de pdlens por corante. Para o calculo da

porcentagem de germinacdo utilizou-se a formula:

N° de polens viaveis

1. Viabilidade = x 100

N° total de pdlens contados

Os resultados obtidos foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e as médias
foram comparadas pelo teste Tukey a 5% de probabilidade pelo Programa SISVAR, versdo
2016.5.6 (Ferreira, 2011).

2.5 INDICE MEIOTICO
Para a analise do indice meiotico foram preparadas oito ldminas, sendo contabilizadas

250 células por lamina, totalizando 2.000 produtos pos-meidtico.

Braz. J. of Develop., Curitiba, v. 6, n.6, p.37514-37536 jun. 2020. ISSN 2525-8761




JRrazilian Journal of Development

Para o preparo das laminas, as anteras foram extraidas com auxilio de pingas dos botdes
florais, sendo em seguida emergidas por vinte minutos em solugédo de HCI 1N para melhor
abertura das anteras, posteriormente, foram esmagadas em 10 pL de orceina acética 2%
(Figura 3), retirando-se o debris e em seguida recobertas com laminulas e observadas em
microscopio optico na magnitude de 400X.

Para estimar o indice meidtico (IM), foram contabilizado o nimero de células dos
produtos pds-meidticos, sendo que tétrades com quatro células de mesmo tamanho foram
consideradas normais e quaisquer desvios como: monades, diades, triades e poliades foram
considerados anormais.

Para estimar o indice meidtico (IM), foi utilizada a expressdo proposta por Love
(1951):

IM = [(ndmero total de tétrades normais/ nimero total de monade + diades + triades +

tétrades + poliade)] x 100.

Figura 3. Preparo das laminas. A — Botdes, corante e acido cloridrico (HCL); B — Corte da base do botdo floral;
C — Remocdo das anteras do botdo floral; D — Anteras selecionadas; E — Anteras imersas no cido cloridrico; F
— Anteras imersas no corante orceina filtrada; G — Maceracdo das anteras com bastéo de vidro e H — Lamina
pronta para visualizagdo. Fonte: o autor.
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2.6 RAZAO POLEN/OVULO (P/O)

A estimativa da razdo pélen/dvulo (P/O) foi realizada de acordo com a metodologia
proposta por Cruden (1977), em que contabilizou- se o total de pdlens presentes em uma antera
e multiplicou-se pelo total de anteras do bot&o floral, em seguida dividiu-se esse valor pelo
namero de 6vulos presentes no botdo floral.

As flores foram cortadas longitudinalmente, sob microscopio estereoscopico, para
determinacdo do nimero de anteras e dvulos. O ovério foi cortado longitudinalmente, e em
seguida os évulos foram contados sob microscopio estereoscopico.

Foi realizada a contagem dos graos de polen de 10 botbes florais em pré-antese de
gendtipos de B. crassifolia. De cada botdo floral separou-se uma antera, colocando-a em
tubinho de 1,5 mL, em uma solugcéo contendo: 840 um de etanol 70%, 80 pum de detergente e
80 um do corante azul de metileno, ajustando a uma solucéo de 1000 pum por tubinho de 1,5
mL, totalizando assim 10 tubinhos de solugdes. Em seguida preparou-se 5 ldaminas para cada
tubinho de solucdo, adicionando em cada lamina 1um da solucdo, sobre o material foi
colocado uma laminula e visualizada em microscopio binocular modelo Photonics Bio 2 LED
da marca BEL em objetiva de 40x. Por meio da técnica de varredura, foram contabilizados
todos os polens presentes na lamina (Dafni, 1992).

A partir da média da razdo P/O foi realizada a inferéncia sobre o sistema reprodutivo

de B. crassifolia, com base na classificacdo proposta por Cruden (1977), descrita na Tabela 3.

Tabela 3. Sistema reprodutivo com base na razdo pélen/évulo conforme Cruden

(1977).

Sistema Reprodutivo Razao polen/ovulo
Cleistogamia 2,7-5,4
Autogamia obrigatdria 18,1 -39,0
Autogamia facultativa 31,9 -396,0
Alogamia facultativa 244,7 — 2.588,0
Alogamia obrigatoria 2.108,0 — 195.525,0

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 CARACTERIZACAO MORFOLOGICA DO POLEN

Os gréos de pdlen de B. crassifolia sdo 3-colporados (Figura 4), apresentando de 75,00
2 95,00 um de didmetro equatorial e de 77,50 4 97,50 um de eixo polar (Tabela 4). Baseando-
se no comprimento do eixo maior, os graos de polen de B. crassifolia, foram considerados de
tamanho grande, pois a medida do maior eixo encontra-se entre 50 a 100 um, conforme

classificacdo proposta por Erdtman (1945).
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A exina tem em média 5,70 um e apresenta a sexina microrreticulada na regiéo polar
(Figura 4). Quanto a forma dos p6lens de B. crassifolia, os mesmos foram classificados como
esférico, seguindo a metodologia proposta por Erdtman (1952), (Tabela 4). J& a sua
classificacdo quanto ao indice de &rea polar, apresentou-se polens de éarea polar grande,
conforme classificacdo proposta pelo glosséario de Barth (1965) e Punt et al. (2007), (Tabela
4).

Tabela 4. Medidas dos pélens de Byrsonima crassifolia coletados no municipio de Alta Floresta, MT e
submetidos ao método de acetolise.

Medida Min.— M&x.(um)  xsx (um) IC 95% (um) CV (%)
Diametro Equat.(VE) 75,00 - 95,00 87,30 +4,83 84,77 - 89,23 5,54
Eixo Polar (VE) 77,50 - 97,50 87,30 +529 84,94 - 89,42 6,07
Diametro Equat.(VP) 72,50 - 102,50 88,20+7,30 84,95- 91,12 8,28
Nexina 1,50 - 4,50 294+£0,71  2,62- 3,22 24,33
Sexina 1,25 - 4,25 276+£095 233- 314 3444
Exina 2,75 - 8,50 570£1,36 509- 6,24 2398
P/E 094 - 1,03 1,00+0,02 098- 101 2,44
I.A.P 0,55- 0,83 0,75+0,07 0,72— 0,78 10,01

x = media; sx = desvio padrdo da média; IC = intervalo de confianca; CV (%) = coeficiente de variagéo; VE =
Vista Equatorial; VP = Vista Polar; P/E = Razdo entre eixo polar sobre didmetro equatorial; I.A.P.= Indice de
area polar.

NP/ S o 3

!
\

Figura 4. Fotomicrografias dos graos de polen de Byrsonima crassifolia. A) Vista equatorial com detalhe dos
colpos. B) Vista polar com detalhe das aberturas dos escolpos. C) Detalhe da superficie. Barra = 35um para figura
A e B e 86um para figura C.

Os polens de B. crassifolia sdo triangular a circular e superficie microrreticulada, esses
resultados sdo semelhantes aos encontrados por Carreira et al., (1991) em estudo realizado em
B. crassifolia cultivadas no parque do museu Goeldi.

Lobreau, (1967) e Salgado-Labouriau, (1973), analisando os grdos de polen de

Byrsonima verbascifolia os descreveram como prolato esferoidais, 3-colporados, sexina
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finamente reticulada, menos espessa que a nexina. Ja Andrade, (1974), ao estudar os grdos de
polen de 17 espécies do género Byrsonima Rich da Amazbnia e, dentre elas, Byrsonima
crassifolia, descreveu caracteristicas similares as encontradas neste estudo para os polens.
Segundo Souza et al.(2010), a morfometria polinica pode servir de parametros em estudos de
diversidade genética.

3.2 RAZAO POLEN/OVULO (P/O)

A razdo pélen/dvulo de B. crassifdlia foi de 28.979,99, sugerindo o sistema reprodutivo
de xenogamia obrigatdria para a espécie de acordo com a classificagdo proposta por Cruden
(1977).

A razdo P/O pode ser utilizada como uma ferramenta para avaliar os sistemas
reprodutivos nos vegetais, sendo uma técnica alternativa habil, precisa e de custo baixo quando
comparados com técnicas de marcadores moleculares ou técnicas de cruzamentos (Cruden,
2000). A razéo pdlen/dvulo esté diretamente relacionada a oferta de recursos troficos florais,
ao modo de polinizacéo e ao sistema reprodutivo dos vegetais (Bertin 1989).

Cruden (1977) definiu que espécies xenogamicas apresentam protandria, s&o
autoincompativeis e a maioria requer um polinizador. Bezerra et al. (2009), em estudos sobre
a biologia reprodutiva de Byrsonima gardnerana, encontrou resultados semelhantes a este para

a razdo polen/dvulo com sistema reprodutivo xenogamico obrigatdrio.

3.3 VIABILIDADE POLINICA VIA TESTE COLORIMETRICO
Os quatro corantes utilizados na avaliacdo da viabilidade polinica de B. crassifolia

foram eficazes na distin¢do de gréos de polens viaveis e inviaveis (Figura 5).

|
Fy, g |@

<l v‘.
Figura 5: Grdos de polen de Byrsonima crassifolia. Vidveis (V) e inviaveis (I). (A) reacdo com o reativo

Alexander; (B) Reacdo com o carmim acético 1%; (C) Rea¢do com o lugol; e (D) Reagdo com o sudan V. Barra
=10 pm.
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O reativo de Alexander e o carmim acético sdo o0s corantes que distinguiram, com mais
nitidez, pela coloragdo diferencial, os polens vidveis e ndo viaveis (Figura 5A e B). O reativo
de Alexander tem afinidade pela celulose presente na parede celular, corando-a de verde,
enquanto que o protoplasma é corado pela fucsina &cida. Dessa maneira, por ndo apresentarem
protoplasma, os graos de polen abortados coram-se de verde (Alexander, 1980).

O corante carmim acético, devido a reacdo com o material genético existente no
citoplasma (Pagliarini & Pozzobon, 2004), cora os grdos de pélens viaveis, e apresenta
coloracdo rosa/vermelha, enquanto que os invidveis revelam-se transparentes e ndo corados
(Figura 5B). Segundo Munhoz et al. (2008) o carmim acético indica a integridade
cromossomica.

Nos testes com lugol a coloracdo dos polens vidveis apresenta-se marrom devido uma
reacdo quimica que ocorre entre o iodo e a molécula de amido, enquanto os inviaveis
apresentam coloracdo amarela clara ou transparente devido a auséncia de amido (Figura 5C),
(Pagliarini e Pozzobon, 2004). Segundo Dafni, (1992) o corante Sudan 1V identifica a presenca
de lipidios, onde a coloracdo vermelha identifica gréos de pdlen viaveis e o vermelho claro e
tamanhos menores apresentam-se como polens inviaveis (Figura 5D).

As médias de viabilidade polinica estimada com os quatro corantes foram superior a
90%, variando entre 93,6% com carmim acetico e 98,8% com sudan 1V, sendo que foi
detectado diferenca significativa entre os corantes (Figura 6). Bezerra et al. (2009)
encontraram viabilidade polinica média de 97,8% ao avaliarem os polens de Byrsonima
gardnerana com carmim acético 2%, corroborando com a alta viabilidade encontrada neste
estudo para B. crassifolia.

O corante sudan IV apresentou a maior média de viabilidade polinica, corando de
vermelho 98,8% dos gréos de pdlen seguidos pelo lugol com média de 97,7% dos gréos de
polen viaveis, que ficaram corados de marrom, ndo havendo diferenca estatistica entre as

médias de viabilidade polinica reveladas em B. crassifolia por estes dois corantes (Figura 6).
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Figura 6: Médias de viabilidade polinica de Byrsonima crassifolia, por meio de testes colorimétricos. Médias
seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p < 0.05).

Segundo Souza et al. (2002) e Huang et al. (2004) os corantes sudan IV e lugol séo
utilizados em alguns estudos como indicativos de viabilidade polinica, entretanto, de acordo
com outros autores, esses testes estdo associados apenas a deteccdo de substancias
constituintes dos grdos de polen, como lipidios e amido (King, 1960; Beyhaut, 1988;
Rodriguez-Riano e Dafni, 2000). Portanto, pode-se inferir que a espécie B. crassifolia possui
uma alta taxa de amido e lipidios como substancia de reserva no grdo de pdlen. Segundo Wang
et al. (2004), o lipidio evita perca de agua, atrai polinizadores e mantém os pdlens unidos
durante o transporte. Para B. crassifolia a presenca de lipidios no grdo de pélen é fundamental
para a efetivacdo da polinizacdo, uma vez que a espécie € polinizada quase que exclusivamente
por abelhas da tribo Centridini, que sdo coletoras de lipidios e ndo misturam 0s recursos
polinicos durante o vdo para a coleta de polen, apresentando fidelidade as flores desta espécie
(Ribeiro et al., 2008).

O corante reativo de Alexander e carmim acético 1% revelaram médias de 94,9% e
93,6, respectivamente, estes permitem avaliar a integridade de estruturas celulares como
nacleo e parede celular (Alexander, 1969; Penaloza et al., 2005). Mesmo apresentando
menores valores médios de viabilidade polinica em relacdo aos corantes sudan 1V e lugol, o
reativo de Alexander e carmim acético 1% sao os recomendados para avaliacdo da viabilidade
polinica de B. crassifolia, pois 0s demais podem superestimar os resultados, uma vez que

identificam substancias de reservas presentes no grao de polen abortados também.
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3.4 INDICE MEIOTICO

A anélise das células dos produtos pds-meidticos indicou que os niveis de
irregularidades meidticas para B. crassifolia foram baixos. A média do IM para a espécie foi
de 95,35%. A anormalidade encontrada com maior frequéncia consistiu em triades (Tabela 5).

Tabela 5. Produtos pos-meidticos de Byrsonima crassifolia observados em laminas com auxilio de microscopio
optico com objetiva de 40x.

Repeticdo  Normais  Triades  Diades Monades  Total IM (%)
1 220 30 0 0 250 88,00

2 235 14 1 0 250 94,00

3 236 14 0 0 250 94,40

4 242 6 2 0 250 96,80

5 244 5 0 1 250 97,60

6 245 3 0 2 250 98,00

7 240 7 0 3 250 96,00

8 245 2 3 0 250 98,00
Total 1907 81 6 6 2000
95,35

indice Meidtico (IM) 95.35%

Figura 7. Produtos pds-mei6ticos observados em Byrsonima crassifolia. A) Moénade. B) Diade. C) Triade. D)
Tétrade normal. Barra = 20 pm.

Botdes florais com comprimento entre 1,92 — 2,91 mm apresentaram produtos pos-
meidticos. BotGes com comprimento superior ja apresentavam pdélen. Em funcdo da escassez
de pesquisas publicadas com produtos pds-mei6ticos para a espécie do murici, ficam essas
informacBes como pré-requisitos para novos estudos.

As anormalidades meidticas influenciam diretamente os produtos pds-meioticos
(Horner e Palmer, 1995), o0 que ndo ocorreu neste estudo, uma vez que a espéecie B. crassifolia

apresentou IM de 95,35%. Segundo Love (1951), plantas que apresentam IM superior a 90%
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possuem alta estabilidade meidtica. A fertilidade das plantas depende da regularidade mei6tica
durante a formacdo de gréos de polen (Pereira et al., 2017). A regularidade e estabilidade
meiotica de B. crassifolia esta refletida na alta viabilidade polinica da espécie estimada pelo
teste colorimétrico.

Contudo, mesmo com percentagem de regularidade meidtica e viabilidade polinica
alta, ainda deve haver preocupagdo com fatores externos que estejam diretamente ligados ao
sucesso de reproducdo da espécie, como por exemplo, a ndo sincronia no periodo de floracdo
entre os individuos da espécie, a fragmentacdo (Bernacci et al., 2006), a distribuicao da espécie
e falta de polinizadores (Giannini et al., 2012). Uma vez que a matriz de paisagem onde se
encontram 0s genotipos de B. crassifolia em estudo € atualmente muito fragmentada, podendo

ocorrer resisténcia ao fluxo de p6lens e polinizadores.

4 CONCLUSAO

Os polens de B. crassifolia foram identificados como 3-colporados, esférico e a area
polar grande.

O corante reativo de Alexander e carmim acético foram os mais eficientes em relacéo
a estimativa da viabilidade dos grédos de pélen através da capacidade de coloracéo.

As celulas dos produtos pds-meioticos indicaram niveis de irregularidades baixas para
B. crassifolia com media de IM de 95,35%.

Os testes com corantes apresentam diferenca significativa e indicaram que a espécie
possui alta viabilidade polinica e alta regularidade meiotica. Sendo uma planta com potencial
fertil, podendo ser incluida em programas de ornamentacdo, reflorestamento de areas

degradadas como também em melhoramento genético.
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