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RESUMO

SANTOS, S.A. dos, Eng® Agronoma, D.Sc., Universidade Estadual do Norte
Fluminense Darcy Ribeiro. Abril de 2009. Aspectos morfo anatdmicos e genéticos
em relacdo a germinacdo de sementes de mamao.Orientador: Prof. Roberto
Ferreira da Silva. Conselheiros: Profs. Messias Gonzaga Pereira e Alexandre Pio -
Vianna

Diversos trabalhos sobre caracteres agronémicos de importancia econdmica tém
sido conduzidos dentro dos programas de pesquisa em melhoramento genético do
mamoeiro para obtencdo de frutos de melhor qualidade. A caracterizacdo de
alguns atributos como resisténcia a doencgas, tamanho, peso e tipo de frutos,
altura da planta, dentre outros, tém sido amplamente estudados, entretanto, séo
escassos os estudos sobre as estruturas da semente do mamoeiro, seus aspectos
morfolégicos e anatdmicos e sua capacidade de germinagdo. A problematica
germinagao das sementes do mamoeiro tem conduzindo a formagdo de pomares
com falhas. Assim, investigacées detalhadas sobre esses aspectos referentes as
sementes podem gerar informacdes relevantes que auxiliardao a obtencédo de
gendtipos promissores de mamoeiro. Foram realizados, portanto, quatro trabalhos.
No primeiro, foram estudados os aspectos morfoldgicos e anatbmicos das
estruturas que constituem as sementes do mamoeiro. Os genétipos; Sunrise Solo
783 e Formosa Roxo 45, pertencentes aos grupos “Solo” e “Formosa’,
respectivamente, foram avaliados. A pesquisa foi conduzida no Laboratério de
Microscopia Eletrdnica e Andlise Ultra-estrutural (LME) da Universidade Federal
de Lavras (UFLA), MG. Os estudos morfologicos foram realizados em sementes



dissecadas e cortadas longitudinalmente utilizando bisturi, pinga e sexploradora
sob microscopio estereoscépico. As imagens obtidas foram registradas no proprio
aparelho, selecionando as melhores para a investigagdo. As caracteristicas
anatémicas foram realizadas com o auxilio da microscopia eletrénica e varredura.
As amostras foram preparadas de acordo com a metodologia de rotina do LME e
observadas a alto vacuo em diversos aumentos no microscopio Leo Evo 40, a
distancia de trabalho de 10 mm. As medicdes foram realizadas usando-se o
Software Leo User Interface (versdo Leo 3.2). Os estudos morfolégicos permitiram
identificar as estruturas que compdéem a semente do mamoeiro e os estudos
anatbmicos permitiram observar a existéncia de diferencas estruturais e
dimensionais entre as células dos dois genodtipos estudados. O segundo trabalho
foi proposto com o intuito de verificar a possibilidade de uso da técnica de raios-X
para avaliar a qualidade de sementes de mamoeiro e estabelecer um
procedimento para conducdo do teste em sementes dessa espécie. A
investigacao foi conduzida com as sementes do hibrido UENF/CALIMAN 01 no
estadio 5 de maturagcdo. As sementes foram submetidas aos ensaios radiograficos
e classificadas com base no perfil morfolégico dos tecidos embrionarios e
endospermatico verificado na radiografia. Em seguida, foi conduzido o teste de
germinacao das sementes visando analisar possiveis correspondéncias entre a
anatomia das sementes e as respectivas plantulas/sementes resultantes. A
exposicao das sementes do mamoeiro a radiacao a 20kV por 1,5 minutos gerou
imagens radiograficas mais nitidas das estruturas internas possibilitando a
discriminacdo de classes anatomicas das sementes possivelmente associadas a
germinagdo (semente cheia, semente vazia, semente com proporgao
embrido/cavidade embriondria  aparentemente reduzida, semente com
endosperma presente e embrido nao visivel radiograficamente).Verificou-se como
resultado desse estudo que a aplicacdo da técnica dos raios-x, € especialmente
promissora na andlise da qualidade das sementes do mamoeiro cuja germinagao
normalmente se processa num periodo reativamente longo,e por manter a
integridade das mesmas. Além disso, os resultados desse estudo permitiram
evidenciar a potencialidade da técnica dos raios-x para estudos do potencial de
germinacdo da semente do mamoeiro, pois se verificou uma relacdo entre as
informagbes fornecidas pelo exame radiografico das suas estruturas e a sua

germinacao. O terceiro trabalho estudou as estruturas do mamoeiro e sua agéo na
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germinagdo. Foi constatado que quando a semente esta intacta, com todas as
suas estruturas, a germinag¢ao ocorreu normalmente. J4 ao se retirar o tegumento,
mesmo mantendo o endosperma com o0 eixo embrionario, nao ocorreu
germinacdo, embora o eixo embriondrio, em conjunto com os cotilédones,
apresentou germinacao semelhante a da semente intacta, ndo havendo diferenca
significativa entre ambas, pelo teste Tukey (P<0,05). Pode-se supor que, na
auséncia do tegumento, a germinacao das sementes nao ocorreu porque, ao se
remover essa estrutura, a camada de aleurona que recobre o endosperma e
possui enzimas hidroliticas responsaveis pelo amolecimento do endosperma,
pode ter sido danificada ou mesmo retirada. O quarto trabalho foi realizado para
avaliar a capacidade geral de combinacado (CGC) e a capacidade especifica de
combinagao (CEC) de gendtipos de mamoeiro em relagdo ao carater germinacao
das sementes. Foi utilizado um dialelo 4x4, envolvendo os gendtipos 72/12,
Golden, JS12 e Maradol, provenientes do Banco de Germoplasma da UENF. As
andlises dialélicas foram conduzidas na Estacdo Experimental da Caliman, em
Linhares ES, enquanto a andlise de germinacgéo foi conduzida na UENF, em casa
de vegetacdo, utilizando-se delineamento em blocos casualizados (DBC) com
quatro repeticdbes e 20 sementes por tratamento. Dos 16 hibridos possiveis,
apenas 13 foram obtidos e avaliados, devido ao surgimento de oidio. Os valores
das estimativas para CGC e CEC foram significativos, indicando a presencga de
genes de efeito aditivo e de acao génica de dominancia. Os efeitos reciprocos e
maternos também foram significativos e indicaram que, além de genes nucleares,
existem também genes extra-nucleares controlando a germinacdo das sementes
do mamoeiro. A germinagdo oriunda dos cruzamentos 72/12 x JS12 e 72/12 x
Maradol foi muito baixa, ao passo que o reciproco de 72/12 x JS12 apresentou a
maior porcentagem de germinacao dentre todos os cruzamentos. Para o reciproco
de 72/12 x Maradol, a germinacgao foi baixa, mas nao tanto quanto a que utilizou o
72/12 como genitor feminino. Os gendtipos 72/12 e Golden apresentaram, em
ordem decrescente, as maiores magnitudes de efeitos de CGC, sendo o 1°
negativo, e o 2° positivo. Ambos podem ser indicados para programas de
melhoramento intrapopulacional. Além disso, o gendtipo Golden também teve bom
desempenho em cruzamentos especificos, em funcdo da complementagéo génica
entre os parentais, o que pbéde ser verificado pelos valores de CEC para os
hibridos oriundos de Golden x JS12 e Golden x Maradol. O gendtipo JS12, além
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de boa CGC, foi superior aos demais quanto a CEC, tendo combinado bem com
todos os gendtipos desse dialelo, originando hibridos com porcentagem de
germinagao superior a 80%, principalmente quando utilizado como progenitor

feminino.
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ABSTRACT

SANTOS, Soénia Aparecida dos, D.Sc., Universidade Estadual do Norte
Fluminense Darcy Ribeiro; April, 2009. Seeds of Carica papaya L: a survey about
morphology, anatomy and genetic effects with regard to the germination process.
Adviser: Roberto Ferreira da Silva; Committee Members: Messias Gonzaga
Pereira and Alexandre Pio-Vianna.

Many researches about agronomic traits of economic importance have been
carried out in papaya breeding programs, in order to obtain better quality fruits.
Other characteristics as disease resistance, fruit weight, fruit size and plant height
have been widely studied, however, there is only a few researches about papaya
seed structures, their morph-anatomical aspects and seed germination. The
problematic germination of papaya seeds has generated failed orchards. Thus, an
investigation of these seed aspects can provide additional information that could
help the obtention of papaya superior genotypes. Four works were developed. In
the first one, morphological and anatomical aspects of papaya seeds structures
were examined. The genotypes Sunrise Solo 783 and Formosa Roxo 45,
representing ‘Solo’ and ‘Formosa’ groups, respectively, were evaluated. The
research was conducted in the Electron Microscopy Lab of Universidade Federal
de Lavras (UFLA), Lavras, Minas Gerais State. Seeds were longitudinally cut by
hands using scalpel, tweezers and sexploradora and were observed under
stereoscopic microscope to morphological evaluation. Some images were obtained
and the best ones were selected to investigation. The anatomic characteristics
were analyzed in the scanning electron microscope. Samples were prepared
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according to the routine protocol developed from UFLA Electron Microscopy Lab
and were observed in the Leo Evo 40 microscope, in high vacuum and several
magnifications, using the work distance of 10 mm. The measurements were
obtained using the Leo User Interface Software (Leo 3.2 version). The
morphological studies allowed to identify the structures of papaya seeds while the
anatomic studies allowed to observe structural and dimensional differences
between the genotypes. The second work was developed with the aim to verify the
application of X-ray method to evaluate the quality of papaya seeds and to
establish a protocol to analyze them. Seeds of UENF/CALIMAN 01 hybrid at stage
5 of maturation were exposed to X-ray assays and classified according to their
morphological profiles of embryonic and endospermic tissues as revealed by the
radiography. After that, these seeds were submitted to the germination test to
detect possible associations between seed anatomy and its corresponding
seedling/non-germinated seed. Seeds were exposed to a radiation of 20 kV for 1.5
minutes. This procedure produced clear radiographic images of the internal seed
morphology. It was possible to discriminate four anatomic classes that are possibly
related to the germination (full seed, empty seed, seed with reduced
embryo/embryo cavity proportion and seed with endosperm and non-visible
embryo). It was verified that the X-ray test shows potential to analyze the quality of
papaya seeds which germination occurs in a relative long period of time.
Furthermore it is a non-destructive method that maintains the seeds integrity. The
results of this work showed an association between the morphological information
provided by the X-ray test and the standard germination test, indicating its potential
to be applied in papaya seeds. The third work consisted in a study about papaya
seed structures and their action with regard to the seed germination. It was verified
that when the seed is intact, with all structures, the germination was normal. On
the other hand, when the tegument was removed but the endosperm and the
embryonic axis were maintained, the germination did not occur although the
presence of both the embryonic axis and the cotyledons allowed a normal
germination like in intact seeds, with no significant difference between them by the
Tukey test (P<0.05). It was possible to suppose that the aleurone layer might be
damaged and/or partially removed during the tegument excision, compromising the
hydrolase production that promotes the endosperm cell wall weakening during the
germination process.The aim of the fourth work was to evaluate the general
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combining ability (GCA) and specific combining ability (SCA) of four papaya
genotypes in relation to the seed germination. The F1 hybrids were generated by a
complete diallel analysis among four papaya genotypes: 72/12, Golden, JS12 and
Maradol, from UENF germplasm collection. The diallel analyses were carried out at
Caliman Experimental Station, Linhares, Espirito Santo state. The germination
assays were conducted in randomized complete block design with four replications
and 20 seeds per treatment, at UENF. From the 16 possible hybrids, only 13 were
evaluated due to the powdery mildew. The GCA and SCA estimates were both
significant, indicating the presence of additive and non-aditive genetic effects.
Reciprocal and maternal effects were significant as well, suggesting that extra-
nuclear genes also control papaya seeds germination. The germination rate from
72/12 x JS12 was very low. However, their reciprocal cross showed the highest
germination rate among all attempted crosses. The cross 72/12 x Maradol also had
low germination, but not too low as when 72/12 was used as female parent. The
highest GCA magnitudes were presented by 72/12 and Golden, although the first
one was negative and the second one, positive. Considering these magnitudes,
both of them can be recommended to be used in intrapopulation breeding
programs. In addition, the Golden genotype has a good behavior in crosses, which
was verified by the SCA values from the hybrids between Golden and JS12 and
between Golden and Maradol. The JS12 genotype showed a good GCA and the
highest SCA values when compared to the other lines analyzed. lts hybrids

presented germination levels over 80%, mainly when it was used as female parent.
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1 INTRODUCAO

Sob o ponto de vista tecnolégico, a semente € o meio mais eficiente para
a transferéncia dos avangos da genética para o campo, interligando a pesquisa e
o produtor. Conseqlentemente o dinamismo da pesquisa com sementes €
irreversivel e sempre permite antever progressos significativos a curto e médio
prazo, como simbolo da diversidade. E notéria a evolugdo da tecnologia da
producao agricola como consequiéncia da interligacao dos resultados obtidos com
pesquisas em areas diferentes. Entretanto, mesmo diante desse quadro
progressista ainda sao incipientes as pesquisas em areas diferentes enfocando o
mesmo objetivo para a semente do mamoeiro (Carica papaya L), principalmente
com relacao a germinacao, na qual a mesma apresenta problemas sérios, e ainda
nao elucidados.

A germinacdo das sementes € um complexo processo bioquimico e
fisioldégico que inicia a partir da embebicao das sementes, apds todos os possiveis
mecanismos da dorméncia ter sido quebrados. Assim, em condi¢des favoraveis o
rapido crescimento e expansdo do embrido culminam com a ruptura do tegumento
e a emergéncia da radicula. Todo esse processo metabdlico que culmina com a
protrus&o da radicula determina o final da germinacao.

Entretanto, para a tecnologia de sementes, a germinagédo é definida por
um conceito de cunho mais agrondmico, comercial, pois se leva em considerag¢ao
gque a mesma, nao termina com a protrusdo da radicula, incluindo também a

emergéncia das estruturas do embrido, a sua capacidade de gerar plantulas, e a



aptidao destas em produzir plantas normais nas condi¢des de campo (Machado,
2002).

Um dos entraves da germinacao € a sua desuniformidade e lentiddo. Até
0 presente momento, os estudos cujo foco seja investigar a lenta e esporadica
germinacao, basicamente se referem as substancias quimicas presentes no
envelope mucilaginoso que envolve o tegumento, a exotesta, e também estudos
que enfatizam diferentes técnicas de quebra da dorméncia. Entretanto, os
resultados obtidos sao conflitantes e ndo elucidaram o problema. Atualmente, séo
constatadas na literatura, pesquisas conduzidas com as demais estruturas da
semente, além do tegumento, como o endosperma, os cotilédones com o eixo
embrionario, assim como acdo coordenada dessas estruturas na germinacao
(Brooks & Michell, 1988; Debeaujon et al., 2000; Wu et al., 2000; Petruzzelli et al.,
2003; Muller et al., 2006; Penfield et al., 2006; Santos et al., 2009; Pascual, et al
2009; Sreenivasulu, et al, 2009).

Outro aspecto relevante que ndo tem sido considerado € a caracterizagao
das sementes do mamoeiro existentes no Banco de Germoplasma. De acordo
com Hallauer e Miranda Filho (1981), a escolha do germoplasma € o ponto basico
para iniciar qualquer programa de melhoramento, sendo responsavel pela
obtengdo do sucesso do mesmo, visto que as caracteristicas do germoplasma
determinardo o quanto do seu potencial maximo podera ser alcangado. Sao
incipientes os trabalhos que caracterizam e documentam os aspectos morfo
anatdmicos das estruturas das sementes do mamao, dos genoétipos contidos nos
Bancos de Germoplasma, salvo trabalhos realizados por Foster (1943) Santo et
al, 2009).

A microscopia eletrobnica de varredura tem demonstrado ser uma
excelente ferramenta para avaliar e caracterizar as diferentes estruturas de
sementes das diversas espécies de angiospermas cujas pesquisas Sao
inexistentes para a semente do mamoeiro. Os resultados obtidos dessa pesquisa
podem ser utilizados para um melhor entendimento da semente, e documentar
que esse germoplasma € importante para ser utilizado como recurso genético em
programas de melhoramento de plantas. Considerando que as qualidades
fisiolégica, fisica, sanitaria e genética, também refletem o potencial de germinar
das sementes, varias técnicas tém sido utilizadas para permitir a avaliagédo e

caracterizacdo do germoplasma com relagdo a sua germinagao e vigor. Dessa



forma, a técnica dos raios-X baseia-se na analise radiografica das estruturas
internas da semente para a detecgdo de danos ou anormalidades prejudiciais a
germinacgado. Sua utilizagdo tem relevancia na analise da qualidade da semente,
pois as mesmas nao requerem tratamento prévio e a baixa dose de radiagéo
absorvida por elas durante o teste ndo causa mutacées genéticas, ndo afeta a
germinacao, conferindo além dessas vantagens o fato de ser um método rapido,
preciso, de facil execucao e que mantém a integridade das sementes. (Bino et al.,
1993). A inclusdo do teste de raios-X nas Regras para Andlise de Sementes
(Brasil, 1992; ISTA, 1993) tem como objetivo basico a complementacdo das
informacdes fornecidas pelo teste de germinacdo; nesse caso, sementes da
amostra destinada ao teste de germinacdo sao previamente radiografadas e
classificadas de acordo com o perfil anatémico visualizado. E imprescindivel que
se detenha informagbes sobre a eficiéncia dos diferentes testes de germinagéo,
pois os resultados permitirdo a escolha ou as escolhas dos testes que seréao
utilizados na rotina da avaliacao da qualidade das sementes e a técnica dos raios-
X para auxiliar na avaliagdo da qualidade da germinacdo das sementes do
mamoeiro ndo € encontrada na literatura. E para as sementes do mamoeiro essa
técnica possui um cunho de muita relevancia, face ao fato da germinagdo das
mesmas ser muito lenta. A sua viabilidade em germinar, pode em poucos minutos
ser constatada com a utilizag&o da técnica de raios-X, que identifica a presenca de
danos, assim como, a auséncia de alguma das estruturas internas, que poderao
vir a impedir o processo germinativo. Por sua vez, a germinagao é controlada por
varios genes, portanto uma caracteristica quantitativa, cujas pesquisas dentro
desse contexto, aliadas aos estudos discorridos para a germinacao das sementes,
carece de estudos sobre os genétipos, sua capacidade combinatéria para
producéao de hibridos, assim como os componentes genéticos da sua germinagao.

Para a selecdo de genitores e no entendimento dos efeitos genéticos
envolvidos na determinagdo dos caracteres 0s cruzamentos dialélicos se
destacam, provendo estimativas de parametros Uteis na selecao de genitores para
hibridacdo (Cruz & Regazzi, 1994). O dialelo tem sido uma ferramenta muito
importante para atender os propositos basicos do melhoramento, em inUmeras
caracteristicas de importancia agrondmica, para muitas culturas, inclusive para o

mamoeiro, exceto pesquisas para a caracteristica germinacao.
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Quando é realizado o dialelo, o melhorista esta interessado em dar
continuidade ao seu trabalho de identificar o par ou pares de combinacoes
hibridas com potencial de permitir identificar linhagens promissoras (Ramalho
etal.,, 1993). Para isso, é necessario obter informagdes sobre a capacidade
especifica de combinacao (CEC), da mesma forma, as estimativas da capacidade
geral de combinagcdo (CGC) sao uteis para direcionar os futuros trabalhos de
hibridacdo, ou seja, genitores com alta CGC devem dar boas combinagdes
hibridas em cruzamentos com os demais genitores (Vencovsky, 1978).

Dessa forma, o dialelo permite verificar também em qual direcdo dos
cruzamentos entre os progenitores envolvidos, os que deixardo descendentes
superiores, visto que o mamoeiro comercial € o hermafrodita, que ora pode se
comportar como fémea ora como macho. As sementes mais utilizadas no Brasil
para o plantio comercial sdo: Golden, seguido pelo Tainung 01, pertencente ao
grupo “Formosa” e o Calimosa oriundo do cruzamento realizado entre uma
linhagem do grupo “Solo” com uma linhagem do grupo “Formosa”, desenvolvido
pela Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro em parceria com a
Empresa Caliman. As sementes hibridas importadas tém um custo em torno de
US $2.500 o quilo. Este preco muito elevado aliado a dificuldade de aquisicdo de
sementes de procedéncia idonea tém levado muitos fruticultores a utilizar plantios
sucessivos com as geragoes F», F3 e F4 do hibrido ‘Tainung 01’, acarretando, com
isso, inumeros problemas, sobretudo com a perda de vigor e segregacao do
formato do fruto (Marin et al., 2005).

Objetivos: Mediante ao exposto, esse trabalho apresenta como objetivo
especifico: estudar a germinacdo da semente de mamoeiro pesquisando as
estruturas que a constitui, a influencia das mesmas no processo germinativo, e
pesquisar a viabilidade de cruzamentos dialélicos em potencializar esse caractere
nos hibridos. Objetivos Gerais: caracterizar as estruturas que compdem a
semente do mamoeiro, por meio de estudos anatémicos e morfologicos, para
ampliar os conhecimentos a cerca do referido germoplasma; pesquisar a
influéncia das estruturas, e a sua agao coordenada no processo germinativo e por
fim, pesquisar a viabilidade do uso do dialelo para desenvolver novos hibridos
com porcentagem superior de germinagdo por meio de estudos dos seus

parametros genéticos assim como dos genitores envolvidos no cruzamento.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Mamoeiro:
2.1.1 Aspectos gerais da espécie Carica papaya L. e dos grupos “Solo” e

“Formosa”

O mamoeiro cultivado comercialmente (Carica papaya L.) pertence a
familia Caricaceae, que possui seis géneros e 35 espécies (Van Droogenbroeck
et al., 2002). Os géneros Carica (uma espécie), Horovitzia (uma espécie),
Jacaratia (sete espécies), Jarilla (trés espécies) e Vasconcellea (21 espécies) sao
originarios do continente americano, enquanto o género Cylicomorpha (duas
espécies) pertence ao continente africano (Van Droogenbroeck et al., 2004).
Sendo que segundo Badillo (2000), a familia Caricaceae possui as caracteristicas
cientificas que a enquadra dentro da classe Dycotyledoneae, subclasse
Archichlamydeae, ordem Violales, subordem Caricinae.

Carica, entretanto, € um género que possui cerca de 20-25 espécies de
arvores e arbustos sem ramos, nativas da América Central e da América do Sul.
Todos os frutos destas espécies sao comestiveis, sendo muito cultivados, pelo
menos nos seus paises de origem. As espécies mais cultivadas com intuito
comercial sdo a papaia (Carica papaya) com 2n=18 cromossomos € o babaco

(Carica pentagona). http:/pt.wikipedia.org/wiki/Carica, pagina atualizada em

12/06/2009). Os frutos do mamoeiro podem ser consumidos in natura, em
saladas e sucos. Antes da maturacao, sua casca apresenta um latex leitoso que

deve ser retirado antes do consumo. Este latex contém substancias nocivas as



mucosas, sendo usado, inclusive, culinariamente, como amaciante de carnes.
Tem um alto teor de papaina, uma enzima proteolitica, que € usada em
medicamentos para tratamento de disturbios gastrointestinais e para reabsorgéo

de hematomas.

A planta é considerada herbacea com altura entre 2 e 10 m, podendo viver
até os 20 anos, contendo um sistema radicular superficial com raizes brancas e
pouco abundantes. O caule geralmente € Unico, fibro esponjoso, verde a cinza-
claro, facil de quebrar e encimado por coroa de folhas terminal (em capitel). As
folhas sdo grandes, alternas, lobadas com peciolo longo (0,25-1 m.), oco e fragil;
Basicamente, o mamoeiro apresenta trés tipos de flores, as quais levam a
classificacdo de plantas como femininas, masculinas e hermafroditas. De maneira
geral, as flores hermafroditas tém uma inflorescéncia relativamente curta com
predominancia de flores hermafroditas; as plantas femininas tém uma
inflorescéncia curta, a qual apresenta somente flores femininas; enquanto as
plantas masculinas sdo caracterizadas pelo maior comprimento do pedunculo,
com muitas flores cimosas, com ovério rudimentar e estéril. E constado que tanto
as inflorescéncias quanto as flores do mamoeiro possuem uma grande
diversidade nas suas formas (Storey, 1941; Badillo, 1993). Por sua vez o fruto é
uma baga ovalada,cuja polpa € de uma cor laranja forte, doce e macia. Ha uma
cavidade central preenchida com sementes negras e rugosas, envolvidas pela

exotesta, a casca € macia, amarela ou esverdeada.

Segundo Luna (1986), ha poucas variedades de mamoeiro, pois
considerando a propagacao sexuada natural , a descendéncia obtida é portanto
bastante variavel. Assim sendo, o termo variedade é usado com muita cautela e
restricdo no mamoeiro, explicando portanto o fato de haver poucas variedades.
Uma variedade bem definida do mamao, oriunda por meio de selecdo e
polinizacdo controlada , é passivel de perder suas caracteristicas, em poucas
geracbes, caso nado sejam mantidos lotes de semente pura (Luna,1986). As
variedades de mamoeiro agrupam-se em 2 grupos basicos: “Grupo Solo”
conhecido como papaya, o “Grupo Formosa”. De acordo com Nakazone (1988), é
caracteristica do grupo “Solo”, um tipo de maméo de frutos pequenos que foi
introduzido e melhorado pioneiramente no Havai, recebendo este nome devido

aos trabalhadores de Porto Rico da Estagdo Experimental de Agricultura do Havai



que se referiam ao fruto como o pequeno que era suficiente para alimentar uma
pessoa. O grupo “Solo” é constituido por variedades melhor trabalhadas
geneticamente, sendo exploradas em varias regiées do mundo. Produzem frutos
de polpa avermelhada, de tamanho pequeno, de 300 a 650 g, e por este motivo,

preferido para exportacao (Newton e Givanildo, 2004).

O grupo “Formosa” é constituido por alguns hibridos, razao pela qual se
torna necessario a importacdo de novas sementes para o plantio de um novo
pomar, elevando consideravelmente o custo. Os frutos sdo de tamanho médio,
entre 1000 e 1300 g, com polpa avermelhada. Devido ao que ja se foi descrito
sobre o rigor da cautela em se utilizar o termo variedade para 0 mamao, nesse

trabalho adotar-se-4 a terminologia genotipo.

2.1.2 Grupo “Solo”

No Brasil o grupo “Solo” foi introduzido em 1977, pois anteriormente a essa
data praticamente n&o se utilizava variedade comercial no Brasil, pois as
sementes utilizadas no plantio, via de regra, eram segregantes (Ferreira &
Giacometti, 1988).

‘Sunrise Solo’: procedente da Estacdo Experimental do Havai (EUA), &
uma selecdo resultante do cruzamento do maméao 'Pink Solo’ e da linhagem
’Kariya Solo’, de polpa amarela, em 1961 (Luna, 1986 a). E considerada a melhor
cultivar comercial conhecida até o momento por possuir caracteristicas
superiores, como coloracdo vermelho-alaranjada da polpa, herdadas pela
variedade de tamanho pequeno dos frutos, pesando de 400 a 600 g, formato
piriforme a ovalado, de cavidade interna estrelada, bom sabor, aparéncia de
casca lisa e firme (Luna, 1986 a; Marin et al., 2000). Segundo Ruggiero (1982) e
Marin et al., (1986), a polpa relativamente pouco consistente dos frutos desta
variedade vem limitando a expansdo desta variedade para mercados mais
distantes, fato que tem despertado para a substituicdo por outras de polpa firme,
como é o caso do 'Golden’, que recentemente vem sendo muito cultivado no

Brasil.



A planta apresenta altura de inser¢do das primeiras flores de 70 a 80 cm,
conferindo porte baixo, com produgdo no nono més apdés o plantio, com
produtividade de 45 t/ha/ano. N&o é recomendada para o mercado externo, mas
de boa aceitacdo para o mercado interno, principalmente S&o Paulo, Rio de
Janeiro e Belo Horizonte, pois seus frutos pequenos, com média 450 g e na
maioria dos frutos variando entre 460 e 600 g, tém a preferéncia do consumidor
(Ruggiero, 1982; Marin et al., 2000). Por se tratar de material com alto grau de
homozigose, é extremamente suscetivel ao mosaico e vem exigindo outras

alternativas varietais (Giacometti & Ferreira, 1988).

‘Improved Sunrise Solo line 72/12’ : cultivar procedente do Havai,
introduzida e melhorada pela Empresa Capixaba de Pesquisa e Extensao Rural
(EMCAPER), atual Instituto Capixaba de Pesquisa e Extensdo Rural (INCAPER),
conhecida comumente como mamao Havai, amplamente disseminada nas
regides produtoras do Espirito Santo. Apresenta precocidade de produgéo,
sendo que o fruto proveniente de flor feminina € ovalado e o de flor hermafrodita é
periforme, com casca lisa, firme e peso médio de 500g, de grande aceitagcdo nos
mercados interno e externo (Marin et al., 1987). A cavidade ovariana é pequena e
de formato estrelado; a polpa é espessa e de coloracao vermelho-alaranjada, de
boa qualidade, com boa resisténcia ao transporte e maior resisténcia ao
armazenamento do que a 'Sunrise Solo’. O inicio de producao ocorre a partir de 9
meses apos o plantio, com altura de inser¢cdo das primeiras flores, aos 60 a
70cm, e peso dos frutos de 450g (Fraife Filho et al., 2001). A produtividade é de
40 t/ha/ano nas lavouras localizadas no estado do Espirito Santo, onde as
condicdes locais sdo aptas para o cultivo. E uma variedade precoce, com
producao no oitavo més apos o plantio, de porte baixo com altura de insercao das
primeiras flores a 60-70 cm do solo. Estas caracteristicas foram melhoradas em
relacdo ao 'Sunrise Solo’, visando facilitar tratos culturais e adensamento, sem
prejuizo da produtividade e da qualidade.

Desta forma, os frutos desta variedade além de boa aceitagdo para o
mercado interno como ocorre com ’'Sunrise Solo’, almejam buscar o mercado

externo mais exigente (Marin et al., 1986; Marin et al., 2000).

‘Baixinho de Santa Amalia’: a origem desta variedade deu-se

provavelmente por mutagdo somatica da variedade 'Sunrise Solo’, ocorrida em



1996 na Fazenda Santa Amélia, municipio de Linhares-ES. Um fator importante
desta variedade é o porte baixo das plantas, caracteristica que a selecionou, com
insercéo das primeiras flores a 50-70 cm de altura.

Devido ao menor porte (2,77 m de altura) em relagédo a 'Sunrise Solo’ (4,14
m) e 'Sunrise Solo 72/12’ (4,17 m) aos 2 anos apos o plantio, esta variedade
possibilita a irrigagdo por aspersdao sobrecopa (pivot central). Os frutos séo
maiores em relagdo as variedades citadas anteriormente, com média de 550 g,
polpa vermelho-alaranjada, mas pouco consistente, caracteristica que restringe a
aceitagdo tanto no mercado interno quanto no externo (Marin et al., 1995; Marin et
al., 2000).

‘Golden’: mutacdo da ’Sunrise Solo’, foi selecionada pela empresa
Caliman Agricola S/A, no municipio de Linhares-ES. A caracteristica mais
marcante desta variedade é a coloracao verde-clara das plantas, acentuadamente
aclorofiladas. Este fato expde uma importante limitacdo que € a baixa
produtividade em relagdo as demais cultivares do grupo “Solo”, provavelmente
pela menor fotossintese das plantas desta cultivar conferindo menor rusticidade
em termos de exigéncias em tratos culturais (Marin et al., 2000). Embora a
produtividade seja inferior, as caracteristicas de qualidade de fruto sao superiores,
como casca lisa e coloracao verde-clara e tolerante a “mancha fisiolégica do
mamoeiro” proporcionando melhor aceitacdo no mercado externo, permitindo
assim um aumento de divisas ao pais associado a uma melhor remuneracao ao
produtor (Marin et al., 2000).

2.1.3. Grupo “Formosa”

O plantio de mamoeiros do Grupo “Formosa” no Brasil ainda é dependente
de importacdo de sementes da cultivar hibrida Tainung n®. 1 de Taiwan. Dessa
forma a importacdo. O custo da importagcdo aliado ao preco do quilo das
sementes em torno de U$2.500,00 estimulou os pesquisadores brasileiros a
produzir o primeiro hibrido do Brasil: UENF/Caliman 01. Em geral o grupo
“Formosa” é composto por mamoeiros hibridos que apresentam frutos com peso
médio de 800 a 1100g. De acordo com Ferreguetti (2003), o mamoeiro do Grupo

“Formosa” apresenta alta produtividade com um menor custo de producao, este
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fator representa um carater decisivo para o aumento das vendas. Entretanto, a
qualidade do fruto constitui uma limitagdo para um aumento mais expressivo das
vendas e de uma posigao consolidada das frutas de mamoeiros do grupo formosa
no mercado internacional. Os hibridos que representam este grupo sé&o:

‘“Tainung n°1: este hibrido resultante do cruzamento de um tipo de mamao
da Costa Rica, de polpa vermelha, com ’Sunrise Solo’ é altamente produtivo
(Sanches e Dantas, 1999). O fruto da flor feminina caracteriza-se por um formato
alongado, enquanto que o da flor hermafrodita tem um aspecto comprido,
pesando em média 900g. A coloracao verde-clara, é tipica da casca, enquanto a
cor da polpa é o vermelho-alaranjado, possuindo 6timo sabor, e além do fruto ter
um cheiro forte, € de boa durabilidade de transporte, entretanto possui pouca
resisténcia ao frio. A produtividade média estd em torno de 60 t/ha/ano (Medina,
1989; Marin, et al 2000; Fraife Filho et al., 2001).

‘Tainung n? 2’ obtido pelo cruzamento do “Sunrise Solo” com um tipo de
mamao da Tailandia. Seus frutos possuem peso médio de 1100 g, caracteriza-se
por apresentar um formato oblongo-obovado coloracdo da casca verde-escura,
sendo a polpa vermelha, saborosa, apesar de ser pouco resistente, (Medina,
1989; Marin,etal.,2000).

‘Tainung n? 3’: também é um hibrido oriundo da Estacdo Experimental de
Horticultura Tropical de Fengshan, em Formosa. Os frutos pesam 1300 g,
aproximadamente. O progenitor feminino caracteriza-se por ser de coloracdo
amarela, com origem nas Filipinas. Os frutos da geracdo F1 possuem os frutos
todos com a polpa amarela, pois esse alelo é dominante sobre a cor vermelha,
com a consisténcia média. O fruto € alongado - obovado, a coloragdo da casca é
verde-clara (Medina, 1989; Marin et al., 2000).

Calimosa: conhecido como “Calimosa”, o mamao Uenf/CalimanO1
pertence ao gendtipo do grupo Formosa. O hibrido desenvolvido pela Uenf, em
parceria com a Caliman Agricola e a Pesagro-Rio , com apdio da Finep € hoje
exportado para os Estados Unidos e alguns paises da Europa e também pode ser

encontrado em alguns supermercados dos grandes centros do Brasil.
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Esta variedade de mama&o possibilitou ao pais economizar divisas, ja que,
antes dele, os pomares de mamao Formosa eram plantados unicamente com
semente importada de Taiwan, em um total de aproximadamente US$ 2 milhdes
ao ano. O pais possui hoje uma area plantada de cerca de 10 mil hectares de
mamao Formosa, o que representa uma demanda de 500 quilos de semente por
ano. Uma das caracteristicas do mamao Uenf/Caliman01 é o seu excelente sabor,
em funcao do elevado teor de docura (grau Brix). O fruto apresenta casca fina, cor
verde e polpa avermelhada. O peso chega a 1.200 gramas, o didmetro a 10 cm e
o comprimento a 21 cm. Todas as caracteristicas do hibrido atendem aos padrbes
exigidos pelo mercado externo (Marinho, 2007).

Os trabalhos para obtengao do primeiro hibrido brasileiro de mamoeiros do
Grupo Formosa, foram coordenados e executados pela Equipe do Laboratério de
Melhoramento Genético Vegetal — LMGV, do Centro de Ciéncias e Tecnologias
Agropecuarias — CCTA, unidades pertencentes a UENF - Universidade Estadual

Norte Fluminense/FENORTE — Fundagao Estadual do Norte Fluminense.

2.2 Aspectos anatomicos (ultra - estruturais das sementes)

A microscopia eletronica de varredura é utilizada em varias areas do
conhecimento. Por ser a resolugdo do microscépio eletrénico de varredura de 10
angstron ou 1 nanometro, constitui-se em uma ferramenta bastante importante em
atividades de pesquisas. As aplicagcdes do microscépio eletrbnico de varredura
(MEV) incluem desde estudo de organismos inteiros, tecidos e 6rgaos, até em
certos casos, visualizacao in situ de organelas subcelulares.

O MEV usa elétrons que se dispersam ou sao emitidos a partir da superficie
da amostra. O feixe de elétrons é localizado dentro de uma pequena sonda que
passa rapidamente para frente e para tras sobre a amostra. O rastreamento
completo de cima abaixo geralmente leva apenas alguns segundos. As diferencas
na superficie da amostra afetam o padrao com o qual os elétrons sdo dispersos a
partir deste. Buracos ou fissuras aparecem escuros, as protuberancias e
saliéncias aparecem claras, resultando em uma imagem bidimensional com
grande profundidade de campo. Somente estruturas superficiais podem ser
examinadas com o MEV. Consequientemente, este é utilizado para estudar células
inteiras, tecidos e superficies de diversas estruturas. No que tange a agricultura é
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uma técnica com potencial para ajudar a elucidar problemas referentes as areas;
fitopatologia, botanica, citologia, histologia, genética entre outras

Justo et al (2007) utilizaram a microscopia eletrdnica de varredura para
investigar a estrutura do embrido das sementes de uvaia Eugenia pyriformis
Camb, bem como as alteracbes ultra-estruturais resultantes de secagem,
germinacdo e armazenamento. Os autores obtiveram resultados importantes
sobre a desestruturacédo celular gradativa mediante dessecacao das sementes,
bem como a respeito do conteudo celular do meristema do caule, € a contribuicao
desses resultados para a fisiologia. Verifica-se na literatura a riqueza de detalhes
obtida pela MEV acompanhando os processos de infecgdo, colonizacdo e
reproducao de diferentes isolados de Colletotrichum spp em plantulas de cafeeiro.
Além de verificar os isolados mais agressivos, constataram também os locais
preferenciais da penetragdo dos conidios, e a formagdo dos apressorios a partir
do tubo germinativo (Lins et al, 2007). A caracterizacdo da anatomia celular das
diferentes estruturas das sementes de dois genétipos de Carica papaya somente
foi elucidada apds pesquisa realizada por Santos et al (2009) utilizando a MEV.

2.3 Aplicacoes da técnica dos raios-X em estudos de sementes

O teste de raios-X introduzido por Simak e Gustafsoon (1953) com o intuito
de avaliar a qualidade de sementes de algumas coniferas, no ambito da
tecnologia de sementes, consiste na analise radiografica das estruturas internas
de sementes, sendo, atualmente utilizado para varias finalidades.

O teste baseia-se no principio da obtencdo de imagens com o emprego de
raios-X. Assim, ao atravessar as sementes, um feixe de raios-X cria uma imagem
permanente dessas sobre um filme. As imagens podem apresentar maior ou
menor grau de radiopacidade (claras) e radioluminescéncia (escuras) em funcao
do nivel de absorcdo dos raios-X pelas sementes, determinado pelos fatores
composicao, espessura e densidade dos tecidos e comprimento de onda da
radiagcdo ionizante (Simak, 1980; ISTA, 1993).

As condi¢cbes da amostra a ser analisada pelos equipamentos ou aparelhos
de raios-X requerem tempos de exposicdo diferentes, bem como niveis de
intensidades diferentes para produzir a melhor imagem. As regulagens variam

também para diferentes espécies. Sementes de tomate foram expostas a uma
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intensidade de 10 KVp por 3-5 minutos (Liu et al., 1997). Ja sementes de Pinus
sylvestris foram expostas a mesma intensidade por 25 segundos (Simak et al.,
1989). Ambos os trabalhos foram realizados utilizando o aparelho de raios-X
Faxitron HP modelo 43805N.

Embora os raios-X sejam potencialmente nocivos as sementes, a baixa
dose absorvida durante o teste ndo causa mutagdes genéticas nas sementes e
nao afeta a germinacao das mesmas (Simak e Gustafsson, 1953; Swaminathan e
Kamra 1961; Bino et al 1993). Além disso, trata-se de um teste que nao requer
tratamento prévio das sementes, o que confere vantagens por ser um método nao
destrutivo, rapido e de simples execucdo. Em razao disso, 0 seu uso tem sido
crescente, trazendo beneficio em diferentes etapas da producéo e utilizacao das
sementes, incluindo trabalhos de melhoramento genético.

A radiografia das sementes permite a visualizagdo de injurias mecanicas,
danos por insetos e decorrentes de outros fatores adversos pré e pés-colheita, na
forma de rachaduras ou fraturas (Simak, 1980; ISTA, 1993; Polsen et al, 1998);
possibilita, ainda, a deteccdo de anormalidades em embrides, bem como a
determinagdo do estadio de desenvolvimento dos mesmos (Simak e Gustafson,
1953; Simak, 1980).

Em programas de controle de qualidades de sementes de espécies
florestais (Simak e Gustafsson, 1953; Simak, 1980) e de olericolas (Chavagnat,
1987), € um método rotineiro.

A técnica de raios-x pode ser util em programas de melhoramento de
plantas por permitir o isolamento de embrides mutantes de Arabidopsis thaliana
(Bino et al, 1953) e a obtencdo de embrides hapléides de meldao (Sauton et al
1989).

O método permite, ainda, determinar a viabilidade de sementes. Nesse
caso, o procedimento consiste em impregnar as sementes de agentes de
contraste como metais e agua, previamente a radiografia dos mesmos ( Simack
1980; Copeland e Mac Donald, 1985; Poulsen et al 1998). O método tem sido
adotado na avaliagdo de sementes de Pinus spp (Simak, 1970, 1980, 1984; Simak
E Kamr, 1963; Sahlén, 1995), milho (Smith e Grabe, 1985), algumas
curcubitaceas (Kamra, 1964, 1966), entre outras espécies agricolas e florestais
(Swaminathan e Kamra, 1961).
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A informacéo sobre sementes defeituosas e vazias € desejavel ja que pode
influenciar nos resultados de germinacdo (Craviotto et al., 2002). Pesquisa
realizada por Machado (2002) utilizando a técnica de raios-X permitiu que a
autora verificasse que as sementes radiografadas de aroeira branca (Lithraea
molleoides (Vell) Eng.) ao serem analisadas revelaram danos e anormalidades
em sua estrutura, que interferiram negativamente na germinagéo das sementes.
O uso da técnica de raios-X permitiu a deteccdo de danos e anormalidades em
embrides de sementes de acerola que sao prejudiciais a germinacdo ( Nacif e
Cicero ,2007) .

Sementes morfologicamente perfeitas indicadas pelo teste de raios-X
podem originar plantulas normais ou anormais e as sementes podem estar
dormentes ou mortas. A variacdo das estruturas originadas e decorréncia de
condi¢cdes ambientais desfavoraveis a germinacgao, da presenca de sementes com
infeccoes latentes, de sementes mortas por causas naturais e em estadios
avancados de deterioracdo ou submetidas ao armazenamento inadequado (Van
Der Burg et al, 1994). Camargo (1997) ressaltou a importdncia do
desenvolvimento de testes rapidos para avaliagdo de viabilidade de sementes,
principalmente para aquelas com baixa capacidade de armazenamento e
germinacao lenta, como é o caso da lenta e desuniforme germinagdo das

sementes de Carica papaya.

2.4 Melhoramento e germoplasma do mamoeiro

O melhoramento genético do mamoeiro no Brasil vem crescendo
notoriamente, gracas a atuacado séria dos melhoristas aliado ao grande avanco
tecnolégico. Dados atuais confirmam estas informacdes, visto que apresenta a
maior produgdo mundial, em torno de 1.573.819 toneladas em uma &rea de
32.3559 ha ( FAO, 2004; IBGE, 2006) . Considerando também as exportagbes
qgue o posiciona no 3° lugar do ranking mundial com demandas anuais da ordem
de 80.000 toneladas, que aumentaram cerca de quase duas vezes o volume total
exportado pelo pais em 2004. Entretanto, apesar do crescimento da cultura,
existe uma caréncia de informagdes referentes a escolha de cultivares, linhagens,
hibridos com caracteristicas agrondmicas desejaveis (Netto et al, 2007). O
sucesso de qualquer programa de melhoramento depende, principalmente, dessa
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escolha a partir de informagdes a respeito da natureza e magnitude dos efeitos
dos genes que controlam os caracteres quantitativos de interesse econémico
(Patel et al., 1998).

A hibridacdo representa uma técnica muito importante para o
melhoramento de plantas, uma vez que possibilita a recombinacdo da
variabilidade disponivel, permitindo a obtencdo de novos materiais,
geneticamente superiores. A escolha dos parentais a serem utilizados em
programas de hibridacao e que possibilitem a formagédo de progénies superiores
representa uma atividade que exige critérios e grande esforco dos melhoristas
(Ramalho et al., 1993).).

O género Caricaceae apresenta espécies cujo cruzamento interespecifico
nao tem obtido muito sucesso, apesar de ser constatado na literatura pesquisas
utilizando a técnica de resgate de embrides in vitro, para vencer o obstaculo da
incompatibilidade genética entre as espécies que sao distantes filogeneticamente.

A obtencéo de hibridos para aumentar a variabilidade genética de Carica
papaya L. € muito importante, pois a mesma possui uma base genética estreita.
Dessa forma, apesar da existéncia dessa variabilidade interespecifica, ainda ndo
poder ser utilizada, todavia é possivel explorar os acessos da espécie Carica
papaya L., dentro dos programas de melhoramento, de forma a obter ganhos
significativos sem provocar grandes alteragdes no genoma da especie cultivada.

Para isso, é imprescindivel promover a caracterizagcdo do germoplasma
disponivel, de forma a determinar as relagées existentes entre eles. Dentro desse
contexto, os melhoristas tém direcionado esforcos para os trabalhos de deteccao
da variabilidade genética, especificamente para a espécie Carica. papaya L.,
através da caracterizagao dos acessos existentes nos Bancos de Germoplasma.

E sabido que todo banco de germoplasma deve conter uma variabilidade
genética minima que represente o acesso em termos de tamanho efetivo e
frequéncias alélicas. Contudo, tal numero é discutivel e varia de acordo com o tipo
do germoplasma que compde o banco. Segundo Vencovsky (1986), para uma
espécie dipléide e albgama, como o milho, uma amostra de 1.000 sementes seria
suficiente para a conservagdao dos acessos. No caso do mamoeiro, que possui
flores unissexuais e hermafroditas, que dao origem a plantas do sexo masculino

(forma andrdica), feminino (gindica) ou hermafrodita (androgindica) (Marin et al.,
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1989), ndo existem informac¢des sobre o numero minimo de acessos ou de
sementes a serem utilizadas para sua conservagao.

No Banco de germoplasma, a conservacao, caracterizacdo e avaliagdo da
variabilidade genética do mamoeiro, bem como sua disponibilizacdo a
comunidade cientifica, propiciardo ganhos genéticos expressivos, além de
garantir a sustentabilidade do agronegécio brasileiro, tornando-o mais produtivo e
competitivo. O resultado de um desses esforgos foi a obtencao do primeiro hibrido
brasileiro, desenvolvido pela Universidade Estadual do Norte Fluminenese-UENF
em parceria com a empresa Caliman agricola e a Pesagro-Rio (Marinho et al,
2007).

Pérem, as proprias pesquisas realizadas com os recursos genéticos ainda
sdo pouco exploradas. Um fato de extrema relevancia, entretanto carente de
informagdes é a propria semente do mamoeiro detentora de toda bagagem
genética que ira formar a planta (Santos et al, 2009). As caracteristicas estudadas
para detectar a variabilidade genética pelos descritores estdo concentradas nas
caracteristicas morfo agronémicas da planta, utilizando técnicas moleculares,
entre elas o estudo de microssatélites, mapeamento genético, selecao assistida
entre outros.

Na mesma linha de raciocinio, verifica-se que até mesmo o planejamento
para escolha do uso do delineamento que sera utilizado no programa de
melhoramento genético, é inexistente, pesquisa cujo o foco seja a semente.

Consta na literatura que o Banco de germoplasma Mamao-BAG-mamao,
da Embrapa Mandioca e Fruticultura Tropical tem procurado levar a campo pelo
menos dez plantas por acesso e armazenar cerca de 1.000 sementes a 4°C,mas
nao foi verificado estudos que caracterizam a semente do mamoeiro, que
apresenta uma serie de problemas relacionado a escolha dos genétipos, para
ampliar a base genética devido principalmente ao grave problema de sua

germinacao.
2.5 Dialelo
Uma alternativa viavel para solucionar o problema da base genética

estreita do mamoeiro, € aumentar a sua variabilidade intra-especifica através de

programas de melhoramento utilizando hibridagdes. A hibridagdo representa uma
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técnica muito importante para o melhoramento de plantas, uma vez que possibilita
a recombinacdo da variabilidade disponivel, permitindo a obtencdo de novos
materiais, geneticamente superiores. A escolha dos parentais a serem utilizados
em programas de hibridacdo e que possibilitem a formacédo de progénies
superiores representa uma atividade que exige critérios e grande esforco dos
melhoristas (Ramalho at al,1993). De acordo com Marin (2001), é justamente a
falta de informagbes sobre parametros genéticos e heranga das principais
caracteristicas de interesse econémico, além da inexisténcia de trabalhos sobre
capacidade de combinacao e de procedimentos de melhoramento genético com
espécie Carica papaya L., que tem contribuido para a dependéncia do pais de
importacdo de sementes do mercado externo.

Muitas pesquisas de melhoramento genético sao realizadas com o objetivo
de conhecer a expressdo média de um carater, que por sua vez é avaliado
segundo as observacdes fenotipicas. E possivel reproduzir um genétipo por um
grande numero de individuos, em um dado ambiente, e conseqlentemente a
média fenotipica se aproximara do valor genotipico desse gendtipo (Vencovisk e
Barriga, 1992). Segundo o autor, para cada delineamento existe um modelo
descritivo das observages fenotipicas.

Entre os delineamentos genéticos disponiveis, os cruzamentos dialélicos
se destacam, provendo estimativas de parametros Uteis na selegdo de genitores
para hibridacdo e no entendimento dos efeitos genéticos envolvidos na
determinagao dos caracteres (Cruz & Regazzi, 1994).

A selecdo de parentais com base na avaliacdo “per se” nem sempre
conduz a resultados satisfatorios (ALLARD, 1971). Assim, a escolha de parentais
deve ser fundamentada na informacao genética como um todo e no conhecimento
do potencial da capacidade combinatéria dos parentais (AHMEDE et al., 1998).
Dessa forma, as metodologias de analise dialélica tém por finalidade analisar o
delineamento genético, fornecendo estimativas de parametros Uteis na selecao de
parentais para a hibridacao e no entendimento dos efeitos génicos envolvidos na
heranca dos caracteres (CRUZ et al., 2004). E de acordo com Geraldi & Miranda -
Filho (1998), os sistemas de cruzamentos dialélicos sdo bastante utilizados no
melhoramento de plantas, uma vez que possibilitam a avaliacdo da capacidade
combinatéria e do potencial heterético de variedades ou linhas em cruzamentos,

ou nos estudos basicos da estrutura genética das populagdes.
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Uma definicdo de cruzamento dialélico € que sédo delineamentos genéticos
estatisticos em que n parentais sdo cruzados dois a dois (Cruz et al., 2004;
Ramalho et al., 1993). Em todos os métodos de cruzamento dialélicos, é
imprescindivel obter dados que permitam uma andlise estatistica (analise
dialélica), ou seja, onde os hibridos formados sdo avaliados em experimentos com
repeticdes e as médias dos tratamentos s&o utilizadas para formar uma tabela
dialélica n x n. As possiveis n 2 combinagdes podem entdo ser avaliadas,
fornecendo resultados do comportamento dos genitores, do cruzamento entre eles
e seus hibridos reciprocos.

Griffing (1956) apresentou quatro possiveis métodos de analise.

Método 1: todas as p2 combinagdes sdo incluidas, sdo analisados todos os
cruzamentos possiveis, incluindo os genitores e 0s reciprocos;

Método 2: envolve as p(p+1)/2 combinagdes, faltando os hibridos F1’s reciprocos;
Método 3: sdo incluidas as p(p-1) combinagdes,faltando os genitores; apenas os
hibridos e seus reciprocos;

Método 4: que inclui as p(p-1)/2 combinagdes, onde somente os hibridos sao
utilizados na analise.

Ha ainda que considerar que dependendo dos resultados dos tratamentos
experimentais fornecerem conclusées que podem ser extrapoladas para uma
populacdo, ou seja, os tratamentos representam uma amostragem da
populacao, ou se as conclusbes sao restritas apenas aos tratamentos em
guestao, os métodos de Griffing podem ser classificados em modelo aleatorio ou
modelo fixo, respectivamente (Hallauer & Miranda Filho, 1988). Sprague e Tatum
(1942) contribuiram para melhor utilizagdo desse método, conceituando e
aprimorando os conceitos da capacidade geral de combinacdo (CGC) e da
capacidade especifica de combinacao (CEC). Segundo os autores, a capacidade
geral de combinacdo (CGC) é uma medida do comportamento relativo de uma
linhagem em uma série de cruzamentos e esta associada a efeitos genéticos
aditivos. A capacidade especifica de combinacao (CEC) representa o desvio, para
melhoria ou ndo, de um determinado cruzamento, tomando por base a média da
CGC dos parentais. E resultado dos efeitos de dominancia, epistasia e varios tipos
de interagdes.

A andlise de cruzamentos dialélicos € um método utilizado freqiientemente

nas pesquisas de caracteres quantitativos no melhoramento vegetal fornecendo
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contribuicdes relevantes. Para o mamoeiro essas pesquisas dentro desse
contexto séo incipientes, pouco exploradas, e trabalhando em sua maioria com
aspectos morfoldgicos da planta ou do fruto.

As informagdes que sdo obtidas de uma analise dialélica podem trazer
contribuicbes muito relevantes para a escolha da combinacdo dos genitores.
Sendo a germinagdo uma caracteristica quantitativa e imprescindivel para
formacdo de um pomar comercial cuja propagacao é basicamente seminifera,
justifica esse trabalho na busca da melhor combinagdo de cruzamento de
gendtipos para contribuir na eliminacdo da problematica que envolve a

germinagao das sementes de mamao.

2.6 Parametros genéticos método de Grifing

As metodologias propostas por Griffing (1956) permitem obter informacdes
a respeito das CGC e CEC. As estimativas dos efeitos da capacidade geral de
combinagéao (gi) fornecem informacgdes a respeito das potencialidades do parental
em gerar combinagbes favoraveis a formagdo de genes predominantemente
aditivos em seus efeitos. Quanto mais altas forem essas estimativas, positivas ou
negativas, determinado parental sera considerado muito superior ou inferior aos
demais incluidos no dialelo, e, se préximas de zero, seu comportamento nao
difere da média geral dos cruzamentos (Cruz et al., 2004).

Assim, aqueles parentais com as maiores estimativas positivas ou
negativas de §i seriam potencialmente favoraveis quanto as suas contribuicoes
em programa de melhoramento intrapopulacional (Oliveira Junior et al., 1999).
Genes de efeitos aditivos sdo fixados ao longo das sucessivas geragdes de
autofecundacdo, sendo, sobretudo, importantes para espécies autdbgamas,
enquanto que genes de efeitos dominantes sdo mais expressivos em populacdes
alégamas.

Em relacdo a CEC baixas estimativas (Sij) positivas ou negativas
significam que o comportamento de determinado hibrido é fungédo da capacidade
geral de combinagdo (CGC) de seus parentais; enquanto valores absolutos altos
de S§ij indicam que algumas combinagdes sdo relativamente melhores e outras

piores, com base na CGC dos parentais (Sprague e Tatum, 1942).
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3 TRABALHOS

3.1 ESTUDOS MORFO ANATOMICOS DE SEMENTES DE DOIS GENOTIPOS
DE MAMAO (Carica papaya L.)

RESUMO A propagacdo do mamoeiro Carica papaya L. é realizada por meio de mudas
oriundas das sementes. Apesar da importincia da semente do mamoeiro para a formacdo
dos pomares comerciais, estudos morfolégicos e anatdmicos neste sentido sdo raros. O
presente trabalho descreve aspectos morfoldgicos e anatomicos das estruturas que
constituem as sementes de dois gendtipos do mamoeiro, Sunrise Solo 783 e Formosa Roxo
45. Sunrise Solo 783 e Formosa Roxo 45 pertencem aos dois grandes grupos ‘Solo’ e
‘Formosa’, respectivamente. Os referidos genétipos foram oriundos do Banco de
Germoplasma da Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro (UENF) em
parceria com Empresa Caliman Agricola S.A. A pesquisa foi conduzida no Laboratério de
Microscopia Eletronica da Universidade Federal de Lavras (UFLA), Lavras, MG. Para a
caracterizacdo morfoldgica procedeu-se a dissecagdo e observagdo das estruturas utilizando
bisturi, pingas e sexploradora sob microscopio estereoscOpico. Para a caracterizagdo
anatOmica utilizou-se a microscopia eletronica de varredura. As amostras foram preparadas
de acordo com a metodologia de rotina do Laboratério de Microscopia Eletronica da UFLA
e observadas a alto vicuo em diversos aumentos no microscépio Leo Evo 40, a distancia de
trabalho de 10 mm. As medic¢des foram realizadas usando-se o Software Leo User Interface
(versio Leo 3.2). Os estudos morfoldgicos permitiram identificar as estruturas que

compdem a semente do mamoeiro e os estudos anatdmicos permitiram observar a
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existéncia de diferencas estruturais e dimensionais entre as células dos dois genétipos

estudados.

Termos para indexagdo: Carica papaya L., morfologia, anatomia, sementes.
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MORPHOLOGICAL AND ANATOMICAL STUDIES OF SEEDS OF
TWO GENOTYPES OF PAPAYA Carica papaya L.

ABSTRACT The papaya (Carica papaya L.) propagation is made by seedlings produced
from true seeds. Although the use of seeds in the implementation of commercial papaya
orchards is well documented in literature, studies on the anatomy and morphology of these
structures are in small number. In present work morphological and anatomical aspects of
the seeds from two papaya genotypes Sunrise Solo 783 and Formosa Roxo 45,belonging to
two groups, “Solo” and ‘Formosa™ are described. These genotypes were obtained of
Gemoplasm Bank of the Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro
(UENF) in cooperation with the company Caliman Agricola S.A. The work was carried out
at the Eletronic Microscopy and Ultra-strutural Analisys Laboratory of the Universidade
Federal de Lavras (UFLA). To make the morphological characterization, the seeds were
dissected carefully by hand and observed in the stereomicroscope. For the anatomic
studies, seeds were prepared according to the routine protocol of the LME and observed in
scanning electronic microscope Leo Evo 40, at work distance of 10 mm under high vacuum
conditions. Measurements were made using the Software Leo User Interface (Version Leo
3.2). The results of the morphological studies provide adequate conditions to observe the
different structures of the papaya seeds and from anatomic studies it was possible to verify
structural and dimensional differences among the cells of the two genotypes under

investigation.

Terms for indexation: Carica papaya, morphology, anatomy, seeds.

INTRODUCAO

O mamoeiro Carica papaya L., € uma frutifera de grande importincia econdmica,
sendo cultivada principalmente nos paises tropicais possuindo 6tima aceitagdo no mercado
mundial. Embora possa ser propagado assexuadamente por meio de enxertia, estaquia, ou
cultura de tecidos, comercialmente, o mamoeiro € propagado por meio de mudas oriundas

de sementes. E considerada uma frutifera de crescimento rapido e elevada precocidade,
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iniciando o florescimento entre trés e quatro meses, propiciando as primeiras colheitas a
partir do oitavo més (LYRA et al., 2007).

O mamoeiro cultivado possui trés tipos de flores: feminina, masculina e
hermafrodita. Segundo Hofmyer (1938) e Storey (1938), a heranca do sexo nesta espécie é
monogénica com trés alelos designados pelos simbolos m, M' e M?. Individuos com os
gendtipos mm, M'm Mzm, sao respectivamente, feminino, masculino e hermafrodita. Em
geral, o mamoeiro € classificado conforme a caracteristica do fruto, sendo dividido em dois
grandes grupos: o ‘Solo’ e ‘Formosa’. O grupo ‘Formosa’ abrange hibridos F1, entre eles
se encontra o Taninung 01, resultado do cruzamento de um tipo de mamio de polpa
vermelha, da Costa Rica com o Sunrise Solo.

Dos problemas relacionados com o mamoeiro no Brasil, ressalta-se a limita¢do de
alternativas para a escolha de variedades e hibridos comerciais para o plantio e aliado a
isto, o elevado preco das sementes hibridas do mamoeiro do grupo ‘Formosa’, geralmente
importadas de Taiwan.

A coleta e introducdo de acessos, a conservacdo e intercambio, bem como a
caracterizacdo e avaliacdo de germoplasma sdo etapas necessdrias e imprescindiveis a
preservacdo e utilizacdo de recursos genéticos. Para que a diversidade genética disponivel
nos bancos de germoplasma seja utilizada, € necessario que os acessos sejam caracterizados
e documentados. Assim, a avaliacdo de aspectos morfolégicos e anatomicos das sementes
dos acessos do mamoeiro é importante para fornecer informacdes sobre o material basico
para programas de melhoramento genético.

A caracterizagdo da estrutura da semente do mamoeiro é pouco conhecida, levando
muitas das vezes a contradicdes em relagdo a terminologia das estruturas das sementes
como € o caso da sarcotesta e do arilo. A sarcotesta das sementes de Carica papaya L. ja
foi considerada como arilo, mas estudos relacionados ao desenvolvimento destas sementes
mostraram que ela representa o proprio tegumento ou parte dele, ndo sendo, portanto, uma
excrescéncia do tegumento, como € o arilo (Foster, 1943; Modesto e Siqueira, 1981; Paoli,
2006).

O objetivo desse trabalho foi caracterizar os componentes estruturais das sementes
de dois gendtipos de Carica papaya L., Formosa Roxo 45 e Sunrise Solo783, pertencentes
aos grupos ‘Formosa’ e ‘Solo’, respectivamente, utilizando a microscopia eletronica de
varredura, visando subsidiar programas de melhoramento genético e a conservacdo do

germoplasma do mamoeiro.
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MATERIAL E METODOS

As andlises foram conduzidas no Laboratério de Microscopia Eletronica e Andlise
Ultra-Estrutural (LME) da Universidade Federal de Lavras (UFLA), Lavras, MG.
Gendtipos utilizados: As sementes utilizadas foram provenientes dos frutos de plantas com
flores hermafroditas de linhagens do grupo ‘Solo’ - Sunrise Solo 783 e do grupo ‘Formosa’
- Formosa Roxo 45, procedentes do Banco de Germoplasma da Universidade Estadual do
Norte Fluminense Darcy Ribeiro (UENF) Campos dos Goytacazes-RJ, em parceria com a
Empresa Caliman Agricola S.A., localizada em Linhares-ES. Foram utilizados frutos no
estddio de maturacdo 5, conforme descrito por Aroucha (2004). As sementes foram
extraidas manualmente, e secas em estufa de acordo com Brasil (1992). A exotesta
(sarcotesta) foi retirada por meio de friccdo em peneira, sob dgua corrente. Esta etapa foi
realizada no Laboratério de Tecnologia de Sementes - UENF. As sementes assim
previamente preparadas constituiram as amostras, que foram transportadas para a UFLA,
embaladas em sacos de papel por 10 h, dentro de uma caixa de isopor com o interior
contendo gelo plastificado. No Laboratério de Microscopia Eletronica - UFLA as sementes
foram armazenadas em cimara fria com 60% de umidade e 3,4 °C de temperatura até sua
utilizacdo. Foram aplicados os seguintes testes e determinagdes: Testes microquimicos: As
amostras das sementes foram submetidas a finos cortes realizados manualmente com
lamina, em placa de petri, sendo utilizados os corantes: Sudan IV para evidenciar lipidios,
solugdo de 4cido cloridrico e sulftirico para localizar cristais de oxalato de célcio, reagente
de Lugol para amido e eosina diluida para identificacdo de proteinas (Joahansen, 1940).
Microscopia eletronica de varredura: inicialmente as amostras foram imersas em solugdo
fixativa Karnovsky por 24h. Apés a fixagdo, foram transferidas para o liquido crioprotetor
(glicerol 30%), por 30 min., e cortes com bisturi foram realizados longitudinalmente e
transversalmente sobre uma superficie metdlica colocada em um recipiente contendo
nitrogénio liquido. Em seguida, os espécimes foram lavados trés vezes em dgua destilada e,
subseqiientemente, desidratados em série de acetona (25%,50%,75%, 90% e 100%, por trés
vezes), e logo ap6s submetidos a secagem em aparelho de ponto critico (Blazers CPD 030).
Apoés a secagem, os espécimes foram montados em stubs com fita de carbono dupla face,
colocada sobre uma pelicula de papel aluminio e cobertos com ouro em evaporador
(BALZERS SCD 050). A visualizacdo das amostras foi feita em microscopio eletronico de
varredura LEO Evo 40XVP. Diversas imagens foram geradas e registradas digitalmente a

aumentos varidveis. As imagens geradas foram gravadas e abertas em Software Photopaint
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do pacote Corel Draw 12, onde foram devidamente selecionadas, preparadas e apresentadas
neste trabalho. Medi¢cdes das imagens geradas: as medidas foram obtidas usando-se o
Softwarwe Leo User Interface (versdo Leo 3.2) disponivel no microscépio eletronico de
varredura para nao ocorrerem distor¢des na escala. Separacdo das estruturas: O tegumento
foi retirado cuidadosamente da amostra da semente, com bisturi utilizando 1amina 11 com o
auxilio de pinga, obtendo-se o endosperma. Apds a retirada do tegumento, e a partir do
endosperma promoveu-se a excisdo do eixo embriondrio com os cotilédones utilizando
pinga, bisturi com lamina 11 e sexploradora. Estes passos foram realizados sob o
microscépio estereoscopio (Meiji Techno Co., LTD. - JAPAN) Modelo: RZT/100 STAND

e fotografadas no préprio aparelho.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Morfologia da semente: as sementes secas, maduras, e sem sarcotesta de ambos 0s
gendtipos, possuem um formato elipsédide, com protuberancias e coloracdo marrom-escura
(Figura 1 A). A exotesta (sarcotesta) consiste da protecio mucilaginosa que reveste a
semente, e ndo apresentada neste trabalho.

O endosperma possui colorag@o branca leitosa, (Figura 1. B) e consisténcia firme.
Em ambos os gendtipos observou-se que a semente possui um Unico eixo embriondrio e
dois cotilédones bem aderidos ao endosperma, o que dificulta sua excisdo e que, apesar de
estar bem aderido ao endosperma, o eixo embrionario e os dois cotilédones, constituem
uma estrutura individualizada e possuem coloragdo branca leitosa (Figura 1. C-D). Foi
comum encontrar no genétipo Formosa roxo 45 sementes com trés cotilédones, e menos

comum no Sunrise Solo 783.
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FIGURA 1. Esteriomicrografias de semente de Carica papaya L. Aspectos morfoldgicos:
A-vista externa; B-vista externa do endosperma de coloragdo branca leitosa; C-D -vista
externa do eixo embriondrio com os dois cotilédones. Laboratério de Microscopia

Eletronica e Analise Ultra-Estrutural-UFLA/MG/2008

Por meio de cortes longitudinais das sementes (Figura 2), foi possivel observar
que as protuberancias possuem coloracdo marrom-escura na parte mais externa,
constituindo a mesotesta. Na seqiiéncia encontra-se a endotesta caracterizada por uma
camada de coloragio marrom-clara.  Abaixo da endotesta observa-se o tégmen
caracterizado por uma camada de tonalidade bege. As camadas mesotesta, endotesta e

tégmen constituem a estrutura tegumento que reveste o endosperma.
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FIGURA 2 - Semente de Carica papaya L. Corte longitudinal com esquema. Legenda:
mest - mesotesta; ent - endotesta, teg - t€gmen, cot - cotilédone, end - endosperma, ex -

eixo embriondrio hipocétilo radicula.

A literatura reporta a presenga de poliembrionia somdtica in vivo e auséncia de
endosperma para sementes do grupo ‘Solo’ “in vivo” (Vegas et al., 2003). O trabalho do
referido autor discorda desse, no que tange a coloragdo das camadas para sementes
maduras, que ao invés de terem as camadas com coloragdo marrom-escura € marrom-clara,
apresentavam coloragc@o branca. Também foi verificado em sementes zigéticas de maméao
do tipo Amameyada dois embrides para cada semente, o que ndo condiz com o verificado
nesse trabalho e a presenca de endosperma sélido (Vegas et al., 2003). Algumas vezes,
penetram no 6vulo vérios tubos polinicos, promovendo a fecundacdo das sinérgides e
antipodas, antes que estas se desintegrem, este fendmeno também € conhecido como
poliembrionia zigética (Modesto e Siqueira, 1981). Nesse trabalho, observou-se apenas um
embrido zigdtico, ocorrendo diversas sementes chochas para o genétipo do grupo ‘Solo’.
Anatomia da semente: as sementes do Formosa Roxo 45 e do Sunrise Solo 45 sdo

bitegumentares, ou seja, possuem testa e tégmen conforme constatou Foster (1943), em

estudo sobre o desenvolvimento da semente de mamao. Segundo Foster (1943), Modesto e
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Siqueira (1981) e Gaburro et al. (2007), sementes de Carica papaya L., possuem dois
tegumentos oriundos dos integumentos externo e interno do 6vulo, sendo que esses
integumentos sao constituidos por camadas celulares e juntos formam a micrépila.

Nas sementes dos dois gendtipos estudados, Sunrise Solo 783 e Formosa Roxo 45
foram observados os seguintes tecidos: exotesta (sarcotesta - ndo apresentado) mesotesta e
endotesta, (oriundos do integumento externo) e o tégmen (oriundo do integumento interno)
(Figura 3). As células sdo parenquimdticas, variando nas formas, o parénquima é o
principal representante do tecido fundamental e € encontrado em todos os 6rgdos da planta

(Esau, 1976).

FIGURA 3 - Imagem obtida utilizando microscdpio eletronico de varredura de semente de
Carica papaya L, genétipo Sunrise Solo 783. A — corte longitudinal com destaque da
semente, B — corte longitudinal com destaque do tegumento. Legenda: mest — mesotesta,
ent — endotesta, teg — tégmen, ex — eixo embriondrio. Laboratério de Microscopia

Eletronica e Analise Ultra Estrutural - UFLA/MG/ 2008

As células da mesotesta de ambos os genétipos sdo isodiamétricas, entretanto, no
Sunrise Solo 783 as células sdo mais longas, quando comparadas com as células da

mesotesta de Formosa Roxo 45. (Figura 4). Pelas medi¢des realizadas, observa-se que a
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mesotesta das sementes de Sunrise Solo 783 e de Formosa Roxo 45 nao possuem as
mesmas dimensdes: parede celular de 2,08 1um, semi-eixo maior de 47,70um, semi-eixo
menor de 32,18um no Sunrise Solo 783; e parede celular 2,688um,

semi-eixo maior 3 8,95um e semi-.eixo menor 29,75um no Formosa Roxo 45 (Figura 4).

FIGURA 4 - Imagem obtida utilizando microscdpio eletronico de varredura de semente de

Carica papaya L.. A - corte longitudinal com destaque das células da mesotesta do Sunrise
Solo 783, B - corte longitudinal com destaque das células da mesotesta de Formosa Roxo

45. Laboratério de Microscopia Eletronica e Andlise Ultra Estrutural - UFLA/MG 2008

As células da epiderme sdo alongadas, justapostas, semelhando-se a uma
palicada, ao passo que a camada de células da mesotesta forma protuberincias no
tegumento das sementes estudadas (Figura 5). Em estudos com Jacaratia spinosa Paoli
(2006), constatou que o tegumento externo do 6vulo é multiplicativo; sofre varias divisdes
periclinais, aumentando o ndmero de camadas celulares, sendo que estas divisdes ndo se
processam de maneira uniforme em toda a circunferéncia da semente, formando

protuberancias conicas em faixas longitudinais.
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Figura 5 - Imagem obtida utilizando microscépio eletrdnico de varredura de semente de
Carica papaya L. A - corte longitudinal com destaque da epiderme. B - corte longitudinal
com destaque das protuberincias da mesotesta. Laboratério de Microscopia Eletronica e

Analise Ultra-Estrutural. - UFLA/MG/ 2008

As células mais internas da endotesta contém cristais de oxalato, em ambos os
genoétipos. Sunrise Solo 783 contém maior quantidade de células cristaliferas em relagdo a
Formosa Roxo 45. Observou-se também no gendtipo Formosa Roxo 45 a presenca de
algumas células da camada cristalifera que sao desprovidas dos cristais de oxalato (Figura
6).

O tégmen localiza-se abaixo da camada de células cristaliferas da endotesta em
ambos os genotipos. No Sunrise Solo 45 o tégmen € constituido de uma camada de células
de formato alongado, seguido por camadas de células de formato achatado, enquanto que
no Formosa Roxo 45, as células que constituem o tégmen possuem apenas o formato

achatado, e em maior quantidade (Figuras 6).
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FIGURA 6 - Imagem obtida utilizando microscdpio eletronico de varredura de semente de
Carica papaya L. A - corte longitudinal com destaque da endotesta cristalifera e tégmen do
Sunrise Solo 783, B - corte longitudinal com destaque de endotesta cristalifera e tégmen do
Formosa Roxo 45. Legenda: Ent - endotesta, Co - cristais de oxalato, Teg - tégmen.

Laboratério de Microscopia Eletronica e Andlise Ultra Estrutural - UFLA/MG/ 2008

Nos endospermas do Sunrise Solo 783 e do Formosa Roxo 45, observou-se a
presenca de lipidios e camada protéica de aleurona, mas néo se constatou amido, embora o
eixo embriondrio e os cotilédones sejam ricos nesse polissacarideo em ambos os genotipos,

conforme constatado também por Foster (1943) e Pouyu et al (2007) (Figura 7).



FIGURA 7- Imagem obtida utilizando microscépio eletronico de varredura de Carica
papaya L. . A - corte longitudinal com destaque dos grinulos de amido, B - corte
longitudinal com destaque das goticulas de lipidios. Laboratério de Microscopia Eletronica

e Analise Ultra-Estrutural - UFLA/MG/2008

CONCLUSOES

Os estudos morfolégicos conduzidos neste trabalho permitiram observar que o
tegumento das sementes dos dois gendtipos de mamao: Sunrise Solo 783 e Formosa Roxo 45
representantes dos grupos ‘Solo’ e ‘Formosa’ de Carica papaya L. é composto por testa
(exotesta, mesotesta e endotesta) e tégmen. O endosperma possui coloragdo branca leitosa. O
eixo embriondrio e os cotilédones possuem coloragdo branca leitosa, consisténcia firme e
encontram-se bem aderidos ao endosperma, em ambos os gendtipos. De uma maneira geral,
as sementes de ambos os gendtipos apresentaram apenas um embrido com dois cotilédones.
Em algumas sementes dos dois gendtipos, entretanto, foi constado um embrido zigdtico com
tré€s cotilédones. No Sunrise Solo 783 observou-se a presenca de sementes chochas.

Por sua vez, os estudos anatdmicos permitiram observar que as células da
mesotesta dos dois gendtipos estudados mostraram diferengas anatomicas em relagdo ao
tamanho e formato. Sunrise Solo 783 possui células maiores e mais alongadas, além de um
maior nimero de camada de células contendo cristais de oxalato quando comparadas com as
células do Formosa Roxo 45. No gendtipo Formosa Roxo 45, nem todas as células da
camada cristalifera sdo providas dos cristais de oxalato. As células do tégmen mostraram
diferencas estruturais, possuindo uma camada somente de células alongadas e camadas

somente de células achatadas, e somente camadas de células achatadas respectivamente nos
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dois genétipos Sunrise Solo 783 e Formosa Roxo 45. As células do endosperma contém
lipidios, camada protéica de aleurona, porém desprovidas de amido tanto no Sunrise Solo783,
quanto no Formosa Roxo 45. As células do eixo embriondrio e dos cotilédones em ambos os

gendtipos contém granulos de amido.
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RESUMO

O presente trabalho foi proposto com o intuito de verificar a possibilidade de uso da
técnica de raios-X para avaliar a qualidade de sementes de mamoeiro e estabelecer um
procedimento para conducdo do teste em sementes dessa espécie. A investigagdo foi

conduzida com as sementes do hibrido UENF/CALIMAN 01 no estiddio 5 de maturagao.
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As sementes foram submetidas aos ensaios radiogréficos e classificadas com base no perfil
morfolégico dos tecidos embriondrios e endospermdtico verificado na radiografia. Em
seguida, foi conduzido o teste de germinacdo das sementes visando detectar possiveis
correspondéncias entre a anatomia das sementes e as respectivas plantulas/sementes
resultantes. A exposicdo das sementes do mamoeiro a radiacdo a 20kV por 1,5 minutos
gerou imagens radiograficas mais nitidas das estruturas internas, possibilitando a
discriminacdo de classes anatdmicas das sementes possivelmente associadas a germinagdo
(semente cheia, semente vazia, semente com propor¢do embrido/cavidade embrionaria
aparentemente reduzida, semente com endosperma presente e embrido ndo visivel
radiograficamente). Verificou-se como resultado desse estudo que a aplicacdo da técnica
dos raios-X, é especialmente promissora na andlise da qualidade das sementes do
mamoeiro, cuja germinagdo normalmente se processa em um periodo relativamente longo,
e por manter a integridade das mesmas. Além disso, os resultados desse estudo permitiram
também evidenciar a potencialidade da técnica dos raios-X, para a semente do mamoeiro,
pois se verificou uma relacdo entre as informacdes fornecidas pelo exame radiografico das

suas estruturas € a sua germinagﬁo.

Termos para indexag@o: sementes, radiografia, anatomia, Carica papaya L..

ABSTRACT

The objective of this work was to investigate the possibility of using the X-ray technique to
evaluate the quality of papaya seeds and to establish a procedure for performing the test on
seeds of this species. The work was carried out with seeds of the papaya hybrid
UENF/CALIMAN 01 at the stage 5 of maturation. The seeds were subjected to X-ray
assays and classified according to morphological profile of the embryonic and endospermic
tissues as revealed by the radiography. The germination test on such seeds was run aiming
to detect potential relationship between seedlings/seeds and their seed anatomy. Exposure
of seeds to radiation at 20 kV for 1.5 minutes produced clear radiographic images of the
internal seed morphology; as a result, four anatomic classes possibly related to germination
were identified (full seed, empty seed, seed with reduced embryo/ embryonic cavity
proportion, and seed with endosperm and non-visible embryo). The partial results of this

work provided clues for the connection between the first evaluation of the standard



37

germination test and the morphological information provided by the X-ray test, indicating

the potentiality of the X-ray technique for use in papaya seed testing.

Terms for indexation: seeds, radiography, anatomy, Carica papaya.

INTRODUCAO

O fruto do mamoeiro Carica papaya L. tem se destacado entre as mais importantes
frutas tropicais atualmente cultivadas e consumidas nos paises tropicais e subtropicais
(Chen at al, 1991; Medina 1994). O Brasil € internacionalmente o maior produtor mundial,
sendo que da oferta total oferecida, 24%, corresponde a produgdo brasileira. Dentro do
ranking mundial de exportacdo, o Brasil encontra-se em terceiro lugar, antecedido apenas
pelo México e Malésia (Agrianual, 2006).

Devido ao fato de a cultura necessitar de renovagdo dos pomares de quatro em
quatro anos, no maximo, e que produz o ano inteiro, além da importancia econdmica, é
imprescindivel considerar a relevincia do aspecto social dessa frutifera, pois gera empregos
e absorve mao-de-obra durante todo o ano, contribuindo para o mercado de trabalho e para
a fixacdo do homem na terra (Dantas et al., 2002).

Embora possa ser propagado assexuadamente por meio de enxertia, estaquia, ou
cultura de tecidos, comercialmente, o mamoeiro € propagado por meio de mudas oriundas
de sementes. Entretanto, a propagacdo do mamoeiro a partir de sementes obtidas da
geracdo Fj, procedimento comumente adotado pelos agricultores, resulta na expressdo de
fendtipos variados em funcdo da segregacdo. Tal fato pode ser constatado pela
desuniformidade dos frutos em plantios comerciais de mamoeiro, causando sérios prejuizos
aos produtores ou acréscimos no custo de producgao.

Estudo sobre a germinagdo de sementes do mamoeiro Carica papaya L., apesar dos
esforcos e avangos tecnoldgicos nas pesquisas, ainda nao foi suficiente para elucidar a
desuniformidade e lentiddo do processo germinativo da referida frutifera.

Trabalhos visando elucidar o comportamento germinativo das sementes do mamao
apresentam resultados contraditérios; alguns pesquisadores t€m atribuido a presenca de
compostos inibidores na exotesta, envelope mucilaginoso que reveste a semente, a
germinacdo lenta e desuniforme (Reyes et al., 1980; Chow e Lin, 1991). Por outro lado, a

ocorréncia de dorméncia pds-colheita tem sido apontada como o fator responsivel em
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decorréncia do baixo desempenho germinativo apresentado por sementes de mamoeiro
desprovidas de exotesta (Viggiano et al., 2000; Martins et al., 2005); em contrapartida,
Tokuhisa et al. (2007) observaram germinacio varidvel entre amostras de sementes de
mamoeiro recém-colhidas.

Portanto, em razio do pouco conhecimento que se dispde sobre as caracteristicas
fisiolégicas, morfo anatdmicas e genéticas de suas sementes, a propaga¢do do mamoeiro
encontra sérias limitagdes (Foster, 1943; Pouyu et al., 2007). Esse cendrio representa um
entrave em qualquer programa de maior extensdo que necessite periodicamente de
sementes de alta qualidade para a propagacdo da espécie, conservagdo e utilizagdo com os
mais variados interesses. Em decorréncia, torna-se necessario a intensificacdo de pesquisas
com o objetivo de se adequar os métodos disponiveis para a avaliacdo da qualidade de
sementes, com €nfase naqueles que envolvem procedimentos padrdes, possibilitando a
obtencdo de resultados comparaveis.

O teste dos raios-X, incluido nesse contexto, tem sido empregado rotineiramente em
andlise de sementes de diversas espécies vegetais. O teste consiste na andlise radiografica
das estruturas internas da semente para a detec¢@o de danos ou anormalidades prejudiciais a
germinagdo. Tal técnica ndo requer tratamento prévio das sementes e a baixa dose de
radiagdo absorvida por elas durante o teste ndo causa mutacdes genéticas e ndo afeta a
germinacdo, conferindo vantagens de ser esse um método rapido, preciso, de facil execugdo
e ndo destrutivo, fornecendo informagdes adicionais sobre a viabilidade das sementes
(Simak e Gustafsson, 1953; Swaminathan e Kamra, 1961; Chavagnat e Le Lezec, 1984;
Copeland e McDonald, 1985; Bino et al., 1993). A incluséo do teste de raios-X nas Regras
para Andlise de Sementes (Brasil, 1992; ISTA, 1993) tem como objetivo bdsico a
complementacdo das informagdes fornecidas pelo teste de germinagdo; nesse caso,
sementes da amostra destinada ao teste de germinacdo s@o previamente radiografadas e

classificadas de acordo com o perfil anatdomico visualizado.

A radiografia das sementes permite a visualiza¢do de injdrias mecanicas, danos por
insetos e rachaduras ou fraturas decorrentes de fatores adversos da pré e pods-colheita
(Simak, 1980; ISTA, 1993; Poulsen et al., 1998); possibilita, ainda, a deteccdo de
anormalidades em embrides, bem como a determinagéo do estddio de desenvolvimento dos

mesmos (Simak e Gustafsson, 1953; Simak, 1980).

Embora o uso do teste de raios-X tenha sido crescente, trazendo beneficios em
diferentes etapas da producdo e utilizacio das sementes, incluindo trabalhos de

melhoramento genético, relatos sobre a aplicacdo do teste em sementes de mamoeiro, ndo
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foi encontrado na literatura. Face ao exposto, o presente trabalho foi proposto com o intuito
de verificar a possibilidade de uso da técnica de raios-X para avaliar a qualidade de
sementes de mamoeiro e estabelecer um procedimento para condugdo do teste em sementes

dessa espécie.

MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos nos Laboratérios de Sementes Florestais da
Universidade Federal de Lavras (UFLA), Lavras/MG, e de Tecnologia de Sementes da
Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro (UENF), Campos dos
Goytacazes/RJ, com sementes de mamao (Carica papaya L.), hibrido UENF/CALIMAN
01 oriundo do cruzamento entre as linhagens dos grupos ‘Solo’ e ‘Formosa’, no estddio 5
de maturacdo (Aroucha, 2004). As sementes foram fornecidas pela Empresa Caliman
Agricola S/A, sendo provenientes de um pomar instalado na Fazenda Macuco, localizada
no municipio de Linhares/ES.

Para a remocdo da exotesta, ou sarcotesta, as sementes foram submetidas a friccio
manual em peneira metdlica sob dgua corrente. Em seguida, procedeu-se a secagem das
sementes em secador de leito fixo, a temperatura de 38°C e vazdo de 1,2 m s'l, para
obtencdo de grau de umidade de 7-8%. O grau de umidade das sementes foi determinado
pelo método da estufa a 10523°C por 24 horas (Brasil, 1992). Os resultados, expressos em
porcentagem, foram calculados com base no peso timido.

Para a andlise radiogréfica, foram utilizadas 100 sementes distribuidas em uma
placa de acrilico com células individualizadas. Durante a exposicao, a placa foi sobreposta
ao filme radiogréafico (Kodak, Min-R 2000, tamanho de 18x24 cm), distante 35 cm da fonte
emissora de radiagcdo, usando um aparelho de raios-X Faxitron HP (modelo 43855X)
regulado a 20 kV e tempo de exposi¢cdo de 1,5 minutos. As condi¢des de exposi¢do foram
determinadas em ensaios prévios mediante a andlise de diferentes combinacgdes
voltagem/tempo de exposicdo, dentre as quais a combinacdo empregada nesse estudo
permitiu uma visualizacio radiogréfica satisfatoria das estruturas internas da semente de
mamoeiro.

Os filmes radiograficos foram revelados e as imagens radiogréificas foto
documentadas para avaliacdo das sementes. As sementes foram divididas em classes de

acordo com o perfil morfolégico dos tecidos embriondrio e endospermatico verificados na
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radiografia. A terminologia, bem como a classificacdo das sementes, se basearam naquelas
descritas por Simak (1991). As sementes radiografadas e classificadas foram submetidas ao
teste de germinacdo, mantendo-se a identidade das classes, para verificacdo de possiveis
correspondéncias entre a anatomia das sementes e as respectivas plantulas/sementes
resultantes.

O teste de germinacdo foi conduzido, conforme descrito nas Regras para Andlise de
Sementes (Brasil, 1992), em camara de germinacdo regulada a 20°C/30°C (16h escuro/8h
luz). As sementes foram distribuidas em caixas plasticas “gerbox” sobre uma folha de
papel mata-borrdo previamente umedecida com 4gua destilada 2,5 vezes o seu peso. Os
resultados foram expressos em nimero de sementes germinadas, ou seja, plantulas normais

e/ ou protrusdo da radicula, sementes com tegumento rompido e sementes ndo germinadas.

RESULTADOS E DISCUSSAO

No ambito da tecnologia de sementes, o teste de raios-X consiste na andlise
radiografica das estruturas internas de sementes, sendo, atualmente, utilizado para varias
finalidades. O teste deve ser executado mediante a determinagdo prévia das condi¢cdes de
exposicdo das sementes a radiacdo. A qualidade, ou poder de penetracdo, dos raios-X é
determinada pela quilovoltagem do aparelho de raios-X. O tempo de exposi¢do, juntamente
com a miliamperagem fixa do aparelho, regulam a quantidade de raios-X, que determina a
densidade radiografica ou grau de escurecimento. Nesse sentido, diferentes combinagdes
voltagem/tempo de exposicdo, para a obtencdo de imagens radiogrificas apuradas de
sementes, tém sido adotadas em fungdo da espécie, do aparelho de raios-X e da
sensibilidade do filme radiogréfico utilizado (Simak, 1980; ISTA, 1993). Na literatura séo
encontradas referéncias sobre as condi¢des de exposicdo das sementes a radiacdo para
diversas espécies vegetais. Com base nessas informagdes, as sementes de mamoeiro foram
submetidas a diferentes combinagdes de voltagem e tempo de exposicdo visando
estabelecer um procedimento para condugdo da andlise radiogrifica de sementes desta

espécie.

A exposicdo das sementes de mamoeiro a radiacdo a 20kV por 1,5 minutos gerou
imagens radiograficas mais nitidas de suas estruturas internas (Figura 1), possibilitando
assim a discrimina¢do de classes anatdmicas das sementes possivelmente associadas a

germinagdo. As sementes de mamoeiro sdo albuminosas, com endosperma periférico e



41

abundante, e bitegumentadas, sendo a testa composta por trés tecidos anatomicamente
diferentes, a exotesta conhecida por sarcotesta (envelope mucilaginoso), a mesotesta e a
endotesta que envolvem o tégmen (Santos et al, 2009). O embrido € do tipo axial reto com
eixo hipocétilo-radicula curto, plimula pouco desenvolvida e dois cotilédones folidceos.
Em trabalhos desenvolvidos por Santos et a (2009) foram observados trés cotilédones em

algumas sementes de dois diferentes gendtipos.

FIGURA 1. Imagens radiograficas de sementes de Carica papaya L. (hibrido
UENF/CALIMAN 01) classificadas em: (a) semente cheia, (b) semente vazia, (c) semente
com propor¢do embrido/cavidade embriondria aparentemente reduzida e (d) semente com
endosperma presente e embrido ndo visivel. em, embrido; end, endosperma; teg,

tegumento; ce, cavidade embriondria.

Com base no perfil morfolégico dos tecidos embriondrios/endospermatico
verificados na radiografia, as sementes de mamoeiro foram classificadas em semente cheia
(semente intacta, completa e com as estruturas desenvolvidas; semente vazia com tecidos
embriondrios e endospermitico rudimentares ou ausentes; semente com Proporcao
embrido/cavidade embriondria aparentemente reduzida , ou seja, cavidade, delimitada pelo
endosperma, parcialmente preenchida pelo embrido ou embrido ausente; e semente com

endosperma presente e embrido ndo visivel radiograficamente (Figura 1). Vale salientar
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que as sementes evidenciando apenas o endosperma (Figura 1d) ndo necessariamente
representam sementes anormais. A auséncia aparente do embrido em tais sementes pode ser
funcdo da disposicdo das sementes durante a radiografia neste caso, com a face
lateral/sentido longitudinal, ao contrdrio das sementes classificadas como cheias (Figura
la) cuja imagem radiogrifica corresponde & face ventral ou dorsal (longitudinal) das
mesmas. A freqiiéncia observada dos diferentes padrdes anatdomicos das sementes

identificados no exame radiografico é apresentada na Tabela 1.

TABELA 1. Nimero de sementes de Carica papaya L. (hibrido UENF/CALIMAN 01)
verificado nas classes determinadas na andlise radiografica (sementes cheias [SC],
sementes vazias [SV], sementes com propor¢cdo embrido/cavidade embriondria
aparentemente reduzida [E/CE-R] e sementes com embrido ndo visivel radiograficamente

[ENV]) e respectivas categorias identificadas na primeira contagem do teste de

germinagao.
Categoria de germinagao Classe radiogréfica

SC SV E/CE-R ENV Total
Sementes germinadas (plantulas normais) 10 00 01 02 13
Sementes germinadas (protrusao da radicula) 40 00 00 01 41
Sementes com tegumento rompido 03 00 20 00 23
Sementes ndo germinadas 07 01 10 05 23
Total 60 01 31 07 100

O conjunto de tonalidades claras e escuras observado em imagens radiograficas
de sementes € definido em funcdo do nivel de absor¢do dos raios-X em regides distintas nas
sementes que € determinado pela espessura, densidade e composicdo dos tecidos (Simak,
1980; ISTA, 1993). Assim, sementes de mamoeiro destituidas de tecidos embrionarios e
endospermatico, por nido apresentarem resisténcia a passagem dos raios-X, fornecem
imagens radio ldcidas; escuras, como mostrado na Figura 1b, onde se verifica apenas o
tegumento da semente. Por outro lado, sementes cheias apresentam essa resisténcia e,

portanto, fornecem imagens radiopacas; claras como se observa na Figura 1a.

Conforme mencionado anteriormente, a radiografia das sementes pode auxiliar na
avaliacdo da viabilidade das mesmas (Swaminathan e Kamra, 1961; Copeland e McDonald,
1985); para tanto, torna-se necessdrio o estabelecimento de relacdes entre as estruturas
internas da semente e sua germinacdo. Nesse sentido, as sementes de mamoeiro

radiografadas e classificadas, de acordo com o perfil morfolégico visualizado, foram
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submetidas ao teste de germinacdo para detectar possiveis correspondéncias entre a

anatomia das sementes e as respectivas plantulas/sementes resultantes.

As categorias adotadas para avaliagdo do teste de germinacdo foram: sementes
germinadas, sementes com tegumento rompido e sementes ndo germinadas (Figura 2). As
sementes germinadas foram ainda divididas em classes quanto ao estddio de germinacao
em, protrusdo da radicula e plantula normal com estruturas essenciais completas,

desenvolvidas, proporcionais e sadias.

FIGURA 2. Categorias de germinagdo identificadas na primeira contagem do teste de
germinacdo em sementes de Carica papaya L. (hibrido UENF/CALIMAN 01): (a) plantula
normal, (b) protrusdao da radicula (considerada semente germinada), (c) semente com
tegumento rompido e (d) semente ndo germinada. rp, raiz primdria; co, cotilédones; hp,

hipocétilo.

A avaliacdo do teste de germinacdo permitiu estabelecer relacdes entre as

categorias de germinacdo identificadas e os respectivos padrdes anatdmicos das sementes,
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tal como determinado no exame radiografico (Tabela 1). Assim, 83,3% das sementes
pertencentes a classe de tecidos embriondrios/ endospermético morfologicamente normais
isto é; sementes cheias, pela andlise radiogréifica, germinaram, originando 20% de plantulas
comprovadamente normais. Por sua vez, a semente vazia detectada na amostra submetida a
analise radiografica permaneceu intacta, isto €; a semente ndo germinou.

Com relacdo as sementes com proporcdo embrido/cavidade embriondria
aparentemente reduzida, em que a cavidade delimitada pelo endosperma tenha sido
parcialmente preenchida pelo embrido ou com embrido ausente, apenas uma pertencente a
referida classe radiogréfica ,equivalente a 3,2%, resultou em plantula normal, ao passo que
as demais; 96,8%, foram computadas como sementes nido germinadas ou com tegumento
rompido na primeira avalia¢do do teste de germinacao (Tabela 1).

Resultados semelhantes foram obtidos para sementes de aroeira-branca (Lithraea
molleoides) em que o embrido ndo tenha apresentado um bom contato com a superficie
interna do tegumento em toda sua extensdo, denominadas sementes com proporcao
embrido/cavidade embriondria inferior a 100% pelo teste de raios-X; neste estudo, o teste
de germinagdo revelou a inviabilidade de todas as sementes pertencentes a classe em

questdo (Machado e Cicero, 2003).

Por sua vez, as sementes com endosperma presente e embrido ndo visivel na
radiografia resultaram em sementes germinadas (25% plantulas normais; 12,5% protrusao
radicular) e ndo germinadas (62,5%). Conforme mencionado anteriormente, a imagem
radiogréfica de tais sementes possivelmente corresponde a face lateral das mesmas, daf a
auséncia aparente do embrido. Neste caso particular, a viabilidade das sementes inferida

apenas por meio do exame radiografico pode ser questiondvel.

Dentre as espécies em que se verificou correspondéncia entre a anatomia das
sementes radiografadas e a germinacdo das mesmas, destacam-se as sementes de tomate
(Van der Burg et al., 1994), milho (Cicero et al., 1998; Carvalho et al., 1999; Obando Flor,
2000), Cupressus sempervirens - cipreste italiano (Battisti et al., 2000), Peltophorum
dubium - canafistula (Oliveira et al., 2003), Lithraea molleoides - aroeira-branca (Machado
e Cicero, 2003), Eremanthus erythropappus - candeia (Tonetti et al., 2006), Eugenia
pleurantha (Masetto et al., 2007) e Tecoma stans (Socolowski e Cicero, 2008),
demonstrando ser esta uma técnica eficiente para predeterminar a germinagao de sementes.
A morfologia de embrides de mag¢a - Malus domestica, em contrapartida, ndo se relacionou
com a germinagdo (Bouvier et al., 1992); portanto, sementes anatomicamente ‘perfeitas’,

conforme verificado no teste de raios-X, podem apresentar desempenho ineficiente durante
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a germinagdo. Tal fato pode ser verificado em decorréncia de condi¢cdes ambientais
desfavordveis a germinacdo, da presenca de sementes com infecgdes latentes, sementes
mortas por causas naturais, em estddios avancados de deteriora¢do, ou submetidas a um

armazenamento inadequado (Swaminathan e Kamra, 1961; Van der Burg et al., 1994).

Os resultados do presente trabalho evidenciaram a potencialidade da técnica dos
raios-X para uso em andlise de sementes de mamoeiro, tendo em vista uma
correspondéncia satisfatoria entre as informacdes fornecidas pela andlise radiogrifica e a
avaliacdo do teste de germinag@o em tais sementes. Assim sendo, estes resultados somados
aos acervos ja existentes de estudos sobre os de métodos de avaliacdo da qualidade de
sementes do mamoeiro, indicam que o teste de raios-X tem potencial para ajudar no
descarte das sementes do mamoeiro com baixo ‘potencial anatdmico’ , visando assegurar
um bom desempenho germinativo dos lotes, principalmente pela eficicia na rapidez sem

danificar as sementes.

CONCLUSOES

A técnica de raios-X permite visualizagc@o satisfatéria das estruturas internas das
sementes de mamoeiro, possibilitando a discriminagdo de classes anatdmicas das sementes
possivelmente associadas a germinacdo. As condi¢des de exposi¢do a radiagdo 20 kV/1,5

minutos geram imagens radiograficas mais apuradas das sementes.

A aplicacdo desta técnica é especialmente promissora na andlise da qualidade de
sementes de mamoeiro cuja germinacdo normalmente se processa em um periodo
relativamente longo, assim como também por permitir a integridade das sementes.

As classes anatdmicas constatadas pelo teste de raios-X, indicaram que as sementes
cheias, ou seja, aquelas que incluem as sementes cuja andlise radiografica permitiu

visualizar todas as estruturas corresponderam a 83% das sementes germinadas
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3.3 GERMINACAO DE SEMENTES DE MAMOEIRO: INVESTIGACAO
PRELIMINAR DO EFEITO DE DIFERENTES COMPONENTES ANATOMICOS

RESUMO

O presente trabalho teve como objetivo investigar a influéncia dos tecidos
constituintes da semente de mamoeiro na germinacao, visando elucidar o
processo germinativo lento e irregular da mesma. A investigagdo foi conduzida
com sementes de dois genétipos, Sunrise Solo 783 (grupo ‘Solo’) e Formosa Roxo
45 (grupo ‘Formosa’), no estaddio 5 de maturacdo. Sementes intactas (exotesta
removida), sementes desprovidas de tegumento, contendo apenas o endosperma
e os cotilédones, e sementes desprovidas do tegumento e do endosperma,
contendo apenas os cotilédones e o eixo embrionario, foram submetidas a
germinagao. Pelo teste de germinagéo, verificou-se a inviabilidade de germinagéao
das sementes desprovidas de tegumento, ao passo que, tanto as sementes
intactas quanto as sementes contendo apenas os cotilédones com o eixo
embrionario apresentaram porcentagens de germinacao entre 96 e 100%, nao
diferindo estatisticamente entre si. Considerando que o endosperma de sementes
maduras de mamoeiro é composto pelo endosperma de armazenamento e pela
camada (externa) de aleurona, € possivel que durante a remogao do tegumento, a
camada de aleurona tenha sido (parcialmente) removida ou danificada,
comprometendo assim a producdo de enzimas hidroliticas envolvidas no
enfraquecimento da parede celular do endosperma de armazenamento durante a

germinagdo. Os resultados permitiram concluir que: (1) o tegumento, desprovido
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da exotesta, ndo interfere na germinagcdo de sementes de mamoeiro; (2) o
endosperma de sementes de mamoeiro pode atuar como uma barreira fisica a

protrusao da radicula.

Termos para indexacao: sementes, germinacao, anatomia, Carica papaya L..

ABSTRACT

The objective of the present work was to investigate the influence of papaya seed
components in the germination process. The assay was carried out using seeds of
two papaya genotypes, Sunrise Solo 783 (‘Solo’ group) and Formosa Roxo 45
(‘Formosa’ group), at stage 5 of maturation. Intact seeds (exotesta removed),
seeds without the seed coat (with only endosperm and cotyledons) and excised
embryos (without both seed coat and endosperm) were germinated. The
germination test revealed that seeds without the seed coat were all nonviable,
whereas intact seeds and excised embryos exhibited 96-100% germination
percentages, with no significant difference between them. Considering that the
endosperm of papaya mature seeds is composed by the starchy endosperm and
the aleurone layer (the outermost endosperm cell layer), it is possible to suggest
that while the seed coat was removed, the aleurone layer might be damaged
and/or partially removed as well, compromising the hydrolase production that
promotes the endosperm cell wall weakening during the germination process. It
was possible to conclude that: (1) the seed coat (without the exotesta) of papaya
seeds does not influence the germination process; (2) the endosperm may act as a

physical barrier to the radicle protrusion.

Terms for indexation: seeds, germination, anatomy, Carica papaya.

INTRODUCAO

O fruto do mamoeiro, Carica papaya L., tem se destacado entre as mais

importantes frutas tropicais atualmente cultivadas e consumidas nos paises
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tropicais e subtropicais (Chen et al., 1991; Medina, 1995). O Brasil é o maior
produtor mundial, sendo 24% da oferta total correspondente a produgéo brasileira.
De acordo com Agrianual (2006), o Brasil ocupa o terceiro lugar no ranking
mundial de exportagédo, sendo superado apenas pelo México e Malasia.

Além de sua elevada expressao econémica, em fungdo da necessidade de
renovagao dos pomares a cada quatro anos e producao durante o ano inteiro, a
cultura do mamoeiro tem grande importancia social, pois gera empregos e
absorve mao-de-obra durante todo o ano, contribuindo para o mercado de
trabalho e para a fixagdo do homem na terra (Dantas et al., 2002).

Embora possa ser propagado assexuadamente por meio de enxertia,
estaquia, ou cultura de tecidos, comercialmente, 0 mamoeiro é propagado por
meio de mudas oriundas de sementes. Entretanto, a desuniformidade e lentidao
do processo germinativo das sementes, continuam sendo um grande problema
para os produtores.

O foco principal das pesquisas sobre dorméncia-germinagdo da semente
do mamoeiro estd embasado em sua grande totalidade na estrutura exotesta ou
sarcotesta. S&o vastas as pesquisas com fito horménios e a presenca de
compostos fenolicos nessa referida estrutura. Entretanto, as informagdes obtidas
ainda nao esclareceram concisamente o problema, visto que os resultados obtidos
sao contraditérios. (Lange, 1961; Gherardi & Valio, 1976; Reyes et al., 1980;
Yahiro & Oryoji, 1980; Chow & Lin, 1991; Viggiano et al., 2000).

Outras pesquisas também que sado bastante exploradas na tentativa de
esclarecer este problema no mamoeiro sdo aquelas que objetivam identificar
métodos eficazes na superacdo da dorméncia, mas que, nao elucidam com
clareza os aspectos comumente verificados em relacdo a irregularidade da
germinagao.

A literatura reporta que a chave para elucidar os problemas de dorméncia-
germinagdo das sementes é pesquisando todas as estruturas que recobrem o
embrido; o tegumento que é um tecido totalmente maternal, e o tecido tripléide; o
endosperma, que € na sua grande totalidade também um tecido materno (Brooks
& Michell, 1988; Debeaujon et al., 2000; Wu et al., 2000; Petruzzelli et al., 2003;
Muller et al., 2006; Penfield et al., 2005; Pouyu et al., 2007; Santos et al., 2008,
2009).
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O endosperma de semente de Carica papaya € rico em lipidios e camadas
de aleurona, ao passo que os cotilédones com o eixo embrionério contém
substancialmente granulo de amido, e menos lipideos ao se comparar com 0
endosperma (Santos et al., 2009). Além de ser um tecido de reserva, o
endosperma é considerado o principal foco para o entendimento do controle da
germinacao de tomate e tabaco, pois secreta enzimas que amolecem a parede
celular que funciona como uma barreira para a protrusdo da radicula (Bewley,
1977b). Penfield et al. (2006) acrescentam que para entender a germinacao de
sementes de Arabdopsis e outras sementes de angiosperma € vital pesquisar o
endosperma, cujas substancias de reserva, como o lipideo é o combustivel
indispensavel no estabelecimento da nova plantula através do processo via
gliconeogénese (Lenhinger, 2005; Penfield et al., 2006).

Tendo em vista que a propagacao comercial do mamoeiro € basicamente
seminifera, sendo o processo germinativo lento e irregular, e em funcdo do pouco
conhecimento que se dispée sobre as caracteristicas fisiologicas e morfo
anatdmicas de suas sementes, o presente trabalho foi proposto com o intuito de
investigar a influéncia dos tecidos constituintes da semente de mamoeiro na

germinacao, visando elucidar o comportamento germinativo da mesma.

MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Fitotecnia (LFIT) dos
Setores de Tecnologia de Sementes e de Cultura de Tecidos e no Laboratério de
Bioguimica de Sementes do Centro de Biociéncias e Biotecnologia (CBB), da
Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro (UENF), Campos dos
Goytacazes/RJ.

Gendtipos utilizados. Foram utilizadas sementes de mamao (Carica papaya L.)
provenientes de frutos de plantas com flores hermafroditas das linhagens dos
grupos ‘Solo’ (Sunrise Solo 783) e ‘Formosa’ (Formosa Roxo 45), procedentes do
Banco de Germoplasma da UENF, Campos dos Goytacazes/RJ, em parceria com
a Empresa Caliman Agricola S/A, Linhares/ES. Foram utilizados frutos no estadio
5 de maturacdo, conforme Aroucha (2004). Para a remogdo da exotesta
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(sarcotesta), as sementes foram submetidas a friccdo manual em peneira metalica
sob agua corrente. Em seguida, procedeu-se a secagem das sementes em
secador de leito fixo, a temperatura de 38°C e vazao de 1,2 m™°, para obtengéo de
grau de umidade de 7-8% (base umida). O teor de agua das sementes foi
determinado pelo método da estufa a 105t3°C por 24 horas (Brasil, 1992).
Dissecacgao das sementes e avaliagdo da germinacéo. A separacao das estruturas
avaliadas foi efetuada manualmente, sob condi¢cbes assépticas (em camara de
fluxo laminar), utilizando-se instrumentos cirurgicos esterilizados em estufa a
90°C/2 horas. As sementes foram divididas em classes quanto aos tecidos
presentes, ou removidos, em: (i) semente intacta com a exotesta ausente, (ii)
semente desprovida de tegumento, contendo o endosperma, os cotilédones com o
eixo embrionario e (ii) semente desprovida do tegumento, do endosperma
contendo apenas os cotilédones com o eixo embrionario. (Figura 1A-C). Para o
teste de germinacado, foram empregadas 3 repeticbes de 25 sementes, por
gendtipo, previamente desinfestadas por imersdo em solugdo de hipoclorito de
sédio 0,5% ,acrescida de Tween 20 ;1 gota/100 mL por 3 minutos. As sementes
foram distribuidas em placas de Petri de 9 cm de didmetro esterilizadas utilizando
25 sementes/placa, sobre uma folha de papel mata-borrdo previamente
esterilizada, em estufa a 90°C/2 horas, e umedecida com agua destilada
esterilizada 2,5 vezes 0 seu peso sem hidratacdo (Menezes et al., 1993). A
esterilizacao das placas de Petri e agua destilada foi realizada por autoclavagem a
121°C por 15 minutos. Apos distribuicdo das sementes, as placas foram vedadas
com Parafiim® M ,American National Can, Chicago, IL, sob condicdes assépticas.
O teste de germinacao foi conduzido, conforme descrito nas Regras para Analise
de Sementes (Brasil, 1992), em camara de germinacao tipo BOD regulada a
20°C/30°C (16h escuro/8h luz), sendo os resultados expressos em porcentagem
de sementes germinadas. Andlise estatistica. O experimento foi instalado em
delineamento inteiramente casualizado, em esquema fatorial 2 x 3; 2 genétipos e
3 classes de sementes, com trés repeticdes cada. A comparagao das médias foi

realizada pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

RESULTADOS E DISCUSSAO
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O resultado do teste de germinagao das trés classes de sementes do
mamoeiro foi avaliado com o intuito de determinar a influéncia das trés estruturas
constituintes da semente na germinagdo e, ndo apenas a exotesta. Em
decorréncia, as sementes consideradas intactas no presente trabalho néao

apresentaram o tecido em questao.

Figura 1. Aspectos gerais de Carica papaya L.: (A) semente intacta (exotesta ausente), (B)
semente desprovida de tegumento (embrido e endosperma), (C) embrido excisado
(cotilédones e eixo embriondrio), (D-F) germinacdo (alongamento do eixo embrionério) ,
onde a seta em (F) indica inicio da formagao das raizes secunddrias, (G-I) plantulas, onde
as setas indicam raiz primdria (G), raiz secundaria (H) e cotilédones expandidos .

Legendas: ex, eixo hipocétilo-radicula; ct, cotilédones; pr, protrusdo da radicula.
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De acordo com os resultados apresentados na Tabela 1, para ambos os
gendtipos avaliados, verifica-se que as sementes intactas e as sementes, portanto
os cotilédones com o eixo embriondrio excisados apresentaram porcentagens de
germinacdao de 96-100%, nao diferindo estatisticamente entre si (p<0,05). Por
outro lado, o teste revelou a inviabilidade em germinar das sementes desprovidas

de tegumento , contendo o endosperma e os cotilédones com o eixo embrionario.

Tabela 1. Germinacado (%) de sementes intactas, desprovidas do tegumento,
contendo o endosperma, os cotilédones e o eixo embrionario, desprovidas do
tegumento, do endosperma, contendo os cotilédones com o eixo embrionario do

mamoeiro'").

Genotipo
Classe
Sunrise Solo 783 Formosa Roxo 45
Semente intacta 97,33 Aa 96 Aa
Semente desprovida do tegumento 0 Ab 0 Ab

Semente contendo apenas 0s
. . o 100 Aa 100 Aa
cotilédones e o eixo embrionario

CV (%) 5,08 4,36

IMédias seguidas de mesma letra maitiscula na linha e mindscula na coluna

nao diferem entre si, pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.

E importante salientar que, embora as sementes intactas e sementes
contendo apenas os cotilédones com o eixo embriondrio tenham apresentado
desempenho germinativo semelhante, observacdes efetuadas no decorrer do
teste de germinacao permitiram constatar a ocorréncia de plantulas com tamanho
relativamente reduzido, o que também foi observado por Ritchie et al. (2000) em
sementes de cevada (Hordeum vulgare). Tal fato evidencia a importancia do
tecido endospermatico, fonte adicional de energia, em sementes de mamoeiro no
crescimento e estabelecimento das plantulas, principalmente sob condi¢cdes de
campo, através da via gliconeogénese (Leningher, 2002).

Os resultados constataram que a auséncia da exotesta nao interferiu na
germinagdo das sementes do mamoeiro, entretanto a retirada do restante do
tegumento; mesotesta e endotesta e tégmen, classificacdo anatdémica, segundo
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Santos et al (2009) impediu o0 processo germinativo, quando permaneceu o
endosperma, os cotilédones e o eixo embriondrio. Processo, controlando a
velocidade de reidratagcdo da semente e, assim, evitando/reduzindo possiveis
danos causados durante a embebicédo (Popinigis, 1985). Durante a fase inicial do
processo germinativo ocorre a reorganizagao dos constituintes celulares; as
membranas restabelecem a permeabilidade seletiva e evitam a exsudagao
excessiva de eletrélitos (Larson, 1968; Simon & Raja-Harun, 1972; Adbul-Baki,
1980). A eficiéncia de reorganizacdo dos constituintes celulares depende da
velocidade de hidratagao e das caracteristicas intrinsecas da semente, tais como,
permeabilidade do tegumento, composicdo quimica, teor de &agua inicial e
qualidade fisiologica (Vertucci, 1989). Desse modo, uma rapida absorcao de agua
pelas sementes pode ocasionar danos as membranas em reorganizacao,
intensificando a liberagdo de solutos e, conseqientemente, prejudicando a
germinacao. Tal fato € agravado ainda mais sob condigdes de campo, resultando
na reducdo da emergéncia das plantulas, tendo em vista que a velocidade de
reorganizacdo do sistema de membranas reflete o vigor das sementes (Tilden &
West,1985).

E provavel que, no presente trabalho, os embrides excisados tenham
absorvido 4gua mais rapidamente; no entanto, o teste de germinacéo é conduzido
sob condi¢bes étimas, dai o bom desempenho germinativo apresentado por tais
embrides.

Em fungdo do desempenho satisfatério de sementes intactas e embrides
excisados, e da inviabilidade de sementes desprovidas de tegumento, pode-se
afirmar que o tegumento (com a exotesta removida) nao interfere na germinacgao
de sementes de mamoeiro, ndo sendo, portanto, um fator limitante do processo
germinativo.

Segundo Santos et al. (2009), o embriado de sementes maduras de
mamoerio € envolvido, em toda a sua extensdo, pelo endosperma. O tecido
endospermatico é composto pelo endosperma de armazenamento (abundante) e
pela camada de aleurona. Em tais sementes, polissacarideos do tipo hemicelulose
sdo armazenados, como fonte adicional de energia para o desenvolvimento da
plantula, na parede das células do endosperma de reserva; como consequéncia, a
parede celular desse tecido € espessa e rija, atuando como uma barreira fisica a

protrusao da radicula. A camada de aleurona, por sua vez, envolve o endosperma
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de armazenamento, sendo constituida de células, metabolicamente ativas, ricas
em graos de aleurona e corpos lipidicos. Durante a fase de embebicdo das
sementes, o acido giberélico produzido no embrido é transportado para a camada
de aleurona para a indugao da sintese, dentre outras enzimas, das hidrolases da
parede celular do tecido adjacente (endosperma de armazenamento), permitindo,
assim, a protrusdo da radicula ou emergéncia do embrido.

Em funcdo da conformacao das células do endosperma de sementes de
muitas espécies vegetais, o enfraquecimento desse tecido ocorre normalmente
apos a protrusdo da radicula. Em tais sementes, a parede das células do
endosperma micropilar (que envolve a radicula) é fina e, portanto ndo impede a
emergéncia do eixo embrionario, ao passo que a parede das células do
endosperma lateral (que envolve os cotilédones) é espessa e requer atividade das
enzimas hidroliticas para que a emergéncia do embrido (expansdo dos
cotilédones) seja concluida (Gong et al., 2005).

Alternativamente, sementes de algumas espécies, tais como as de tomate
(Lycopersicon esculentum), tabaco (Nicotiana tabacum) e Datura ferox, possuem
a parede celular do endosperma micropilar espessa e, portanto, o
enfraquecimento desse tecido € um pré-requisito para a protrusdo da radicula
(Groot & Karssen, 1987; Leubner-Metzger et al., 1996; Leubner-Metzger, 2002;
Gong et al., 2005).

Nesse contexto, durante a remocdo do tegumento das sementes de
mamoeiro, no presente trabalho, a camada de aleurona pode ter sido, total ou
parcialmente, removida ou danificada, comprometendo a producdo de enzimas
hidroliticas envolvidas no enfraquecimento da parede das células do endosperma
de armazenamento, por ocasiao da embebicdo, e, por conseguinte, a germinagao
das sementes.

Vale salientar que a interpretacao do teste de germinacao foi efetuada com
base nos critérios estabelecidos nas Regras para Andlise de Sementes (Brasil,
1992), em que sao computadas apenas as plantulas normais. Entretanto, no
transcorrer do teste, verificou-se protrusdo de radicula em torno de 17% das
sementes da linhagem Sunrise Solo 783 (grupo ‘Solo’), porém, culminou com a
formacéo de plantulas anormais ou mortas.

Neste trabalho ficou evidente, portanto, que o endosperma exerce

influéncia determinante sobre o processo germinativo das sementes de mamoeiro,
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visto que na auséncia do tegumento e possivelmente da camada de aleurona do
endosperma, as sementes ndo foram capazes de germinar ou produzir plantulas
normais. Contudo, investigaces adicionais sdo necessarias para uma inferéncia
conclusiva sobre a influéncia do endosperma na germinagdo, bem como a
participagdo conjunta e coordenada dos tecidos constituintes da semente neste
processo.

CONCLUSOES

O tegumento, com a exotesta ausente, ndo interfere na germinagdo de
sementes de mamoeiro.

O endosperma de sementes de mamoeiro pode atuar como uma barreira
fisica a protrusédo da radicula. O enfraquecimento da parede celular desse tecido,
durante a germinacdo, possivelmente depende da atividade de enzimas

hidroliticas produzidas na camada de aleurona.
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3.4 VIABILIDADE DE CRUZAMENTOS DIALELICOS E DETERMINACAO DA
CAPACIDADE COMBINATORIA DE 4 GENOTIPOS DE MAMOEIRO EM
RELACAO A GERMINACAO DAS SEMENTES

RESUMO

O objetivo desse trabalho foi avaliar a capacidade geral e especifica de
combinacdo (CGC e CEC, respectivamente) de genétipos de mamoeiro em
relacdo ao carater germinacdo das sementes. Foi utilizado um dialelo 4x4,
envolvendo os gendétipos 72/12, Golden, JS12 e Maradol, provenientes do Banco
de Germoplasma da UENF. As andlises dialélicas foram conduzidas na Estagéo
Experimental da Caliman, em Linhares ES, enquanto a analise de germinacao foi
conduzida na UENF, em casa de vegetacdo, utilizando-se delineamento em
blocos casualizados (DBC) com quatro repeticbes e 20 sementes por tratamento.
Dos 16 hibridos possiveis, apenas 13 foram obtidos e avaliados, devido ao
surgimento de oidio. Os valores das estimativas para CGC e CEC foram
significativos, indicando a presencga de genes de efeito aditivo e de a¢ao génica de
dominancia. Os efeitos reciprocos e maternos também foram significativos e
indicaram que, além de genes nucleares, existem também genes extra-nucleares
controlando a germinacdo das sementes do mamoeiro. A germinacdo oriunda dos
cruzamentos 72/12 x JS12 e 72/12 x Maradol foi muito baixa, ao passo que o
reciproco de 72/12 x JS12 apresentou a maior porcentagem de germinagao dentre
todos os cruzamentos. Para o reciproco de 72/12 x Maradol, a germinagao foi
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baixa, mas ndo tanto quanto a que utilizou o 72/12 como genitor feminino. Os
gendtipos 72/12 e Golden apresentaram, em ordem decrescente, as maiores
magnitudes de efeitos de CGC, sendo o 1° negativo, e o 2°, positivo. Ambos
podem ser indicados para programas de melhoramento intrapopulacional. Além
disso, o gendtipo Golden também teve bom desempenho em cruzamentos
especificos, em fungéo da complementagao génica entre os parentais, o que pode
ser verificado pelos valores de CEC para os hibridos oriundos de Golden x JS12 e
Golden x Maradol. O genétipo JS12, além de boa CGC, foi superior aos demais
quanto a CEC, tendo combinado bem com todos os gendétipos desse dialelo,
originando hibridos com porcentagem de germinagdo superior a 80%,

principalmente quando utilizado como progenitor feminino.

Termos para indexagao: sementes, germinagao, andlise dialelica, Carica papaya L

ABSTRACT

The aim of this work was to evaluate the general combining ability (GCA) and
specific combining ability (SCA) of four papaya genotypes in relation to the seed
germination. The F¢ hybrids were generated by a complete diallel analysis among
the genotypes 72/12, Golden, JS12 and Maradol, came from UENF germplasm
collection. The diallel analysis was carried out at Caliman Experimental Station,
Linhares, Espirito Santo state. The germination assays were conducted in
randomized complete block design with four replications and 20 seeds per
treatment, at UENF. From the 16 possible hybrids, only 13 were evaluated due to
the powdery mildew. The GCA and SCA estimates were both significant, indicating
the presence of additive and non-aditive genetic effects. Reciprocal and maternal
effects were significant as well, suggesting that extra-nuclear genes also control
papaya seeds germination. The germination rate from 72/12 x JS12 was very low.
However, their reciprocal cross showed the highest germination rate among all
attempted crosses. The cross 72/12 x Maradol also had low germination, but not
too low as when 72/12 was used as female parent. The highest GCA magnitudes
were presented by 72/12 and Golden, although the first one was negative and the
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second one, positive. Considering these magnitudes, both of them can be
recommended to be used in intrapopulation breeding programs. In addition, the
Golden genotype has a good behavior in crosses, which was verified by the SCA
values from the hybrids between Golden and JS12 and between Golden and
Maradol. The JS12 genotype showed a good GCA and the highest SCA values
when compared to the other lines analyzed. lts hybrids presented germination

levels over 80%, mainly when it was used as female parent.

Terms for indexation: seeds, germination, diallel analysis, Carica papaya.

INTRODUCAO

Apesar de o Brasil ser o maior produtor mundial de mama&o, ressalta-se a
limitacdo de alternativas de variedades e de hibridos comerciais, devido a estreita
base genética dessa frutifera. Assim, estudos sobre a diversidade genética séo
imprescindiveis para o melhoramento genético, sendo que nos Bancos de
Germoplasma, é possivel encontrar acessos potencialmente Gteis. Entretanto, a
concentracdo das pesquisas visando caracterizar e documentar o mamoeiro
baseia-se no tipo, tamanho e peso do fruto, firmeza da polpa, altura da planta,
entre outras caracteristicas de valor agronémico e comercial. Nao ha na literatura
pesquisas realizadas com sementes do mamao incluido no programa de
melhoramento genético. Os incipientes trabalhos com a prépria semente se
limitam em estudos sobre seu peso, tamanho, efeito de xénia, mas ndo como o
objetivo principal do planejamento do delineamento. No aspecto germinagéo €
evidente a inexisténcia de um planejamento em um programa de melhoramento
genético, ndo considerando a relevancia desse problema para o produtor. As altas
produtividades de frutos por planta sdo o alvo que os melhoristas estdo sempre
buscando, mas esta caracteristica depende diretamente da qualidade da semente
utilizada em germinar.

Os estudos realizados com a germinacdo das sementes do mamoeiro
encontram-se atualmente concentrados na influéncia de componentes quimicos

inibidores do processo germinativo constatados na exotesta. Santos et al (2009)
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ressaltam em seus trabalhos que € imprescindivel outras alternativas de pesquisa
para contribuir na elucidagdo do problema da germinagdo da semente, pois 0s
resultados obtidos ndo elucidaram o problema, além de serem conflitantes
(Viggiano, 2006).

Dentro desse contexto os resultados até entdo obtidos ainda ndo tem
conseguido esclarecer a problematica que envolve a germinagéo, possivelmente
por se tratar de uma caracteristica quantitativa, envolvendo varios genes. De
acordo com Marin (2001), é justamente a falta de informacbes sobre parametros
genéticos e heranca das principais caracteristicas de interesse econémico, além
da inexisténcia de trabalhos sobre capacidade de combinacdo e de
procedimentos de melhoramento genético com espécie Carica papaya L., que tem
contribuido para a dependéncia do pais de importagcdo de sementes do mercado
externo.

A escolha dos parentais a serem utilizados em programas de hibridacao e
que possibilitem a formagédo de progénies superiores representa uma atividade
que exige critérios e grande esforgo dos melhoristas (Ramalho at al,1993).0
delineamento em dialelo é o mais utilizado, pois fornece informag¢des das
estimativas da capacidade geral de combinagdo (CGC) dos progenitores, a
capacidade especifica de combinacao (CEC) dos hibridos Fis e F4(s)reciprocos,
assim como o efeito reciproco (ER). Esses resultados serdo importantes para
orientar a direcao dos pares de cruzamentos que possuem possibilidades de
gerar descendéncia com uma maior porcentagem de germinacao.

Sao inexistentes os trabalhos dentro do melhoramento genético, incluindo o
estudo do comportamento dos genétipos em germinar no que tange as sementes
do mamoeiro, que por ser lenta e desuniforme, apresenta um pomar com falhas,
por causa da sua dorméncia. A formacado de um pomar de mamao comercial €
basicamente sexuada, o que por si s0, ja estimula e justifica essa investigacao

Verifica-se na literatura que a utilizacdo de cruzamentos em um dialelo
parcial para estudar diversas caracteristicas agronémicas e econdmicas do fruto
de Carica papaya L. forneceu informagdes de muita relevancia (Marin et al 2006).

Assim, esse trabalho apresenta como objetivo avaliar, por meio de
cruzamentos dialélicos, as estimativas dos quadrados médios de CGC e CEC, o
efeito reciproco de 4 gendtipos de maméao Carica papaya L. ,assim como 0s
efeitos das capacidades geral (gi) e especifica (sij) de combinagao,
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respectivamente, com o intuito de desenvolver linhagens e, ou hibridos de

mamao que apresentem uma maior porcentagem meédia de germinagao.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas sementes oriundas de 4 gendétipos de mamao: 72/12 e
Golden, pertencentes ao grupo “Solo” JS12 e Maradol, pertencentes ao grupo
“Formosa” de performance agronémica reconhecida, provenientes do Banco de
Germoplasma da Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro -
UENF-, em parceria com a Empresa Caliman, localizada em Linhares,ES.

No ano agricola de 2007 foi montado o ensaio experimento utilizando um
delineamento genético estatistico em cruzamentos dialélicos com os 4 genétipos
citados, cruzados dois a dois em todas as combinagdes possiveis instalado na
Estacdo Experimental da Empresa Caliman no municipio de Linhares ES.
Entretanto, apesar dos esforgos empregados para conter o oidio (Ovulariopsis sp),
a doencga provocada por esse fungo impediu alguns cruzamentos de produzirem

frutos, com sementes viaveis para o proposito desse trabalho (Tabela 1).

Tabela 1. Cruzamento dialélico 4 x 4 dos genétipos do mamoeiro Carica papaya
L. Linhares-ES-2007 com os 3 parentai, os 5 hibridos (F¢) e os 5 Fi(s)reciprocos

dos genotipos do mamoeiro Carica papaya L. Linhares — ES. 2007

Genétipos
Genotipos 1-72/12 2 — Golden 3-JS12 4 - Maradol
1-72/12 1x1 X 1x3 1x4
2 - Golden 2x1 2x2 2x3 2x4
3-JS12 3x1 3x2 3x3 X
4 - Maradol 4x1 4x2 X 4x4

As sementes foram removidas dos frutos colhidos desse dialelo quando as
mesmas estavam no estadio 4-5 de maturacdo segundo Aroucha (2004). A
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exotesta, envelope mucilaginoso foi extraido por friccdo sob agua corrente em
peneira metdlica e seca em estufa de acordo com Brasil (1992). Apo6s esta etapa,
as sementes foram transportadas para a UENF para serem submetidas ao teste
de germinagdo em casa de vegetagao.

Avaliacao da germinagao: Este experimento foi conduzido em casa de
vegetacao da UENF, no periodo de inverno no ano agricola de 2008, Campos dos
Goytacazes. As sementes foram semeadas em bandejas de isopor, contendo 200
células. O substrato utilizado foi o Plantmax. Em cada célula semeou uma
semente, em um delineamento estatistico em blocos inteiramente casualizados
(DBC). Utilizou 20 sementes de cada tratamento com 4 repeti¢cdes. As regas eram
feitas todos os dias no periodo das 17:00h.00min e 18:00h.00min.

Andlise genético-estatistica: As andlises de variancias foram processadas

mediante programa computacional SAS e GENES.

Analise de variancia preliminar: A analise de variancia (ANAVA) foi processada
mediante programa computacional SAS e GENES.

Analise dialélica: Griffing (1956) considera que a conveniéncia dos quatro
métodos de andlise dialélica depende do material experimental e dos objetivos do
experimento. Nesse trabalho utilizou-se para a analise dialélica a combinagcao dos
Métodos1 e 4, modelo fixo, Griffing (1956).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A porcentagem média da germinacdo das sementes € apresentada na
Tabela 2. Sendo verificado diferenga significativa entre elas (DMS<0,001).
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Tabela 2. Média da germinagédo dos parentais, hibridos F(s) e Fi(s) reciprocos
em cruzamentos dialélicos de sementes de 4 gendtipos de mamao (Carica

papaya) L.

Cruzamentos Carater avaliado
% média de Germinacao

1x1 0

1x3 0

1x4 0

2x1 6,25

2x2 0

2x3 77,50

2x4 46,25

3x1 96,25

3x2 88,75

3x3 83,75

4x1 18,75

4x2 15,0

4x4 58,75
DMS 9,14

Gendtipos: 1 (72/12), 2 (Golden), 3 (JS12) 4 (Maradol)

Com base na significancia do teste F observada na analise de variancia, as
somas dos quadrados para as médias dos tratamentos foram decompostas em
capacidade geral (CGC) e especifica de combinacao (CEC) e efeito reciproco (E.
R.), conforme o Método1combinado com o Método 4, proposto por Griffing (1956)
(Tabela 3). Os valores dos quadrados médios referentes a CGC e CEC
evidenciando a existéncia de variabilidade aditiva e ndo aditiva foram
significativos, bem como as estimativas dos quadrados médios de ER e efeito
materno, (P<0,01) evidenciando a existéncia de variabilidade aditiva e nao aditiva.

O termo capacidade geral de combinacdo € utilizado para designar o
comportamento médio de um parental em todos os cruzamentos de que participa
(Sprague e Tatum, 1942; Cruz e Vencovsky, 1989; Cruz et. al., 2004) e esta
associado aos efeitos aditivos dos alelos e as agdes epistaticas do tipo aditivo.
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Falconer (1981) definiu CEC como sendo o desvio do desempenho médio de uma
combinagdo particular em relagdo a média dos parentais envolvidos no
cruzamento. A capacidade especifica de combinagcédo (CEC) representa o desvio,
para melhoria ou ndo, de um determinado cruzamento, tomando por base a média
da CGC dos parentais.

Tabela 3. Quadrados médios da capacidade geral de combinacdo (CGC), da
capacidade especifica de combinacdo (CEC), do efeito reciproco, do efeito
materno e do erro de acordo com a combinacdo do Método 1 com o Método 4,
Modelo 1, de Griffing. para a germinacdo de 4 genoétipos de semente do

mamoeiro. Campos dos Goytacazes, UENF, 2008.

FV GL QM
R r-1 3 117,15
G n’1 12 5934, 54 %
P n-1 3 7185,42%*
PxC 1 1 175,76%*
C n(n-1)/2-1 3 5755,73%
CGC n-1 1 15314,06%*
CEC n(n-3)/2 2 976,57%**
Efeito Materno n-1 2 15192,19%*
Efeito  Reciproco 3 23034,37**
Erro 36 41,80
CV:17,11
X: 37,79

** Significativo em nivel de 1% pelo teste F

Os efeitos da capacidade geral de combinacgao (§i) fornecem informacdes a
respeito das potencialidades do parental em gerar combinagdes favoraveis a
formacdo de genes predominantemente aditivos em seus efeitos (Tabela 4).
Quanto mais altas forem essas estimativas, positivas ou negativas, determinado
parental sera considerado muito superior ou inferior aos demais incluidos (Cruz et
al., 2004). Todavia, os efeitos da CEC enfatizam a importancia de interacées nao
aditivas resultantes da complementagdo génica entre os parentais (Tabela4),
possibilitando antever respostas de ganho genético com a exploracao da heterose
(Bastos et al., 2003).
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Tabela 4. Efeito do quadrado médio da capacidade geral de combinacao (gi) para
a germinacao de 4 gendtipos de sementes de mamao. Campos dos Goytacazes,
UENF, 2008.

Gendtipos Efeito de (gi) da germinacdo
72/12 -30,937

Golden 30,938
JS12 7,813

Maradol -7,813

Assim, a combinacao hibrida mais favoravel deve ser, portanto, aquela que
apresentar maior estimativa de capacidade especifica de combinacao (5ij) e que
seja resultante de um cruzamento em que pelo menos um dos parentais
apresente elevada capacidade geral de combinacéao (Cruz et al., 2004). Os efeitos
de (8ij) também sdo uteis para determinar as melhores combinagdes hibridas,
mas assim como a (gi), os efeitos (Sij) ndo especificam sozinhos qual dos
genitores deve ser utilizado como parental feminino ou masculino no cruzamento
(Bordallo et al, 2004), ou seja nao indicam qual a melhor direcdo a ser seguida.
Para obter sucesso no cruzamento entre 0os genoétipos, deve-se levar em

consideracgao o ER (Tabela 4) e o efeito materno.
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Tabela 5. Efeitos da estimativa dos quadrados médios da capacidade especifica
de combinacéo e reciproco (sii e sij sji) para a caracteristica germinagado de
4gendtipos de semente de maméo. Campos dos Goytacazes, UENF, 2008

Efeitos Caréater avaliado

Sii, sij sji) Germinacao

1x1 0

1x3 -19,35

1x4 -11,56

2x1 -24,68

2x2 0

2x3 27,187

2x4 3,75

3x1 76,88

3x2 38,43

3x3

4x1 38,43

4x2 -27,50

4x4

Gendtipos: 1 (72/12), 2 (Golden), 3 (JS12) 4 (Maradol)

Em um cruzamento reciproco, onde um genitor é usado ora como fémea,
ora como macho. Se a heranga do carater for controlada apenas por genes
nucleares, os F(s) e seus F1(s) reciprocos serdo fenotipicamente idénticos.
Entretanto, ha caracteristicas em que os Fi(s) e os F1(s) reciprocos apresentam
fenotipos diferentes. Nesse trabalho constatou que houve diferenga significativa
para a caracteristica germinacao das sementes de mamao dependendo do sexo
do genitor.

Verificou que os genoétipos Golden e 72/12 apresentaram os efeitos de (§i)
superiores em magnitude 30, 937 e -30,937, respectivamente (Tabela 4) em
comparagcdao aos demais gendtipos. Porém, a média dos quadrados dos
efeitos(sij) e o efeito reciproco apresentaram valores negativos apesar de
significativos. Assim, o cruzamento Golden x 72/12 n&o deve ser recomendado
para cultivos comerciais apesar do alto valor do efeito de (gi) para o gendétipo
Golden. Nao ha dados suficientes para informagdes do cruzamento com Golden
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sendo o genitor masculino e 72/12 o genitor feminino face ao fato de néo ter
obtido sementes para germinar.

Verificou que o cruzamento Golden x JS12 apresentou um valor alto dos
efeitos de (sij ) indicando a presenga dos efeitos génicos de dominancia. Porém,
tendo em vista o alto valor do efeito de (gi) para Golden, deve se considerar
também os efeitos aditivos. O efeito reciproco positivo, entre Golden x JS12 indica
a contribuicdo da heranca materna no controle da germinagao, permitindo assim
que a heterose do hibrido possa ser explorada. Para os efeitos de sij, de todos os
hibridos o maior valor e de sinal positivo foi constatado como resultado do
cruzamento de Golden x 72/12, pois Golden favorece a germinacao por
apresentar o maior valor positivo de (gi) para a germinacgao, e fica evidente nesse
cruzamento a heranca materna no controle da germinacdo dos gendtipos desse
dialelo.Mas esse cruzamento ndo deve ser indicado para plantios comerciais, pois
a porcentagem da germinacao foi muito baixa. No cruzamento Golden x Golden a
germinagcdo também foi baixa. No entanto os cruzamentos JS12 x Golden
apresentaram germinagao de quase 90%.

Nesse trabalho constatou que houve diferenga significativa para a
caracteristica germinacdo das sementes de mamé&o dependendo do sexo do
genitor. Cruzamentos cujo fenétipo do genitor feminino sempre prevalece, explica-
se por duas alternativas; por causa da contribuicdo dos seus genes
extracromossdmicos encontrados no citoplasma do genitor fémea. E a segunda
explicacdo é que ha também genes nucleares no genitor feminino que sao
responsaveis por determinadas condicées do citoplasma do 6vulo, podendo ser
um produto génico (Ramalho et al, 2004). Para plantios comerciais o cruzamento
JS12 x 72/12 pode ser indicado, pois apresentou resultados na porcentagem de
germinagao superior a todas as demais combinacdes desse dialelo, acima de
90%. Entretanto, o cruzamento 72/12 x JS12 ndo deve ser recomendado para
plantios comerciais, devido a baixa germinagdo constatada. Esse resultado mais
uma vez colabora para a afirmacédo que a germinagdo das sementes de mamao,
esta sob controle do efeito maternal, pois 0 JS12 como genitor feminino se
destacou, e a polinizagdo com 72/12 nao influenciou negativamente na
germinagao como era de se esperar. O efeito reciproco nesse cruzamento 72/12 x
JS12 foi 0 que apresentou maior valor. A herangca materna quando detectada é
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eficiente na contribuicdo de direcionar os cruzamentos no sentido da obtengéo
dos melhores hibridos.

O alto valor do efeito de (@i) do gendtipo 72/12 mesmo que negativo,
significa que o mesmo possui potencial para ser utilizado em um programa de
melhoramento genético para melhorar a qualidade em germinar das sementes de
Carica papaya L. Segundo Oliveira Junior et al. (1999), aqueles parentais com as
maiores estimativas positivas ou negativas de §i seriam potencialmente favoraveis
quanto as suas contribuicdes em programas de melhoramento intrapopulacional.
Os efeitos da sij para Golden x Maradol também contribuiram positivamente para
a germinacao, face ao seu valor e o efeito de (gi). O efeito reciproco negativo
indica que Maradol influencia negativamente a performance de Golden. Nos
demais cruzamentos, todos os efeitos reciprocos apresentaram valores altos e
positivos. O genétipo JS12, assim como o Golden, foram os que quando
presentes em um cruzamento apresentaram as maiores porcentagens de
germinagao. Entretanto, JS12 foi 0 que apresentou as maiores porcentagens de
germinacdo, acima de 80%. Esse genotipo, JS12, de acordo com esse
experimento, é indicado para programa de melhoramento genético, para melhorar
a germinacao das sementes de Carica papaya L. devido a sua boa capacidade de
combinar com outros gendétipos, tanto quanto a sua capacidade especifica de
combinar como genitor feminino com 72/12, com o Golden em ambos os sentidos,
ou seja como fémea ou como macho e consigo proprio, evidenciando também a

presenca de efeitos génicos de dominancia.

CONCLUSOES

O uso dos cruzamentos dialélicos para a germinacdo de sementes de
Carica papaya L. forneceu informacgdes relevantes. Os efeitos de (gi) de (sij) ER e
efeitos maternais, foram significativos. A presenca da heranga materna para a
germinacgao evidenciada nos hibridos indica que somente a estimativa da (sij) ndo
é indicador da superioridade ou inferioridade de um genétipo. E imprescindivel
que considere no cruzamento qual genétipo serd o progenitor feminino e o

masculino.
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Os melhores genotipos para combinar com os demais foram o Golden e o
JS12. O gendtipo JS12 foi o mais promissor, apresentando heranga aditiva e ndo
aditiva tanto com os hibridos Fy() e Fy() reciprocos com as maiores porcentagem
de germinagdo. O gendtipo 72/12 e Golden devido aos efeitos de (gi) sé&o

indicados para serem usados em programas de melhoramento intrapopulacional.
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4 RESUMO E CONCLUSOES

Os experimentos realizados nesses trabalhos sao pioneiros e apresentaram
resultados muito relevantes para condugéo, e planejamento de um programa de
melhoramento, cujo atributo agrondmico analisado foi a germinagdo das sementes
de diferentes gendtipos de mamé&o. Pois a caracterizagdo do germoplasma foi
realizada por meio de pesquisas morfoldégicas das estruturas das sementes do
mamoeiro Os gendtipos utilizados foram Sunrise Solo 783 e Formosa Roxo 45
representantes dos grupos ‘Solo’ e ‘Formosa’ de Carica papaya L. Duas estruturas
foram verificadas no tegumento, em ambos os gendtipos, sendo a primeira de fora
para dentro, a testa, que é constituida pelas camadas exotesta, mesotesta e
endotesta e a segunda estrutura é o tégmen. Em ambos foi verificado o
endosperma de coloragdo branca leitosa, que envolve o eixo embrionario e os
cotilédones também de coloracdo branca leitosa. Estes por sua vez sado de
consisténcia firme e encontram-se bem aderidos ao endosperma, em ambos 0s
gendtipos. No Sunrise Solo 783 observou-se a presenca de sementes chochas. Os
estudos anatémicos permitiram observar que as células da mesotesta dos dois
gendtipos estudados mostraram diferengas anatémicas em relagdo ao tamanho e
formato, sendo verificado também diferenga na proporgéo de células da camada
cristalifera em ambos os gendétipos, Sunrise Solo 783 possui células maiores e mais
alongadas, além de um maior nimero de camada de células contendo cristais de
oxalato quando comparadas com as células do Formosa Roxo 45. Nas células do
tégmen foi verificado também diferencas estruturais, nos dois genétipos estudados.
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As células do endosperma contém lipidios, camada protéica de aleurona, porém
desprovidas de amido tanto no Sunrise Solo783, quanto no Formosa Roxo 45. As
células do eixo embrionario e dos cotilédones em ambos 0s genétipos contém
granulos de amido.

A técnica de raios-X permitiu visualizacdo satisfatéria das estruturas
internas das sementes de mamoeiro possibilitando a discriminacdo de classes
anatdbmicas das sementes possivelmente associadas a germinacdo. Sendo a
exposicdo a radiacao 20 kV/1,5 minutos que gerou imagens radiograficas mais
apuradas das sementes. As classes anatdbmicas constatadas pelo teste de raios-X,
indicaram que as sementes cheias, ou seja, aquelas que incluem as sementes cuja
analise radiografica permitiu visualizar todas as estruturas corresponderam a 83%
das sementes germinadas.

Foi verificado que as estruturas possuem uma agdo coordenada
influenciando a germinagdo. O endosperma influencia negativamente na
germinac¢do quando na auséncia do tegumento. Por outro lado o tegumento, com a
exotesta ausente, ndo prejudicou a germinagdo das sementes do mamoeiro. As
sementes intactas e as sementes contendo apenas o eixo embrionario e 0s
cotilédones germinaram normalmente, e ndo houve diferenga na porcentagem de
germinacgao entre as mesmas.

Os resultados indicam a viabilidade dos cruzamentos dialélicos em
potencializar informacdes sobre a germinacdo. A germinacdo das sementes
oriundas desse cruzamento dialélico apresentou estimativas dos quadrados médios
da CGC e CEC assim como os efeitos (gi) e (sij), significativos, indicando a
presenca de genes aditivos e nao aditivos. Os resultados para o ER e o efeito
materno, também foram significativos. Golden apresentou supremacia em relagao a
todos gendétipos estudados, tanto para os efeitos de (gi) quanto para (sij) .Golden
portanto pode ser indicado para plantios comerciais e também em programas de
melhoramento intrapopulacional, o 72/12 também pode ser, pois o valor dos efeitos
(gi) foi alto, apesar de negativo. O ER foi significativo em todos os cruzamentos,
ressaltando para o produtor, entretanto, que a germinacao das sementes estudadas
possui heranga controlada por genes maternos, excluindo assim a possibilidade de
efeito xénia. A titulo de exemplo, é apresentado os cruzamentos 72/12 x JS12, cuja
germinacgao foi muito baixa, e 0 seu reciproco JS12x 72/12 foi o0 que apresentou a
maior porcentagem de germinacdo. Vale ainda ressaltar que essa informacgao que
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permite direcionar os cruzamentos para obtencdo de hibridos superiores é
imprescindivel para o sucesso do programa de melhoramento genético, para
plantas como o0 mamoeiro que num cruzamento ora € fémea, ora € macho.

No entanto apesar da semente ser 0 6rgdo que contem todas as informacgdes
sobre a planta, e ser a principal maneira de propagacao do mamoeiro, a mesma €&
pouco pesquisada. As informagbes obtidas nesse trabalho s&o pioneiras, basicas,
com um cunho de relevancia mais pratico, iniciando com o estudo da caracterizacao
da semente, até o estudo sobre a viabilidade dos cruzamentos dialélicos em
fornecer informagbes Uteis, para desenvolver sementes hibridas nacionais com
melhores e maiores porcentagem de germinagcao € menos onerosas.

Assim é mister dar continuidade aos trabalhos realizados, pois tendo em
conta o que foi verificado nos cruzamentos dialélicos, é possivel avaliar outros
parametros genéticos importantes, como herdabilidade, heterose etc. Além do
suporte da biologia molecular, engenharia genética; transcriptoma, que por sua
vez possibilita chegar ao gene que inibe a germinagdo (comunicagdo pessoal,
planejado com Dr Renato Mendes Guimaraes, Laboratério de anélise de sementes
UFLA).
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