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Resumo

Toona ciliata € uma espécie promissora devido as suas excelentes propriedades tecnoldgicas para uso
na indUstria madeireira. Adicionalmente, ressalta-se a sua boa adaptacdo as diversas condi¢des
edafoclimaticas brasileiras, resisténcia aos ataques da broca dos cedros e mognos (Hypsiphyla grandella),
bem como as suas respostas satisfatérias as praticas silviculturais e de manejo. Entretanto, esta é uma
espécie que ainda ndo foi geneticamente melhorada para o seu emprego em projetos de reflorestamento
em larga escala. O presente trabalho teve o objetivo de gerar conhecimentos sobre a morfologia e
viabilidade de graos de p6len armazenados para solucionar os problemas decorrentes da assincronia na
fenologia do florescimento de genitores preferenciais para, assim, dar inicio aos programas de
polinizacdo controlada. Apds o reconhecimento inicial de importantes fatores relativos a biologia floral e
sistema de cruzamento, coletaram-se, em um plantio em Campo Belo-MG, anteras de flores em trés
estadios de desenvolvimento: botdo floral, em pré-antese e em antese. As anteras foram dessecadas e
armazenadas a -16 C por um periodo de tempo de até 360 dias. Nesse periodo os gréos de pdlen foram
extraidos e analisados quanto a sua morfologia e viabilidade. O numero de graos de polen por antera foi
maior em botdo floral e flor em pré-antese. O diametro dos graos de pdlen aumentou de forma gradativa
de botdo floral para flor em antese. Em botéo floral a espessura da exina foi menor quando comparada
aos outros dois estadios. A porcentagem de viabilidade dos gréos de pdlen foi alta (acima de 88%) nos
trés estadios de desenvolvimento da flor, mesmo apds 360 dias de armazenamento. Isso permitiu
concluir que o armazenamento de grdos de polen pode exceder o tempo de 360 dias e que as
poliniza¢Bes controladas em programas de melhoramento genético de T. ciliata podem ser conduzidas
com graos de pélen provenientes de anteras de botdes florais.

Palavras chave: Cedro australiano; Diametro do poélen; Sistema de cruzamento; Poliniza¢cdo controlada.

Abstract

Toona ciliata is a promising tree species due to its excellent technological properties for use in the timber
industry. In addition, this specie has adapted well to the various Brazilian soil and climate conditions,
shows resistance to the cedar and mahogany borer (Hypsiphyla grandella), and satisfactory responses to
silvicultural and management practices. However, T. ciliata genetic improvement programs have not yet
reached a satisfactory level for its use in large-scale reforestation projects. This work aimed to deepen
our knowledge about morphology and viability of stored T. ciliata pollen grains in order to solve problems
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arising from the asynchrony in the flowering phenology of chosen parents, thus enabling controlled
pollination programs. After establishing the basics of floral biology and breeding system, anthers of
flowers were collected in three developmental stages: flower buds, at pre-anthesis and at anthesis. The
anthers were desiccated and stored at -16°C for up to 360 days. After this period the pollen grains were
extracted and analyzed for their morphology and viability. The number of pollen grains per anther was
higher in flower buds and pre-anthesis. The diameter of pollen grains gradually increased from flower
buds to in anthesis. In flower buds the exine was thinner when compared to the other two stages. The
percentage of viable pollen grains was high (above 88%) in all three flower development stages, even at
360 days of storage. We concluded that storage period of T. ciliata pollen grains can exceed 360 days and
that flower buds can be used for controlled pollinations in breeding programs.

Keywords: Australian red cedar; Pollen diameter; Crossing system; Controlled pollination.

INTRODUCAO

As florestas plantadas no Brasil sdo predominantemente equianeas, homogéneas e
constituidas por espécies exoticas dos géneros Eucalyptus, Corymbia e Pinus. Este predominio
é resultante da capacidade de adaptacao e das altas taxas de produtividade destas espécies
para abastecer, principalmente, o setor de siderurgia a carvao vegetal e o de celulose e papel
(Associagao Brasileira de Florestas Plantadas, 2012).

Entretanto, setores econdmicos como o da construcao civil e da indUstria moveleira tém
apresentado demandas de matérias-primas que agreguem mais valor aos seus produtos
finais. Assim, novas areas de florestas estdo sendo plantadas, sendo que o cedro australiano
(Toona ciliata M. Roemer) tem se destacado como uma das espécies mais promissoras
(Souza et al., 2010).

O destaque da referida espécie, dentre outras do grupo denominado de “novas
madeiras”, se deve as suas propriedades tecnoldgicas que conferem alto valor comercial para
usos na indUstria madeireira, principalmente na moveleira. Além de ser bem adaptada as
condig¢des climaticas de varias regides brasileiras, o cedro australiano é uma espécie da familia
Meliaceae que é resistente aos ataques de Hypsiphyla grandella (Bygrave & Bygrave, 2005),
uma broca do ponteiro muito comum em espécies do género Cedrela P. Browne (cedros
brasileiros) e Swietenia Jacq. (mogno brasileiro). Essa resisténcia possibilita que a espécie
forme um fuste de alta qualidade por ser relativamente reto e monopodial (Nassur et al.,
2013).

Apesar dessas vantagens mencionadas e o reconhecido valor da espécie para a
silvicultura brasileira, ela ainda se encontra em estagios iniciais de melhoramento genético. O
seu sistema reprodutivo é por via sexual, com sistema de acasalamento por fecundacao
predominantemente cruzada, o que define a aplicacdo do método de melhoramento genético
aplicavel para plantas alégamas.

Seguindo os principios desse método, instalou-se no municipio de Campo Belo (MG) o
primeiro teste de procedéncias/progénie/planta de T. ciliote no Brasil, envolvendo 71
progénies de 16 procedéncias distintas da costa leste da Australia, cujas arvores matrizes
amostradas se localizam nos estados de Queensland e New South Wales.

Apés 10 anos de teste, procederam-se as primeiras sele¢cbes de individuos
geneticamente superiores para uso em pomares de sementes clonais e utilizacdo como
genitores para constituicdo das gera¢des avancadas de melhoramento genético. Como esses
individuos sdo de procedéncias geneticamente distintas (Santos, 2011), ocorreu uma grande
variacdo nas fenofases do florescimento, com consequente assincronia na emissdo e
amadurecimento dos 6rgaos sexuais, tornando as poliniza¢cdes controladas praticamente
inexequiveis.

Esses individuos superiores ja foram resgatados, por enxertia, do referido teste genético
e estdo sendo transferidos para jardins de poliniza¢des controladas. A conducdo destas
polinizagbes em delineamentos de cruzamentos apropriados para se produzir novas
progénies de irmaos completos e para avaliar a heterose depende, entretanto, da solucao dos
obstaculos decorrentes da mencionada assincronia de florescimento. Tal solu¢ao pode ser
alcangada pelo armazenamento de graos de pélen em condi¢des e tempo que garantam as
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suas viabilidades em niveis adequados para a conduc¢do das polinizac6es controladas
desejadas.

Assim, neste contexto, esse estudo tem o objetivo de avaliar o estddio de
desenvolvimento das flores mais propicio para a coleta de grdos de pdlen, bem como o tempo
de armazenamento que possa garantir as suas viabilidades em niveis que garantam o sucesso
das necessarias poliniza¢8es controladas.

MATERIAL E METODOS

Inflorescéncias de cedro australiano foram coletadas em 22 individuos no municipio de
Campo Belo - MG, cultivados a partir de uma mistura de sementes excedentes da instalacdo
de um teste de procedéncia/progénie/plantas instalado no ano de 2016. As coordenadas
geograficas do referido municipio sdo 20°53'58,89"S, 45°17'33,04"W, com altitude média é de
945 m e precipita¢do pluviométrica média anual é de 1.250 mm, com chuvas bem distribuidas
e temperatura média anual de 23,5°C.

Morfologia Floral e do grdo de pélen

A espécie floresce entre os meses de setembro a novembro e os frutos aparecem de
janeiro a marco, no entanto, estes eventos podem ser antecipados em mais de um més
(Souza et al., 2010). A abertura das flores ocorre entre 07:00 e 13:00 h e 0 momento da antese
é afetado pelo aumento ou diminui¢do na temperatura (Singh & Gupta, 2017).

Conforme descrito por Kodela (2006), o grdo de poélen de T. ciliata é 3-4 colporato,
isopolar, radiosimétrico, pequeno, circular ou ligeiramente oval, raramente oblato. A camada
de exina possui cerca de 1,0 pm de espessura, mas nos colpos a espessura é de 1,8-2,0 um. O
eixo polar médio possui 21,0 um e o eixo equatorial, 20,0 pm.

Os materias genéticos ja selecionados para dar continuidade ao programa de
melhoramento da T. ciliata apresentam inflorescéncias com arquitetura tipica da espécie
(Figura 1), onde as ramificacdes secundarias do eixo principal contém cimeiras em
quantidades variaveis, tal como descrito por Gouvéa et al. (2008).

A Figura 1 apresenta uma dessas ramificacBes e suas cimeiras com frutos ja formados
ou com as flores funcionais femininas em pds-antese (provavelmente ja fecundadas) e as
flores funcionais masculinas se encontram fechadas ou em pré-antese. Nota-se que o arranjo
dessas flores ndo é aleatodrio, as femininas se localizam centralmente e as masculinas
paralelamente.

Figura 1. Arranjo ndo aleatério de flores de um ramo secundario do eixo principal de uma
inflorescéncia de Toona ciliata.
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Esses dois tipos diferentes de flores, apresentadas na Figura 2 em sec¢8es longitudinais, exibem
a presenca de estames rudimentares e ndo funcionais nas flores maiores, centrais e em pés-antese
(flor feminina) e de pistilos rudimentares e ndo funcionais nas flores menores laterais em pré-antese
(flor masculina). Segundo Gouvéa etal. (2008), tais caracteristicas se constituem na principal
evidéncia de que a flor de T. ciliata € morfologicamente bissexual, mas funcionalmente unissexual, e
que a distribuicdo sexual dentro das inflorescéncias ndo é aleatéria.

Flor funcionalmente feminina Flor funcionalmente masculina

Figura 2. Sec¢des longitudinais de flores de Toona ciliata mostrando estames rudimentares e pistilo
normalmente desenvolvido na flor funcionalmente feminina (esquerda) e pistilo rudimentar e estames
normalmente desenvolvidos na flor funcionalmente masculina (direita). Os nectarios aparecem em
ambas as flores na cor laranja. Escala apresentada em milimetros.

Obtencdo e avaliacdo dos graos de polen

Separaram-se anteras de flores funcionalmente masculinas em trés estadios durante a antese:
botao floral, flor em pré-antese e flor em antese. Estas anteras foram colocadas em placas de Petri
separadas, permaneceram 48 horas em dessecador com silica gel e posteriormente foram
armazenadas em tubos de plastico de 1,5 ml a uma temperatura de -16°C, por 360 dias.

Flores nos trés estadios durante a antese foram emblocadas com objetivo de fotomicrografar
as anteras. A medicdo do diametro dos graos de pélen (um) e o nimero de graos de pdlen por teca
foram medidos diretamente por meio do uso do software UTHSCSA-Imagetool.O delineamento
experimental utilizado foi o inteiramente casualizado, composto por 3 tratamentos (estadios da flor
durante a antese) e 13 repeticGes, totalizando um ndimero amostral de 39.

Para afericdo da espessura da exina, anteras nos trés estadios da flor foram preparadas,
fotografadas em Microscépio Eletrénico de Transmissdo modelo LEO 906 Zeiss e avaliadas no
software UTHSCSA-Imagetool. O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente
casualizado, composto por 3 tratamentos (estadios da flor durante a antese), 40 repetices,
totalizando um nimero amostral de 120.

A viabilidade dos grdos de polen armazenados foi testada por meio de coloracdo com
carmim acético 1%, em dois tempos de armazenamento (120 e 360 dias). Utilizaram-se
fotomicrografias para quantificar o nimero de grdos de pdlen viaveis (corados de vermelho)
e ndo viaveis (ndo corados), nos diferentes estadios da flor durante a antese, por meio do uso
do software de analise de imagem UTHSCSA-Imagetool. O delineamento experimental utilizado
foi o inteiramente casualizado, composto por 3 tratamentos (estadios da flor durante a
antese), 7 repeticdes, com 4 campos por repeticdo, totalizando um namero amostral de 84.

Para todas as variaveis medidas, os dados foram submetidos a analise de variancia e as
médias comparadas pelo teste de Scott-Knott (p<0,01).

RESULTADOS E DISCUSSAO

As observagBes microscopicas para avaliar a formacdo, viabilidade e ploidia dos graos de
polen em cada dos estadios florais sdo apresentadas na Figura 3. Aimagem 3A evidencia graos
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de poélen corados com a solucdo de Alexander, onde a coloracdo roxa e azul indicam,
respectivamente, os pélens vidveis e os abortados e, portanto, inviaveis. Nessa imagem, nota-
se uma alta proporcdo de poélens viaveis em relacdo aos inviaveis, sendo que aqueles com
maior diametro (seta tracejada) apresentam ploidia 2n, em contraste com os de menor
dimensao (seta cheia) que apresentam ploidia n.

Figura 3. Anteras e graos de pdlen de Toona ciliata. (A) Graos de pélen com ploidia n (seta cheia) e 2n
(seta tracejada), corados com solu¢do Alexander. (B) Grdos de polen n (seta cheia) e 2n (seta tracejada)
corados com carmim acético 1%. (C) Cinco anteras com duas tecas cada, em flor fechada. (D) Detalhe de
uma teca da antera de botdo floral em seccdo longitudinal. (E) Detalhe de antera de flor em pré-antese,
em seccdo longitudinal. (F) Detalhe de antera de flor em antese em sec¢do longitudinal, onde parte do
pélen ja foi disperso naturalmente.

Do mesmo modo, a Figura 3B, onde o corante utilizado foi o carmim acético 1%, faz a
distincdo dos esporos viaveis (com coloracao mais avermelhada) dos ndo vidveis. As setas
cheias e tracejadas apontam para os pdélens com ploidia n e 2n, respectivamente. Os
resultados de ploidia indicam que o diametro do gréo de pélen pode ser utilizado para
diferenciar acessos haploides e diploides.

Os grdos de pdélen de tamanho maior provavelmente sdo pélens ndo reduzidos, isto &,
polen 2n (Figuras 3A e 3B). O didmetro médio desses poélens é de 38,15 um, ou seja, 1,6 vezes
maior que o do pélen reduzido. Xue et al. (2011) consideraram, para Ziziphus jujuba, que o
didametro do pdlen 2n é aproximadamente 1,5 vezes maior que o do pélen haploide n. Isso
pode ser explicado devido a maior quantidade de DNA contida em pdlen 2n, aumentando o
seu didmetro (Dewitte et al., 2009).

Apesar dos grdos de polen 2n aparecerem em baixa frequéncia (0,68%) e com baixa
viabilidade (33,64%) no caso de T. ciliata, espera-se que com o avango dos programas de
melhoramento genético desta espécie, graos de polen 2n poderdo ser utilizados para a
obtencdo de poliploides.

A existéncia de graos de podlen completamente formados em um estadio de
desenvolvimento de botdo floral (como evidenciado na Figura 3C que mostra cinco anteras
com duas tecas cada) sugere que essas anteras podem ser colhidas antes da abertura das
flores para a extracdo de polen. Esta pratica pode reduzir a contaminacdo por polens
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estranhos e indesejados, dada a grande visitacdo de polinizadores em flores em antese devido
a presenca de nectarios nas flores de ambos os sexos. Por exemplo, em Swietenia macrophylla
a producdo de pélen é muito reduzida, o que reforca a necessidade de uma recompensa
adicional, como o néctar, para atrair visitantes florais (Paiva, 2012; Singh & Gupta, 2017).

As Figuras 3D, 3E e 3F apresentam secg¢des longitudinais das tecas de anteras colhidas
em botdo floral, em pré-antese e em antese, respectivamente. Nessas trés imagens observa-
se grande quantidade de pdlen em tecas de botdes florais e em pré-antese, enquanto que nas
flores em antese o estoque de podlen foi bastante reduzido, sugerindo que nesse estadio de
desenvolvimento das flores os graos de pdlen j& poderiam ter sido dispersos naturalmente,
sendo, portanto, uma fase desaconselhavel para a coleta de pélen.

Contudo, a coleta das anteras ndo deve se basear exclusivamente na presenca de pélen
encontrada dos diferentes estadios de desenvolvimento da flor. E necessario o conhecimento
da quantidade e viabilidade dos grdos de pélen, em cada um dos trés estadios de
desenvolvimento floral, ao longo de um periodo de tempo necessdrio para armazenamento
em médio ou longo prazo, considerando, consequentemente, o tempo demandado para a
superacdo dos obstaculos impostos pela assincronia na fenologia da floragdo.

A Tabela 1 mostra que a maior quantidade de pélen foi estimada para as flores em pré-
antese e botdes florais, que apresentaram, respectivamente, 3.276 e 2.692 graos de pélen. A
semelhanca estatistica verificada se deu pelo alto desvio padrdo (1570) registrado nas
estimativas em flores em pré-antese.

Tabela 1. Numero de graos de pdlen de Toona ciliata e percentual médio de viabilidade do pélen em dois
tempos de armazenamento (120 e 360 dias) avaliada por meio de carmim acético 1%, em func¢do do
estadio da flor durante a antese.

Estadio de Numero médio (+ dp) de Viabilidade (% + dp) apés Viabilidade (% * dp) ap6s
desenvolvimento da flor graos de pdlen 120 dias 360 dias
Botdo floral 2692 + 404 (a) 96,5 + 2,4 (Aa) 88,7+ 17,4 (Ba)
Flor em pré-antese 3276+ 1570 (a) 95,2 + 2,8 (Aa) 93,1 +6,1 (Ba)
Flor em antese 1418 + 442 (b) 97,6 £ 2,4 (Aa) 91,1 +9,9 (Ba)

As médias seguidas pela mesma letra minuscula ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott P<0,05 (colunas). As médias
seguidas pela mesma letra mailscula ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott (p<0,01) (linhas). dp= desvio padro.

ATabela 1 também mostra que os percentuais de viabilidade dos graos de pdlen, apés 120 dias
de armazenamento, foram superiores a 95,2% em todos os trés estadios de desenvolvimento da
flor, e que as diferencas entre os trés estadios ndo foram significativas. O mesmo se verificou para o
tempo de 360 dias de armazenamento, no qual os percentuais médios de viabilidade foram
superiores a 88,7%. Diferencas significativas somente foram observadas entre os tempos de
armazenamento de 120 e 360 dias, independentemente do estadio de desenvolvimento da flor. A
maior queda (7,8%) foi observada no estadio de botdo floral e a menor (2,1%) foi para o estadio de
pré-antese. Apesar dessas mencionadas quedas, a viabilidade dos graos de pdlen permaneceu alta
independentemente do nivel de maturag¢do das flores, o que indica que anteras podem ser coletadas
em qualquer um dos estadios estudados.

A manutengdo desses altos niveis de viabilidade por 360 dias de armazenamento indica que
ela podera ser estendida por um tempo bem mais longo, para que os obstaculos da assimetria na
fenologia da floracdo sejam superados e a realizagdo de cruzamentos preferenciais possam ser
conduzidos para um maior nUmero de genitores e, assim, produzir maior quantidade de progénies
de irmaos completos para ampliar a base genética necessaria a condugdo das gera¢es avancadas
de selegdo.

O trabalho de Pereira et al. (2002), conduzido em clones de Eucalyptus camaldulensis
e E. urophylla registrou uma viabilidade de polen de 40% apds trés meses de
armazenamento. Estes autores consideraram este valor como uma percentagem alta
devido a quantidade de polen que se empregada nas poliniza¢8es. Desta forma, os
valores de viabilidade de pdlen encontrados no presente trabalho podem ser
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considerados muito elevados e capazes de garantir o sucesso de hibridacdes
intraespecificas (entre as diferentes procedéncias de T. ciliata).

A Tabela 2 mostra o aumento significativo na espessura da exina de acordo com o estadio de
desenvolvimento da flor. A espessura da exina do pélen foi menor em bot6es florais do que nas
flores em pré-antese e em antese, sendo que a diferenca de espessura nesses dois Ultimos estadios
ndo foi significativa. De acordo com Furness (2007), uma exina de menor espessura pode oferecer
menor resisténcia a germinag¢do do polen e crescimento do tubo polinico. Portanto, a utilizacdo do
poélen coletado em botdes florais pode representar uma vantagem durante a polinizacdo de T. ciliata.

A Tabela 2 também mostra diferencgas significativas no di@metro dos graos de pélen. O menor
diametro (22,5 pm) foi observado em botGes florais e o maior (23,5 um) nas flores em antese. O
aumento da espessura da exina pode explicar o acréscimo em diametro dos graos de pdélen do
estadio de botao floral para o de pré-antese. Pacini (1990) sugere que o volume do pélen aumenta
durante a formacao das camadas de exina e intina. Ja 0 aumento em diametro do polen observado
do estadio de pré-antese para o de antese pode ser explicado pela expansao do pdlen devido a
presenca de vacuolos, como relatado por Pacini et al. (2011). Esses autores também ressaltam que
a exina desempenha um papel fundamental na acomodac¢do do volume do pélen durante a
absorcado e perda de agua.

Tabela 2. Didmetros médios e espessura média da exina dos grdos de pélen de Toona ciliata em fun¢do
do estadio de desenvolvimento da flor durante a antese.

Estadio de Espessura Média da exina + dp Diametro médio do pélenz dp
desenvolvimento da flor (pm) (pm)
Botdo floral 0,94 + 0,08b 22,5 +0,9(c)
Flor em pré-antese 1,06 £0,11 a 23,1+ 1,0(b)
Flor em antese 1,08+0,16 a 23,5+ 1,4(a)

As médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott (p<0,01). dp= desvio padrao.

A Figura 4 mostra que os graos de pélen estdo completamente desenvolvidos nos bot&es
florais, com dois nucleos claramente distintos. O nucleo vegetativo da espécie apresentou formato
fusiforme (P/E = 2,09), enquanto o reprodutivo foi esférico (P/E = 0,92) (Figura 4). Esta diferenca
morfoldgica é importante em funcdo da necessidade de identificar estes dois nucleos em estudos
posteriores, relacionados com o desenvolvimento dos grdos de pdlen, estadios de maturagdo e
mesmo formacdo do tubo polinico. Percebe-se que, mesmo no estadio de dispersdo (antese) os
graos de polen de T. diliata ndo possuem dois nucleos reprodutivos, sendo que este segundo
provavelmente se desenvolvera durante o crescimento do tubo polinico.

Figura 4. Eletromicrografia do grdo de pélen de botdo floral de Toona ciliata. (A) camada mais clara de exina
(seta cheia) e nucleo vegetativo fusiforme (seta tracejada). (B) nucleo reprodutivo esférico (seta cheia).
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Morfologia e viabilidade de grdos de pélen de Toona ciliata M. Roemer (Meliaceae) em diferentes estddios florais e tempos de armazenamento

CONCLUSAO

A integridade dos graos de poélen registrados pela eletromicrografia em botdo floral, e a
grande quantidade de grdos pdélen vidveis no interior das tecas dessas anteras, mesmo apos
360 dias de armazenamento, indicam que poliniza¢des controladas em T. ciliata podem ser
realizados com poélen originado de botdes florais. Devido a provavel auséncia ou a reduzida
frequéncia de visita de polinizadores nessas flores, espera-se, nessa situacdo, uma maior
pureza nos estoques de graos de poélen e, consequentemente, maiores garantias de pedigree
das progénies a serem constituidas por polinizacdo controlada.
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