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RESUMO

Os graos de polens em condi¢cdes naturais perdem rapidamente sua viabilidade,
dependendo da espécie o periodo de eficiéncia pode variar de poucos minutos a um
dia. O presente trabalho objetivou avaliar a viabilidade polinica de nove genotipos de
acerola (Malpighia emarginata DC.) em diferentes horarios de coleta. Os graos de
polen foram coletados em nove gendtipos de acerola em oito diferentes horarios,
das 06:00h as 13:00h. O material foi fixado em etanol: acido acético (3:1). A
avaliacdo da viabilidade foi realizada através dos corantes reativo de Alexander e
Lugol, com auxilio de um microscopio Optico em magnitude de 40x. Os resultados
foram submetidos a analise de variancia e as médias comparadas pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade (p< 0.05). O corante Lugol apresentou maior
percentual médio de viabilidade polinica (91,22 %), e o corante reativo de Alexander
a menor meédia (76,28%). O horéario das 08:00h evidenciou maior percentual médio
de viabilidade (91,6%), podendo ser considerado o melhor horério para fertilizacao.
A diminuicdo da viabilidade polinica foi observada a partir das 10:00h da avaliagao.
A espécie apresentou o0 menor percentual médio de viabilidade as 13:00h (74;25%).
Portanto, ha influencia dos horarios na viabilidade polinica nos gendtipos de acerola.
PALAVRAS-CHAVE: Biologia reprodutiva; Fertilizacdo de polen; Recursos
geneticos.

INFLUENCE OF THE TIME OF COLLECTION ON THE VIABILIT Y OF POLLEN
GRAINS IN ACELORA (Malpighia emarginata DC.)

ABSTRACT
The pollen grains in natural conditions quickly lose their viability; the period efficiency
can vary from few minutes to day, depending on the species. This study aimed to
evaluate the pollen viability of nine genotypes of acerola (Malpighia emarginata DC.)
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in different times of collection. The pollen grains were collected in nine acelora of
genotypes in eight different times, from 06: 00h to 13: 00h. The material was fixed in
ethanol: acetic acid (3:1). The viability evaluation was made through dyes reactive
Alexander and Lugol, with the help of an optical microscope at magnitude of 40x. The
results were submitted to analysis of variance and average compared by Tukey test
to 5% probability (p < 0.05). The dye Lugol showed a higher average percentage of
pollen viability (91.22%), and the dye reactive Alexander the lowest average
(76.28%). The time of 08: 00h showed higher average percentage of viability (91.6%)
and can be considered the best time to fertilization. The pollen viability was reduced
after 10:00h of evaluation. The species showed the lowest average percentage of
viability at 13: 00h (74; 25%). Therefore there is influence of the times on the pollen
viability in acerola genotypes.

KEYWORDS: Reproductive biology; Fertilization of pollen; Genetic resources.

INTRODUCAO

A Malpighia emarginata DC., pertence a familia Malpighaceae, conhecida
popularmente como acerola, uma importante frutifera tropical, que cresce como
arbusto ou arvoreta de dois a trés metros de altura, ramos densos e espalhados,
folhas opostas e flores hermafroditas, dispostas em cachos pedunculados de trés a
cinco flores e os frutos sdo uma drupa de superficie lisa ou dividida em trés gomos,
com tamanho variados de 3 a 6 cm de didametro (GONZAGA NETO & SOARES,
1994; GUEDES et al., 2011).

Devido a sua grande importancia como fonte natural de vitamina C, e
potencialidade industrial, tem atraido o olhar dos fruticultores e assim passando a
apresentar maior valor econémico em varias regiées do Brasil, fazendo com que o
este se torne o maior produtor, consumidor e exportador de acerola (NOGUEIRA et
al., 2005; BICAS et al., 2011).

A acerola pode florescer e frutificar varias vezes durante o ano (MUSSER,
1995), para que este processo de reproducdo aconteca, € importante ressaltar em
determinadas espécies com potencial econémico a presenca de visitantes floreais
representa um aumento na produtividade, pois influenciam diretamente no peso,
namero de sementes, além da qualidade comercial dos frutos (SIQUEIRA et al.,
2009; SOUZA et al., 2009). De acordo com ARAUJO, (2010) acerola é uma espécie
muito dependente de agentes polinizadores, sendo as abelhas do género Centris,
familia Anthophoridae os principais responsaveis pelo processo de polinizacao.

Assim o estudo sobre o pdlen permite conhecer a biologia reprodutiva de
determinada espécie, a manutencdo da viabilidade e fertilidade do pdlen, e ainda
para melhoramento e conservacdo dos recursos genéticos vegetais (SEREJO et al.,
2012). Em condi¢cdes naturais, os grdos de polens perdem rapidamente seu
potencial de germinacdo. A capacidade de germinar e formar tubo polinico depende
diretamente da sua viabilidade, e o periodo de eficiéncia dependendo da espécie
pode variar de minutos, horas a um dia, 0 que ocasiona a diminuicdo da producao
(BOYER, 1982).

Os gréos de polen da aceroleira apresentam coloracdo amarela, consisténcia
pegajosa, e nao sao polinizados pelo vento, podendo apresentar viabilidade que
varia de acordo com o genétipo avaliado, de 10 a 90% (RITZINGER & RITZINGER,
2011). Deste modo, os testes de viabilidade de pdélen para DAFNI, (1992) é fator
primério para que ele venha a ter oportunidade de germinar no estigma da flor,
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sendo um estadio decisivo a fertilizacdo. Esta avaliagcdo pode ser analisada tanto
pelos métodos diretos através germinacao in vivo e in vitro, quanto pelo método
indireto, por meio de testes de coloracdo (ALMEIDA et al., 2011).

Portanto a utilizacdo de corantes sdo métodos de suma importancia para esta
avaliacdo. Neste contexto o presente estudo teve por objetivo avaliar a viabilidade
polinica de genadtipos de M. emarginata em diferentes horarios de coleta através de
testes colorimétricos.

MATERIAL E METODOS

O trabalho foi conduzido no Laboratorio de Genética Vegetal e Biologia
Molecular da Universidade do Estado de Mato Grosso, Campus de Alta Floresta —
MT, entre agosto de 2014 e janeiro de 2015. Para analise da viabilidade polinica o
material botanico a ser utilizado foi proveniente de nove individuos. Sendo, um
individuo coletado no setor C3 (S-C3), trés individuos no bairro Sdo José Operario
(SJO) e cinco no setor industrial (SINDUS).

As flores foram coletadas num periodo de oito horas, em intervalos de uma
hora, com o inicio as 06:00h e encerramento as 13:00h. O material foi fixado em
solucdo de etanol e &cido acético (3:1), mantido 24 horas em temperatura ambiente,
posteriormente transferido para alcool 70% e armazenado em geladeira até uso
posterior.

A avaliacdo da viabilidade dos gréos de pdlen foi realizada pelo método de
teste colorimétrico, utilizando reativo de Alexander (ALEXANDER, 1980) e lugol
(DAFNI, 1992). Foram confeccionadas cinco laminas por horario, as mesmas foram
preparadas pela técnica de esmagamento das anteras e adicionada 10uL de
corante.

Com auxilio de um microscopio fotdnico binocular (BEL Fhotonics e Primo
Star Zeiss) na objetiva de 40x, foram observados diversos pontos da lamina pelo
método de varredura. E assim contabilizados 300 grdos de pdlen por lamina,
totalizando 1.500 grdos de pdlen por horério avaliado. Os resultados foram
submetidos a analise de variancia e as médias comparadas pelo teste de Tukey a
5% de probabilidade (p< 0.05). As andlises foram realizadas pelo programa
estatistico SISVAR (FERREIRA, 2011).

RESULTADOS E DISCUSSAO
Através da utilizacdo dos corantes: reativo de Alexander e lugol foi possivel
distinguir os gréos de pélen viaveis dos inviaveis (Figura 1). Segundo ALEXANDER,
(1980) e possivel diferenciar os graos de polens abortados dos nao abortados, pois
0os abortados, ndo possuem o0 nudcleo, e a coloracdo se apresentard apenas a
celulose contida na parede. A viabilidade dos grdos de pélen corados com lugol
apresenta uma coloracdo marrom, devido a uma reacdo quimica entre a molécula de
amido e o iodo, e os grdos de podlen inviaveis, uma coloracdo amarela-clara ou

transparente, devido a auséncia de amido (DAFNI, 1992).
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FIGURA 1- Graos de pdlen viavel e inviavel de M. emarginata corados com
diferentes corantes. A) Polens corados com reativo de
Alexander, B) Polens corados com lugol. V — Viavel e | —
Inviavel. Fonte: LIMA, 2015.

Ao analisar o efeito do horario de coleta em cada genotipo, constatou-se que
0s gendtipos SJO-2, SJO-3, SINDUS-2 e SINDUS-3 foram 0s que apresentaram
maiores percentuais de viabilidade dos grdos de polens para todos os horarios,
sendo que os percentuais encontrados variaram entre 74,2% e 95,4% (Tabela 1).
Dados que corroboram com SOUZA et al. (2002), que consideram uma viabilidade
polinica alta >70%.

O gendtipo SC-3 apresentou maior viabilidade entre os horarios das 06:00h
as 11:00h, tendo uma reducdo da viabilidade a partir das 12:00h. SJO-1
proporcionou maiores percentuais de viabilidade nos trés primeiros horarios, assim
como para os horarios das 11:00h e 13:00h, diferindo estatisticamente dos demais
horarios (09:00h, 10:00h e 12:00h).

SINDUS-1 apresentou comportamento diferenciado, em sete horarios da
avaliacdo (07:00h as 13:00h) foram obtidos valores excelentes de viabilidade
polinica, no entanto, a diminuicdo desses percentuais foi menor para o horario das
06:00h.

Para SINDUS-4 a perda da viabilidade polinica foi observada com o passar do
horario, porém, nos primeiros sete horarios da avaliacdo encontrou-se 0s maiores
percentuais, assim, o horario que apresentou menor média foi o das 13:00h. A
viabilidade dos graos de pdlen para SINDUS-5 se manteve alta entre os horarios das
06:00h, 07:00h, 08:00h, 09:00h e 12:00h, porém a reducdo da viabilidade ocorreu
entre as 10:00h, 11:00h e 13:00h (Tabela 1).
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TABELA 1- Porcentagem de viabilidade polinica de nove genétipos de M.
emarginata para cada horario analisado.

HORARIOS DE COLETAS

Genotipos  ~p6:00h 07:00h  08:00h  09:00h  10:00h 11:00h 12:00h 13:00h
94.2Aa 94.8Aa 95.0Aa 94.2Aa  83.5ABab 75.4ABabc 64.2Bb  73.6ABab
84.9Aab 88.8Aa 84.2Aa 58.0Bb  60.6Bc 70.0ABbc  69.0ABab  72.2ABab
91.5Aa 785Aa 94.0Aa 88.2Aa  86.4Aa 92.0Aab 81.4Aab 74.2Aab
89.9Aa 75.9Aa 94.2Aa 93.5Aa 90.2Aa 92.5Aa 77.2Aab 76.0Aab

SINDUS-1  63.9Ba 87.0Aa 96.0Aa 94.1Aa  90.4Aa 92.6Aa 90.4Aa 90.0Aa

SINDUS-2  95.4Aa 91.7Aa  93.0Aa 94.4Aa  93.7Aa 92.1Aab 89.2Aa 84.0Aa

SINDUS-3  94.6Aa 95.4Aa  94.9Aa 90.3Aa  95.0Aa 90.0Aab 91.2Aa 88.0Aa

SINDUS-4  89.8ABa 88.3Aba 92.0Aa  86.6Aba 79.0ABCabc 80.3ABab  70.0BCab 57.4Ch

SINDUS-5 80.0ABab  83.0Aa 81.4ABa 83.9Aa 61.0BCab 54.3Cc 87.3Aa 54.0Ch

Médias seguidas de mesma letra mindscula na linha e mailscula na coluna néo diferem entre si pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Ao analisar a figura 2 sobre o melhor corante, péde-se observar o maior
percentual de viabilidade polinica para o corante lugol (91,22 %). No entanto o
corante reativo Alexander obteve a menor meédia de polens viaveis (76,28%).

TIAGO et al. (2014) em estudos de viabilidade polinica com trés variedades
de mandioca (Manihot esculenta Crantz), IAC-56-170, IAC-14 e IAC-CAAPORA
encontraram valores similares ao desta pesquisa para o corante lugol (92,95%,
97,60% e 98,47% respectivamente) para as trés variedades.

Os mesmos valores foram encontrados por CABRAL et al. (2013) para o
corante lugol, ao estimarem a viabilidade polinica para botdes florais e flores abertas
na espécie Theobroma cacao, sendo 95,21% para botdes florais e 86,57% para
flores abertas. Assim como para RIBEIRO et al. (2013) que encontraram uma meédia
de viabilidade polinica de 97,30% para Mauritia flexuosa L. f.

Deste modo, o corante lugol mostrou-se eficiente e aponta com melhor
precisao os resultados de viabilidade polinica para acerola, assim como para varias
espécies citadas neste estudo.
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FIGURA 2- Percentual médio de polens viaveis para a espécie M.
marginata com os corantes Reativos de Alexander e Lugol.
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O teste de média também foi realizado para cada horario independente do
genotipo e corante. Na figura 3 encontram-se esses valores que evidenciam a perda
da viabilidade com o passar do horéario. Observou-se neste estudo, que o melhor
horario de coleta dos grdos de pélen da acerola foi o das 08:00h, apresentando um
percentual médio de 91,6 %, porém, ndo se diferenciando estatisticamente dos
horarios das 06:00h, 07:00h e 09:00h. Constatou-se, que a perda da viabilidade dos
genotipos foi ocorrendo com o passar do tempo a partir das 10:00h, e o pior horario
foi o das 13:00h com 74,25%.

100,00 -
90,00

| AB AB i AB

80,00 - y & o D
70,00 |

60,00 -

50,00 -

40,00 -

30,00 -

20,00 -

10,00 -

0,00 -+ : = . . .

6:00nh 7:00h 8:00h 9:00h 10:00h 11:00h 12:00h 13:00h

Graos de poléns viaveis (%)

FIGURA 3- Representacao grafica do percentual médio de viabilidade
polinica de gendtipos de acerola M. emarginata
avaliados para cada horario de coleta.
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Estudos realizados por COSTA et al. (2012), para a avaliacdo do efeito do
horério de coleta de graos de polen para quatro variedades de milho (Zea mays),
AG-1051, C0O-9621, C-444 e Zapalote Chico, detectaram reducdo da viabilidade
polinica, de acordo com o0 avan¢o nos horarios de coleta para as variedades CO-
9621, C-444 e Zapalote Chico.

A partir da antese da flor, o gréo de podlen necessita estar plenamente viavel
para haver a formacdo do tubo polinico, e geralmente, a medida que o tempo
avanca, a viabilidade do gréo de polen vai diminuindo e reduzindo sua eficiéncia na
fertilizacdo (SOUZA et al., 2002). Assim, trabalhos que indicam o melhor horéario de
coleta do podlen para a obtengdo de maior percentual de viabilidade sdo de extrema
importancia, principalmente em processos de hibridacdo, bem como saber a
potencialidade do gameta masculino.

CONCLUSAO
A viabilidade do grdo do pdlen de Malpighia emarginata decresce com o0
decorrer do periodo de coleta, apresentando maior porcentagem de viabilidade as
08:00h, sendo portanto o horario recomendado para realizacéo de hibridacéo.
Aconselha-se a utilizagdo desta técnica para avaliagdo do melhor horario de
coleta dos gréos de pélen, assim como, o uso do corante lugol por melhor distinguir
0s graos de pélen viaveis dos inviaveis.
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