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RESUMO

A andlise da viabilidade dos gréos de pélen € uma importante area de estudo da
biologia reprodutiva. O uso desse método permite a selecdo de espécies vegetais
com caracteristicas potencialmente promissoras e emprega-las em programas de
melhoramento genético. Diante disso, o objetivo deste estudo foi avaliar o indice
meidtico e a viabilidade polinica de trés gendtipos de A. carambola L. através de
testes colorimétricos. Anteras de A. carambola foram maceradas em orceina acética
2% para estimar o indice meidtico. Para avaliacdo da viabilidade polinica foram
testados trés corantes (Verde Malaquita 1%, Lugol 2% e Reativo de Alexander) e
para cada corante 10 laminas foram preparadas e, contabilizados 250 gréos de
polen por lamina. Em relacéo ao indice mei6tico ndo houve diferenca estatistica para
os trés gendtipos, contudo o gendtipo 2 apresentou a maior porcentagem de
regularidade meidtica (97,35%). Os produtos pés-meidticos irregulares observados
foram diades e triades, enquanto ménades e poliades ndo foram observados. A
analise da viabilidade polinica revelou diferenca estatistica para o reativo de
Alexander, a maior porcentagem de polens viaveis foi verificada no Gendtipo 2
(97,64%), nao diferindo estatisticamente do gendtipo 1 (97,64%). O reativo de
Alexander permitiu a melhor visualizacdo de polens vidveis e polens invidveis, ja o
uso do verde Malaquita dificultou a distincdo dos polens. Assim, os trés gendtipos de
A. carambola apresentaram alto indice meiético revelando regularidade do processo
meidtico. O corante reativo de Alexander se destacou na avaliacdo da viabilidade &
polinica e, possibilitou a melhor distingédo entre gréos de pdélen viaveis e inviaveis.
PALAVRAS-CHAVE: Botoes florais; Graos de polen; Gendtipo.
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MEYOTIC BEHAVIOR AND POLYNICAL VIABILITY OF Averrhoa carambola L.
(OXALIDACEAE) BY COLORIMETRIC TESTS
ABSTRACT

The analysis of the viability of pollen grains is an important area of study of
reproductive biology. The use of this method allows the selection of plant species
with potentially promising characteristics and uses them in breeding programs.
Therefore, the objective of this study was to evaluate the meiotic index and the pollen
viability of three A. carambola L. genotypes by colorimetric tests. Anthers of A.
carambola were macerated in acetic orcein 2% to estimate the meiotic index. To
evaluate the pollen viability, three dyes were tested (Malachite green 1%, Lugol 2%
and Alexander’s stain) and for each dye 10 slides were prepared and counted 250
pollen grains per slide. In relation to the meiotic index there was no statistical
difference for the three genotypes, however genotype 2 presented the highest
percentage of meiotic regularity (97.35%). The irregular post-meiotic products
observed were dyads and triads, while monads and polyads were not observed. The
pollen viability analysis revealed a statistical difference for the Alexander’'s stain,
where the highest percentage of viable pollens was verified in Genotype 2 (97.64%),
and did not differ statistically from genotype 1 (97.64%). The Alexander’s stain
allowed the best visualization of viable pollens and infeasible pollen, and the use of
Malachite Green made it difficult to distinguish pollen. Thus, the three genotypes of
A. carambola presented a high meiotic index revealing regularity of the meiotic
process. Alexander's stain dye stood out in the evaluation of pollen viability and
allowed a better distinction between viable and non-viable pollen.

KEYWORDS: Floral buds; Pollen grains; Genotype.

INTRODUCAO

A Averrhoa carambola L. é popularmente conhecida como carambola, uma
planta frutifera pertencente a familia Oxalidaceae originaria da Asia (DONADIO et
al., 2001). Trata-se de uma planta com raizes e folhas que possuem propriedades
antimicrobianas, antiglicémica e com propriedades antipirética e oftalmica
(MADALENO, 2015; OLIVEIRA et al., 2015; NDUKWE; OKHIKU, 2018).

A cultura da caramboleira possui grande potencial, devido a capacidade de
rapido desenvolvimento, alta produtividade, selecdo de clones doces e possibilidade
de cultivo, em sistemas protegidos (MUSTAFA et al., 2016). Em virtude dessas
caracteristicas torna-se necessaria a realizacdo de estudos sobre a biologia
reprodutiva da espécie para fins de melhoramento genético da cultura.

O sucesso reprodutivo de uma espécie depende em grande parte da
regularidade da meiose, pois esta informa se ha producdo de gametas viaveis para a
reproducdo (WIINKER; JONG, 2008). Contudo, esse evento € controlado por varios
genes, podendo entdo gerar desarmonia e anormalidade da meiose, tendo como
resultado produtos pos-meidticos anormais que causam a infertilidade da planta
(SOUZA et al., 2003), mas que podem ser verificados através do indice meiotico.

O estudo da viabilidade do grdo de pdolen é uma das formas de obter
informacdes sobre a biologia reprodutiva das espécies vegetais. Também € um
importante método para a analise de fluxo génico em plantas porque evidencia o
potencial masculino de reproducédo e pode ser util em diversos estudos (FRESCURA
et al., 2012).

O emprego e a escolha dos diferentes corantes, tanto em citogenética
cldssica como molecular, é de extrema importancia, uma vez que permitem corar
regides distintas das células, bem como diferentes grupos celulares para posterior
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identificacdo no microscopio (BRAMMER et al., 2015). Ndo ha na literatura, de
acordo com Hister e Tedesco (2016), um teste de viabilidade universal que utilize
apenas um corante especifico, por isso, existe a necessidade de testar mais de um
tipo de corante, visando encontrar o mais adequado para cada espécie.

Tendo em vista, que o estudo da biologia reprodutiva é fundamental no
melhoramento genético e pouco se sabe sobre a biologia reprodutiva da
caramboleira, 0 presente artigo teve por objetivo avaliar o indice meidtico e a
viabilidade polinica de trés gendtipos de Averrhoa carambola L. por meio de testes
colorimétricos.

MATERIAL E METODOS

O estudo foi realizado no Laboratorio de Citogenética e Cultura de Tecidos da
Universidade do Estado de Mato Grosso — UNEMAT campus de Alta Floresta, MT.
Foram coletados botdes florais em pré-antese de trés gendtipos de A. carambola,
localizados no perimetro urbano do municipio de Alta Floresta, MT. Botdes florais de
diferentes tamanhos foram coletados e fixados em solucdo de acido acético 4%,
mantidos em temperatura ambiente por 24 horas e posteriormente transferidos para
o alcool 70% e armazenados em geladeira.

Para estimar o indice meidtico, anteras dos botbes florais foram maceradas
em orceina aceética 2%, e 10 laminas foram preparadas por genétipo de A.
carambola totalizando 2.500 células observadas e contabilizadas em microscépio
optico com aumento de 40X. As células observadas que estavam em tétrades foram
consideradas produtos pdOs-meidticos normais, enquanto que moénades, diades,
triades e poliades foram consideradas produtos pos-meioticos anormais. O calculo
do indice meiético foi realizado de acordo com Love (1951).

A avaliacdo da viabilidade polinica foi realizada utilizando trés corantes: lugol
2%, verde malaquita 1% e o reativo de Alexander. Os gendétipos foram testados com
0s trés corantes e para cada corante 10 laminas foram preparadas e, contabilizados
250 graos de polens por lamina, totalizando 2.500 células analisadas por corante e
7.500 células por gendtipo. As laminas foram analisadas utilizando o método de
varredura com o auxilio de um microscopio 6ptico com aumento de 40X.

Os dados de indice meidtico e viabilidade polinica foram submetidos a
ANOVA e as médias comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade
utilizando o programa estatistico R, versdo 3.3.2 (R CORE TEAM, 2016), com o
auxilio do pacote ExpDes, versao 1.1.2 (FERREIRA et al., 2013). O gréfico dos
dados de indice meiético foi confeccionado no programa Sigmaplot (versao 11).

RESULTADOS E DISCUSSAO
No presente estudo ndo houve diferenca significativa a 5% de probabilidade
entre 0s trés gendtipos de A. carambola quanto ao indice meidtico (FIGURA 1).
Contudo, o Gendétipo 2 apresentou a maior porcentagem média de regularidade
meidtica de 97,35%, seguida pelo Gendtipo 1 com 89,94% e o Gendtipo 3 com
84,96%.
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FIGURA 1. indice Meibtico (IM) de trés genoétipos de A. carambola.
Médias com letras iguais nao diferem entre si ao nivel de 5%
de probabilidade via teste tukey. CV (%) = 11,609.

A regularidade na meiose gera como resultado um alto percentual de tétrades
normais e consequentemente alta viabilidade polinica (LIMA et al.,, 2016). A
estabilidade desse processo pode ser verificada através do indice meidtico, que
indica o quanto a divisdo celular meidtica foi estavel e regular (PEREIRA et al.,
2017).

De acordo com Love (1951) as plantas devem obter indices meidticos que
figuem acima de 90%, valores abaixo podem ter uso restrito no melhoramento
genético. Os genotipos em estudo apresentaram indices meibticos proximos de
90%, valores que sdo considerados satisfatorios, pois resultaram em alta
porcentagem de viabilidade polinica e dessa maneira apresentam potencial para o
planejamento de programas de melhoramento genético (LAVINSCKY et al., 2017).

Na literatura, estado disponiveis varios estudos que verificam o indice meiotico
em espécies vegetais, porém para A. carambola sdo poucos estudos relacionados.
Em diferentes espécies vegetais sdo encontrados resultados de indice meibtico
variaveis e satisfatorios. Pereira et al. (2017) estudando o indice meiotico de duas
espécies de género Passiflora (P. cristalina Vanderpl. & Zappi e P. miniata
Vanderpl.) obtiveram valores de indice meiético acima de 90,00% para ambas as
espécies.

Fleck et al. (2015) em Vasconcellea quercifolia A. St. Hill. encontraram indice
meidtico superior a 99,00%. Os produtos pés-meibticos anormais observados foram
diades e triades, outros produtos pds-meidticos como moénades e poliades nao
foram observados (Tabela 1; Figura 2).
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TABELA 1. Total de produtos pds-meiéticos anormais observados em A.
carambola, Alta Floresta-MT.

- Produtos P6s-Meidticos anormais Tétrade.s
Genotipos ~ - - - anormais
Monade Diade Triade Poliade (%)
1 0 58 201 0 10,36
2 0 03 64 0 2,68
3 0 31 345 0 15,04
TOTAL 0 92 610 0 28,08

FIGURA 2. Produtos pds-meidticos de A. carambola. A- diade (anormal); B- triade
(anormal); C- tétrade (normal). Barra = 10um. Fonte: os autores.

Na avaliacdo da viabilidade polinica dos genétipos de A. carambola foram
detectadas diferencas significativas a 5% de probabilidade apenas para o teste
colorimétrico com o reativo de Alexander (Tabela 2). A espécie apresentou altas
taxas de viabilidade polinica, visto que Souza et al. (2002) definem como alto os
percentuais de viabilidade do grao de pdélen que fiqguem acima de 70%.

TABELA 2. Médias percentuais de viabilidade polinica em trés genadtipos de
Averrhoa carambola L., Alta Floresta-MT.

o Corantes
Genotipos Reativo de Alexander Lugol Verde malaquita
01 97,64a 88,88b 95,40a
02 97,68a 89,58b 95,08a
03 82,00b 77,60b 89,44a
CV (%) 8,19 15,30 9,36

Médias seguidas de letras iguais na coluna nao diferem entre si pelo teste
Tukey a 5% de probabilidade.

O uso do reativo de Alexander proporcionou a maior porcentagem de
viabilidade polinica do genétipo 2 com 97,68% de polens viaveis, ndo se diferindo
estatisticamente do gendtipo 1 com 97,64%. Enquanto que a menor taxa de
viabilidade foi observada no gendétipo 3 com 82,00% de graos de polens viaveis
(Tabela 2). O corante também se mostrou o mais eficiente para diferenciar polens
viaveis de inviaveis (Figura 3).
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FIGURA 3. Viabilidade polinica de A. carambola com diferentes testes
colorimétricos. A - reativo de Alexander (pdlen viavel), B -
(polen inviavel); C — lugol 2% (pdlen viavel), D - (polen inviavel);
E - verde malaquita 1% (polen viavel), F - (poélen inviavel).
Barra = 10pm. Fonte: os autores.

Outros autores também relataram alto percentual de viabilidade polinica
utiizando o reativo de Alexander. Hister e Tedesco (2016) obtiveram valores
superiores a 80% na maioria dos 20 acessos de Psidium cattleianum Sabine. E
Arenas-de-Souza et al. (2016) ao estudarem a viabilidade polinica de Theobroma
subincanum Mart. encontraram altas porcentagens de viabilidade polinica (> 98%)
em diferentes horérios de coleta.

A viabilidade polinica com lugol baseia-se na deteccdo de amido, e 0 uso
desse corante revelou a presenca de amido em 89,58% dos gréos de polens do
genotipo 2, seguido por 88,88% do gendtipo 1 e 77,60% do gendtipo 3. O uso do
lugol ndo revelou diferencas estatisticas significativas, porém, permitiu uma boa
distincdo entre polens viaveis e nao viaveis. Munhoz et al. (2008) ao analisarem a
viabilidade polinica de Carica papaya L. obtiveram porcentagem de 91,20% dos
graos de polen viaveis usando o corante lugol, e também mostrando elevada taxa de
viabilidade polinica.

Diferencas significativas também nédo foram observadas quando a viabilidade
polinica dos trés genoétipos foi testada com o corante verde malaquita. As
porcentagens de grdos de pdlen viaveis dos genotipos 1, 2 e 3 de A. carambola
foram respectivamente de 95,40%, 95,08% e 89,44%. Observou-se que a coloragao
obtida pelo uso desse corante ndo permitiu uma distingdo precisa dos grédos de
polens viaveis e inviaveis dificultando a contagem (Figura 3).

Os dados obtidos mostram que as porcentagens de viabilidade polinica
variam conforme a espécie e 0 gendtipo estudado. Sendo assim, € um importante
parametro para as analises de fluxo génico e estudos da biologia reprodutiva das
espécies vegetais, visto que, permitem estabelecer correlagbes com as
anormalidades meiéticas (DIEGUES et al., 2015). E associado a outros trabalhos
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permite identificar genotipos com caracteristicas superiores que podem ter
aplicabilidade nos programas de melhoramento genético.

CONCLUSAO
Os gendtipos de A. carambola apresentaram alto indice meidtico revelando
regularidade meidtica e, consequentemente altas porcentagens de viabilidade
polinica.
O reativo de Alexander foi o corante mais eficiente para distinguir diferencas
de viabilidade polinica entre os gendétipos de A. carambola, e possibilitou a melhor
distincdo entre graos de pdlen viaveis e ndo viaveis.
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