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RESUMO

FONSECA, J.W.S. Sistema reprodutivo de Portulaca grandiflora Hook
com vistas ao melhoramento vegetal. Vitoria da Conquista - BA: UESB,
2010. 72 p. (Dissertagio — Mestrado em Agronomia, Area de Concentragio
em Fitotecnia)*

Portulaca grandiflora Hook, conhecida popularmente como onze horas, ¢
uma espécie da familia Portulacaceae, que € constituida por plantas de habito
herbaceo e arbustivo, muitas vezes, suculentas e, frequentemente, contendo
mucilagem nas células parenquimaticas do caule e das folhas. Seu uso
ornamental ¢ devido suas flores serem vistosas, com colorido atraente. O
néctar causa forte atracdo aos polinizadores. Tal fato favorece a polinizacao
cruzada, principalmente, por insetos. O objetivo deste trabalho foi estudar os
aspectos da biologia floral, como: descricdo da morfologia floral;
determinacdo da antese; disponibilidade, viabilidade, germinagdo in vitro e
in vivo e conservabilidade dos graos de polen; receptividade dos estigmas;
mecanismos reprodutivos e seus visitantes florais. Foi verificado que a P.
grandiflora apresenta antese assincronica, com maior frequéncia de abertura
da flor as 8h. Quanto ao estudo do pdlen, foi detectado que houve um
declinio ao longo do dia em relacdo a disponibilidade. Ja a viabilidade se
mostrou elevada ao longo do dia, com valores superiores a 80%. Na
germinagdo in vitro, houve diferenca estatistica entre os meios utilizados,
sendo que o tratamento com 2,5g de sacarose foi superior aos demais com
5,0g sacarose + acido borico, 15g de sacarose, 5g de sacarose, 10g sacarose
e 10g sacarose + acido boérico. Quanto a germinacdo in vivo, foi verificado
que a formacdo do tubo polinico ocorreu somente na pos-antese. Sua
conservacao com 90 dias demonstrou niveis de viabilidade de 62,10%. O
estigma apresentou receptividade, desde a pré-antese até a pds-antese. O
sistema reprodutivo preferencial da espécie é a polinizagdo cruzada
(alogamia). Dentre os visitantes florais coletados, a Apis mellifera foi o
inseto mais comum. Estas informacdes sdo relevantes aos melhoristas que
desejam fazer selegdo de genotipos ou hibridagdes em programas de
melhoramento, contribuindo, assim, para o potencial da espécie estudada.

Palavras-chave: Biologia floral, cruzamento controlado, polinizadores,

estigma.

* Orientador: Claudio Lucio Fernandes Amaral, D.Sc., UESB.
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ABSTRACT

FONSECA, J.W.S. Reproductive system of Portulaca grandiflora Hook
with a view to breeding. Vitéria da Conquista - BA: UESB, 2010. 72 p.
(Dissertagio — Mestrado em Agronomia, Area de Concentragio em
Fitotecnia) *

Portulaca grandiflora Hook, popularly known as eleven hours, is a species
of the family Portulacaceae, which consists of habit herbaceous plants and
shrubs, often succulent and, frequently, containing mucilage cells in the
parenchyma of the stem and leaves. Its use is due to its ornamental flowers
are showy, with attractive color. Nectar cause strong attraction to
pollinators. This fact favors cross-pollination, especially by insects. The
objective was to study aspects of floral biology, as description of the floral
morphology, determination of anthesis; availability, viability, germination in
vitro and in vivo and storability of grains of pollen; receptivity of the
stigmas; reproductive mechanisms and their floral visitors. It was found that
P. grandiflora has asynchronous anthesis, with a higher frequency of flower
opening between 7:30 and 8am. The study of pollen was found that there
was a decline throughout the day regarding the availability. Viability proved
high throughout the day, with values above 80%. In vitro germination was
no statistical difference between the means employed, and the treatment with
2.5 g of sucrose was higher than others with sucrose + 5.0 g boric acid, 15g
sucrose, 5 g sucrose, 10g sucrose and 10g sucrose + acid Boric. The
Germination in vivo was found that the formation of the pollen tube occurred
only in post-anthesis. Preservative for up to 90 days showed levels of
viability up to 62.10%. Stigma receptivity made from pre-anthesis to post-
anthesis. The reproductive system of the preferred species is the cross-
pollination (allogamy). Among the flower visitors collected, the Apis
mellifera was the most common. This information is relevant for breeders
who wish to make the selection of genotypes or hybridizations in breeding
programs, contributing to the potential of this specie.

Keywords: Floral biology, controlled hybridization, pollinators, stigma.

* Adviser: Claudio Lucio Fernandes Amaral, D. Sc., UESB.
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INTRODUCAO

A familia Portulacaceae possui inimeras espécies com centro de
origem na América do Sul. Entre as mais conhecidas encontra-se Portulaca
oleraceae com propriedades medicinais e Portulaca grandiflora com
emprego ornamental (LORENZI e MATOS, 2002).

Devido a importancia ornamental de Portulaca grandiflora, veio o
interesse de estudar essa espécie vegetal.

Em margo de 2006, foram encontrados exemplares de uma espécie
ou variedade botanica do género Portulaca vegetando sob sol pleno em solo
arenoso, no municipio de Sao Francisco de Assis, por profissionais do
Jardim Botanico da Fundac¢do Zoobotanica do Rio Grande do Sul (JB/FZB-
RS). Observados a rara ocorréncia e o excelente aspecto ornamental, uma
planta foi coletada e submetida a propagacdo vegetativa, uma vez que a
producdo de sementes foi baixissima nas condi¢des ambientais do JB/FZB-
RS.

Atualmente, exemplares estdo sendo estudados quanto aos aspectos
taxondmicos na identificagdo da espécie ou variedade, fitotécnicos na
adubacdo e condug¢do, em vasos € embrioldgicos, na viabilidade do pdlen,
germinagdo de sementes e identificacio do sistema reprodutivo

(LATTUADA e outros, 2007).
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E notéria a necessidade da industria nacional e instituicdes de
fomento investir em pesquisa e desenvolvimento para que sejam alcancados
os padrdes de qualidade exigidos pelo mercado. Apesar de ter sido
encontrado na literatura estudos, ainda sdo poucas as informagdes acerca das
espécies, principalmente, com a P. grandiflora, mostrando a relevante
necessidade de aprimoramento dos conhecimentos sobre os aspectos da
biologia floral.

O estudo da biologia floral ¢ de fundamental importéncia, tanto para
subsidiar a condugdo de programas de melhoramento genético de plantas,
por auxiliar na defini¢do de métodos mais apropriados a ser usados, quanto
para o correto manejo de determinada cultura.

Anderson (1995) concorda que, além de definir estratégias
adequadas de melhoramento, o conhecimento acerca da biologia floral das
espécies vegetais permite compreender melhor sua historia evolutiva e os
mecanismos envolvidos, e pode ser uma importante ferramenta no
estabelecimento de programas de conservacdo da espécie.

O podlen € o material basico utilizado nas técnicas de hibridacdo. A
avaliacdo do desenvolvimento bioldgico de graos de pdlen é fundamental
para trabalhos de biologia reprodutiva e melhoramento genético, pois
permite obter maior sucesso nos cruzamentos realizados com a finalidade de
obter novos hibridos e aumentar a variabilidade.

Para assegurar o sucesso nas hibridagdes controladas, ¢ importante
que o poélen a ser utilizado tenha boa viabilidade. O poélen colhido de flores
em adequado estagio de desenvolvimento e corretamente preparado nao
necessita de testes de viabilidade. Entretanto, ndo sdo raras as situagdes em
que o pélen a ser usado tenha sido colhido em outra regido, ou mesmo,
fornecido via intercambio com outros paises. Por outro lado, devido a nao-
coincidéncia de floracdo, € preciso, muitas vezes, armazenar o pélen colhido
em um ano, para ser utilizado no ano seguinte. Neste caso, ¢ recomendavel
testar a viabilidade do mesmo, antes de sua utilizagdo (EINHARDT e outros,

2006).
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A receptividade dos estigmas ¢ um fator fundamental na
determinacdo do melhor periodo de deposicio do pdlen na flor.
Normalmente, produz substincias viscosas que facilitam a aderéncia do
mesmo, garantindo, provavelmente, a fertilizacdo com formagdo de frutos e
sementes (SOUZA e outros, 2002).

As técnicas de manipulagdo genética devem ser escolhidas de acordo
com as formas de reprodugdo, ou seja, se é sexual ou assexual, ou a
combinacdo das duas; a natureza das estruturas florais; a propor¢do de
natureza do polen; o grau e o tipo de auto-incompatibilidade e o efeito da
segregacao sobre o vigor.

Assim, este trabalho teve como objetivo estudar o sistema
reprodutivo e os visitantes florais de Portulaca grandiflora Hook, visando
fornecer subsidios aos programas de melhoramento genético e no

desenvolvimento de estratégias de uso e conservagao de germoplasma.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Melhoramento Genético de Plantas Ornamentais

Segundo Borém (1999), o melhoramento de plantas nasceu com o
inicio da agricultura. Na verdade, ¢ dificil precisar se foi a agricultura que
incentivou a pratica do melhoramento de plantas pelos primeiros agricultores
ou vice-versa. Provavelmente, ambos evoluiram paralelamente na direcdo de
aumentos na qualidade e na produtividade das culturas domesticadas pelo
homem. Assim, dos primérdios da agricultura até hoje, o melhoramento
passou por muitas modificagdes no exercicio de sua pratica.

O melhoramento genético de plantas ornamentais tem como objetivo
a obtencdo de plantas que tenham valor comercial e que sejam competitivas
com os hibridos j& disponiveis no mercado, ou seja, que 0s NoOvos
langamentos sejam vistos como novidades ao mercado e que sejam mais
vantajosos por algum motivo em relacdo aos hibridos em comercializagdo. O
valor comercial de uma nova cultivar inclui a beleza da planta como um todo
(representada por boa coloragdo das flores e folhas, tamanho e niimero de
flores e boa formacdo de folhas) e as vantagens culturais: facilidade de
cultivo, tempo de desenvolvimento, durabilidade da flor, resisténcia a

condigOes adversas e resisténcia a pragas e doengas (FILLIETTAZ, 2007).
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O mercado mundial de plantas ornamentais encontra-se em
expansdo. Este ¢ extremamente dindmico e demanda lancamento de
novidades constantemente. Para suprir as necessidades do agronegocio, ¢
fundamental um programa de melhoramento genético sincronizado com as
exigéncias do mercado consumidor (FILLIETTAZ, 2007).

O Instituto Agrondémico de Campinas (IAC), desde a década de
1970, introduz ¢ pesquisa plantas ornamentais, acumulando grande
patriménio institucional com, aproximadamente, 700 espécies de palmeiras,
2.000 de arboreas, além de inameras herbaceas ornamentais. Com isso, 0
IAC se tornou instituicdo pioneira na domesticagdo e no melhoramento
genético de plantas ornamentais no Brasil (TOMBOLATO e outros, 2004).

Essas plantas podem ser obtidas por meio de dois processos que
atualmente fazem parte de um programa de melhoramento genético: por
meio de cruzamentos entre plantas que apresentam caracteristicas de
interesse e via técnicas de manipulagdo genética. No processo de cruzamento
convencional, o polen do parental masculino ¢ transferido ao parental
feminino com o objetivo de transmitir as melhores caracteristicas dos
parentais as novas plantas que serdo obtidas a partir da germinacdo das
sementes resultantes desse cruzamento. Durante o desenvolvimento das
plantas, as que apresentam as caracteristicas desejaveis sdo selecionadas. As
técnicas de manipulacdo genética estdo sendo cada vez mais utilizadas como
instrumento de obtencao de novas cultivares de ornamentais. Essas técnicas,
além de focarem a obtencdo de fendtipos diferenciados, e até mesmo dificeis
e complexos de serem obtidos por meio do melhoramento convencional, tem
sido cada vez mais empregadas na obtencdo de cultivares resistentes as
doencas ou pragas (FILLIETTAZ, 2007).

Segundo Faril ¢ Melo (1996), a micropropagacao de espécies de
importancia agricola tem grande aplicabilidade no processo de produgio
industrial. A clonagem in vitro ¢ um procedimento significante na
multiplicacdo de espécies ornamentais, frutiferas e esséncias florestais, tanto

em paises desenvolvidos, quanto em desenvolvimento. Atualmente, milhares

31



de pequenas, médias e grandes empresas produzem de 10.000 a mais de
1.000.000 de espécimes de plantas in vitro por ano.

Os problemas principais, neste tipo de empreendimento, sdo: o
investimento na produgao ¢é relativamente alto e o valor bioldgico das mudas
micropropagadas €, em certas condigdes, instavel (AITKEN-CHRISTIE e
outros, 1992).

Tombolato ¢ outros (2004) afirmam ainda que, dentre os fatores
responsaveis pela escassez de pesquisas com novas cultivares de
ornamentais estdo o cultural, os direitos do obtentor ¢ a falta de recursos para
as atividades de domesticagdo, conservacdo e pré-melhoramento. Temos o
exemplo das orquideas que representam o Unico grupo de plantas com
produgdo intensa de hibridos por colecionadores nacionais, porém, o
material genético resultante tem tido pouca penetracdo na floricultura
comercial. Assim, nota-se que plantas hibridas tem maior valor no mercado

de ornamentais (ULMER e MACDOUGAL, 2004).

2.2 Classificacdo Botanica

Portulaca grandiflora Hook ¢ uma planta ornamental (Figura 1)

que pertence a familia Portulacaceae, ordem Caryophyllales e classe

Magnoliopsida (WATSON e DALLWITZ, 1999).
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Figura 1 - Portulaca grandiflora Hook. Vitéria da Conquista - BA, 2009.

A familia Portulacaceae ¢ constituida por plantas de habito herbaceo
e arbustivo, muitas vezes, suculentas e, frequentemente, contendo
mucilagem nas células parenquimaticas do caule e das folhas (METCALFE
e CHALK, 1985).

Portulacaceae tem distribuicdo cosmopolita, incluindo cerca de 30
géneros ¢ 400 espécies, sendo ocorrentes no Brasil, aproximadamente, 30
espécies, pertencentes aos géneros Portulaca e Talinum (SOUZA e

LORENZI, 2005).

2.3 Aspectos da Biologia Floral e o Estudo dos Sistemas Reprodutivos

2.3.1 Aspectos da Biologia Floral
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O estudo da biologia floral, associado aos mecanismos reprodutivos
das espécies vegetais, ¢ de fundamental importdncia ao melhoramento
genético de plantas, pois auxilia na definicdo de técnicas de selecdo e
hibridagao mais apropriadas a serem usadas (ALLARD, 1971).

A partir do estudo da biologia floral, podem-se fazer inferéncias
sobre os mecanismos de heranca, estimar a expressdo e a determinagdo
genética do sexo, estudar a fisiologia e os mecanismos envolvidos na auto-
incompatibilidade e macho-esterilidade e, finalmente, determinar a taxa de
cruzamentos naturais (FRANKEL e GALUN, 1977), por meio do plantio de
gendtipos com gene marcador recessivo, intercalados com genotipos
apresentando o correspondente alelo dominante. As sementes sdo colhidas
das plantas com caracteristicas recessivas e a taxa de cruzamento natural é
calculada a partir de individuos com caracteres recessivos ¢ dominantes nas
progénies (ALLARD, 1971).

Além de definir estratégias adequadas de melhoramento, o
conhecimento acerca da biologia floral das espécies vegetais permite
também compreender melhor sua histéria evolutiva e 0s mecanismos
envolvidos, e pode ser importante ferramenta no estabelecimento de
programas de conservacdo da espécie (ANDERSON, 1995).

Alguns dos aspectos mais importantes da biologia floral a serem
avaliados em programa de melhoramento, além da receptividade dos
estigmas, sdo a disponibilidade, a viabilidade e a conservabilidade dos graos

de polen (SOUSA, 2005).
2.3.2 Disponibilidade dos Graos de Polen

Segundo Almeida e outros (2004), a disponibilidade dos graos de
pblen ¢ obtida por meio da quantificagdo dos grios, apds a deiscéncia das

anteras em diferentes estagios de desenvolvimento floral. Este parametro ¢

utilizado para saber o quanto do polen da espécie esta disponivel para ser
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utilizado em programas de melhoramento ou de conservagdo, visando a
determinacdo do melhor periodo de coleta.

De acordo com Sousa (2005), o poélen € o material basico utilizado
nas técnicas de hibridagdo. Uma das condi¢des ambientais essenciais para
dispersdo do polen ¢ a temperatura com a faixa indicada como de melhor
eficiéncia entre 26°C e 29°C e com umidade relativa do ar de,
aproximadamente, 60%, podendo variar de acordo com a cultivar utilizada.
Temperaturas mais elevadas e comprimento do dia curto favorecem o

surgimento de flores masculinas (AZEVEDO e LIMA, 2001).

2.3.3 Viabilidade dos Graos de Polen

O estudo da viabilidade dos grios de polen é de primordial
importancia em trabalhos de melhoramento genético, podendo também ser
utilizado no diagnostico de fatores envolvidos na formagdo de flores e
embrides. A relacdo entre o polen e o estigma depende da viabilidade dos
graos, da receptividade do estigma e das alteragdes genéticas entre as partes
(BUENO e CAVALCANTE, 2001).

A viabilidade polinica ¢ importante fator no melhoramento de
plantas, pois em espécies aldogamas, cada grao de polen leva consigo a
informacao genética, consequente da heterozigose, fazendo com que essas
plantas ndo transmitam a proxima geracao gendtipos em que oS genes
estejam fixados ou em homozigose, mas sim o proprio gameta, tamanha a
probabilidade de diferentes combinagdes entre os alelos. Considerando-se
que a manifestacdo do gendtipo de um individuo é o resultado da
contribui¢do trazida pelos gametas masculino e feminino, quanto maior a
viabilidade polinica, maior a possibilidade da formacdo de diferentes
combinagdes entre alelos e, em ultima analise, de variabilidade genética
(AKAMINE e GIROLAMI, 1959).

A viabilidade dos graos de polen pode ser alterada com a variagdo de

umidade e temperatura do ambiente, por isso ¢ imprescindivel conhecer o
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periodo de viabilidade dos graos de pdlen, especialmente, para utiliza-los em
programas de hibridagdo. Esse periodo pode variar de acordo com a espécie,
a exemplo de algumas gramineas que podem apresentar viabilidade de
minutos ou horas, enquanto que graos de pdlen de outras espécies podem
permanecer viaveis por varios anos se armazenados adequadamente
(BUENO e CAVALCANTE, 2001).

A viabilidade do grdo de polen ¢ influenciada também por diferengas
genotipicas e estagio fisiologico da planta e da flor. Em geral, na maioria das
espécies, temperatura ¢ umidade relativa baixas favorecem a viabilidade ¢ a
longevidade do podlen. No entanto, em gramineas, sdo necessarias baixas
temperaturas ¢ alta umidade relativa. Em trigo-mouro foi descrito que a
temperatura acima de 30°C ¢ prejudicial ao desenvolvimento do polen e das
flores (ADHIKARI e CAMPBELL, 1998).

A viabilidade polinica ¢ determinada por varias técnicas (FONSECA
e outros, 2007; DAFNI, 1992; KEARNS e INOUYE, 1993). As mais
utilizadas sdo a germinacdo in vitro e a coloracdo, muito empregada no
monitoramento de polen armazenado (OLIVEIRA e outros, 2001).

Na técnica de coloracdo sdo usados diversos corantes. Dentre os
mais utilizados estd o carmim acético (MENDES, 1994), o qual tem como
vantagem a grande praticidade e eficiéncia comprovada em varias espécies,
porém, sempre com ajustes de protocolos. De modo que, sdo considerados
normais/viaveis os graos de pdlen que apresentam coloracdo avermelhada e
anormais/inviaveis os que apresentam colora¢do amarronzada (RIGAMOTO
e TYAGI, 2002)

Um método rapido e seguro para testar a viabilidade de polen ¢
essencial para analisar o efeito dos fatores ambientais que afetam o
desenvolvimento do mesmo, identificar possivel macho-esterilidade,
restabelecer linhagens e determinar o periodo 6timo da polinizagdo de uma
espécie (ADHIKARI e CAMPBELL, 1998).

O armazenamento de graos de pélen € importante na preservacao de

germoplasma, bem como no auxilio de pesquisas que utilizem material
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bioldgico em estoques para promover intercdmbio de germoplasma e
potencializar programas de melhoramento (GOMES e outros, 2003), no qual
a reposicdo periodica se faz necessaria em fungdo da queda de sua
viabilidade (SOUZA e outros, 2002). Esse armazenamento é considerado
uma das principais alternativas de conservacao de gendtipos importantes por
possibilitar a realizacdo de cruzamentos sem a necessidade do cultivo
alternado de linhagens polinizadoras em campo.

A avaliagdo do desenvolvimento biologico de graos de polen ¢
fundamental em trabalhos de biologia reprodutiva ¢ melhoramento genético,
pois permite obter maior sucesso nos cruzamentos realizados com a
finalidade de obter novos hibridos e/ou aumentar a sua variabilidade
(NUNES e outros, 2001).

A palinologia, ciéncia que estuda os graos de polen e esporos, possui
intima relagdo com os outros ramos da ciéncia, como por exemplo, a
citologia e a genética. Dentre as inumeras aplicagdes da palinologia, destaca-
se a utilizagdo pratica no melhoramento de plantas, nos estudos de
quantidade e viabilidade de pdlen e substancias quimicas que estimulam o
desenvolvimento do tubo polinico, oferecendo perspectivas de aumento da
produgdo de vérias culturas, por meio da obten¢do do indice maximo de
fertilizagdo (OLIVEIRA JUNIOR, 1999).

Programas de melhoramento, envolvendo a produgdo de sementes
por poliniza¢do controlada, dependem grandemente de eficiente sistema de
manipulagdo de pdélen. Como principal caracteristica deste sistema, pode-se
considerar a manutencdo da viabilidade do polen, que devera sempre estar
prontamente disponivel quando requerido. O controle das condicdes ideais
de armazenamento torna-se, assim, de vital importancia, quando se deseja
garantir adequada viabilidade. O armazenamento de poélen justifica-se aos
programas de hibridac¢do, quando ha defasagem no florescimento entre as
espécies e o pdlen possui baixa longevidade sob condigdes naturais (SOUSA

e PINTO JUNIOR, 1992).
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Dentre os fatores mais importantes ao sucesso desses programas,
destacam-se a selecdo de genotipos e os cruzamentos. A eficacia dos
cruzamentos, tanto entre variedades e cultivares de uma espécie como entre
espécies, depende diretamente da viabilidade do poélen (TECHIO e outros,
2006).

Assim, a viabilidade do pélen € parametro de grande importancia no
estudo de plantas, pois, além de evidenciar a potencialidade reprodutora
masculina da espécie, contribui em estudos taxondmicos, ecoldgicos,
palinolégicos, fornecendo informagdes basicas a aplicacdo pratica na
conservagdo genética, bem como na agricultura, no planejamento de algum
tipo de melhoramento ou cultivo (ALEXANDER, 1980; ARROYO, 1981;
GUINET, 1989).

2.3.4 Conservabilidade dos Grdos de Polen

A conservacdo dos graos de polen € importante na preservagido da
variabilidade genética, facilita o intercdmbio de germoplasma e contribui
muito na geracao de variabilidade obtida por meio de cruzamentos artificiais,
aumentando a eficiéncia dos programas de melhoramento. Uma das
alternativas de manutencdo de linhagens hibridas em uma cultura pode ser
por meio do armazenamento do pdlen, o que acaba por possibilitar
cruzamentos de interesse, sem que haja a necessidade de cultivo destas
linhagens polinizadoras em campo (GOMES e outros, 2003; VARGAS,
2006), onde a reposicao periddica se faz necessaria em fungdo da queda de
sua viabilidade (SOUSA, 2005).

Fatores importantes de conservacdo dos grdos de polen,
independentemente da duragdo do periodo de armazenamento, sao
temperatura e umidade relativa do ambiente. Com a redugdo de ambos, a
viabilidade dos graos de polen tende a aumentar (PICKERT, 1988; GOMES
e outros, 2003). Inumeras técnicas sdo utilizadas no armazenamento do grao

de polen e, entre estas, destacam-se a conservagdo sob baixas temperaturas,
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o congelamento ou a criopreservagao pelo uso de nitrogénio liquido (-196°C)

(VARGAS, 2006).

2.3.5 Germinabilidade in vitro dos Graos de Polen

A germinagdo in vitro ¢ o método mais utilizado em testes de
viabilidade do pélen em programas de melhoramento genético. Existem
diferencas entre espécies quanto as condi¢des exigidas a germinacdo do
pélen, envolvendo, principalmente, os constituintes do meio de cultura, a
temperatura e o tempo de incubagdo (MARCELLAN e CAMADRO, 1996).

O método geral consiste em germinar pequena amostra, em meio de
cultura apropriado, e observar em microscopio para avaliacdo do potencial
maximo de viabilidade que o polen pode alcancgar, nas condi¢des ideais de
temperatura, umidade e substrato, apés um periodo necessario a germinagao
(GALLETTA, 1983).

A composi¢do do meio afeta a germinacdo (SALLES e outros,
2006). O meio basico usado nestes testes € constituido de sacarose e de acido
bérico (MIRANDA e CLEMENT, 1990), podendo variar a combinagao de
outros nutrientes (GALLETTA, 1983).

A sacarose promove o equilibrio osmético entre o pdlen e o meio de
germinacdo e fornece energia no desenvolvimento do tubo polinico. Ja o
boro estimula o crescimento do tubo polinico e diminui a probabilidade de
estes se romperem (STANLEY e LINSKENS, 1974). Diferentes niveis de
sacarose ¢ tempos de incubacdo tem sido pesquisados na germinac¢do dos
graos de pdlen, como em trabalho realizado por Lacerda e outros (1995).

Segundo Pfahler (1967), a adigdo de boro é importante e suas
respostas sdo variaveis, conforme a espécie. Seu mecanismo de agdo consiste
em interagir com o agucar ¢ formar um complexo ionizavel, agicar-borato, o
qual reage mais rapidamente com as membranas celulares. Por exemplo, o

poélen das angiospermas precisa de uma fonte de carbono, de boro e,
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frequentemente, de outros nutrientes para promover a sua germinagdo

(GALLETTA, 1983).

2.3.6 Germinabilidade in vivo dos Graos de polen

Segundo Souza e outros (2002), a germinacdo do pélen ¢ importante
para o melhoramento de plantas, pois o material genético presente em cada
grao de podlen, consequente das recombinagdes, possibilita a transmissdo de
gendtipos diversificados.

Scorza e Sherman (1995) consideram que o bom pdlen deve
apresentar de 50 a 80% de graos germinados com tubos bem desenvolvidos.
A medida que o pélen envelhece, a porcentagem de germinagdo e o
comprimento dos tubos polinicos decrescem. Ainda que o podlen parega
fraco, a presenca de alguns tubos polinicos vigorosos indica que o mesmo
ainda ¢ suficientemente bom para assegurar, pelo menos, uma moderada
frutificagdo efetiva, apesar da baixa porcentagem de germinagao.

Para a verificagdo da germinagdo dos graos de polen, em diversas
culturas, tem sido utilizada a aplicacdo de corantes, tais como o lugol,
carmin acético, azul-de-ama, azul-de-anilina, azul-de-algoddo e iodeto de

potassio (HAUSER e MARRISON, 1964; STANLEY e LINSKENS, 1974).

2.3.7 Receptividade dos Estigmas

A receptividade dos estigmas ¢ um fator fundamental para se
determinar o melhor periodo de deposi¢do do pdlen na flor. Normalmente, o
estigma receptivo produz substancias viscosas que facilita a aderéncia do
polen, garantindo, provavelmente, a fertilizagdo com a formagao de frutos e
sementes (MAUES e COUTURIER, 2002). A receptividade do estigma pode
ser determinada por numerosas técnicas (DAFNI, 1992; KEARNS e
INOUYE, 1993).
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O uso do alfa naftil-acetato serve na determinacdo da atividade de
esterase (PEARSE, 1972).

O peroxido de hidrogénio detecta a acdo da peroxidase (OSBORN e
outros, 1998) em estigmas de flores, sendo a receptividade notada por meio
da formacgdo de bolhas de ar sobre o estigma. Este método ¢ simples e barato
(MAUES e COUTURIER, 2002).

O estudo da duracdo do periodo em que a flor esta receptiva ao pdlen
e, portanto, apta a fertilizagdo, € crucial ao sucesso de experimentos de
hibridagdo ou a procedimentos de polinizacdo artificial (BRUCKNER e
outros, 1995).

2.3.8 Estudo dos Sistemas Reprodutivos

O tipo de reproducdo ¢ fundamental na escolha dos métodos de
melhoramento genético, que serdo utilizados no melhoramento de
determinada espécie (POEHLMAN, 1983), porque o sucesso do
melhoramento genético depende do entendimento do processo reprodutivo.

O tipo de sistema reprodutivo determina o modo de transmissao de
genes de uma geragdo a outra (BROWN, 1989), o que faz com que as
investigacdes sobre a dindmica da mudanga genética estejam concernidas,
direta ou indiretamente, com o processo de cruzamento (CLEGG, 1980).
Desta forma, o sistema reprodutivo ndo somente determina as frequéncias
genotipicas subsequentes, mas, também, afeta os parametros genéticos
populacionais, tais como, fluxo génico e selecio (HAMRICK e GODT,
1990).

Na efetivagdo de qualquer programa de conservacdo e
melhoramento genético de uma espécie, ¢ fundamental o conhecimento dos
niveis de distribuicdo da variabilidade genética entre e dentro de suas
populagdes. Por sua vez, a estrutura genética ¢ o resultado da interacdo de
varios fatores reprodutivos e evolutivos (selecdo, deriva genética, mutagao e

fluxo génico). Assim, ¢ importante conhecer o sistema reprodutivo da
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espécie, haja vista que este determina como os genes sao transmitidos de
uma geracao para a outra e como sdo reorganizados nos individuos; portanto,
também determina sua estrutura genética espacial e temporal (BROWN,
1989). Devido a este fato, o mecanismo reprodutivo deve ser o primeiro
passo no conhecimento genético de uma espécie, quando se objetiva sua
conservagdo e seu melhoramento.

Apesar de existirem plantas que se hibridizam facilmente, ha
espécies em que a promogao da hibridagdo constitui-se em sério problema ao
melhoramento genético, portanto, o estudo da biologia floral e dos
mecanismos reprodutivos torna-se a meta basica a ser alcancada (NATION e

outros, 1992).

2.4 Visitantes Florais

As abelhas s@o os principais agentes polinizadores dos vegetais. Em
troca, os vegetais produzem substancias adocicadas que atraem as abelhas,
as quais carregam em seus pélos o polen das plantas.

A interacdo entre as abelhas e plantas garantiu aos vegetais
(angiospermas) o sucesso na polinizagdo cruzada, que constitui numa
importante adaptagdo evolutiva das plantas, aumentando o vigor hibrido das
espécies, possibilitando novas combinagdes de fatores hereditarios e
aumentando a producdo de frutos e sementes (COUTO e COUTO, 2002).

O bom polinizador visita grande nimero de plantas de uma mesma
espécie, transportando, por sua vez, numerosos graos de pdlen em seus pélos
ramificados (ALMEIDA e outros, 2004).

Recentemente, vem crescendo o numero de trabalhos sobre a
utiliza¢do das abelhas na poliniza¢ao de diversas culturas. Trindade e outros
(2004), trabalhando com polinizagdo e estudo comportamental, observaram
que a abelha Apis mellifera é de extrema importancia na polinizagdo da
cultura do meloeiro e que a presenca da mesma, no processo de polinizacao,

¢ indispensavel, ja que, na sua auséncia, praticamente, ndo houve produgdo.
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Malerbo-Souza e outros (2003a), estudando a cultura da laranja
(Citrus sinensis L. Osbeck, var. Péra-Rio), concluiu que a flor de laranjeira é
altamente atrativa as abelhas A. mellifera, sendo mais visitada no periodo da
manha e, também, que o inicio da frutificagdo das flores esta em fungdo do
numero de visitas (pelo menos, 10 visitas). A polinizacdo realizada por estas
abelhas influenciou, quantitativamente e qualitativamente, a producdo de
laranjas. Os frutos, cujas flores foram visitadas adequadamente pelas
abelhas, foram mais pesados, menos acidos € com maior nimero de
sementes por gomo.

Malerbo-Souza e outros (2003b), estudando uma cultura de café
(Coffea arabica L., var. Mundo Novo), quanto a biologia floral, a frequéncia
e o comportamento dos insetos na flor, testando o produto Bee-Here®,
quanto & sua atratividade para as abelhas A. mellifera e verificando a
produgdo de frutos, com e sem a visita dos insetos, chegaram & conclusao
que a polinizagdo realizada por elas promoveu aumento quantitativo na

produgdo de graos de café (var. Mundo Novo).

3 MATERIAL E METODOS

3.1 Area Experimental

Os estudos foram realizados com plantas, conduzidas em vasos com
capacidade de 4 litros, em area experimental da Universidade Estadual do
Sudoeste da Bahia (UESB), localizada no Campus de Vitdria da Conquista -
BA (14° 51°S e 40° 50°W, altitude média de 928m), e nos Laboratorios de
Biotecnologia e Fitopatologia da mesma universidade.

No municipio de Vitéria da Conquista, normalmente, as
temperaturas maxima ¢ minima apresentam médias de 25,3 e 16,1°C,

respectivamente. A umidade relativa média ¢ de 70%, com o indice
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pluviométrico médio anual de 733,9mm, sendo a maior concentracdo de
chuva entre os meses de novembro e abril. A vegetagdo predominante na
regido € a Mata-de-Cip6, zona de transi¢do entre a Caatinga e a Mata

Atlantica (ALMEIDA, 2007).
3.2 Material Vegetal

As plantas utilizadas nos experimentos foram oriundas de mudas ja
existentes em casa de vegetagdo (Figura 2), sendo sua procedéncia de
plantas distintas.

As mudas foram transplantadas em vasos com capacidade de 4 litros
de substrato (Figura 3) com solo e huimus de minhoca, na proporgéo de 3:1.
Ap0s o transplantio, os vasos permaneceram em area sombreada, proximo a
casa de vegetacdo, visando melhor aclimatagdo. Posteriormente, os vasos
foram levados a campo, onde ficaram expostos a plena luz solar, durante o

restante do experimento. As mudas foram regadas uma vez por dia.
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Figura 2 - Muda de P. grandiflora Hook em casa de vegetacio. Vitoria

da Conquista - BA, 2009.

Figura 3 - Muda de P. grandiflora Hook transplantada em vaso. Vitéria
da Conquista - BA, 2009.

Inicialmente, foram utilizadas 100 mudas de P. grandiflora Hook,
sendo 50 plantas de flor rosa e 50 de flor branca. As plantas de flor branca
foram atacadas por cochonilhas. Para o controle da praga, foi feito o
tratamento com detergente, porém, ndo foi obtido resultado positivo. Fez-se,
entdo, o controle quimico e o resultado também foi negativo. Desta forma,
optou-se por descartar estas plantas e plantar novas mudas da flor branca.
Ap0s o plantio, o ataque de cochonilhas se repetiu. O tratamento foi feito,
porém, o resultado foi igual ao primeiro. Assim, decidiu-se trabalhar apenas
com as 50 plantas de flor rosa.

O experimento foi conduzido no espacamento de 1,0m x 0,5m,

totalizando uma area de 25 m* (Figura 4).
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Figura 4 - Plantas de P. grandiflora Hook conduzidas em vasos mantidos

em ambiente aberto. Vitéria da Conquista - BA, 2009.

3.3 Descricao da Morfologia Floral

Para a realizag¢do do estudo da descricdo das flores e inflorescéncias
de P. grandiflora Hook, foi utilizado material vivo, conduzido no
Laboratério de Fitopatologia da UESB, Campus de Vitoria da Conquista -
BA. A morfologia externa e interna foi observada ao estereomicroscopio e
descrita de acordo com Manual de Organografia de Vidal e Vidal (2003) ¢
Ferri (1976), no més de setembro de 2008.

3.4 Determinacio dos Estadios de Desenvolvimento Floral
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Para determinacdo da antese, foram feitas observagdes diarias da
abertura de 50 botdes florais, escolhidos aleatoriamente, previamente
marcados, no periodo de 7 até as 18h, durante 15 dias ndo consecutivos. Isso
foi feito para correlacionar os estagios de desenvolvimento da flor com a
maturagdo dos 6rgdos sexuais, bem como a determinacdo da fase ideal de
coleta dos grdos de pdlen para serem utilizados nos testes e¢ subsidiar
programas de hibridagdes artificiais, em programas de melhoramento
genético vegetal. Foi descrita a morfologia externa relacionando-a com as
atividades internas: disponibilidade, viabilidade, germinabilidade e
conservabilidade dos grios de polen, receptividade dos estigmas e

polinizagao.

3.5 Estudo dos Grios de Polen e do Estigma

3.5.1 Disponibilidade dos Graos de Pélen

A disponibilidade dos graos de pélen foi realizada em intervalos de
duas horas, das 8 as 18h, e obtida apds a deiscéncia das anteras, por meio da
contagem dos graos de polen, advindos da média de duas anteras de uma flor
colhida aleatoriamente. Em laboratorio, as anteras foram maceradas sobre
uma lamina e seus grdos corados com o corante carmim acético a 1%,
cobertos com uma laminula e levados para observacdo e contagem em
microscopio optico, utilizando objetivas de 10x e 40x. As laminas foram
fotografadas com camera digital de 7.2 mega pixels.

O experimento foi conduzido nos dias 5, 6 ¢ 7 de maio de 2009,
totalizando 3 dias de observagdo, afim de estimar a disponibilidade polinica
da pré-antese até a pos-antese. Os dados foram analisados por meio da

analise de regressao.

3.5.2 Viabilidade dos Grdos de Polen
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Para obter dados da viabilidade polinica, fez-se o uso de botdes
florais colhidos em diferentes estagios de desenvolvimento.

Os graos de polen foram retirados das anteras, provenientes de flores
coletadas aleatoriamente e protegidas com sacos de papel. Logo apos, o
polen foi colocado sobre uma lamina de vidro e corado com carmim acético
a 1%, segundo a técnica de Linsley e Cazier (1963), coberto com laminula e
observado sob microscdopio optico, utilizando-se das objetivas com aumentos
de 10x e 40x.

Foi feita a contagem de 200 graos de pdlen, selecionados ao acaso.
Os mesmos foram classificados em normais/viaveis, quando apresentaram
coloragdo avermelhada e suas membranas integras; € anormais/inviaveis,
com coloragdo amarronzada ou com citoplasmas retraidos ou, ainda, com
suas membranas rompidas, baseado na reagdo dos mesmos com a solugao do
corante utilizado. As laminas foram fotografadas com camera digital de 7.2
mega pixels.

As andlises foram obtidas em intervalos de duas horas, no periodo
das 8 as 18h, dos dias 5, 6, 7 de maio de 2009. A temperatura média, nos trés
dias de avaliagdo, variou entre 18°C e 24°C.

A viabilidade polinica ¢ considerada uma medida de fertilidade
masculina, determinada por meio de varias metodologias, entre elas a técnica
de coloragao (OLIVEIRA e outros, 2001; GUERRA e SOUZA, 2002).

Os efeitos da viabilidade, nos diferentes estagios de
desenvolvimento floral, ao longo do dia, foram demonstrados por analise de

regressao.
3.5.3 Conservabilidade dos graos de polen

As anteras contendo os graos de pdlen foram coletadas as 8 horas.
Utilizou-se de 60 tubos de eppenddorf, contendo duas anteras por tubo. Estes

foram preparados, previamente, com uma camada de silica gel, funcionado

na retencdo da umidade do meio, apos foi coberto com algoddo para
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sustentar as anteras (Figura 5). Sendo que, 30 tubos ficaram em geladeira a
temperatura de 10°C £+ 1°C ¢ os outros 30 no freezer com temperatura de -
10°C £ 1°C. De 30 em 30 dias, foram montadas laminas, nas quais se fez a
dissecacdo das anteras para extracdo dos graos de polen, que foram corados
com carmim acético a 1%, e observados sob microscopio Optico com
objetivas de aumento de 10x e 40x. O delineamento experimental foi
inteiramente casualizado, em esquema fatorial de 3x2 (tempo de
armazenamento X temperatura) com 10 repeti¢des. Este estudo foi realizado
no periodo compreendido entre 15 de junho a 14 de agosto de 2009.

Os graos de poélen foram fotografados com camera digital de 7.2

mega pixels e os dados analisados pelo SISVAR 4.0 (FERREIRA, 2000).

Figura 5 — Tubos eppenddorf contendo anteras de P. grandiflora para
serem armazenados em geladeira e em freezer. Vitoria da Conquista -

BA, 2009.

3.5.4 Germinabilidade in vitro dos Graos de Polen
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Para verificacdo da taxa de germinabilidade in vitro, os grios de
pélen foram coletados de flores escolhidas aleatoriamente em estagio de
baldo (botdes intumescidos) ou de flores recém abertas. Foram testados os

seguintes meios de cultura para a germinagdo do pélen:

1) 2,5gsacarose +0,5g agar + 50 ml agua destilada
2) 5,0gsacarose +0,5g agar + 50 ml agua destilada
3) 10gsacarose +0,5g agar + 50 ml agua destilada
4) 15gsacarose +0,5g agar + 50 ml agua destilada
5) 5,0gsacarose + 0,5g agar + 50 ml agua destilada + 5mg de acido
borico
6) 10gsacarose + 0,5g agar + 50 ml agua destilada + 5mg de acido
boérico
Os elementos que constituiram os meios de cultura foram
dissolvidos em 4gua destilada, depois aquecidos em forno de microondas no
nivel de poténcia P10, até a completa dissolucdo do agar. Os meios de
cultura ainda quentes foram distribuidos em placas de Petri pequenas
(didmetro de 6 cm). Apos esfriar, o polen foi aspergido sobre o meio e as
placas foram colocadas em camara imida, feita com placas de Petri maiores
(didametro de 12 cm), em papel filtro umedecidos com agua destilada,
representando a umidade natural. Tampou-se para evitar qualquer
contaminagdo. As placas foram deixadas a temperatura ambiente (23°C +
1°C), por um periodo de 24h, para que fossem feitas as laminas a serem
analisadas quanto a formagdo do tubo polinico em microscopio Optico com
objetivas de aumento de 10x e 40x. Utilizou-se azul-de-ama na coloragdo do
grao de poélen. Foi considerado germinado o grido de pdlen, cujo tubo
polinico apresentou o comprimento igual ou superior ao didmetro do proprio

grao de polen.
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O experimento ocorreu dia 12 de maio de 2009, sendo repetido no
dia 18 de maio de 2009, compreendendo 6 tratamentos com 4 repetigdes, em

delineamento inteiramente casualizado (Figura 6).

Figura 6— Placas de Petri com meios de cultura para germinagao in vitro
dos graos de polen de P. grandiflora. Vitéria da Conquista - BA, 2009.
O numero de tubos polinicos formados foi verificado quanto a
homocedastidade ou homogeneidade das variancias pelo teste de Cochran ¢
Bartlett; além do teste de normalidade de Lilliefors pelo SAEG 9.1,

procedendo posteriormente a analise de variancia e o teste Tukey.

3.5.5 Germinabilidade in vivo dos Graos de polen

Para a verificagdo da taxa de germinabilidade in vivo dos grios de
polen, foram feitos macerados de estigmas provenientes de flores distintas,
em diferentes estagios de desenvolvimento floral, na presenca de azul-de-
ama, segundo a técnica de Johansen (1940). As laminas foram levadas ao
microscopio optico com objetivas de aumento de 10x e 40x, onde foram

contados os graos de polen germinados e os ndo germinados.
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A taxa foi avaliada por trés dias, utilizando-se de trés estigmas na
pré-antese, na antese ¢ na pds-antese, obtidas em intervalos de duas horas, no

periodo de 8 as 18h, dos dias 5, 6 ¢ 7 de maio de 2009.

3.5.6 Receptividade dos Estigmas

A receptividade foi verificada pelo seu aspecto viscoso e umectante
(ALMEIDA, 1986), e testada utilizando peroxido de hidrogénio (H,0,) a 3%
(KEARNS e INOUYE, 1993).

Para obter resultados confiaveis, estigmas danificados ou com polen
na superficie ndo foram utilizados, evitando-se resultados falso-positivos
(DAFNI, 1992).

Foram analisados trés estigmas protegidos com sacos de papel,
provenientes, aleatoriamente, de trés plantas distintas, nos diferentes estagios
de desenvolvimento floral.

As analises foram obtidas em intervalos de 1 hora, no periodo de 7
as 18h, dos dias 5, 6 ¢ 7 de maio de 2009.

Os estigmas coletados foram levados ao Laboratorio de
Fitopatologia e depositados em placas de Petri, ¢ sobre os mesmos foi
gotejado o peroxido de hidrogénio a 3%, e observados quanto a sua
receptividade, com o auxilio de uma lupa de laboratério. Aqueles que
apresentaram formagao de bolhas foram considerados receptivos.

Os efeitos da receptividade dos estigmas, nos diferentes estagios de
desenvolvimento floral, ao longo do dia, foram fotografados com camera

digital de 7.2 mega pixels, para confirmacao do teste.

3.6 Estudos dos Sistemas Reprodutivos

Os estudos dos sistemas reprodutivos ocorreram nos meses de abril,

maio, junho, novembro ¢ dezembro de 2009. Para cada teste, foi
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confeccionado etiquetas de identificag@o, as quais ficavam presas nos botdes

florais (Figura 7).

Figura 7 — Etiquetas de identificacdo. Vitéria da Conquista - BA, 2009.

Para determinacdo da estimativa da autopolinizagdo (autogamia)
natural, foram ensacados aleatoriamente, na pré-antese, 50 botdes florais. Os
sacos utilizados para a protecdo dos botdes eram de papel, segundo a técnica
de Ormond e Pinheiro (1974) (Figura 8). Os botdes foram ensacados 24
horas antes de sua abertura ou antese, para realizacdo do teste. As
observagdes eram diarias, até a obten¢ao dos frutos.

A autopolinizagdo (autogamia) artificial foi estimada utilizando,
basicamente, 0 mesmo procedimento anterior, sendo a diferenca o fato dos
botdes serem emasculados antes da deiscéncia das anteras e, posteriormente,
polinizados manualmente com o auxilio de uma pinga de laboratorio,
utilizando grdos de podlen de flores de outras inflorescéncias do mesmo

individuo. Depois disso, foram ensacados para ndo ocorrer contaminagao.
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Figura 8 — Botdes florais de P. grandiflora protegidos por sacos de papel.

Vitoria da Conquista - BA, 2009.

Para estimar a taxa de polinizag@o cruzada (alogamia) natural, foram
escolhidos e ensacados, aleatoriamente, na pré-antese, 50 botdes florais, os
quais, depois de emasculados, ficaram expostos ao ambiente sem protecao
alguma e, 24 horas depois, foram protegidos com sacos de polietileno para
que ndo houvesse interferéncia externa, e observados diariamente até
obtengao dos frutos.

Na polinizacao cruzada (alogamia) artificial, 50 botdes florais foram
escolhidos e ensacados aleatoriamente, na pré-antese. Todos os botdes foram
emasculados e imediatamente polinizados artificialmente, com grao de pdlen
de outra planta da mesma espécie, com o auxilio de uma pinga de

laboratorio. Em seguida, os botdes foram novamente ensacados.

3.7 Visitantes Florais
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A descrigdo do comportamento dos insetos visitantes foi feita
diariamente por meio de observagdes diretas ¢ uso de fotografias. Foram
registrados a frequéncia, duragdo e horario dos insetos.

Os visitantes florais foram capturados mediante uso de sacos de
papel e, posteriormente, levados ao laboratorio e identificados. A coleta

ocorreu nos meses de maio, junho e novembro de 2009.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Descricio da Morfologia Floral

Nas condi¢des época e local dos estudos, a P. grandiflora Hook
apresentou florescimento duas vezes em 2009, ano da coleta dos dados
experimentais. Sua floracdo teve inicio, em média, 35 dias apos serem
transplantadas para os vasos. Os meses de floragdo corresponderam aos
meses de abril, maio e junho de 2009, sendo que, no final deste ultimo més,
todas as plantas perderam suas flores, retomando a floragdo no més de

novembro do mesmo ano.
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De acordo com a andlise floral, P. grandiflora Hook ¢ do tipo
herbaceo, pois apresenta caule macio e maleavel, que pode ser cortado
apenas com a unha. Suas folhas sdo simples, opostas e cruzadas, sem
estipulas, carnosa e suculenta, com forma obovada. Possui inflorescéncias
terminais, plurifloras simples do tipo indefinida ou racimosa. As flores
apresentam coloragdo rosa e estdo situadas em pedicelos com pedinculos,
possui pecas florais dispostas de forma ciclica, diperiantada, presenca de
calice e corola. A homogeneidade do perianto é heteroclamidea. Quanto ao
numero de estames, em relacdo ao de pétalas, ¢ polist€émone, ou seja, nimero
de estames superior ao de pétalas.

As flores da P. grandiflora Hook sdo hermafroditas (flor completa
possuindo os dois sexos), abrindo uma unica vez durante o dia, por volta das
8 horas. Permanece aberta em média 7 horas, posteriormente, o botdo floral
se fecha e, se fecundada, permanece assim por uma semana,
aproximadamente, até surgir o fruto. Caso ndo haja fecundagdo, perde
gradativamente a cor, murcha e cai num periodo curto de 24h, apds aberta.

O calice ¢ verde e apresenta forma de cone com sépalas livres ou
isoladas (soldadura dialissépalo); tem duragdo marcescente, ou seja, persiste,
porém murcha. Outra caracteristica do calice ¢ a simetria do tipo zigomorfo.

A corola ¢ rosa, soldadura das pétalas dialipétala, pétalas livres entre
si; pentdmera, zigomorfa e caduca.

O androceu ¢ heterodinamo (estames de diferentes tamanhos),
dialistémone (estames livres entre si). Suas anteras sdo dorsifixas, diteca
com deiscéncia longitudinal; o filete e a antera sdo amarelos.

O gineceu ¢ gamocarpelar e pluricarpelar, com estigma bifido de cor
amarela, estilete terminal, cilindrico e de coloracdo amarelo esverdeado
(Figura 9). O ovério ¢ unilocular e supero, ou seja, ovario livre, no qual os

verticilos encontram-se abaixo ou em torno do gineceu.
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Figura 9 — Estigma bifido de cor amarela de P. grandiflora. Vitéria da

Conquista - BA, 2009.

4.2 Determinacio dos Estagios de Desenvolvimento Floral

A atividade floral compreendeu trés estagios:
- Pré-antese: botdes fechados e intumescidos. Periodo denominado
estagio de baldo;
- Antese: quando aconteceu a abertura assincronica das flores,
deixando totalmente expostos o estigma e os estames;

— Poés-antese: quando ocorreu a distensdo das pétalas e sépalas.
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As flores ndo se abriram ao mesmo tempo nas inflorescéncias, sendo
possivel encontrar flores em diferentes estagios de desenvolvimento na
mesma planta durante o dia.

Na pré-antese, com a flor ainda fechada, percebeu-se que o grao de
polen ja se encontrava maduro, porém, devido a posi¢do desfavoravel das
partes masculinas em relacdo as femininas de uma mesma flor hermafrodita,
ndo seria possivel a fecundagdo. Esse fato favorece a polinizagdo cruzada,
chamado de heteroestilia, concordando com Borém (1999). O estigma era
lentamente exposto, sendo que as pétalas se encontravam numa estrutura em
forma de espiral, protegendo o mesmo e dificultando a sua polinizagdo
inicialmente.

A antese ocorreu com maior frequéncia as 8 horas, com anteras ja
deiscentes e graos de podlen disponiveis, os quais podem ser conduzidos
pelos polinizadores que iniciam e intensificam suas atividades neste periodo,
principalmente, abelhas que buscam o néctar e o podlen como recursos
alimentares.

Na pos-antese, ocorre a polinizagdo, com provavel formagdo de tubo
polinico e posterior formacao de frutos e sementes.

A longevidade floral (periodo entre a antese e a senescéncia da
corola) na P. grandiflora Hook foi de 24h em flor ndo fecundada e,
aproximadamente, uma semana quando fecundada. Este periodo ¢ variavel
entre as angiospermas ¢ pode assegurar o sucesso da polinizagdo
(PRIMACK, 1985).

4.3 Disponibilidade dos Graos de Pélen

A disponibilidade dos graos de pélen foi verificada apds a deiscéncia
das anteras, o que ocorreu antes mesmo da abertura do botdo floral, as 7h.

Nos dias avaliados, houve um declinio ao longo do dia,
principalmente, nas horas finais de avaliacdo, conforme ilustrado no Grafico
1. Isso leva a supor que seja eficiente o transporte dos graos de polen por

agentes polinizadores.
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Grifico 1 — Estimativa do nimero de grios de polen disponiveis de
P.grandiflora ao longo do dia, observados em 5, 6 ¢ 7 de maio de 2009.

Vitéria da Conquista — BA.

A presenga de abelhas era comum ao longo de todo o dia e mais
intensamente a partir das primeiras horas da abertura da flor, concordando
com o estudo de Harder e Barret (1996), os quais afirmam que a atividade
dos visitantes florais afeta diretamente o fluxo de pdlen, permitindo a
ocorréncia tanto da autopolinizagdo, quanto da polinizacdo cruzada,

caracteristica de interesse na formacao de hibridos.

4.4 Viabilidade dos Graos de Polen

Os graos de polen viaveis foram facilmente percebidos devido a

coloragdo exibida com a utilizagdo do corante carmim acético.
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O polen viavel apresentou-se avermelhado e com suas membranas
integras. Os inviaveis de coloragdo marrom e muitos dos quais com seu

citoplasma retraido ou, ainda, com suas membranas rompidas (Figura 10).

Figura 10 — Graos de polen normais/viaveis (A) e anormais/inviaveis (B)
de P. grandiflora. Vitoria da Conquista — BA, 2009.

Essa técnica de coloragdo é empregada no monitoramento de poélen
in vitro e in vivo e esta baseada na reagdo de coloragdo de graos de polen
amiléceos, indicando polen maduro com protoplasma vivo (OLIVEIRA e
outros, 2001; GUERRA e SOUZA, 2002).

Durante os trés dias de avaliacdo, a viabilidade mostrou-se elevada
ao longo do dia (Grafico 2), com valores superiores a 80%. De acordo com
Souza e outros (2002) e Domingues e outros (1999), valores acima de 70%
ja séo considerados de alta viabilidade, de 31 a 69% como média, e até¢ 30%

baixa viabilidade.
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Grafico 2 — Estimativa do percentual de graos de polen viaveis de
P.grandiflora nos dias 5, 6 ¢ 7 de maio de 2009. Vitéria da Conquista —
BA.

O grdo de polen, na abertura da flor, necessita estar plenamente
viavel. Geralmente, a medida que o tempo avanga, a viabilidade do grao de
polen vai diminuindo e reduzindo sua eficiéncia na fertilizagdo (SOUZA e
outros, 2002).

4.5 Conservabilidade dos Graos de Pélen

Os dados referentes a conservabilidade dos graos de polen de P.

grandiflora estdo expostos na Tabela 1.
Tabela 1 — Taxa da conservabilidade (%) dos graos de pdlen de P.

grandiflora armazenados aos 30, 60 e 90 dias em dois ambientes. Vitéria

da Conquista — BA, 2009*
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ARMAZENAMENTO 30 Dias 60 Dias 90 Dias
Geladeira 58,20aA 40,50aA 34,60bB
Freezer 50,90aA 47,60aA 62,10aA

Média 48,98

CV (%) 38,73

* Médias seguidas pelas mesmas letras mintusculas na coluna nao diferem

entre si pelo teste Tukey a 5% de probabilidade. Médias seguidas pelas

mesmas letras maiusculas nas linhas ndo diferem entre si pelo teste Tukey a

5% de probabilidade.

Foi observado, nesta etapa do experimento, que os grios de polen

armazenados, tanto no ambiente geladeira (10°C £ 1°C) quanto em freezer

(-10°C £ 1°C), conservaram-se viaveis ao longo dos 90 dias de observagdo

(Figura 11).

Figura 11 — Conservabilidade do pdélen de P. grandiflora em carmim

acético a 1%. Vitoéria da Conquista - BA, 2009. (400X).

Em programas de melhoramento genético, metodologias que

aperfeigoem a conservagdo dos grios de pdlen sdo de extrema importancia,

dada a necessidade destes se manterem viaveis até 0 momento em que sera

utilizado em hibridagdes (FRANZON e outros, 2004).
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A analise dos resultados revelou que os grdos de pdlen da P.
grandiflora avaliados manteve geminagdo média de 48,98%. Os conservados
no ambiente geladeira apresentaram taxa igual 34,60% aos 90 dias,
diminuindo sua viabilidade, significativamente, quando comparado as
demais épocas de avaliagdo. No ambiente freezer, as maiores médias foram
alcancgadas aos 90 dias (62,10 %), entretanto, ndo diferiu estatisticamente em
relacdo as outras épocas de avaliagdo.

Com relagdo ao tempo de armazenamento, aos 90 dias o ambiente
freezer proporcionou maior viabilidade do pdélen em relagdo ao ambiente
geladeira. Com isso, observou-se que, de acordo com o periodo de
armazenamento, quanto mais baixa a temperatura maior a chance de se obter
altos niveis de viabilidade do podlen.

Resultados semelhantes alcangados por Pio e outros (2007) com o
polen de laranjas doces revelaram que os graos de polen armazenados em
congelador (fireezer) apresentaram maior porcentagem de germinacdo que o
conservado em geladeira. O emprego de baixas temperaturas, normalmente,
encontra-se ligado a redugdo do metabolismo do pdlen, o que propicia maior
longevidade.

Isso demonstra que esta metodologia, de baixo custo, ¢ uma
alternativa vidvel a conservacdo dos graos de podlen, podendo subsidiar
programas de melhoramento, viabilizando cruzamentos entre individuos com
potencial econdmico, que apresentem barreiras temporais de floracdo, baixa
taxa de polinizagdo ou, geograficamente, separados, como observado por
Oliveira e outros (2001) em agaizeiro.

O armazenamento de graos de pdlen é importante na preservacdo de
germoplasma, bem como no auxilio de pesquisas que utilizem este material
biolégico em estoques para promover intercimbio de germoplasma e
potencializar programas de melhoramento (GOMES e outros, 2003), nos
quais a reposi¢do periddica se faz necessaria, em funcdo da queda de sua
viabilidade (SOUZA e outros, 2002). Desta forma, ¢ considerado como

alternativa a conservagdo de genotipos importantes em cruzamentos, pois
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possibilita a realizacdo dos mesmos sem a necessidade do cultivo alternado

dessas linhagens polinizadoras em campo.

4.6 Germinabilidade in vitro dos Graos de Pélen

Os dados referentes a germinagdo in vitro dos graos de pélen de P.
grandiflora estdo apresentados na Tabela 2 ¢ o grdo de pdlen germinado na

Figura 12.

Tabela 2 — Médias da porcentagem de germinacio dos griaos de pdlen de
P. grandiflora em diferentes meios de cultura. Vitéria da Conquista —

BA, 2009*

MEIOS DE CULTURA MEDIAS
2,5g sacarose 7,25 A
5,0g sacarose + acido borico 7,00 AB
15g sacarose 4,00 AB
5,0g sacarose 3,50 AB
10g sacarose 3,25 AB
10g sacarose + acido borico 2,50 B
Média geral 4,58
CV(%) 44,23

* Meédias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si

estatisticamente pelo teste Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.
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Figura 12 — Germinacio in vitro do grao de poélen de P. grandiflora.
Vitéria da Conquista - BA, 2009.

Foram obtidos indices muito baixos de germinagao in vitro, entre os
diferentes meios de cultura utilizados, mesmo assim, houve diferencas
estatisticas entre eles. O primeiro tratamento com 2,5g de sacarose diferiu
dos demais e foi considerado superior, ou seja, foi 0 meio que proporcionou
maior germinabilidade dos graos de podlen. Os tratamentos com 5g de
sacarose mais 5mg de acido borico, 15g, 5g e com 10g de sacarose ndo
diferiram entre si, sendo considerados iguais estatisticamente. O tratamento
com 10g de sacarose mais Smg de acido borico foi considerado inferior a
todos os outros tratamentos utilizados, ou seja, foi o meio de cultura que
obteve menor nimero de graos de pdlen germinados. Assim, dentre os meios
de cultura avaliados, o primeiro seria o meio recomendado, em caso de testar
a germinabilidade de graos de polen.

Scorza e Sherman (1995) consideram que um bom poélen deve
apresentar 50 a 80% de graos germinados com tubos bem desenvolvidos e,
ainda que o podlen pareca fraco, a presenca de alguns tubos polinicos

vigorosos indica que o mesmo ainda ¢ suficientemente bom para assegurar,
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pelo menos, uma moderada frutificagdo efetiva, apesar de baixa porcentagem
de germinacgao.

A perda da viabilidade polinica, em fun¢ao do tempo de abertura da
flor, foi observada no maracujazeiro-amarelo (SOUZA e outros, 2002), no
entanto, para a P. grandiflora ndo foi avaliado o quesito tempo, o que pode
ter influenciado nas analises feitas.

Em muitas espécies, a esterilidade do polen pode estar associada
com irregularidades meiobticas, tais como citomixia (CAETANO-PEREIRA
e PAGLIARINI, 1997) e mixoploidia (CAETANO-PEREIRA e outros,
1998) em milho, anormalidades na formacao do fuso em Centella asiatica
(CONSOLARO et al., 1996), baixa frequéncia de quiasmas em espécies de
Lycopersicon (HAROUN, 1996), segregacdo irregular de univalentes em
espécies de Pennisetum (DUJARDIN e HANNA, 1984) ¢ em Aptenia
cordifolia (PAGLIARINI, 1990). Em variedades de soja, a inviabilidade
polinica tem sido relacionada as anormalidades meioticas (BIONE e outros,
2000).

Fatores ambientais também podem interferir na viabilidade polinica.
Quando a abertura da antera coincide com elevada umidade do ar, a alta
pressdo osmotica do conteudo celular do grdo de pdlen, aliada a baixa
resisténcia de sua parede, diminuem a viabilidade polinica (SOUSA, 1994).
Estudos em outras espécies tem demonstrado que botdes florais sdo,
particularmente, sensiveis a estresse por aquecimento, num estagio de 3 a 5
dias, antes da abertura da antese, causando reducdo na producdo e
viabilidade dos grao de polen (VARA PRASAD e outros, 1999).

A germinagdo in vitro simula condi¢des naturais para o crescimento
¢ desenvolvimento do tubo polinico, assim, ajustes de protocolos sdo
necessarios para se atingir uma taxa desejavel. O aumento da germinagdo
pode ser conseguido com tentativas em alterar as concentragdes de sacarose
ou outros meios de cultura ou, ainda, aumentando o tempo de incubagao,

pois € necessario que o polen mantenha elevados niveis de germinabilidade.
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4.7 Germinabilidade in vivo dos Graos de Pélen

Foi observado que, a partir das 8h, as anteras ja se encontravam
deiscentes. Com isso, desse periodo em diante, foram encontrados grdos de
polen depositados no estigma, o qual j& se encontrava receptivo.

No Grafico 3, observa-se o percentual da germinabilidade dos graos

de pdlen nas condigdes do més em estudo.
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Grifico 3 - Percentual da germinabilidade in vivo dos grios de pélen de
P.grandiflora, observados em 5, 6 e 7 de maio de 2009. Vitoria da
Conquista — BA.

A formacgdo do tubo polinico (Figura 13) ocorre somente na pos-

antese, ou seja, a fecundagdo e posterior fertilizagdo acontecem nesse

periodo, a partir das 8h. Foi observado que, no decorrer do dia, o percentual
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da germinabilidade in vivo dos grdos de poélen foi crescente. O ultimo
horario, as 18h, foi o que mostrou um maior percentual de germinacdo,
indicando ser este o melhor horario para obter sucesso reprodutivo com

cruzamentos.

Figura 13— Germinabilidade do grio de pdlen de P. grandiflora em

presenca de Azul-de-Ama, segundo a técnica de Johansen (1940).

Vitéria da Conquista — BA, 2009.

4.8 Receptividade dos Estigmas

O estigma de P. grandiflora manteve-se receptivo durante todos os
horarios de coleta, ou seja, na pré-antese, antese e pos-antese, das 7h as 18h,
nos trés dias de coleta.

Estigmas receptivos foram caracterizados por alta atividade
enzimatica; a presenca de varias enzimas coincide com os estagios de

desenvolvimento do estigma e, consequentemente, a maioria dos métodos
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que determinam a receptividade do estigma in vitro baseia-se na
identificagdo da atividade enzimatica (DAFNI e MAUES, 1998). A
receptividade do estigma resulta da maturagdo do gameta feminino e pode
influenciar na taxa de fecundag@o e no sucesso da polinizagéo.

Com o uso do peroxido de hidrogénio a 3%, houve formacéo
imediata de bolhas na cavidade estigmatica (Figura 14), indicando a
atividade da peroxidase, concordando, assim, com os autores Pio e outros
(2007), os quais relatam que a reacdo enzimatica da enzima peroxidase
baseia-se na hipdtese que a presenca desta enzima reflete a receptividade do

estigma.

Figura 14 — Receptividade do estigma de P. grandiflora. Vitéria da
Conquista — BA, 2009.
Para o sucesso da fertilizagdo, ¢ desejavel que o podlen seja
transferido ao estigma receptivo de uma flor. Em muitos casos, entretanto, a

fertilizacdo pode ocorrer quando o grido de polen é depositado antes do
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periodo receptivo dos estigmas, desde que permaneca vidvel em tempo
suficiente para poder germinar, assim que a flor se torne receptiva (RAMOS
e outros, 2008).

Por apresentar receptividade antes da deiscéncia das anteras, a
Portulaca grandiflora é caracterizada como protoginica, concordando com
Fernandes e outros (2004), ao afirmarem que a flor ndo precisa,
necessariamente, estar aberta para que o estigma esteja receptivo. Tais
autores verificaram que polinizagdes em botdes florais foram realizadas e

detectaram taxa de 16,67 % de frutificacdo.

4.9 Estudos dos Sistemas Reprodutivos

Com base no sistema reprodutivo, Portulaca grandiflora mostrou-

se, preferencialmente aldgama, como pode ser visto na Tabela 3.

Tabela 3 — Taxa de Pegamento (%) dos cruzamentos naturais e

artificiais em P. grandiflora. Vitéria da Conquista — BA, 2009

SISTEMAS REPRODUTIVOS
PARAMETROS Autogamia Alogamia
Natural Artificial Natural Artificial
N° Total de Flores 50 50 50 50
Pegamento 9 3 41 23
Tx de Pegamento 18% 6% 82% 46%

Segundo Paterniani (1974), a alogamia possibilita a manutengdo ou
o aumento do vigor hibrido das espécies, pela ocorréncia de novas
combinagdes de genes codificadores de caracteres de interesse agronomico.

Na hibrida¢do que envolve plantas aldogamas, cada grio de poélen
leva consigo a heranga genética, consequente da heterozigose, fazendo com
que essas plantas ndo transmitam a proxima geracdo, gendtipos em que 0s
genes estejam fixados em homozigose, mas, sim, o proprio gameta, tamanha

a probabilidade de diferentes combinagdes alélicas (SOUZA e outros, 2002).
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Assim, se considerar que a manifestacdo do genétipo de um
individuo € o resultado da contribuigdo trazida pelos gametas masculinos e
femininos, quanto maior a viabilidade polinica, maior a possibilidade da
formacdo de diferentes combinacdes entre alelos e, em tultima analise, de

variabilidade genética (SOUZA e outros, 2002).

4.10 Visitantes Florais

Dentre os visitantes florais coletados, foi percebido que cerca de
80% era Apis mellifera, como destacado na Figura 15. Essa espécie de
abelha é comum na visitagdo de varias espécies de plantas ornamentais. Os
outros 20% foram representados por formigas.

Os insetos visitantes das flores de P. grandiflora sdo de habito
diurno, sendo o horario das 8h o mais visitado. Isto se da por este ser o
horario em que, basicamente, todas as flores ja se encontravam abertas e,
também, os primeiros horarios da manhd ser o momento em que a
concentracdo de graos de polen € maior.

Foi notada a frequéncia diaria com duragdo em torno de 8 segundos
por flor, sendo que as abelhas saiam pousando varias flores, com maior
intensidade de visitagao pela manha.

As flores da Portulaca grandiflora tem um colorido bastante
atraente, sdo vistosas, aromaticas, possuem pouco néctar, mesmo assim,
causam forte atracdo aos polinizadores. Tais fatos favorecem a polinizacao
cruzada, principalmente, por insetos (SILVA e SAO JOSE, 1994;
HOFFMANN, 1997).
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Figura 15 — Visitante floral: Apis mellifera de P. grandiflora. Vitéria da
Conquista - BA, 2009.

As flores, embora sejam hermafroditas, recebem pdlen exodgeno
(polen de outra planta da mesma espécie) por meio dos polinizadores.

O bom polinizador visita grande numero de plantas da mesma
espécie, transportando, por sua vez, numerosos graos de polen em seus pélos
(ALMEIDA e outros, 2004), requisito este que faz a Apis mellifera ser
importante vetor de polen para P. grandiflora Hook, garantindo elevada

produgdo de sementes e assegurando a variabilidade genética da espécie.

72



5 CONCLUSOES

De acordo com o local e épocas das avaliagdes, realizadas em P.
grandiflora, conclui-se que:

a espécie apresenta antese assincronica;

houve redugdo da disponibilidade do pdlen ao longo do dia;

a viabilidade do pdlen se mostrou elevada ao longo do dia;

a conservagdo dos graos de pdlen com 90 dias demonstrou bons
niveis de viabilidade;

na germinagdo in vitro, o tratamento com 2,5g de sacarose foi
superior aos demais;

na germinagdo in vivo, o horario das 18h foi o que mostrou maior
percentual da germinagdo do grdo de poélen, indicando ser este o melhor
horario para obter sucesso reprodutivo com cruzamentos;

o estigma apresentou receptividade na pré-antese, antese e pos-
antese;

o sistema reprodutivo preferencial da espécie € a polinizacdo
cruzada (alogamia);

a Apis mellifera foi o inseto mais comum na visitagdo de P.
grandiflora;

Conforme os resultados obtidos e as conclusdes expostas acima,
entende-se que a pesquisa realizada atingiu seus objetivos de avango no
conhecimento cientifico de P. grandiflora, com vistas a0 melhoramento
genético de espécies ornamentais, contribuindo aos melhoristas e

pesquisadores que trabalham com o tema.
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