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RESUMO

A familia Meliaceae possui diversas espécies de importancia madeireira
e o cedro australiano (Toona ciliata) tem se destacado como uma das mais
promissoras para as condi¢des brasileiras. O melhoramento genético da espécie
estd em fase inicial e ainda faltam informacgdes bdsicas para a realizagdo de
polinizagdes controladas. O objetivo com este trabalho foi caracterizar o grao de
pélen de Toona ciliata e avaliar a viabilidade em func¢do dos estadios da flor
durante a antese e¢ do tempo de armazenamento. As inflorescéncias foram
coletadas no municipio de Campo Belo-MG e os graos de pélen foram extraidos
a seco. Foram separadas anteras de flores funcionalmente masculinas em trés
estadios: flor fechada (E1), flor em pré-antese (E2) e flor em antese (E3). O
volume das tecas das anteras, o numero de graos de pélen por antera, o didmetro
do poélen, a espessura da exina e a viabilidade polinica foram avaliados. Os
dados foram submetidos a analise de variancia e as médias foram comparadas
pelo teste de Scott-Knott (p<0,01). O numero de grios de pdlen por antera foi
maior em El1 e E2, quando comparados com o E3. O didmetro dos graos de
polen aumentou de forma gradativa do E1 para E3 e o diametro médio foi de
23,03 um. Em E1 a espessura da exina foi menor quando comparada aos outros
dois estadios. A viabilidade dos graos de polen foi alta nos trés estadios da flor,
mesmo apos 12 meses de armazenamento. Foi observado pdlen de tamanho
maior, provavelmente pdlen 2 n. Conclui-se que para a realizagdo de
polinizagdes em programas de melhoramento ¢ mais indicado coletar anteras de
flores fechadas.

Palavras-chave: Cedro australiano. Diametro do polen. Polinizagdo controlada.



ABSTRACT

The family Meliaceac has several important timber species and
Australian cedar (Toona ciliata) has emerged as the most promising for
Brazilian conditions. Breeding programs of Australian cedar is in initial stage
and basic information on controlled pollinations are still lacking. The aim of this
study was to characterize pollen grains of Toona ciliata and to evaluate its
viability according to flower stage during anthesis and storage time. The
inflorescences were collected in Campo Belo-MG and the pollen grains were dry
extracted. We separated anthers of functionally male flowers in three stages:
flower buds (E1), pre-anthesis (E2) and anthesis (E3). The volume of the
anthers, the number of pollen grains per anther, pollen diameter, the thickness of
the exine and pollen viability were evaluated. Data were subjected to analysis of
variance and means were compared by Scott-Knott test (p <0.01). The number
of pollen grains per anther was higher in E1 and E2, in comparison with E3. The
diameter of pollen grains increased gradually in E1 to E3 and the average
diameter was 23.03 pm. In E1 exine thickness was lower when compared to the
other two stages. The viability of pollen grains was high in all three flower
stages, even after 12 months of storage. It was observed pollen of larger size,
probably 2 n pollen. We conclude taht to carry out pollination in breeding
programs is better to collect anthers in flowers buds stage.

Keywords: Australian cedar. Pollen diameter. Controlled pollination.
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1 INTRODUCAO

As florestas plantadas no Brasil, em sua maioria, sdo homogéneas ¢
constituidas por espécies exoticas que alcangaram grande éxito no abastecimento
de matérias-primas para os diferentes setores da industria de base florestal.
Notadamente, nestas florestas, hA um amplo predominio das espécies dos
géneros Eucalyptus ou Pinus, resultante de suas amplas capacidades de
adaptacdo as diferentes condi¢cdes bioclimaticas e de suas altas taxas de
produtividade e qualidade da madeira para abastecer, principalmente, o setor de
siderurgia a carvio vegetal e o de celulose e papel (ASSOCIACAO
BRASILEIRA DE PRODUTORES DE FLORESTAS PLANTADAS - ABRAF,
2012).

Entretanto, alguns setores econdmicos brasileiros, tais como o da
construgdo civil e da industria moveleira, tém apresentado outras demandas de
matérias-primas que agreguem mais valores aos seus produtos finais e que
possam inserir os seus processos de producdo dentro do contexto do
desenvolvimento sustentavel. Principalmente por essas razdes, novas areas de
florestas homogéneas estdo sendo plantadas, ¢ o cedro australiano (Toona ciliata
M. Roemer) tem se destacado como uma das espécies mais promissoras
(SOUZA; BARROSO; CARNEIRO, 2010).

Esta espécie, que também ¢é exoética, apresenta rapido crescimento e
encontrou no Brasil condigdes edafoclimaticas favoraveis ao seu
desenvolvimento (SOUZA et al., 2009). Isso, associado a baixa idade de rotacdo
para produzir toras de alta qualidade e com alto rendimento nas operagdes de
desdobro (NASSUR et al, 2013), tem expandido a &rea de cultivo
principalmente na regido sudeste (SOUZA; BARROSO; CARNEIRO, 2010),
onde a espécie tem exibido altas taxas de crescimento, em comparacao aos

locais de origem (ZIECH, 2008).
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O cultivo do cedro australiano, quando comparado ao cedro brasileiro
(Cedrela fissilis), é mais vantajoso, pois a espécie ndo ¢ atacada por Hypsipyla
grandella, praga que ataca a gema apical de algumas meliaceas brasileiras, como
o mogno (Swietenia macrophylla) e o cedro. Esta praga prejudica a forma
monopodial do tronco, reduzindo o seu valor comercial (BYGRAVE,;
BYGRAVE, 2005).

A espécie estd em fase inicial de melhoramento para as condigdes
brasileiras, porém, ainda ndo existem sementes comerciais geneticamente
melhoradas. Os atuais testes genéticos demonstram grande variabilidade na
produtividade e qualidade das toras (NASSUR et al., 2013). Isso justifica a
necessidade de conduzir programas de selecdo para melhoramento em geragdes
avancadas.

Entretanto, em situa¢des onde ndo ha sincronia no florescimento entre os
individuos de interesse para os cruzamentos ou quando estes se localizam em
regides distintas, o armazenamento de pdlen por periodos relativamente longos
se torna uma técnica fundamental para viabilizar a hibridaggo (PIO et al., 2007).
Para isso, ¢ importante conhecer o estadio apropriado de coleta do botdo floral
para obtengdo de polen maduro e viavel (MENCK et al., 1990). A extracao
adequada de polen também ¢ essencial para o processo de armazenamento, que
deve manter seu poder germinativo por maior periodo possivel (CANGIANI,
1988). Desta forma, informagdes sobre a viabilidade do pdlen armazenado e a
melhor época para realizar a polinizagdo aumentam as chances de sucesso
durante as hibridacdes artificiais (PEREIRA, 2001; PEREIRA et al., 2002).

Santos (2011), ao estudar 78 progénies de meios irmaos de cedro
australiano de origens distintas da Australia, verificou a existéncia de grande
variabilidade genética na espécie e que ganhos significativos na selegdo de
procedéncias, progénies e individuos superiores podem ser alcangados. Para dar

continuidade aos programas de selecdo e melhoramento, os individuos
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selecionados para diferentes caracteristicas associadas as distintas origens
necessitam ser cruzados para a obtencao de hibridos que reunam caracteristicas
de boa produtividade com outras de grande importancia silvicultural e
tecnoldgica, como por exemplo: forma do fuste, desrama, resisténcia as pragas e
doencas e qualidade de madeira. No entanto, informagdes preliminares que
possam garantir o sucesso desses cruzamentos controlados ainda ndo estdo

disponiveis.
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2 OBJETIVOS

a)

b)

Caracterizar graos de pdlen de Toona ciliata e avaliar a viabilidade
em fungdo dos estadios da flor durante a antese e do tempo de
armazenamento;

Contribuir para a viabilizagdo de polinizagdes controladas entre
genitores selecionados para programas de hibridagdo de Toona

ciliata.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Toona ciliata (M. Roemer)

A espécie Toona ciliata pertence a familia Meliaceae (LORENZI;
SOUZA; TORRES, 2003), subfamilia Swietenioideae e tribo Cedreleae.

A arvore ¢ caducifdlia, pode atingir 50 m de altura, 150 cm de DAP
(didmetro a altura do peito) (LAMPRECHT, 1990), e ocupa o dossel da floresta
(GOUVEA, 2005). A espécie apresenta tronco cilindrico, com casca suberosa de
cor marrom. As folhas sdo compostas paripinadas, com 30-50 cm de
comprimento e 10-16 foliolos membraniceos, medindo de 5-15 cm de
comprimento, com ambas as faces de cor verde-clara (LORENZI; SOUZA;
TORRES, 2003).

Sua area de ocorréncia natural abrange a India, Bangladesh, Birmania,
Tailandia, China Meridional, Indonésia, Malasia, Filipinas, além de parte da
Australia. A espécie coloniza locais com até 1.500 m de altitude, com
precipitacdo média anual entre 800 e 1.800 mm e temperatura média anual de
20° a 26 °C (LAMPRECHT, 1990).

A arvore apresenta crescimento rapido e necessita de altos niveis de
radiacdo solar, embora seu estabelecimento inicial seja favorecido pelo
sombreamento (SOUZA; BARROSO; CARNEIRO, 2010). Toona ciliata ocorre
em solos bem drenados, profundos e eutréficos (LAMPRECHT, 1990) e nao
tolera alagamento por longos periodos ¢ nem geadas (SOUZA; BARROSO;
CARNEIRO, 2010).

Na Australia, a espécie é conhecida como cedro vermelho ¢ também
ouro vermelho, devido & excelente qualidade de sua madeira (BYGRAVE;

BYGRAVE, 2005), que durante a colonizagdo da Australia, foi bastante
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utilizada pelos ingleses para a fabricagdo de moveis (LORENZI; SOUZA;
TORRES, 2003).

A madeira marrom-avermelhada ¢ de facil desdobro e processamento,
além de exalar um odor agradavel (LAMPRECHT, 1990). A densidade da
madeira pode variar de 0,33 a 0,6 g cm™ (CIFLORESTAS, 2011). No entanto,
Ziech (2008) encontrou valor de densidade basica média de 0, 306 g cm™ em
arvores com 4 anos de idade, no sul de Minas Gerais; em arvores com 18 anos
de idade, cultivadas no Espirito Santo, Nassur (2010) encontrou densidade
média de 0,314 g cm™. O mesmo autor relatou que o rendimento volumétrico da
madeira atingiu 62%, o que ¢ considerado um valor alto. Soragi (2009),
estudando arvores de 18 anos, concluiu que a espécie ¢ adequada para a
fabricacao de produtos sélidos, pois a madeira exibiu superficies usinadas de boa
qualidade. Conforme Gongalves e Oliveira (2006), a madeira de cedro
australiano apresenta desgaste superficial moderado ao ataque pelo cupim da
madeira seca (Cryptotermes brevis).

A madeira ¢ empregada na construcdo civil, marcenaria, instrumentos
musicais, producdo de caixas de charutos (LAMPRECHT, 1990), esculturas,
fabricagcdo de avides (CIFLORESTAS, 2011), barcos, além de ser utilizada
como substrato na cultura do cogumelo shiitake (ORWA et al., 2011).

A arvore, em funcdo de sua beleza, pode ser utilizada no paisagismo de
parques e grandes jardins (LORENZI; SOUZA; TORRES, 2003). A espécie ¢
bastante utilizada na producdo de mel em Bangladesh, ja que ¢ muito atrativa
para as abelhas. Por outro lado, extratos da casca da arvore possuem
propriedades que repelem insetos (ORWA et al., 2011).

O plantio de Toona ciliata tem sido amplamente difundido em paises
tropicais e subtropicais (GRAU; ZAPATER; NEUMANN, 2006). Na América
Latina Toona parece ndo ser atacada por Hypsipyla spp. nativos, que sdo de

espécies diferentes daquelas que ocorrem naturalmente na area de distribuicao
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geografica do cedro australiano (STYLES, 1972). Enquanto a praga H.
grandella prefere Cedrela e Swietenia, a H. robusta tem preferéncia por Toona,
Khaya, Chukrasia e Xylocarpus spp. (BYGRAVE; BYGRAVE, 2005). A fémea
de Hypsipyla pde seus ovos principalmente nos meristemas apicais da arvore e o
ataque das larvas resulta na morte do apice, o que causa bifurcagdes no tronco e
diminui o valor comercial da madeira (BYGRAVE; BYGRAVE, 2001;
NEWTON et al., 1993).

3.2 Reproducdo, biologia floral e reprodutiva de Toona ciliata

Os frutos sdo capsulas lenhosas elipsoides, deiscentes, marrom-
avermelhados, medindo de 2,0 a 2,8 cm de comprimento (LORENZI; SOUZA;
TORRES, 2003).

As sementes, que tém de 10 a 20 mm de comprimento e 3 mm de
largura, sdo aladas (SOUZA; BARROSO; CARNEIRO, 2010) e dispersas pelo
vento (ORWA et al., 2011). Em talhdes entre 9 e 12 anos, foram obtidas 220.000
sementes kg'l, em média (SOUZA; BARROSO; CARNEIRO, 2010). De acordo
com Scocchi et al. (2006), as sementes podem ser armazenadas em freezer (-18
°C) para manter o poder germinativo por cerca de um ano e; para periodos mais
longos as sementes podem ser conservadas em nitrogénio liquido. Portanto, suas
sementes sdo ortodoxas. Conforme Souza, Barroso e Carneiro (2010), sementes
recém-coletadas apresentam percentagem de germinacdo entre 70% e 90% e a
germinacdo ocorre entre 7 ¢ 21 dias. De acordo com Braga (2011), as mudas sdo
dependentes de saturagdo por bases no solo, além de serem exigentes em
enxofre.

A reproducdo de Toona ciliata é realizada por meio de sementes
(LORENZI; SOUZA; TORRES, 2003), porém, nos ultimos anos, algumas

empresas tém investido na producao de mudas clonais. De acordo com Souza et
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al. (2009), a miniestaquia, sem aplicacdo de auxina, ¢ uma técnica viavel para a
propagacdo do cedro australiano, além de assegurar a producdo de mudas
durante o ano inteiro.

De acordo com Souza, Barroso e Carneiro (2010) a espécie floresce
entre os meses de setembro a novembro e os frutos aparecem de janeiro a margo,
no entanto, estes eventos podem ser antecipados em mais de um mes.

A inflorescéncia é do tipo tirso (GOUVEA; DORNELAS;
RODRIGUEZ, 2008), com flores perfumadas de cor creme ou branca de
aproximadamente 0,5 cm de comprimento (LORENZI; SOUZA; TORRES,
2003). A inflorescéncia pode alcangar 90 cm de comprimento (STYLES, 1972),
e seus ramos contém cimulas secundarias e, mais raramente, de terceira ordem
(GOUVEA; DORNELAS; RODRIGUEZ, 2008).

As plantas sdo monoicas, ¢ a distribuicdo de sexo dentro das
inflorescéncias da tribo Cedreleae nao ¢ aleatoria (GOUVEA; DORNELAS;
RODRIGUEZ, 2008). Cedrela, Toona e Swietenia apresentam geralmente flores
funcionalmente masculinas e femininas na mesma inflorescéncia, e apenas a flor
do centro de uma cima ou de uma cimula de 3 flores é feminina, enquanto as
flores laterais sdo masculinas (STYLES, 1972) (Figura 1). As vezes, entretanto,
cimulas podem ter apenas flores funcionalmente masculinas ou, mais raramente,
todas podem ser femininas (GOUVEA; DORNELAS; RODRIGUEZ, 2008;
STYLES, 1972).

Na antese, as flores maduras de Cedrela ¢ Toona sdo morfologicamente
bissexuais, porém funcionalmente unissexuais, com estaminoides ou pistiloides
nas flores funcionalmente femininas ou masculinas, respectivamente. Para Hawk
e Tepedino (2007), estaminoides sdo estames que perderam a fungdo
reprodutiva, pois ndao produzem polen viavel e pistiloides sdo carpelos que nao

produzem 6vulos viaveis.
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As pétalas das flores funcionalmente femininas de cedro australiano sao
um pouco menores que as das flores masculinas (STYLES, 1972). Flores
funcionalmente femininas de Cedrela e Toona apresentam estaminoides (Figura
1), que tém cerca de metade do comprimento dos estames férteis e suas anteras
sdo enrugadas e de cor marrom escuro. Os poucos graos de polen eventualmente
formados nestas anteras sdo deformados e ndo funcionais. Nas flores
funcionalmente femininas o estigma ¢ capitado e discoide (GOUVEA;
DORNELAS; RODRIGUEZ, 2008), e na superficie estigmatica as papilas
glandulares sdo bem evidentes (STYLES, 1972). Cada léculo do ovéario ¢
preenchido com duas séries de 6-12 ovulos anatropos e bitegumentados
(GOUVEA; DORNELAS; RODRIGUEZ, 2008), estes ovulos sdo grandes,
carnosos e preenchem totalmente os loculos do ovario (STYLES, 1972). O
gineceu ¢ sincarpico e a placentagio é axial (GOUVEA; DORNELAS;
RODRIGUEZ, 2008).

Em flores funcionalmente masculinas o carpelo pode ter tamanho e
forma normal, no entanto os 6vulos sdo pequenos, rudimentares, acastanhados e
abortados (STYLES, 1972). Gouvéa, Dornelas e Rodriguez (2008) ressaltam
que, embora alguns 6vulos apresentem morfologia normal, cortes histologicos
mostram diferentes graus de degeneragdo. De acordo com Styles (1972), estes
ovulos ndo enchem completamente os loculos do ovario. Este ovario estéril,
conhecido como pistiloide, geralmente mais fino ¢ menos glandular que em
flores funcionalmente femininas, ¢ incapaz de se desenvolver depois. Segundo
Gouvéa, Dornelas e Rodriguez (2008), em Toona, a largura média do ovario de
flores masculinas ¢ cerca de metade da observada em flores femininas.

Nas flores funcionalmente masculinas as anteras sdo grandes, amarelas ¢
cheias de polen (STYLES, 1972) (Figura 1), os quais sdo bem formados, com
citoplasma denso e nucleos evidentes (GOUVEA; DORNELAS; RODRIGUEZ,
2008).
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Na antese, a por¢do terminal das anteras toca as papilas estigmaticas.
Tais papilas estdo restritas a parte inferior do estigma, e apenas nesta regido
foram observados grios de polen germinando. Esta estratégia pode estar
relacionada com os mecanismos de polinizacdo, ainda desconhecidos
(GOUVEA; DORNELAS; RODRIGUEZ, 2008).

Um nectario vermelho intenso discoide esta presente na base do gineceu
nas flores masculinas e femininas de Toona (GOUVEA; DORNELAS;
RODRIGUEZ, 2008). Durante a antese, um néctar viscoso e¢ agucarado ¢é
secretado destes nectarios, atraindo insetos que se alimentam de néctar
(GOUVEA, 2005). A estrutura de flores de Meliaceae sugere que elas sido
entomofilas. A maioria das espécies tem um perfume doce, que pode ser
extremamente poderoso, permitindo ser percebido a uma distdncia consideravel
(STYLES, 1972). De acordo com Carvalho (2007), abelhas e mariposas sao
polinizadores comuns em espécies da familia Meliaceae.

Toona ciliata ¢ uma espécie alégama (PINHEIRO; LANI; COUTO,
2003), e as possibilidades de fecundagdo cruzada em alguns géneros monoicos
de Swietenioideae sdo maiores, pois flores masculinas e femininas ndo se abrem
ao mesmo tempo (STYLES, 1972).

Em Cedrela, as flores femininas se abrem antes do periodo de floragdo
completa, mas so raramente parece haver uma mistura dos dois sexos abertos ao
mesmo tempo em qualquer arvore individual (STYLES, 1972).

Em Toona, o perianto é formado por 5 tépalas, que sdo livres, mas ndo
se abrem completamente; os cinco estames s3o livres, mas estdo unidos na base

do ovario stipero (GOUVEA, 2005).
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3.3 Viabilidade dos gréos de poélen

O planejamento de hibridagdes artificiais em programas de
melhoramento demanda o conhecimento da viabilidade dos gridos de podlen
durante o armazenamento (FERREIRA et al.,, 2007). No entanto, o uso de
técnicas inadequadas de coleta, transporte, extragdo e armazenamento de polen
podem comprometer sua viabilidade e, consequentemente, dificultar a producao
de hibridos (MENCK et al., 1990). Os principais fatores que afetam a
viabilidade do pdélen sdo umidade, temperatura de extracdo e temperatura de
armazenamento (SIREGAR; SWEET, 2000). Normalmente o armazenamento de
polen envolve a redugdo do teor de umidade e sua manutencdo em temperatura
baixa, a fim de reduzir o metabolismo e assegurar maior longevidade (PIO et al.,
2007).

Técnicas como germinagdo in Vitro e in vivo e uso de corantes quimicos
sdo bastante utilizadas para se estimar a viabilidade de graos de pdlen
(FERREIRA et al., 2007).

Na germinagdo in vitro, o meio de cultura deve simular as condigdes do
estigma para induzir a germinagcdo do tubo polinico, portanto, cada espécie
requer um meio de cultura especifico para a obtencdo de uma boa germinagao
(FERREIRA et al., 2007).

A germinagdo do polen in vivo pode ser avaliada mediante a capacidade
de producdo de sementes (FERREIRA et al., 2007). No entanto, além da
viabilidade dos graos de polen, fatores como esterilidade, incompatibilidade e
receptividade do estigma podem influenciar a produgdo de frutos (MENCK et
al., 1990).

O uso de corantes ¢ um método relativamente seguro para estimar a
quantidade de grdos de polen vidveis, o que permite fazer inferéncias

importantes sobre a integridade dessas estruturas (MENCK et al., 1990).
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O carmim acético indica a integridade cromossomica (MUNHOZ et al.,
2008), considerando-se vidveis os graos de polen corados de vermelho e
inviaveis aqueles ndo corados. Na solucdo Alexander, o verde de malaquita
reage com a celulose da parede do pélen, enquanto a fucsina acida reage com o
protoplasma. Assim, graos de podlen abortados coram-se de verde, e os nao

abortados, de roxo (ALEXANDER, 1980).

3.4 Melhoramento genético

Na agricultura, a hibrida¢ao tem sido um método de melhoramento
amplamente utilizado, resultando em aumento de produtividade, melhoria da
qualidade dos produtos, além de resisténcia as pragas, doengas, seca e frio
(ASSIS, 1997). Por meio da polinizagdo controlada & possivel conhecer a
capacidade geral e especifica de combinagao das matrizes, além de possibilitar o
cruzamento entre progenitores que ndo apresentam sincronia no florescimento
(MENCK et al., 1990) ou quando estes se encontram em regioes diferentes
(PEREIRA, 2001).

Em espécies arboreas, dado o longo periodo de tempo demandado para
produzir geracdes avancadas de melhoramento, a polinizagdo controlada
constitui uma importante ferramenta para gerar individuos com boas
caracteristicas tecnologicas e adaptativas provenientes de genitores distintos.
Um exemplo de sucesso é o cruzamento entre Eucalyptus urophylla e E.
grandis. O primeiro possui boa capacidade de brotagdo, resisténcia ao cancro e
a seca, além de maior densidade; ja o segundo, apresenta rapido crescimento
(ASSIS, 1997). Para espécies de Eucalyptus, o aproveitamento da heterose
associado a propagacdo clonal, tornou a hibridagdo uma importante ferramenta
na producdo de florestas clonais de qualidade superior (ASSIS; BAUER;
TAFAREL, 1993).
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Algumas espécies da familia Meliaceae, como o cedro e o mogno, sdo
reconhecidas pelo potencial madeireiro, no entanto, sdo atacadas pela praga
Hypsipyla spp., o que constitui o maior desafio para a implantagdo de plantios
homogéneos (BYGRAVE; BYGRAVE, 2005). Newton et al. (1993) sugerem o
manejo integrado da praga, associando material resistente e controle bioldgico.

Programas de melhoramento genético de Toona ciliata estdo sendo
conduzidos em Minas Gerais, onde ja foram selecionados genotipos de maior
produtividade (SANTOS, 2011) e no Rio de Janeiro (FERREIRA et al., 2012).
Futuramente, estes gendtipos serdo cruzados em esquema de dialelo parcial ou
completo, como sugerido por Zobel e Talbert (1984) para a obtenc¢do de hibridos

mais adaptados e produtivos.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Material de estudo

As inflorescéncias de cedro australiano foram coletadas em 22
individuos com idade de cinco, oito ¢ nove anos, no plantio da empresa Bela
Vista Florestal, no municipio de Campo Belo, Sul de Minas Gerais, coordenadas
20°53°58,89”S, 45°17°33,04”W e altitude média de 945 m. A precipitagdo
pluviométrica média anual ¢ de 1.250 mm, com chuvas bem distribuidas e

temperatura média anual de 23,5 °C.

4.2 Extracao dos graos de polen

A extrag@o dos graos de poélen foi feita a seco. Foram separadas anteras
de flores funcionalmente masculinas em trés estddios durante a antese: flor
fechada (botdo floral — E1), flor em pré-antese (com estigma aparente — E2) ¢
flor em antese (aberta — E3). As anteras de cada um dos estddios foram
colocadas em placas de Petri separadas e permaneceram 48 horas em dessecador
com silica gel. Posteriormente, as anteras foram transferidas para tubos tipo

Eppendorf de 1,5 ml e armazenadas a -16 °C, por 12 meses.
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Figura 1 Posigdo das flores de Toona ciliata na inflorescéncia

Nota: (A) flor funcionalmente feminina (9) em antese, no centro, e flores
funcionalmente masculinas (J) fechadas, nas laterais. (B) detalhe de flor
funcionalmente feminina (), com ovario dilatado (*) e estaminoides (seta), a
esquerda; flor funcionalmente masculina (), a direita, com grandes anteras (seta)
contendo graos de polen.

Foto: Eduardo Stehling.

Figura2 Estadios das flores durante a antese

Nota: (A) flor fechada, estddio E1. (B) flor em pré-antese, estadio E2. (C) flor em antese,
estadio E3.

Foto: Cenir Teodoro Vieira.
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4.3 Caracteristicas anatdmicas da antera

Flores nos trés estadios durante a antese foram fixadas em etanol 70%
por 72 horas, submetidas a desidratacdo em série etandlica (etanol 80, 90 e
100% em intervalos de 2 horas para cada série, no vacuo), posteriormente foram
pré-infiltradas em resina base (etanol 100% e resina base na propor¢do de 1:1 v
v'") por 24 horas no vacuo e, por fim, colocadas em resina base pura por 24
horas no vacuo. A resina foi submetida a polimerizagdo por adicdo do
catalisador (endurecedor), colocada em moldes de polietileno e deixada em
estufa a 34 °C por 72 horas para finalizar a polimerizagdo. Os blocos foram
removidos do molde, fixados em cubos de madeira e seccionados em micrétomo
rotatorio na espessura de 10 pm. As secgdes foram colocadas sobre laminas em
placa aquecedora a 40 °C, coradas com azul de toluidina (0,05%) e cobertas por
balsamo do Canada e laminula.

As anteras foram fotografadas com uma camera digital conectada a um
microscopio Olympus CX41. As fotomicrografias foram utilizadas na
quantificacdo das caracteristicas anatomicas das anteras nos trés estadios da flor
durante a antese. A quantificagdo foi realizada por meio do software UTHSCSA-
Imagetool.

O didmetro dos grios de poélen (um), o didmetro equatorial das anteras
(um), a area das anteras (um?) e o niumero dos graos de polen por teca foram
medidos diretamente por meio do uso do software UTHSCSA-Imagetool.

A partir do didmetro do podlen e da antera, foram obtidos seus
respectivos raios. Para a medi¢cdo do volume do pdlen (um?®) foi utilizada a
Equacdo 1, onde V representa o volume do grio de pdlen e r o raio do grao de

polen.

V=4/3(nr)1 )
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As tecas das anteras foram consideradas aproximadamente retangulares
em sec¢do transversal, e o didmetro polar da antera (um) foi calculado pela

Equacao 2, onde DP representa o didmetro polar da teca da antera.

DP= area da antera/diametro equatorial da antera 2)

O volume de cada teca da antera (um?) foi calculado pela Equacdo 3,

onde VA representa o volume total da teca da antera.

VA= area da antera em secgao transversal*diametro polar 3)

Conhecendo-se o volume total da teca da antera e do grao de polen, o
numero de graos de polen por teca foi estimado dividindo-se o volume da teca
pelo volume médio dos graos de poélen. O nimero de graos de poélen por antera
foi estimado multiplicando-se por 2 o nimero de graos de polen por teca.

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado,
composto por 3 tratamentos (estadios da flor durante a antese) e 13 repetigdes,
totalizando um n de 39, tanto para a quantificagdo do volume da antera quanto
para a do ntimero de pdlen por antera. Os dados foram submetidos a analise de

variancia e as médias comparadas pelo teste de Scott-Knott (p<0,01).

4.4 Microscopia eletronica de transmisséo

Anteras frescas de flores funcionalmente masculinas nos trés estadios da
flor durante a antese foram separadas. Estas amostras foram imersas em fixador
(Karnovisk modificado) por 24 horas, lavadas trés vezes em tampao cacodilato e
fixadas em tetroxido de 6smio 1% por uma hora, em capela. Posteriormente, as

amostras foram lavadas duas vezes em agua destilada, transferidas para a
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solugdo de acetato de uranila 0,5% durante 12 horas a 4 °C e depois lavadas
novamente em agua destilada por trés vezes. As amostras foram desidratadas em
gradiente de acetona (em solucdo de agua e acetona a 25, 30, 40, 50, 60, 70, 75,
80, 90, 95 e 100%, por 10 minutos em cada concentracdo) e incluidas em
solucdes crescentes de resina Spurr/acetona (1:3, 1:2, 1:1, 2:1 por 12 horas cada,
e resina pura por duas vezes, 24 horas cada). Posteriormente, as amostras foram
montadas em moldes de silicone e colocadas para polimerizar em estufa a 70 °C
por 8 horas. Apo6s a polimerizagdo, os blocos de resina contendo a amostra
foram desbastados para retirar o excesso de resina e, em seguida, foram cortados
em ultramicrétomo modelo Leica MT-Ultracut. Os cortes foram coletados em
telas de cobre, contrastados em acetato de uranila 2% e citrato de chumbo 0,2%,
por 3 minutos cada. Apds a secagem, as amostras foram fotografadas em um
Microscépio Eletronico de Transmissdo modelo LEO 906 Zeiss.

As fotomicrografias foram avaliadas no software UTHSCSA-Imagetool,
para a medicdo da espessura da exina e didmetro dos nucleos, além da
visualiza¢do da forma dos nucleos.

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado,
composto por 3 tratamentos (estddios da flor durante a antese), 40 repetigdes,
totalizando um ntimero amostral de 120. Os dados foram submetidos a analise

de variancia e as médias comparadas pelo teste de Scott-Knott (p<0,01).

4.5 Viabilidade e diametro dos graos de pélen

A viabilidade dos grios de pdlen armazenados em freezer (-16 °C) foi
testada por meio de coloragdo com carmim acético 1% e solu¢ao Alexander. Os
graos de polen foram fixados em Carnoy por 48 horas, e posteriormente

armazenados em etanol 70% até o momento das avaliagdes.
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Para as analises com carmim acético 1%, anteras dos trés estadios foram
colocadas sobre uma lamina com uma gota do corante, durante 5 minutos. Apds
este periodo, as anteras foram cobertas com laminula e esmagadas para a
extragdo dos graos de polen, que foram fotografados com uma camera digital
conectada a um microscopio Olympus CX41. As fotomicrografias foram
utilizadas para quantificar o ntimero de grios 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 andlise de imagem UTHSCSA-
Imagetool.

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado,
composto por 3 tratamentos (estadios da flor durante a antese), 7 repetigdes, com
4 campos por repeti¢ao, totalizando um nimero amostral de 84. Os dados foram
submetidos a analise de variancia e as médias comparadas pelo teste de Scott-
Knott (p<0,01). Foram realizadas quatro medi¢des de viabilidade no periodo de
um ano, em intervalos irregulares, aos 3,98, 9,47, 10,78 e 12,23 meses.

Além das avaliagdes de viabilidade, as fotomicrografias de graos de
pélen corados com carmim acético 1% foram utilizadas para a medi¢do dos
didmetros dos grdos de polen, por meio do uso do software UTHSCSA-
Imagetool.

O delineamento experimental utilizado para a medicao dos didmetros foi
o inteiramente casualizado, composto por 3 tratamentos (estadios da flor durante
a antese), 2 repeti¢des, com 28 campos por repeticao, totalizando um numero
amostral de 168. Os dados foram submetidos a andlise de varidncia e as médias
comparadas pelo teste de Scott-Knott (p<0,01).

Para as analises com a solugdo Alexander, anteras dos trés estadios, com
dois e 12 meses de armazenamento, foram colocadas separadamente sobre uma
lamina com duas gotas do corante, depois cobertas com laminula e esmagadas.

As laminas foram vedadas com resina de nitrocelulose e armazenadas em caixas
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umidas dentro da geladeira (8 °C) por 24 horas. Apds este periodo as laminas
foram avaliadas em microscopio Olympus CX41 acoplado a uma camera digital,
sendo fotomicrografadas. O nmimero de graos de podlen vidveis (roxo) e nao
vidveis (verde) foram contados a partir das fotomicrografias no software de
analise de imagens UTHSCSA-Imagetool.

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado,
composto por 3 tratamentos (estddios da flor durante a antese), 2 repeti¢cdes, com
5 campos por repeticdo, totalizando um numero amostral de 30. Para cada
tratamento foram observados 1000 graos de polen. Os dados foram submetidos a

analise de variancia ¢ as médias comparadas pelo teste de Scott-Knott (p<0,01).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Mesmo nas flores fechadas, os graos de pdlen ja estavam perfeitamente
formados no interior das anteras (Figuras 3C ¢ 3D). Ao longo dos estadios da
flor durante a antese ocorreram variagdes no volume das tecas das anteras
(p<0,0001) (Tabela 1). Em flores fechadas e em flores em pré-antese o volume
das tecas ndo diferiu estatisticamente; ja em flores em antese o volume das tecas
foi menor. A redugdo do volume pode ser explicada devido & desidratagdo das
anteras durante a deiscéncia, com consequente rompimento do estdmio para a

liberacao dos graos de pdlen.
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Figura3 Anteras e polen de Toona ciliata

Nota: (A) grios de pélen n (seta) e 2 n (seta tracejada) corados com solugdo Alexander.
A cor roxa indica que o pdlen € vidvel, a azul indica polen abortado. (B) graos de
pélen n (seta) e 2 n (seta tracejada) corados com carmim acético 1%. O vermelho
intenso indica pélen viavel; a cor clara, pdlen inviavel. (C) 5 anteras com duas
tecas cada, em flor fechada e j4 mostrando a presenga de grdos de polen
completamente formados. (D) detalhe de uma teca da antera de flor fechada em
seccdo longitudinal, contendo grande quantidade de graos de polen. (E) detalhe
de antera de flor em pré-antese, em secc¢do longitudinal. (F) detalhe de antera de
flor em antese em seccdo longitudinal, onde parte do podlen ja foi disperso
naturalmente.
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Tabela 1 Variagdes nas médias do volume das tecas das anteras de Toona
ciliata em fungéo do estadio da flor durante a antese

Estadio Volume (mm?) Desvio padrao
El 8473,72 a 1661,03
E2 8684,12 a 3963,70
E3 5550,97 b 2364,88

E1= flor fechada; E2= flor em pré-antese; E3= flor em antese. As médias seguidas de
mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott (p<0,01).

Durante a antese também foram verificadas alteragdes no niimero de
graos de podlen por antera, nos diferentes estadios da flor (p<0, 0001) (Tabela 2).
Estatisticamente, ndo houve diferenga no niimero de graos de pdlen entre flores
fechadas e flores em pré-antese. Contudo, flores em antese apresentaram menor
numero de graos de polen por antera, pois grande parte do poélen destas anteras
jé& havia sido disperso naturalmente, como mostrado na Figura 3F. Anteras de
flores fechadas e de flores em pré-antese abrigam 130% mais polen que as

anteras das flores em antese.

Tabela 2 Variagdes nas médias do niimero de grios de pdlen de Toona ciliata,
por antera, em funcao do estadio da flor durante a antese

Estadio Numero de pélen por antera Desvio padrao
El 2.692 a 404

E2 3276 a 1.570

E3 1418 b 442

E1= flor fechada; E2= flor em pré-antese; E3= flor em antese. As médias seguidas de
mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott (p<0,01).

Albuquerque Junior et al. (2010) relataram médias de 3.431 e 2.981
graos de pdlen por antera, em duas cultivares de macieira. Esses valores sdo

semelhantes aos encontrados em Toona ciliata. Nesta espécie cada flor contém 5
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anteras e essa grande quantidade de polen por antera é desejavel para otimizar o
processo de extragdo. Griffin et al. (1982) ressaltam que ¢ desejavel que o polen
esteja livre de tecidos da antera, para que se possa controlar a quantidade a ser
aplicada.

Houve um aumento gradual no didmetro dos grdos de poélen de acordo
com o estadio durante a antese (p<0,01) (Tabela 3). O acréscimo em diametro do
El para o E2 pode ser atribuido ao aumento da espessura da exina na parede do
grdo de polen. Este fato é refor¢cado por Pacini (1990), que relata que o volume
do podlen aumenta durante a formacdo das camadas de exina e intina. O aumento
em diametro do polen observado do E2 para o E3 pode ser explicado pela
expansdo do polen devido a presenga de vacuolos, como relatado por Pacini,
Jacquard e Clement (2011). Esse autor ressalta que a exina desempenha um
papel fundamental na acomodagdo do volume do pélen durante a absorcdo e

perda de agua.

Tabela 3 Variagdes nas médias dos didmetros dos graos de poélen de Toona
ciliata em func¢do do estadio da flor durante a antese

Estadio Diametro do pélen (um) Desvio padrdo
El 22,49 ¢ 0,87
E2 23,07b 1,03
E3 23,52 a 1,37

E1= flor fechada; E2= flor em pré-antese; E3= flor em antese. As médias seguidas de
mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott (p<0,01).

O diametro dos graos de polen variou de 19,96 a 26,78 pm, com média
de 23,03 um. De acordo com a classificacdo de Walker e Doyle (1975), este
didmetro ¢ considerado pequeno. Para azevém, Nunes et al. (2012) encontraram
grdos de polen variando entre 26,01 e 36,78 pm. O poélen do abeto chinés

apresenta diametro equatorial de 39,9 um e didmetro polar de 37,4 pum
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(ZHUOWEN, 2004). Para espécies do género Manihot, Vieira et al. (2012)
observaram que os graos de polen sdo muito grandes, variando entre 129 e 163
um. Os grios de pdlen de Cucurbita pepo também séo grandes, variando de 180-
200 um (NEPI; PACINI, 1993).

A presenga de nectarios e de odor atrativo nas flores de Toona ciliata
sugere que a espécie ¢ polinizada por pequenos insetos, como ocorre em
Swietenia humilis, conforme observado por Rosas et al. (2011). O tamanho
reduzido do pdlen pode facilitar sua dispersdo por pequenos insetos, garantindo
a polinizagao.

Houve diferenga na espessura da exina (p<0, 0001), de acordo com o
estadio da flor durante a antese (Tabela 4). Na flor fechada, a espessura da exina
do pélen foi menor, quando comparada com flores em pré-antese e em antese, as

quais nao apresentaram diferenca na espessura.

Tabela4 Variagdes nas médias da espessura da exina do pdlen de Toona
ciliata em fungéo do estadio da flor durante a antese

Estadio Espessura da exina (um) Desvio padrdo
El 0,94 b 0,08
E2 1,06 a 0,11
E3 1,08 a 0,16

El1= flor fechada; E2= flor em pré-antese; E3= flor em antese. As médias seguidas de
mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott (p<0,01).

Furness (2007) sugere que a menor espessura da exina pode oferecer
menor resisténcia a germinacao do grao de pdlen e crescimento do tubo polinico.
Portanto, a utilizagdo do pdlen coletado em flores fechadas pode representar uma

vantagem durante a polinizagdo de Toona ciliata.
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A exina é composta de esporopolenina, um biopolimero elastico e
resistente, que fornece protegdo contra radiagdo ultravioleta, desidratacdo e
ataque de patdogenos (DOBRITSA et al., 2009).

Nas flores ainda fechadas o grio de polen ja estava com sua estrutura
completamente formada, ilustrando a presenca de exina, intina e com os dois
nucleos ja formados, além do citoplasma demonstrar todas as organelas
aparentemente funcionais (Figura 4). A primeira divisdo do nicleo resulta na
formagdo de um nucleo vegetativo, maior, e outro reprodutivo, menor
(TANAKA, 1993; XUE; LI, 2005; ZEE; YE, 2000; YEUNG et al., 2001;
ZIENKIEWICZ et al., 2011). O nucleo vegetativo de Toona ciliata apresentou
formato fusiforme (P/E 2,09), enquanto o reprodutivo foi esférico (P/E 0,92)
(Figura 4).
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Figura4 Eletromicrografia do grdo de pdlen de uma flor fechada de Toona
ciliata

Nota: (A) camada mais clara de exina (seta) e nicleo vegetativo fusiforme (seta
tracejada). (B) ntcleo reprodutivo esférico (seta).

A avaliagdo com carmim acético 1% (Figura 3B) mostrou que a
viabilidade foi afetada ao longo do tempo (p=0, 0002), porém, permaneceu alta;
e que nao foi influenciada pelo fator estadio (p=0,55), ou seja, anteras podem ser

coletadas em qualquer um dos estadios (Tabela 5).
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Tabela 5 Percentual de viabilidade dos grios de polen de Toona ciliata,
avaliada por meio do uso de carmim acético 1%, em funcdo do
estadio da flor durante a antese, em dois tempos de armazenamento

Estadio T1 Desvio padrao T2 Desvio padrio
El 96,45 Aa 2,35 88,68 Ba 17,40
E2 95,22 Aa 2,79 93,14 Ba 6,07
E3 97,57 Aa 2,42 91,12 Ba 9,90

El= flor fechada; E2= flor em pré-antese; E3= flor em antese. T1= 3,98 meses; T2=
12,23 meses. As médias seguidas de mesma letra minuscula ndo diferem entre si pelo
teste de Scott-Knott P<0,05 (colunas). As médias seguidas de mesma letra maiuscula
ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott (p<0,01) (linhas).

Diversos trabalhos mostraram alta viabilidade de polen apds a coleta,
utilizando a coloragdo com carmim acético. Nunes et al. (2012), trabalhando
com azevém, relataram que a viabilidade de polen variou entre 89,6 ¢ 99,3%.
Para espécies de mandioca, Vieira et al. (2012) encontraram 88% de pdlen
viavel. No presente trabalho foram encontrados valores de viabilidade
semelhantes, porém, com graos de poélen armazenados durante doze meses.
Graos de pélen de flores fechadas e de flores em antese exibiram o mesmo
comportamento linear de reducdo da viabilidade ao longo do tempo de

armazenamento (Figura 5).
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Figura 5 Viabilidade de pdlen de Toona ciliata, em fungdo do tempo, em dois
estadios da flor durante a antese

Nota: E1= flor fechada; E3= flor em antese.

Pereira et al. (2002), trabalhando com clones de Eucalyptus
camaldulensis e E. urophylla obteve 40% de viabilidade apds trés meses de
armazenamento, ¢ considerou uma percentagem alta devido a quantidade de
polen empregada nas polinizagdes. Desta forma, os valores de viabilidade de
polen encontrados no presente trabalho podem ser considerados altos, capazes
de garantir o sucesso de hibridacdes, utilizando poélen armazenado durante um
periodo de 12 meses. Além disso, os grdos de pdlen podem ser coletados em
qualquer estadio da flor, pois todos apresentaram alta viabilidade.

A redugdo da viabilidade do polen esta relacionada com a diminuig¢ao do

metabolismo durante o tempo de armazenamento (DAFNI; FIRMAGE, 2000).
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Ainda assim o armazenamento de poélen em longo prazo é vantajoso, pois
viabiliza programas de melhoramento de diversas espécies, além de conservar
recursos genéticos (HECKER; STANWOOD; SOULIS, 1986).

A viabilidade dos griaos de pdlen avaliada por meio do uso da solugdo
Alexander (Figura 3A) foi alta (maior que 79,84%), e ndo foi afetada pelo
estadio da flor durante a antese (p=0,17) (Tabela 6). Desta forma, os grdos de
polen podem ser coletados em qualquer estadio da flor para serem armazenados
e, posteriormente utilizados em polinizagdes controladas. A alta viabilidade
observada no El confirma que os gridos de polen ja estavam perfeitamente

formados e viaveis.

Tabela 6 Viabilidade dos grdos de pdlen de Toona ciliata, avaliada por meio
do uso da solugdo Alexander, em fungdo do estadio da flor durante a

antese
Estadio Viabilidade do pdlen (%) Desvio padrdo
El 86,09 a 3,91
E2 79,84 a 10,56
E3 8397 a 5,79

E1= flor fechada; E2= flor em pré-antese; E3= flor em antese. As médias seguidas de
mesma letra na coluna nao diferem entre si pelo teste de Scott-Knott (p<0,01).

Outros autores também encontraram alta porcentagem de viabilidade
utilizando a solugdo Alexander. Baez, Riveros e Lehnebach (2002) observaram
que a viabilidade de polen de Nothofagus foi de aproximadamente 60%. Vieira
et al. (2012) relataram valores entre 88 e 95,3% de viabilidade em graos de
polen de mandioca.

Na avaliagdo da viabilidade foram observados alguns graos de polen
com tamanho maior, provavelmente pdlen ndo reduzido ou pdlen 2 n (Figuras

3A ¢ 3B), os quais ndo passaram pela fase reducional da meiose. Eles sdo
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produzidos por aberra¢des no processo meidtico e transferem grande parte das
intera¢des alélicas e ndo alélicas aos seus descendentes (OLIVEIRA; DAVIDE;
PINTO, 1995).

Em Toona ciliata o didmetro médio do pdlen 2 n foi de 38,15 um, ou
seja, 1,6 vezes maior que o polen reduzido. Xue, Liu e Liu (2011) consideram
que o didmetro do pdlen 2 n € aproximadamente 1,5 vezes maior que o do pdlen
reduzido. Isso pode ser explicado devido a maior quantidade de DNA em poélen
2 n, aumentando o seu didmetro (DEWITTE et al., 2009). Diversos autores,
dentre eles Tedesco, Battistin e Valls (1999), tém relatado que o diametro do
poélen pode ser utilizado para distinguir diferentes niveis de ploidia.

Polen 2 n tem sido utilizado com sucesso no melhoramento de alfafa
(CALDERINI; MARIANI, 1997), uva (PARK et al., 2002), batata (OLIVEIRA;
DAVIDE; PINTO, 1995), azevém (SALA et al., 1989) dentre outras espécies
para aumentar a produtividade e a resisténcia as doengas por meio da formacao
de poliploides, que sdo plantas com células sométicas que contém mais do que
duas vezes o conjunto basico de cromossomos (DEWITTE et al., 2009). A
poliploidia fornece maior variabilidade genética aos melhoristas (SIMIONI;
SCHIFINO-WITTMANN; DALL’AGNOL, 2006). Em mandioca, poliploides
sdo reconhecidos por sua superioridade em produtividade (OGBURIA;
YABUYA; ADACHI, 2002). Em Populus tomentosa, por exemplo, Zhang et al.
(2007) relatam que a producdo de pdlen 2 n em clones ¢ uma ferramenta de
selegdo valiosa em programas de melhoramento. De acordo com Zhang et al.
(2004), a formagdo de fusos anormais e a citocinese prematura na segunda
divisdo meidtica resultam na formagdo de pdlen 2 n nessa espécie.

Em batata, Oliveira, Davide e¢ Pinto (1995) encontraram frequéncia de
pélen 2 n superior a 5% e viabilidade variando de 30 a 100%, indicando grande

potencial para o melhoramento da espécie.
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No caso de Toona ciliata, grios de pdlen 2 n apareceram em baixa
frequéncia (0,68%), além de baixa viabilidade (33,64%). Os programas de
melhoramento desta espécie ainda estdo em fase inicial e, desta forma, a
variabilidade genética existente ainda nao foi explorada. Futuramente, contudo,
graos de pélen 2 n poderdo ser utilizados para a obtencdo de poliploides
potencialmente mais robustos e melhor adaptados. Para isso, serd necessario
conhecer a frequéncia e a viabilidade de poélen 2 n de cada individuo
selecionado, separadamente, para depois realizar os cruzamentos.

Para programas de melhoramento, ¢ mais vantajoso coletar anteras em
flor fechada, pois a exina do pdlen é mais fina, a viabilidade ¢ alta, ha maior
quantidade de polen, além de evitar contaminagdes com polen de individuos ndo

selecionados.
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6 CONCLUSAO

b)
c)

d)

g)

Os grios de polen de Toona ciliata sdo pequenos, perfeitamente
formados e binucleados, desde o estadio de flor fechada;

A espessura da exina do pélen é menor na flor fechada;

O diametro do pdlen aumenta de forma gradual durante os estadios
da antese;

O numero de graos de poélen por antera é menor na flor em antese;

A viabilidade do polen ¢ alta em todos os estadios durante a antese,
mesmo ap6s um ano de armazenamento,

Graos de poélen grandes (provavelmente nao reduzidos) aparecem em
frequéncia e viabilidade baixas,

O estadio de flor fechada ¢ o mais indicado para a coleta de graos de
poélen para a realizagdo de polinizagdes controladas em programas de

melhoramento genético.
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