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APRESENTACAO

A area de melhoramento genético é um sub-ramo da genética que visa identificar,
aperfeicoar, selecionar, preservar e utilizar caracteristicas de interesse produtivo e
comercial em plantas e animais. Selecionar gendétipos e fenétipos de interesse nos
variados organismos vem sendo feito desde o inicio da agricultura e da pecuaria, nos
primérdios da civilizagao, através de selecao artificial.

Atualmente, a area de melhoramento genético conta com inumeras ferramentas
para a selecao de caracteristicas desejaveis; como marcadores morfolégicos
e moleculares, criopreservacdo, transgenia, cruzamentos e construcdo de
germoplasmas.

A obra "Genética e melhoramento de plantas e animais" &€ composta de uma
criteriosa selegcdo de trabalhos cientificos e de revisbes de literatura organizados
em 10 capitulos distintos, elaborados por pesquisadores de diversas instituicoes
que apresentam temas diversificados e relevantes. Este e-Book foi cuidadosamente
editado para académicos e estudantes de todos os niveis (graduacéao e pds-graduacao)
que apresentem interesse nesta area, no qual encontrardo informacéo e resultados
de pesquisas de ponta.

E inegavel a crescente demanda de estudos e pesquisas direcionadas ao
melhoramento das espécies, especialmente em um pais tido como uma das maiores
poténcias agricolas e pecuarias do mundo. O futuro do melhoramento genético &
fascinante e extremamente promissor no Brasil e no mundo, e certamente sera uma
das forcas motrizes da produgao animal e vegetal e do desenvolvimento cientifico,
tecnolégico e humano.

Magnélia de Aratjo Campos
Rafael Trindade Maia
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CAPITULO 1
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CARACTERIZACAQO POLINICA DE Theobroma grandiflorum
(WILLD. EX SPRENG.) K. SCHUM
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LMGV

Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy
Ribeiro - UENF
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RESUMO: Theobroma grandiflorum (Willd.
ex Spreng.) K. Schum (cupuaguzeiro) € uma
espécie frutifera nativa da Amazénia de grande
importancia para agricultura familiar no norte
do Brasil, especialmente pela comercializacéo
da polpa e semente de seus frutos. Objetivou-
se, com esta pesquisa, avaliar os aspectos
reprodutivos de T. grandiflorum por meio do
indice meiotico, da citoquimica, viabilidade e
morfologia polinica. Foram coletados botdes
florais em pré-antese de cinco individuos e
fixados em solucdo de alcool absoluto: acido
acético (3:1) por 24 horas e armazenados em
alcool 70% até posterior uso. O indice meidtico
(IM), foi estimado pela contagem de produtos
pbs-meidticos. A analise da viabilidade polinica
foi realizada pelo método colorimétrico,
utilizando o corante reativo de Alexander. Para
a citoquimica, foram utilizados os corantes
sudan IV e lugol 2%, que coram lipidios e
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amido, respectivamente. Para a caracterizagdo polinica utilizou-se o método de
aceto6lise sendo as avaliagoes realizadas em 25 gréos de poélen fotografados em vista
polar e equatorial. Os resultados indicam que a espécie possui indice meibético alto,
com média de 96,45%. A porcentagem de viabilidade polinica foi superior a 95% para
os cinco individuos avaliados. O gréo de polen de T. grandiflorum foi caracterizado
como pequeno, oblato esferoidal, 3-colporados com exina reticulada. T. grandiflorum
apresenta regularidade meidtica, refletida na alta viabilidade polinica e apresenta
amido como material de reserva nos gréos de poélen. Esses resultados serdo uteis no
estabelecimento e manutengéo de cultivos comerciais e programas de melhoramento
da espécie, bem como auxiliardo futuros estudos palinolégicos.

PALAVRAS-CHAVE: Aspectos reprodutivos; Caracterizacao polinica; Cupuaguzeiro.

EVALUATION OF THE MEIOTIC INDEX, FEASIBILITY AND POLLEN CHARACTERIZATION
OF Theobroma grandiflorum (WILLD. EX SPRENG.) K. SCHUM

ABSTRACT: Theobroma grandiflorum (Willd. ex Spreng.) K. Schum (cupuacguzeiro) is a
native Amazonian fruit species of great importance for family farming in northern Brazil,
especially for the commercialization of the pulp and seed of its fruits. The objective of this
research was to evaluate the reproductive aspects of T. grandiflorum using the meiotic
index, cytochemistry, viability and pollen morphology. Pre-anthesis flower buds were
collected from five individuals and fixed in absolute alcohol: acetic acid (3: 1) solution
for 24 hours and stored in 70% alcohol until further use. The meiotic index (MI) was
estimated by counting post-meiotic products. Pollen viability analysis was performed
by colorimetric method using Alexander reactive dye. For cytochemistry, sudan IV and
lugol 2% dyes the were used, which stain lipids and starch, respectively. For pollen
characterization the acetolysis method was used and the evaluations were performed
on 25 pollen grains photographed in polar and equatorial view. The results indicate that
the species has a high meiotic index, with an average of 96.45%. The pollen viability
percentage was higher than 95% for the five evaluated individuals. The pollen grain
of T. grandiflorum was characterized as small, spheroidal oblate, 3-colporated with
reticulated exine. T. grandiflorum presents meiotic regularity, reflected in the high pollen
viability and presents starch as a reserve material in pollen grains. These results will
be useful in establishing and maintaining commercial crops and breeding programs, as
well as assisting future palynological studies.

KEYWORDS: Reproductive aspects; Pollen characterization; Cupuaguzeiro.

11 INTRODUCAO

Afamilia Malvaceae, apresenta uma distribuicdo predominantemente pantropical
e abrange cerca de 243 géneros e 4.225 espécies (MOBOT, 2019). Nesta familia,
encontra-se o género Theobroma, tipicamente neotropical, representado no Brasil
por 13 espécies, das quais cinco sao endémicas (FLORA DO BRASIL 2020 EM
CONSTRUCAO, 2019).

Genética e Melhoramento de Plantas e Animais Capitulo 1




No género Theobroma destaca-se a espécie Theobroma grandiflorum (Willd.
ex Spreng.) K. Schum. (cupuaguzeiro), uma planta frutifera nativa da Amazénia e
de grande importancia para a agricultura familiar no norte do Brasil. Sua importancia
estéa relacionada a comercializacéo de seus frutos para fabricacdo de doces, sucos,
geleias, sorvetes, licores, compotas, e de suas sementes, para a obtencédo de
chocolate de excelente qualidade, conhecido como cupulate (ALVES et al., 2007).
A continua expanséo do comércio de cupuagu tem gerado uma demanda crescente
pelo produto, garantindo ao produtor a seguranca de venda da producdo agricola
dessa espécie (SILVA et al., 2016).

Em meio as frutas tropicais nativas da Amazdnia, o cupuagu € aquela que reune
as melhores condicdes de aproveitamento industrial (CHAAR, 1980), porém, em geral,
um dos maiores problemas encontrados nas plantacbes comerciais de cupuacgu é a
baixa produtividade (ALVES et al., 2008), devido ao material de plantio empregado
nao ser selecionado e apresentar susceptibilidade a doencas como, por exemplo, a
vassoura da bruxa, causada pelo fungo Moniliophthora perniciosa (THOMAZELLA et
al., 2012; NETO et al., 2015).

A baixa produtividade dessa espécie é fortemente influenciada pela reducéao
da fertilidade devido a problemas de polinizacdo e autocompatibilidade. A fraca
conversao de flores em frutos € atribuida a presenca de barreiras naturais que afetam
o numero de flores polinizadas (VENTURIERI, 2011).

Portanto, estudos sobre indice meibtico, viabilidade, citoquimica e morfologia
dos gréos de p6len podem fornecer informacdes a respeito da propagacao da espécie,
auxiliando na escolha dos graos de pdlen viaveis, o que influencia diretamente o
sucesso dos cruzamentos (CABRAL et al.,, 2013) e a sele¢cdo de gendtipos para
programas de melhoramento (HISTER et al., 2016), na conservagao dos seus recursos
genéticos e na elucidagdo de caracteristicas que propiciem um melhor entendimento
taxondémico e biossistematico (OLIVEIRA et al., 2018).

Diante do exposto, objetivou-se, com esta pesquisa, avaliar aspectos reprodutivos
de T. grandiflorum por meio do indice meibtico, da citoquimica, viabilidade e morfologia
polinica.

2| METODOLOGIA

Este trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Genética Vegetal e Biologia
Molecular do Centro de Pesquisa e Tecnologia da Amazdnia Meridional (CEPTAM)
na Universidade do Estado de Mato Grosso, Campus Universitario de Alta Floresta,
situado no norte do estado de Mato Grosso. Em agosto de 2017, flores e botdes
florais em pré-antese foram coletados de cinco individuos de T. grandiflorum (Figura
1A-C) localizados no perimetro urbano do municipio de Alta Floresta - MT. O material
foi fixado em solucdo de alcool absoluto: acido acético (3:1) por 24 horas, em
temperatura ambiente, e logo apés transferidos para alcool 70% e mantidos a 4°C até
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uso posterior.

Figura 1: Theobroma grandiflorum. A: Individuo adulto; B: Botbes florais em pré-antese; C:
Antese.

2.1 indice meiético

Para a estimativa do indice mei6tico (IM) foi utilizado um mix com botdes florais
em pré-antese (Figura 1B) de todos os individuos. Para observagcao das células em
pds-meiose foram preparadas oito laminas utilizando a técnica de esmagamento da
antera sobre a lamina (GUERRA; SOUZA, 2000) e o material foi corado com orceina
acética 2%. O tamanho dos botdes florais foi mensurado em (mm), com auxilio de
paquimetro digital de precisdo Mitutoyo, a fim de correlacionar o tamanho dos mesmos
com a fase de desenvolvimento do gameta masculino.

Sob microscopia Optica, com aumento de 400x, foram contabilizadas 2000
células, 250 por lamina, sendo que as tétrades com células de mesmo tamanho foram
consideradas produtos p6s-meibticos normais e mbénades, diades, triades e poliades
foram consideradas produtos pds-meiéticos anormais. O indice mei6tico foi estimado
pela formula proposta por Love (1949) (1):

1M (%) = (T ) x 100 (1)

onde T € o numero de tétrades normais e N o numero total de produtos pds-
meiobticos contabilizados.

2.2 Viabilidade polinica e citoquimica

Para estimar a viabilidade polinica foi utilizado reativo de Alexander e botdes
florais em pré-antese de cinco individuos. Foram confeccionadas oito laminas por
individuo, sendo contabilizados, sob microscopia 6ptica em aumento de 400x, 250
graos de polen por lamina, perfazendo um total de 2000 por individuo. As laminas
foram preparadas utilizando a técnica descrita por GUERRA e SOUZA (2000) e a

Genética e Melhoramento de Plantas e Animais Capitulo 1



observacao foi realizada pelo método de varredura. A viabilidade polinica foi estimada
por meio da percentagem de graos de polen viaveis obtidos pela equacgao (2):

Viabilidade do pélen (%) = (L= LNEEE ) 1 2)

nZ de grace contados

Os resultados da viabilidade polinica tiveram sua significancia determinada por
meio do teste F e as médias foram comparadas pelo teste Tukey, em nivel de 5% de
probabilidade, para comparacao entre os individuos. As analises estatisticas foram
realizadas com o auxilio do programa Genes (CRUZ et al., 2013).

Para avaliar a presenca de substancias de reserva dos graos de pdélen, foram
empregadas técnicas citoquimicas de acordo com Baker e Baker (1979), com o
corante lugol 2% utilizado para identificacdo de amido e o sudan |V para identificacéo
de lipidios, sendo os graos de poélen classificados como positivo ou negativo para
estas substancias. Foi utilizado um mix com botdes florais, em pré-antese, dos cinco
individuos, sendo contabilizados, sob microscopia 6ptica em aumento de 400x, 250
graos de polen por lamina, perfazendo um total de 2000 para cada corante.

2.3 Morfologia dos graos de pélen

Para analisar morfologia polinica, as anteras dos botdes florais foram submetidas
ao método de acetolise (ERDTMAN, 1943) com algumas modificacées: aumento da
temperatura do banho-maria de 70 a 80 °C para 100 °C por cinco minutos e aumento
do tempo de exposicao a mistura de glicerina e agua destilada de dez minutos para
duas horas, sem a retirada da solucéo antes do preparo das laminas.

As laminas foram preparadas e fotografadas no mesmo dia, para evitar o
intumescimento dos graos de polen. As laminas foram observadas em microscépio
Optico binocular Biocam com magnitude de 400x e 1000x. As imagens foram obtidas
por camera CMOS 1.3 acoplada ao microscdpio e com auxilio do sistema de captura
de imagens Tsview 7. Foram mensurados o didmetro polar e equatorial em vista
equatorial (grao de polen perpendicular a vista polar), o diametro equatorial em vista
polar (grao de polen com a area polar voltada para o observador) dos graos de poélen,
a espessura da exina e do apocolpo. As mensuragdes foram realizadas em 25 graos
de pélen tomados ao acaso com auxilio do programa Anati Quanti 2®° UFV (AGUIAR
et al., 2007). Os calculos de média aritmética (x), o desvio padrao da média (sx), o
coeficiente de variabilidade (V) e o intervalo de confiancga (IC) a 95% foram realizadas
através do programa Genes (CRUZ, 2013).

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os produtos p6s-meiéticos utilizados para o calculo do IM foram encontrados
nos botdes florais que apresentaram tamanhos entre 4,51 e 5,73 mm, com uma
média de 5,39 mm. A percentagem média do IM foi de 96,45% (Tabela 1). De acordo
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com Love (1949), plantas com IM acima de 90% sé&o consideradas citologicamente
estaveis e satisfatorias para programas de melhoramento. Pode-se inferir, portanto,
que a espécie avaliada possui producdo normal de gametas masculinos, embora
também tenham sido observados produtos p6s-meibticos anormais, monade e triade

(Figura 2).
Laminas CBF (mm) Ménade Triade Tétrade IM %
1 4,51 4 10 236 94,4
2 5,42 1 12 237 94,8
3 5,64 5 3 242 96,8
4 5,58 1 4 245 98,0
5 5,30 - 8 242 96,8
6 5,41 - 5 245 98,0
7 5,50 - 10 240 96,0
8 5,73 - 8 242 96,8
Médias 5,39 1,37 7,5 241,12 96,45

Tabela1. Produtos pos-meioticos e indice Meiético (IM) de cinco individuos de Theobroma
grandiflorum.

CBF (mm): Comprimento do bot&o floral em milimetros.

Figura 2. Produtos p6s-meiéticos de Theobroma grandiflorum. A: M6node; B: Triade; C: Tétrade
e D: Campo com um conjunto de tétrades.

Os botdes utilizados para preparacdo das laminas de viabilidade polinica
e citoquimica mediam entre 9,69 e 15,68 mm, com uma média de 12,27 mm. Os
corantes utilizados para avaliacdo da viabilidade e citoquimica dos gréos de poélen
foram eficazes para distincdo dos polens vidveis e inviaveis (Figura 3A) e para a
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determinac&o do conteudo de reserva (Figura 3B e 3C).

9,61um

Figura 3. Graos de p6len de Theobroma grandiflorum. A: Reativo de Alexander (seta continua:
polens viaveis; seta pontilhada: polens invidveis): B: Lugol (seta continua: amido-positivo e seta
pontilhada: amido-negativo) e C: Sudan IV (lipidio-negativo).

9,61pm 9,61um

Para o reativo de Alexander foram considerados gréos de pélen viaveis aqueles
sem deformidades e com interior corado de purpura e a parede de verde, enquanto
graos de pélen inviaveis apresentavam aspecto vazio, somente com coloracao
esverdeada (Figura 3A). Analises utilizando o reativo de Alexander para estimativa
da viabilidade polinica fornecem dados acurados, pois se obtém uma coloragcéo
diferencial dos polens viaveis e ndo viaveis, devido a utilizagdo simultanea de verde
malaquita e fucsina acida, os quais apresentam dupla coloracédo. O verde malaquita
tem afinidade pela celulose presente na parede celular, corando-a de verde, enquanto
qgue o protoplasma é corado pela fucsina acida, de modo que, por ndao apresentarem
protoplasma, os graos de polen abortados coram-se de verde (ALEXANDER, 1980).

A taxa de viabilidade polinica para a espécie apresentou média de 98,23%, sem
diferencas estatisticas entre os individuos (Tabela 2).

Individuos Reativo de Alexander
AFO1 97,45
AF02 98,10
AF03 98,45
AF04 98,13
AF05 99,00
CV% 1,61

Tabela 2. Porcentagem da viabilidade dos graos de polen de Theobroma grandiflorum.

Segundo Souza et al. (2002), valores de viabilidade polinica acima de 70% sao
considerados altos, de modo que os resultados obtidos nesse trabalho, indicam que
os individuos estudados apresentam alta quantidade de polens viaveis. Resultados
semelhantes foram encontrados em estudos com espécies do mesmo género,
Theobroma cacao e Theobroma subincanum, realizados por Cabral at al. (2013) e
Arenas-de-Souza et al. (2016), respectivamente, onde a viabilidade foi superior a

90%.
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Os resultados da viabilidade polinica sdo concordantes com os resultados do
indice meidtico, demonstrando que os individuos avaliados possuem regularidade
meibtica, expressa na alta porcentagem de gréos de pélen viaveis. Esse resultado &
um indicativo de que a formacao dos gametas nao influencia na baixa a produtividade
da espécie, descrita por alguns autores (FALCAO E LLERAS, 1983; VENTURIERI,
2011).

As analises colorimétricas realizadas com os corantes lugol e sudan
IV revelaram que os grdos de polen de T. grandiflorum apresentam amido como
substancia de reserva (Figura 3B) e que o lipidio esta ausente, uma vez que os graos
de polen submetidos ao sudan IV ndo coraram (Figura 3C).

A presenca de amido no pélen € uma adaptacao para evitar a acado de insetos
nao polinizadores que se alimentam de pélen, além de ser importante na manutencao
viabilidade do grao de pélen, pois o amido é total ou parcialmente convertido em
glicose, frutose, sacarose e pectinas que aumentam a sua resisténcia em ambientes
hostis, bem como auxiliam na germinag¢ao do tubo polinico (BAKER; BAKER, 1979;
RODRIGUEZ-GARCIA et al., 2003; PACINI et al., 2006).

Os graos de pélen de T. grandiflorum possuem area polar muito grande (abertura
muito curta), sdo pequenos, apresentam formato oblato esferoidal (subesferoidal),
séo 3-colporados e apresentam exina reticulada (Tabela 3 e Figura 4).

Medidas Min. - Max. (um)  x =sx (um)  IC 95% (um) (Co/:’)

Diametro Equatorial (VE) 44,10 — 54,80 48,73 2,87 47,46 — 49,88 5,87
Eixo Polar (VE) 3427-5015  43,96+379 42028-4548 861

Razéo P/E 0,75 0,96 0,90 +0,05  088-092 5665
Diametro Equatorial (VP) 26,23-49,08  3845:476 3634-4036 12,39
Apocolpo 0380-4247  30,14+422 2827-3183 14,00
LAP 0,70 — 1,43 079+015  073-085 1877
Exina 3,18 - 4,19 355+026  344-365 7,25

Tabela 3. Medidas dos po6lens de Theobroma grandiflorum submetidos ao método de acetdlise.

x = média; sx = desvio padrdao da média; IC = intervalo de confianga; CV (%) = coeficiente de
variagao; VE = Vista Equatorial; VP = Vista Polar; P/E = Raz&o entre eixo polar sobre diametro
equatorial; I.A.P.= Indice de area polar.
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9,60 pym

Figura 4. Morfologia do po6len de Theobroma grandiflorum A: Detalhe da exina reticulada
(ornamentacéo); B: Vista polar com detalhe das aberturas dos colpos; C: Vista equatorial com
detalhe dos colpos.

A caracterizacdo dos graos de poélen de T. grandiflorum obtidos neste estudo
estdo de acordo com estudo realizado por Saba (2007) com os graos de pdlen
de outras duas espécies do género, T cacao L. e T. subincanum Mart, caracterizando-
0S cOomo pequenos, oblato-esferoidais a subprolatos e 3-colporados.

De acordo com Oliveira e Pierre (2018), algumas caracteristicas morfol6gicas
dos gréaos de pdlen estdo associadas ao tipo de polinizagdo. Nos individuos de T.
grandiflorum avaliados, a ornamentacao reticulada da exina pode suprir a falta de
lipidios nos grdaos de pdélen, uma vez que a mesma também auxilia na aderéncia
durante o transporte feito por polinizadores e do gréo de pélen ao estigma.

41 CONCLUSAO

A espécie T. grandiflorum apresenta regularidade meibtica, confirmada pelo alto
indice meibtico e alta viabilidade polinica. Os graos de p6len apresentam amido como
substancia de reserva e sao classificados como pequenos, 3-colporados com formato
oblato esferoidal e exina reticulada.

As informacbes obtidas neste trabalho auxiliardo na identificacdo da espécie,
principalmente em estudos que necessitem de informagdes morfolégicas, tais como
a paleobotanica, paleoecologia e taxonomia vegetal, sendo uteis também para
implantagao e manutencéo de cultivos comerciais e programas de melhoramento
que envolvam a espécie, pois facilitam a escolha de individuos adequados para
cruzamentos.
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