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RESUMO

FREITAS, Lyzia Lemos; M.Sc. Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy
Ribeiro; Marco 2013; Efeito da temperatura sobre a germinacao in vitro de graos
de pdlen em dois gendtipos de mamoeiro (Carica papaya L.); Orientadora: Telma
Nair Santana Pereira; Conselheiros: Messias Gonzaga Pereira e Alexandre Pio
Viana.

Considerando que a temperatura, alta ou baixa, tem um efeito maléfico no
desenvolvimento das plantas e em especial na fase reprodutiva das espécies,
este trabalho foi estabelecido visando definir a temperatura ideal para a
germinacao in vitro dos gréos de pdlen de mamoeiro. Primeiramente, foi realizado
um experimento para definir o melhor meio de cultura para a germinacao in vitro
dos grdos de polen e posteriormente, foi realizado outro experimento com o
cultivo in vitro dos graos de pdolen em diferentes regimes de temperatura. Assim,
no primeiro experimento graos de pdélen de dois gendtipos de mamoeiro, JS12 e
UENF/CALIMANO1, foram incubados em meio de cultura constituidos por
diferentes combinacfes de sacarose (0, 5, 10, 15%) e acido bodrico (0; 7,5 e
15ppm), a temperatura ambiente por seis horas. Houve diferencas significativas a
1% de probabilidade para todas as fontes de variagdo, com excec¢ao da interagao
genotipo x acido borico. A combinagdo especifica sacarose x acido borico
promoveu os melhores percentuais de germinacao in vitro dos graos de poélen nos
dois genotipos, sendo, entretanto esta resposta dependente da concentracdo dos
constituintes do meio de cultivo. Embora tenha ocorrido diferenca na resposta dos
genotipos quanto aos tratamentos testados, o meio constituido por 5% de
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sacarose e 15ppm de acido bérico forneceu os melhores indices de germinacéo,
75,33% para JS12 e 82,33% para UENF/CALIMANO1, e crescimento do tubo
polinico para os dois gendtipos, e por isso foi definido como o meio 6timo de
germinacao in vitro dos grdos de pélen do UENF/CALIMANO1 e JS12. Apos a
determinacdo do meio 6timo para germinacgdo, este foi utilizado no segundo
experimento, com objetivo de avaliar o efeito da temperatura na germinacao bem
como definir as temperaturas cardinais (Tmin, Tom:» Tmax). Para tal, os graos de
polen foram distribuidos no meio de germinacdo (5% sacarose/15ppm de acido
bdrico) e incubados, por quatro horas, em seis temperaturas constantes (15 a
40°C, em intervalos de 5°C). Diferencas significativas a 1% foram observadas nos
percentuais de germinacdo para todas as fontes de variagcdo, gendtipo,
temperatura e genétipo x temperatura. Em temperatura baixa (15°C) poucos
foram os grdos de podlen germinados, e observou-se aumento gradual da
germinacao até um valor maximo a 30°C, com percentuais de germinacdo de
81,72% e 78,04% para JS12 e UENF/CALIMAN, respectivamente; acima desta
temperatura, os indices de germinacdo decresceram. As temperaturas cardinais
(Tmins Totm: Tmax) €Stimadas foram 15,9°C, 27,9°C e 39,9°C para 0 JS12 e 16,5°C,
28,5°C e 40,3°C para UENF/CALIMANOL. Estas temperaturas cardinais permitem
inferir a temperatura minima, abaixo da qual ndo havera germinacéo, a 6tima que
propicia maximo de germinacdo e a maxima, acima da qual nao havera

germinacao dos graos de poélen desses genotipos.
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ABSTRACT

FREITAS, Lyzia Lemos; M.Sc. Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy
Ribeiro; March 2013; Effect of temperature on the in vitro germination of pollen
grains in two papaya genotypes (Carica papaya L.) genotypes; Adviser: Telma
Nair Santana Pereira; Comitee Members: Messias Gonzaga Pereira and
Alexandre Pio Viana.

Considering that the temperature, high or low, has negative effects in the plant
development and specifically in the reproductive phases, this work was
established in order to define the optimal temperature for in vitro pollen grains
germination in two papaya genotypes. First, an experiment was conducted to
define the best culture medium for in vitro pollen germination and subsequently,
another experiment was realized with in vitro culture of pollen grains in different
temperature regimes. Thus, the first experiment pollen grains of two papaya
genotypes, JS12 and UENF/CALIMANO1, were incubated in culture medium
consisting of different combinations of sucrose (0, 5, 10, 15%) and boric acid (0;
7,5 e 15ppm), at room temperature for six hours. Significant differences were
observed at 1% of probability for all sources of variation, except the interaction
genotype x boric acid. The combination sucrose x boric acid provided the better
germination rates in both genotypes, however this response dependent on the
concentration of constituents of the culture medium. Although there was a
difference in the genotypes behavior among treatments tested, the medium with
the maximum percentage of pollen grain germination, 75,33% for JS12 and
82,33% for UENF/CALIMANO1, and pollen tube growth for both genotypes was
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obtained when sucrose concentration was 5% and boric acid was 15ppm, and
therefore was defined as the optimal pollen germination medium for JS12 and
UENF/CALIMANO1. After determination the optimal germination medium, these
were used in the second experiment, with objective to study the effect of
temperature on germination and to determine the cardinal temperatures (Tmin, Topt,
Tmax). TO do that, the pollen grains was distributed in the medium germination (5%
sucrose/15ppm boric acid) and incubated, for four hours, in six constant
temperatures (15 to 40°C, at 5°C intervals). Significant differences on the
percentage of pollen germination were observed at 1% probability for all sources
of variation, genotype, temperature and genotype X temperature. At low
temperature (15°C) were few pollen grains germinated, and observed gradual
increase to a maximum germination at 30°C, with germination percentage of
81,72% and 78,04% for JS12 and UENF/CALIMANO1, respectively; above this
temperature, the germination rates decreased. The cardinal temperatures (Tmin,
Topt: Tmaxy Were 15,9°C, 27,9°C and 39,9°C for JS12 and 16,5°C, 28,5°C and
40,3°C for UENF/CALIMANOL. These cardinal temperatures allow us to infer the
minimum temperature, below which no germination, the optimal that provides

maximum germination and the maximum, above which no germination.



1. INTRODUCAO

O mamoeiro (Carica papaya L.) é cultivado em regides tropicais e
subtropicais e consumido em diversas regides do mundo; é uma cultura de
grande importancia para a balanca comercial do Brasil, ja que o pais é o segundo
maior produtor de mamé&o do mundo estando atras apenas da india (FAOSTAT,
2012). E sabido que a cultura € muito influenciada por fatores ambientais, sendo a
temperatura e umidade os mais citados na literatura. As altas temperaturas no
verdo causam ao mamoeiro a esterilidade feminina de suas flores hermafroditas,
fenbmeno este conhecido como esterilidade de verdo ou reversdo sexual; as
temperaturas de inverno causam a pentandria e carpeloidia (Arkle Jr. &
Nakasome, 1984; Almeida et al., 2003; Damasceno Junior et al., 2008b). Essas
anomalias florais sédo tdo importantes na cultura que os melhoristas de mamoeiro
procuram selecionar genoétipos que apresentem uma frequéncia minima (até 10%)
dessas anomalias (Costa & Pacova, 2003).

Considerando que ha uma grande preocupacdo do mundo cientifico
quanto as alteracbes climaticas que estdo acontecendo no nosso planeta, é
importante se conhecer as influéncias das oscilagbes de temperatura nas
culturas, especialmente, nas que produzem alimentos. E sabido que temperaturas
altas ou baixas podem causar danos em todas as fases de desenvolvimento da
planta (Zinn et al., 2010) com especial referéncia a fase reprodutiva. O estresse
devido a temperatura, alta e baixa, tem varios efeitos na fase reprodutiva das

plantas o que pode contribuir para a reducdo da producdo de sementes. Dentre



esses efeitos temos a falta de sincronismo no desenvolvimento dos 6Orgaos
reprodutivos (Herrero, 2003, Hedhly et al., 2008) defeitos na estrutura e funcao
dos tecidos da corola, dos carpelos, e estames (Morrison & Stewart, 2002) e
também na formacédo dos gametas (Hedhly, 2011). Altas temperaturas afetam na
quantidade e morfologia do pélen, deiscéncia da anteras, arquitetura da parede
do gréo de podlen, bem como a composi¢cdo quimica, o metabolismo do gréo de
polen, a viabilidade polinica a capacidade de germinacéo e o crescimento do tubo
polinico (Hedhly et al., 2008).

Altas temperaturas também aceleram o desenvolvimento do 6rgéo
feminino, estigma e 6vulo, reduzindo o tempo de receptividade ao gréo de polen;
por outro lado as baixas temperaturas desaceleram o desenvolvimento do érgdo
feminino prolongando a receptividade do estigma e a longevidade dos 6vulos
(Hedly et al., 2003, Cerovic et al., 2000). De acordo com Zinn et al., (2010) um
Gnico dia quente ou noite fria, proximo da fertilizacdo pode ser fatal para o
sucesso reprodutivo de muitas plantas.

Considerando estes fatos, o desenvolvimento de gendtipos que
apresentem tolerancia a altas temperaturas € de grande importancia. Entende-se
por tolerancia ao aguecimento ou a altas temperaturas a habilidade da planta se
desenvolver e reproduzir sob estresse (aguecimento). E entende-se por estresse
ao aquecimento quando a temperatura se eleva acima de um limite por um
periodo de tempo suficiente para causar danos ao desenvolvimento e reproducao
da planta (Wahid et al., 2007). Alguns autores acreditam que as temperaturas
noturnas séo os fatores mais limitantes, outros argumentam que as temperaturas
diurnas ou noturnas ndo afetam a planta independentemente e que a temperatura
média diurna é mais importante na resposta da planta a alta temperatura, tendo a
temperatura do dia um efeito secundario (Peet & Willits, 1998).

Tradicionalmente, os programas de melhoramento de plantas tém
concentrado esfor¢cos no desenvolvimento de cultivares com alta producdo em
ambientes favoraveis (sem estresse); tais esfor¢cos tém sido bem sucedidos em
aumentar a eficiéncia da producdo por unidade de area e tem resultado em
aumentos significativos na producao total (Warren, 1998). De acordo com Blum
(1988) o melhoramento genético de plantas para tolerdncia ao estresse pode

auxiliar o processo de producdo em ambientes desfavoraveis (aquecimento).



Um método comum de selecdo de plantas tolerantes ao aguecimento tem
sido cultivar gendtipos em ambientes com estresse (alta temperatura) e identificar
individuos com grande potencial produtivo (Ehlers & Hall, 1998); entretanto, sob
essas condicdes a presenca de outros fatores causadores de estresse tais como
insetos-pragas tem tornado a selecdo muito dificil especialmente durante o
periodo reprodutivo.

O grande desafio dos melhoristas de plantas € a identificacdo de um
método de screening e de critérios de selecao efetivos para facilitar a deteccao de
genotipos tolerantes ao aquecimento. O indice de Tolerancia ao Aquecimento
(HTI) para a recuperagdo do crescimento apds a exposicdo a altas temperaturas
foi proposto para sorgo (Young et al., 2001) porém nédo foi testado em outras
culturas. A germinacao de grdos de polen e o crescimento do tubo polinico sdo
considerados bons critérios na identificacdo de gendétipos tolerantes, apesar de
serem considerados como um critério adicional de selecéo indireta de gendtipos
tolerantes (Berry & Rafique-Uddin, 1988).

Varios autores tém utilizado a germinacao in vitro dos graos de pdlen e o
crescimento do tubo polinico como uma metodologia para a identificacdo da
resposta dos gendtipos quanto a sua tolerdncia a altas temperaturas. Em
Capsicum a germinacao in vitro e o crescimento do tubo polinico, sob condi¢cdes
de temperatura controlada, foram utilizados para estimar o indice de Resposta
Cumulativa de Temperatura (IRCT) e foram identificados acessos tolerantes (C.
annuum cv. Mex Serrano — México), intermediarios (C. chacoense - acesso 1312 -
Argentina e o acesso Cobanero — Guatemala) e sensiveis (C. frutescens - Early
Spring Giant — China, C. annuum - Long Green — Corea do Sul, e C. pubescens
da Guatemala). Os acessos tolerantes irdo fazer parte do programa de
melhoramento visando o desenvolvimento de cultivar tolerante a altas
temperaturas (Reddy & Kakani, 2007).

Em soja foi realizado um estudo semelhante com 44 gendétipos e foram
identificados 13 tolerantes, 22 intermediarios e 9 sensiveis a altas temperaturas;
0s autores concluiram que a germinagéo in vitro e o crescimento do tubo polinico
devem ser usados em screening de gendétipos para tolerancia ao aquecimento
(Salem et al., 2007). Kakani et al. (2002) também utilizaram a germinag&o in vitro
e o crescimento do tubo polinico para identificar genétipos tolerantes a altas

temperaturas avaliando 21 gendtipos de amendoim e identificaram sete como



tolerantes, nove como intermediarios, e cinco como sensiveis; 0s autores através
da andlise de componentes principais concluiram que a percentagem maxima de
graos de pdlen germinados e o crescimento do tubo polinico sédo as
caracteristicas mais importantes do gréo de pélen na determinacédo de tolerancia
genotipica para altas temperaturas.

Em mamoeiro apesar da grande influéncia da temperatura na ocorréncia
de problemas na expresséao sexual de suas flores e a esterilidade de verdo, pouco
se tem feito quanto a questdo da viabilidade polinica via germinacdo in vitro e
crescimento do tubo polinico, porém alguns estudos indicam que o gréo de pélen
do mamoeiro é sensivel as oscilagdes da temperatura (Cohen et al., 1989, Tamaki
et al., 2011) tendo sido observado altas taxas de germinacéo de grao de p6len em
temperaturas entre 20 e 25°C e baixas em temperaturas abaixo de 15°C e acima
de 30°C.

Devido a importancia econémica do mamoeiro e devido a importancia do
tema, essa dissertacao foi conduzida durante o verdo 2012/2013 em Campos dos
Goytacazes. Para tal, primeiramente foi necessario determinar o meio de cultura
adequado para o cultivo in vitro dos grdos de pdlen de dois gendtipos de
mamoeiro, JS12 e UENF/CALIMANO1 (Capitulo 1); posteriormente, foi avaliado o
efeito da temperatura sobre a germinacdo dos grdos de pdlen e com base nos
dados estimou-se as temperaturas cardinais de germinacao in vitro dos graos de
pbélen do mamoeiro (Capitulo 2).



2. OBJETIVOS

Esta pesquisa teve por objetivo geral estimar as temperaturas cardinais
para a germinacao in vitro dos grdos de polen em dois genoétipos de mamoeiro,

JS12 e UENF/CALIMANO1.

Os objetivos especificos foram:

a) Determinar um meio de cultura constituido com sacarose e &cido
borico adequado para a germinacdo in vitro dos grados de podlen e

crescimento do tubo polinico;

b) Analisar o efeito de diferentes temperaturas na germinacao in vitro dos

graos de pélen.



3. CAPITULOS

3.1. GERMINACAO IN VITRO DE GRAOS DE POLEN DE DOIS GENOTIPOS
DE MAMOEIRO (Carica papayalL.)

3.1.1. INTRODUCAO

A dupla fertilizacdo, uma caracteristica Unica das angiospermas, € um
processo acurado e sutil. Considerando que os gametas femininos (oosfera e
ndcleos polares) estdo localizados em tecido materno do ovario e do 6vulo,
respectivamente, os mesmos nao estdo acessiveis aos gametas masculinos
(ntcleos espermaticos) que ndo tem mobilidade. Assim, as angiospermas
apresentam uma forma especial de promover a fertilizacdo dos gametas
masculinos e femininos (Marton & Dresselhaus, 2010). Apds a queda dos graos
de polen sobre o estigma, ocorre a hidratacdo, germinacdo dos polens na
superficie do estigma, a formacdo dos tubos polinicos que vao penetrar nos
espacos intercelulares entre as papilas do estigma, e o crescimento dos tubos
através do tecido de transmissdo em direcdo ao estilo, ovéario e 6évulos (Méarton &
Dresselhaus, 2010). Qualquer falha nesse processo pode causar a néao
fertilizacdo e consequentemente a ndo formacdo de sementes, importante para a

reproducdo das espécies propagadas sexuadamente.



Como um primeiro passo para o sucesso da fertilizacao, tém-se o grao de
pélen que no momento da polinizacdo deve estar na sua viabilidade plena para
poder percorrer o caminho em direcdo aos o6vulos. Assim, estudos sobre a
viabilidade polinica sdo importantes para se entender as chances que o grao de
pélen tem de germinar no estigma da flor, crescer o tubo polinico e liberar os
ndcleos espermaticos que irdo fertilizar a oosfera e os nucleos polares (Dafni,
1992). Além disso, através da estimativa da viabilidade se pode monitorar o vigor
do pdlen durante a conservacdo, estudar a interacdo polen-pistilo, dentre outros
(Dafni & Firmage, 2000).

Ha pelo menos cinco metodologias para se estimar a viabilidade polinica:
a) medidas de respiracdo ou condutividade quimica do polen (raramente usado);
b) técnicas de coloracao; c) germinacao in vivo e in vitro; d) conteddo de prolina;
e) capacidade de frutificacdo (Stanley & Linskens, 1974). A germinacgao in vitro
mede a capacidade germinativa do grdo de pdélen sob condigBes especificas e
revela o estado de reserva, as condicdes da membrana e a taxa de conversdo. E
um método rapido, simples, e em muitas espécies esta correlacionado com o
pegamento do fruto e da semente (Dafni & Firmage, 2000).

O sucesso da germinacdao do grdo de pélen in vitro é influenciado por
alguns fatores como os constituintes do meio de cultura, a temperatura e o tempo
de incubacéo (Taylor & Hepler, 1997). O meio basico é constituido de sacarose,
que fornece energia para o desenvolvimento do tubo polinico, e de acido bérico
que estimula o crescimento do tubo polinico, podendo variar a presenca e
concentracdo de outros nutrientes (Miranda & Clement, 1990). Embora, a
literatura reporte que uma fonte de carbono e de boro é suficiente para a
germinacdo do pdlen, ndo sendo obrigatoriamente necessaria a presenca de
outros nutrientes (Galletta, 1983).

Varios autores tém estudado o efeito das oscilacdes da temperatura na
reproducdo das plantas propagadas sexuadamente utilizando como
caracteristicas o percentual de germinacdo de grdos de polen in vitro (Hedhly,
2011; Prasad et al., 2011; Zinn et al., 2010; Wahid et al., 2007; Reddy & Kakani,
2007; Hedhly et al., 2005). Em mamoeiro poucos sao os trabalhos que reportam a
influéncia das oscilacdes de temperatura na reproducdo da espécie; entretanto,
Tamaki et al., (2011) estudando o efeito da variacdo sazonal na reproducédo de

‘Sunrise  Solo’, cultivado no Japao, observaram que a percentagem de



germinacao de grédos de pélen foi alta (52% - 78%) quando a temperatura estava
em torno de 22,2 — 27,2°C e baixa (5-32%) quando a temperatura estava em
torno de 14,6 — 18,1°C e que ndo houve germinacgdo de pélen com a temperatura
variando de 28,2 a 30,5°C.

A viabilidade do gréo de polen em mamoeiro tem sido estimada,
principalmente, via coloracdo. Damasceno Junior et al. (2008a) estimaram a
viabilidade polinica utilizando a solucéo tripla de Alexander e o diacetato de
fluoresceina, e observaram que ‘Tainung01’ apresentou as maiores médias de
viabilidade polinica, 94,30%, enquanto ‘Golden’ teve média de 82,28%. Em outro
estudo, Damasceno Junior et al. (2010) observaram que a viabilidade polinica de
‘Sunrise Solo” foi de 96%. Bajpai & Singh (2006), estimaram para cultivares de
mamoeiro na india, uma viabilidade polinica de 50% observando que fatores
abidticos como temperatura podem ter contribuido para um valor baixo de
viabilidade polinica no material estudado. Como se pode observar a viabilidade
polinica do mamoeiro pode variar de acordo com as variedades e climas
corroborado por Magdalita et al. (1998).

Considerando a importancia do tema, decidiu-se determinar qual o meio
de cultura ideal para o mamoeiro, ja que este é 0 primeiro passo para que se
possa definir as melhores condi¢cdes para a germinacdo in vitro dos grédos de
polen. Assim, neste trabalho objetivou-se definir o melhor meio de cultura para a
germinacdo in vitro de grdos de podlen de mamoeiro utilizando diferentes

combinacdes de sacarose e acido borico.

3.1.2. REVISAO DE LITERATURA

Aspectos gerais da cultura

O mamoeiro pertence ao género Carica, familia Caricaceae, ordem
Violales, subclasse Archichlamydeae e classe Eudicotyledoneae (Badillo, 1971).
O principal centro de origem da familia € o continente americano, com maior

ocorréncia na América do Sul. O mamoeiro, especificamente, tem como centro de



origem o noroeste da América do Sul, vertente Oriental do Andes, precisamente
na Bacia Amazonica Superior, local de maior diversidade genética da espécie
(Badillo, 1971).

A cultura é cultivada e consumidas nas regides tropicais e subtropicais,
sendo os principais produtores a india, Brasil, Indonésia, Nigéria e México. No
periodo de 2008-2010, a América do Sul foi responsével por 23,09% da producao
mundial de mamao (FAOSTAT, 2012), tendo o Brasil como principal produtor.
Dentro da producéo brasileira, destacam-se os estados do Espirito Santo e a
Bahia que concentram cerca de 86% da producao nacional (Agrianual, 2011).

O mamoeiro é uma espécie dipléide com 2n=2x=18 cromossomos, sendo
a maioria metacéntricos com tamanho variando de 2,28um a 1,52um (Damasceno
Junior et al., 2009a); a constricdo secundaria se encontra no cromossomo 1
proxima do centrdmero (Araujo et al., 2010). E uma espécie preferencialmente
autégama com cleistogamia (Damasceno Junior et al., 2009b), apresenta meiose
normal com nove pares de bivalentes (Damasceno Junior et al., 2010) e um
genoma relativamente pequeno (2C=0,65 pg) sendo as bandas do tipo AT
(63,49%) predominantes (Araujo et al., 2010). Em termos cromossémicos a
espécie se diferencia da outras espécies Caricaceas (V. cundinamarcensis e V.
goudotiana) por apresentar trés pares de sitios 5S e um par de sitio 18S (Costa et
al., 2008).

Trés tipos florais sdo encontrados no mamoeiro: flores estaminadas ou
masculinas encontradas em plantas masculinas; flores pistiladas encontradas em
plantas femininas e flores hermafroditas ou completas encontradas em plantas
hermafroditas. O sexo das plantas é determinado pela presenca de um gene com
trés formas alélicas (M1, M,, e m) sendo M;m o gendtipo das plantas masculinas,
M.m os das plantas hermafroditas e mm das femininas (Hofmeyr, 1938; Storey,
1938). Com o auxilio da biologia molecular, outra teoria estabeleceu que a
determinacdo do sexo das plantas de mamoeiro € devido a presenca de um
cromossomo sexual primitivo, sendo as plantas masculinas XY, as hermafroditas
XY", e as femininas XX (Ming et al., 2007).
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Formacé&o dos gametas

A gametogénese ocorre em células especiais que, apos sofrerem divisao
celular originam o gameta masculino e o feminino. A formacdo de gametas esta
sob controle genético e irregularidades ocorridas ao longo do processo podem
resultar no surgimento de gametas estéreis (Horner & Palmer, 1995; Robinson —
Beers et al., 1992).

A formacéo do grao de pdlen, gameta masculino, ocorre no saco polinico
durante o desenvolvimento da antera e apresenta duas fases: microesporogénese
e microgametogénese. Na microesporogénese, as células esporogénicas primarias
diferenciam-se até que alcancem o estadio de células mée de micrésporos. Cada
uma destas sofre meiose gerando, assim, quatro nucleos hapléides (microsporos).
A microgametogénese € caracterizada pelo inicio da formacdo do gameta
propriamente dito, correspondendo a uma série de divisbes mitdticas que geram o
grao de polen maduro, podendo o mesmo ser bicelular ou tricelular (Palmer et al.,
1992).

Os estadios de desenvolvimento do gréo de pdlen desde células maes de
micrésporos até o grado de pélen maduro foram descritos e a formacgéo do gréo de
pélen segue o padrdo normal de desenvolvimento, ou seja, as ceélulas
esporogénicas sofrem divisbes meiodticas, formando micrésporos que ap0s mitose
ddo origem ao grao de podlen; a microgametogénese é caracterizada por divisédo
mitética assimétrica de cada microsporo dando origem a gréos de poélen binucleados
(Santos et al., 2008).

Damasceno Junior et al. (2009b) concluiram através de analise
histoquimica que os graos de pélen do mamoeiro sdo de natureza lipidica. Devido
a sua natureza hidrofébica, os lipidios restringem a perda de 4gua no estigma e
nos graos de pdlen (Lush, 1999) contribuindo para estabelecimento de continua
hidratacdo, importante no crescimento do tubo polinico (Wolters-Arts et al., 1998).

Anatomia dos graos de poélen

A parede do grdo de pdlen é resistente a perda de agua e tem como

importante funcdo proteger o gametofito masculino no trajeto entre a antera e o
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estigma; e também reconhecer o estigma compativel, as células do tapetum que
estdo se desintegrando liberam compostos que ficam mantidos em espagos
formados pela ornamentacdo da parte externa da parede, proteinas de
“reconhecimento”, que possibilitam a germinagéo do grao de pdlen somente sobre
o estigma compativel (Moore e Webb, 1978).

A estrutura da parede celular do grao de poélen é constituida de uma parede
externa, a exina que € composta por esporopolenina (McCormick, 1993), sendo
muito resistente (Dajoz, 1991) e a intina, parede interna feita de celulose (Moore &
Webb, 1978).

Em relacdo ao seu tamanho e forma, os graos de pélen podem chegar a
200pm de diametro (Raynor et al., 1966), podendo ter ou ndo forma definida
(Erdtman, 1986). Mas outras caracteristicas como a estrutura e ornamentacao de
sua exina e possiveis aberturas também podem descrevé-los, devendo se
observar os tipos (poros, colpos ou colp6ros), o nimero e a disposicao destas na
superficie do gréo de podlen (Soler & Nolla, 2002).

Estas aberturas sao orificios mais ou menos distintos que sdo ou podem,
ser ocupadas na liberacdo do material interno do grédo de polen (Erdtman, 1986).
Bem como, podem permitir acomodac¢des de mudancgas de volume nos graos de
polen que estdo sujeitos a alteracdes de umidade (Barth & Melhem, 1988). Com
base na variacdo da forma, as aberturas podem ser alongadas, possuindo
comprimento maior que a sua largura, sendo, assim, chamadas de colpos;
circulares, sendo denominadas poros; e também podem ser uma associacao de
ambos (cOlporo). Os graos de polen também podem ser agrupados em grupos de
acordo com o seu numero de aberturas, utilizando-se prefixos mono-, di-,tri- tetra-,
penta-, hexa- e poli-, tanto para poro e colpo quanto para colporo (Moore & Webb,
1978).

Baseado nestes critérios, 0 mamoeiro pode ser classificado como
tricolpado e isopolar possuindo gréos de polen de tamanho médio (Sierra et al.,
2006).

Viabilidade polinica

Em plantas que se reproduzem por sementes, a dupla fertilizacdo € uma

etapa muito importante. Na dupla fertilizagdo um nucleo espermatico ird se fundir
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com a oosfera e originar o embrido e o outro nucleo ira se fundir com os ndcleos
polares dando origem ao endosperma (Russel, 1992). Entretanto, para que a
dupla fertilizacdo ocorra € necessario que graos de pdlen viaveis, que carregam
0S nucleos espermaticos, caiam sobre o estigma receptivo iniciando o fendmeno
da germinacao e posterior fertilizagdo. Assim, é importante que os graos de poélen
estejam viaveis no momento da polinizagdo, pois 0 mesmo ter4 que atingir o
estigma receptivo (Dafni, 1992).

A estimativa da viabilidade do grédo de pdlen permite inferir sobre a
capacidade de germinacdo e de desenvolvimento dos grédos de pdlen, sendo
importante destacar que o estadio de desenvolvimento da flor, a coleta e
condicbes de armazenamento do grédo de podlen influenciam sua viabilidade
(Stanley & Linskens, 1974). De acordo com Galetta (1983) a viabilidade polinica
pode ser estimada por quatro principais métodos: germinacao in vitro; métodos
colorimétricos; germinacado in vivo e porcentagem de frutificacdo efetiva, obtida
com a utilizacao do pélen em teste.

A utilizacdo de corantes para estimar a viabilidade polinica € o método
mais rapido e geralmente mais utilizado pelos pesquisadores. Entretanto, neste
método a viabilidade pode ser superestimada, pois, algumas vezes, graos de
polen inviaveis podem ser corados, devido a presenca suficiente de enzimas,
amido ou outras substancias (Rodriguez-Riano & Dafni, 2000). Os métodos in vivo
e de porcentagem de frutificacéo efetiva sao trabalhosos e requerem maior tempo
para obtencdo de resultados (Galletta, 1983), o que torna a germinacao in vitro
um dos métodos mais utilizados, devido a sua rapidez, eficiéncia, e pode
apresentar alta correlacdo com a pegamento de frutos e sementes (Dafni &
Firmage, 2000).

Munhoz et al. (2008) compararam a viabilidade polinica no genétipo
‘Sunrise Solo’ utilizando métodos colorimétricos (2,3,5-cloreto de trifeniltetrazdlio
(TTC), Alexander, carmim acético, lugol e Sudan IV) e de germinagdo in vitro.
Segundo os autores, o teste utilizando TTC forneceu estimativa de viabilidade
(67,5%) proxima ao teste de germinacao in vitro (65%) sendo, portanto, ambos
utilizados para que se estime a viabilidade. Enquanto o s demais corantes
superestimaram a viabilidade polinica (> 90%), porém se mostraram eficientes na
determinacdo de constituintes celulares e da integridade do grdo de pdélen.

Damasceno Junior et al. (2009a) observaram que n&o houve diferenca
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significativa entre os dados de viabilidade polinica acessada com o uso da
solucdo tripla ou com o diacetato de fluoresceina nos genoétipos TainungOl e
Golden.

Germinagéo in vitro

A germinacdo in vitro € um dos métodos mais utilizados em testes de
viabilidade polinica (Marcellan & Camadro, 1996), fazendo uso de meios de
cultura que fornecem condi¢Bes para que os grdos de pdlen desenvolvam seus
tubos polinicos. As condi¢cdes 6timas para germinacao do pdélen variam entre as
espécies e sao influenciadas por fatores como os constituintes do meio de cultura,
a temperatura e o tempo de incubacéo (Stanley & Linskens, 1974).

Geralmente, o meio basico utilizado para a germinacdo in vitro é
constituido de sacarose e acido borico, podendo haver no meio outros nutrientes
em diferentes dosagens (Galletta, 1983; Miranda & Clement, 1990). O equilibrio
osmotico entre o grédo de pdlen e o meio de germinagdo € promovido pela
sacarose, bem como o fornecimento de energia para o desenvolvimento do tubo
polinico (Stanley & Linskens, 1974); o boro por sua vez, estimula o crescimento
do tubo polinico e diminui a probabilidade de rompimento do mesmo (Franzon &
Raseira, 2007).

O mecanismo de acdo do boro consiste na interacdo com o acucar
formando um complexo ionizavel acucar-borato que reage de maneira mais rapida
com as membranas celulares (Askin et al., 1990). A adi¢cdo de boro ao meio é
importante e as respostas variam de acordo com a espécie trabalhada (Pfahler,
1967). De um modo geral, o 4cido bdrico aumenta a eficiéncia da sacarose na
germinacao do pdélen e no crescimento do tubo polinico (Almeida et al., 1987).

O meio para ser considerado bom deve proporcionar pelo menos 50% de
grdos germinados com tubos bem desenvolvidos. A medida que ocorre
envelhecimento do grdo de polen, a porcentagem de germinagcdo e O
comprimento dos tubos polinicos decrescem. Mesmo que o poélen pareca fraco, a
presenca de alguns tubos polinicos vigorosos sugere que, pelo menos, ocorrera
moderada frutificagdo efetiva, apesar da baixa porcentagem de germinacao
(Scorza & Sherman, 1995).
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Os testes de germinacgdo, geralmente, consistem em germinar uma
amostra de polen em meio de cultura adequado e apds um tempo pré-
determinado estimar a porcentagem de graos de polen que desenvolveram o tubo
polinico via observacdo em microscopio (Galletta, 1983). Diferentes corantes
como lugol, carmin acético, anilina azul, azul de algod&o e iodeto de potassio tém
sido utilizados para uma melhor observacdo dos tubos polinicos germinados
(Hauser & Marrison, 1964; Stanley & Linskens, 1974).

Diferentes estudos tém sido realizados com intuito de estabelecer e
padronizar meios de cultura e condicdes ambientais para avaliar a viabilidade de
polen em diferentes espécies (Nunes et al., 2001). Dantas et al. (2005) testaram a
viabilidade do polen de macieira utilizando diferentes combinacdes de sacarose e
acido boérico no meio de cultura; concluindo que em concentracdes entre 15% e
25% de sacarose possibilitam sucesso na germinacdo in vitro e a presenca de
acido bodrico nao teve efeito positivo. Enquanto Imani et al. (2011), obtiveram
resultados positivos utilizando &cido borico em diferentes cultivares de macieira. O
meio definido como 6timo, foi composto por 15% de sacarose, 100 mg/l de acido
bérico, além de nitrato de célcio e agar.

Em estudos com trés cultivares de Citrus, a concentracdo de 200 mg/l de
boro estimulou a germinacao de gréos de pdlen e a auséncia de boro resultou em
maiores rompimentos de membranas do tubo polinico com liberagdo do conteudo
citoplasmatico para o exterior em duas variedades (Péra e Natal), enquanto para
a cultivar Valéncia o melhor indice de germinacéo foi obtido na auséncia de acido
bérico (Pio et al.,, 2004). Salles et al. (2006) objetivando avaliar o efeito da
sacarose nestas mesmas cultivares testaram diferentes concentracdes de
sacarose e obtiveram as melhores respostas na concentracdo de 100 gL™ de
sacarose, proporcionando as maiores porcentagens de germinacdo de gréaos
de podlen.

Em bananeiras diploides, Reis et al. (2011) determinaram que o meio de
cultura que proporcionou maior taxa de germinacdo dos grdos de polen era
constituido de 15% de sacarose, enquanto a dosagem de &acido borico, que
deveria ser adicionada ao meio, era dependente do genotipo estudado.

Ainda sédo poucos os estudos de germinacao dos gréos de polen in vitro
em mamoeiro, porém Cohen et al. (1989) trabalhando com plantas de mamoeiro

masculino definiram como 6timo um meio suplementado com 1,5% de agar, 5%
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de sacarose, 200mg/L de nitrato de calcio e sulfato de magnésio, 100mg/L nitrato
de potassio e &cido borico; com esse meio 0s autores obtiveram uma
porcentagem de germinacao de 65%. Tamaki et al., (2011) estudando o efeito da
variacao sazonal na capacidade de germinagao dos graos de pélen de ‘Sunrise
Solo’ utilizaram um meio de cultura com 15 g L™ de &gar, 50g.L™ de sacarose, e
100 mg.L™ de acido bérico observaram que a viabilidade polinica variou de 72-
80%.

3.1.3. MATERIAL E METODOS

Material Vegetal

Este estudo foi realizado com graos de podlen coletados de plantas
hermafroditas dos gendtipos genitores JS12 e Sunrise Solo 72/12, e de seu
hibrido UENF/CALIMANO1. As plantas foram cultivadas na Unidade de Apoio a
Pesquisa — CCTA onde foram plantadas dezesseis plantas por gendétipo,
distribuidas em quatro repeticdes, sendo cada parcela constituida por quatro
plantas. As plantas foram dispostas em fileiras com espacamento entre e 2m x 2m
sob sistema de irrigacdo por aspersao; os tratos culturais foram dispensados

conforme o recomendado para a cultura.

Metodologia

Os meios utilizados na germinacéo dos graos de pdélen variaram quanto as
concentracdes de sacarose: 0%; 5%; 10 e 15% e de acido boérico: 0; 7,5 e 15ppm.
Estas foram preparadas individualmente dissolvendo-se 0; 5; 10 e 15g de
sacarose e 0,00075 e 0,0015g de acido boérico em 100ml de agua destilada, com
0 auxilio de agitador magnético. ApGs o preparo, as solu¢des foram armazenadas
em tubos Falcon e guardadas em geladeira até que fossem utilizadas.

As quatro concentracdes de sacarose e as trés de acido borico foram

testadas utilizando um esquema fatorial (4x3), totalizando 12 tratamentos. Cada
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tratamento, combinacdo de sacarose e acido borico, foi colocado em laminas
(100ul por Iamina) e duas laminas por tratamento por genétipo foi preparada.

Pela manha flores recém-abertas foram coletadas em plantas
hermafroditas e trazidas ao laboratério. No laboratorio, apés a distribuicdo dos
tratamentos nas laminas e com auxilio de uma pinga, os grdos de pdlen foram
distribuidos sobre os diferentes meios de germinacdo. Prepararam-se duas
laminas por tratamento, sendo as mesmas colocadas em camara Umida e
deixadas a temperatura ambiente (~25°C) durante seis horas.

Apbs este periodo, as laminas foram coradas com anilina azul a 1% para
facilitar a observacdo e contagem dos tubos polinicos. Com a utilizacdo de
microscopio de fluorescéncia usando os filtros de excitacdo de 320/385nm e de
emissdo de 400-580nm. Foram contados 150 grdos de podlen por lamina,
totalizando 300 grdos de pdlen por tratamento, sendo considerados graos de
pélen germinados aqueles cujo comprimento do tubo polinico foi superior ao
diametro do gréo de pélen (Dafni, 1992).

As imagens foram capturadas usando a 3.3 MPixel Qcolor 3C camera
diigtal acoplada ao microscépio Olympus BX 60 sendo utilizado o Programa
Image Ptro-Plus Software versdo 5.1. (Média Cybenertics).

A variavel de estudo foi transformada para percentual de viabilidade. O
experimento foi conduzido utilizando-se um delineamento inteiramente
casualizado em arranjo fatorial (x X y), os graus de liberdade para os tratamentos,
foram desdobrados nos seus efeitos e comparados via teste de comparacao de
meédias utilizando o programa SAS (1999) e analise de regressdo com auxilio do

programa SigmaPIot.

3.1.4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Inicialmente, os dois parentais e 0 gendtipo hibrido seria testado, porém
devido a problemas ocorridos nas plantas do genétipo SS72/12 no campo, como
acometimento de doenca, morte de plantas e reversédo sexual impossibilitou que

as flores dessas plantas fossem testadas junto com os outros dois genotipos.
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O teste de normalidade realizado com os dados de germinagéo indicaram
que os resultado seguem uma distribuicdo normal. A andlise de variancia mostrou
que houve diferencas significativas, a 1% de probabilidade, para os valores de
germinacao dos graos de polen, para as trés fontes de variacao, inclusive para as
interacdes entre os fatores, com excecdo da interacdo gendtipo x acido bérico
(Tabela 1).

O efeito dos tratamentos pode ser melhor observado na Figura 1, onde se
observa que a germinacdo dos graos de podlen responderam aos tratamentos a
que foram submetidos. De uma maneira geral, nas condi¢cfes testadas o gendtipo
JS12 respondeu melhor a germinacéo in vitro, com uma média geral de 34,63% e
o UENF/CALIMANO1 com uma média de 23,61%. O coeficiente de variacao foi de

11,95, indicando uma boa precisédo do experimento.

Tabela 1 - Resumo da andlise de variancia para os dados de germinag&o in vitro
dos gréos de polen de dois gendétipos de mamoeiro cultivados em diferentes
concentracdes de sacarose (%) e acido borico (ppm).

Fontes de Variagéo GL Quadrado Médio F
Genotipo (G) 1 0,1457** 120,25
Sacarose (S) 3 0,7680** 633,78

Acido Bérico (AB) 2 0,0593** 48,98

GxS 3 0,1435** 118,41
G x AB 2 0,0019"™ 1,57
S X AB 6 0,0324** 26,77
G xS xAB 6 0,0266** 22,00
Residuo 24 0,0012
Total 47 -
C.V(%) 11,95

"S/N&o significativo
** Significativo a 1% de probabilidade pelo teste F.
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Observa-se que na auséncia de sacarose, 0 percentual de germinacéo foi
baixo independente do gendtipo, porém houve uma melhora a medida que a
concentracdo de sacarose foi sendo aumentada até um determinado valor; a
partir desse valor, a resposta foi negativa (Figs. 1A e 1C). Os dados do gendétipo
UENF/CALIMANO1 (Figura 1A) ndo se ajustaram tdo bem a curva de regressao
quanto os dados do JS12 (Figura 1C), porém observa-se que em ambos 0s
genotipos a resposta foi ndo linear. Considerando o efeito da sacarose
isoladamente, observa-se que a concentracdo a 5% foi a que apresentou maior
média de grdos de pdlen germinados (63,05%); a partir dessa concentracdo a
média caiu consideravelmente. Na germinacdo de gréos de podlen de bacuri,
Sinimbd Neto et al. (2011) observaram relagdo positiva entre a porcentagem de
germinacao e concentracdo de sacarose até 7,5%; a partir desta, a resposta foi
diminuida e na concentrac@o de sacarose a 20% n&do houve germinagdo. Derin &
Eti (2001), avaliando a germinagcdo em graos de pélen de roma, observaram que
os melhores resultados foram alcancados em meios de cultura contendo 10g L™
de sacarose.

Embora o efeito do acido bérico em relacdo aos gendtipos nédo tenha sido
significativo, houve melhor germinacdo a medida que houve aumento da
concentracdo de acido borico (Figs. 1B e 1D), sendo que a resposta no gendtipo
JS12 foi superior quando comparadas ao UENFCALIMAN/O1.

Na auséncia do acido borico apesar de haver melhor germinacdo dos
grdos de polen, os valores foram baixos nos dois genétipos, ndo chegando a
atingir 50% de grdos de polen germinados. Entretanto, pode-se observar que
houve um efeito do acido bérico no elongamento do tubo polinico, pois mesmo
com poucos graos de pdélen germinados o tubo polinico cresceu
consideravelmente (Figs. 3 e 4).

Considerado o efeito do acido bérico isoladamente a melhor concentracéo
foi a de 15ppm onde a média foi de 35,87%. De acordo com Mondal & Ghanta
(2012) o suprimento extra de sacarose mantém a pressdo osmoética e atua como
um substrato para o metabolismo do grao de polen. Por outro lado, o acido borico
interage com a sacarose e forma um complexo ionizavel de agucar-borato, o qual
reage mais rapidamente com as membranas celulares (Askin et al., 1990) e esta
diretamente envolvido no crescimento do tubo polinico; a auséncia de boro reduz

a taxa de germinacéo conduzindo a inibicdo do crescimento do tubo polinico além
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de causar outras anormalidades com a ruptura da extremidade do tubo polinico
(Wang et al., 2003).
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Figura 1. Porcentagem de grdos de podlen germinados in vitro em diferentes
concentracbes de sacarose e acido borico do gendtipo UENF/CALIMANOL (1A e
1B) e JS12 (1C e 1D).

Nos dois gendétipos estudados, diferentes percentuais de germinacéo
foram observados, desde tratamentos com poucos graos de polen germinados até
tratamentos com percentuais altos de germinacdo tanto no gendétipo
UENFCALIMAN/O1 (Tabela 2, Figura 2) quanto no JS12 (Tabela 3, Figura 2).
Para ser considerado 6timo, o meio de germinagéo deve fornecer condi¢des para
méaxima germinacdo e crescimento dos tubos polinicos dos grédos de pdlen,
devendo apresentar um minimo de 50% de graos germinados com tubos polinicos
bem desenvolvidos. Diante disso, pode-se observar pelos resultados que mais de
um tratamento foi capaz de fornecer condi¢cbes para que o percentual de gréos de
polen germinados fosse superior a 50% com tubos polinicos bem desenvolvidos

(Tabelas 2 e 3, Figura 2).
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Tabela 2 — Porcentagem de germinacao de gréos de pélen de UENFCALIMAN/01
em meio de cultura com diferentes concentracdes de sacarose (0, 5, 10 e 15%) e
acido borico (0, 7,5 e 15ppm).

% Graos de pdlen germinados

[ ] Acido Bérico (ppm)

[ ] Sacarose (%) 0 7,5 15
0 13,66Cc 5,66Chb 10,33Ca
5 54,33Ac 63,00Ab 82,33Aa
10 3,66Bc 17,00Bb 17,66Ba
15 2,66Cc 6,66Cb 6,33Ca

*Médias seguidas pela mesma letra mailscula nas linhas e minuscula nas
colunas néo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5%
de probabilidade.

Tabela 3 — Porcentagem de germinacdo de grdos de pélen JS12 em meio de
cultura com diferentes concentra¢c@es de sacarose (0, 5, 10 e 15%) e acido borico
(0, 7,5 e 15ppm).

% Graos de polen germinados

[ ] Acido Bérico (ppm)

[ ] Sacarose (%) 0 7,5 15
0 6,00Cb 1,00Cb 19,99Ca
5 37,66Ab 65,66Ab 75,33Aa
10 67,33Ab 55,66Ab 41,33Aa
15 6,00Bb 6,00Bb 33,66Ba

*Médias seguidas pela mesma letra mailscula nas linhas e mindscula nas
colunas néo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5%
de probabilidade.
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Figura 2. Porcentagem de grdos de podlen germinados in vitro em JS12 e
UENFCALIMAN/O01 com os niveis de &cido bérico fixados. A) Oppm, B) 7,5ppm, C)
15ppm.

A interacdo dos dois componentes no meio de cultivo resultou em uma
maior germinacdo, pois se observa que a medida que se adicionou sacarose e
acido borico ao meio de cultura houve um aumento do percentual de germinacgéo
dos graos de polen (Figs. 3 e 4); apds, uma determinada concentracdo, o efeito
foi negativo, provavelmente devido ao desequilibrio osmético entre 0 meio e o
interior do grdo de pélen (Moreira et al., 2005).

Houve diferenca na resposta dos gendtipos quanto aos tratamentos
testados. Para o0 gendétipo UENF/CALIMANO1, observa-se que a melhor
concentracdo de sacarose foi de 5% de sacarose e 15ppm de &cido bérico que
permitiu uma germinacdo média de 82,33% (Figura 3F), porém dois outros
tratamentos deram bons resultados, sendo que em ambos o percentual de
sacarose foi de 5%, variando a concentracdo de &cido borico, Oppm e 7,5ppm,
respectivamente (Fig. 3D e 3E). Para o gendtipo JS12, quatro combinacdes de

sacarose e acido baorico forneceram bons indices de germinacéo (Tabela 2, Figura
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1). Entretanto, o maior percentual de germinagdo dos grdos de pélen para esse
genotipo foi 75,33% obtida com o meio composto de 5% de sacarose e 15ppm de
acido bdrico (Figura 4F). Nos outros trés tratamentos, os indices foram de 65,66,
67,33 e 55,66% para meios constituidos de 5% de sacarose/10ppm de acido
bérico (Figura 4E), 10% de sacarose/Oppm de &cido bérico (Figura 4G), 10% de
sacarose/7,5ppm de acido borico (Figura 4H), respectivamente.

Alguns trabalhos realizados com mamoeiro relataram que o uso de
sacarose na concentracdo de 5% pode ser utilizado para fornecer condicbes
necessarias para a germinacédo dos graos de polen (Cohen et al., 1989; Munhoz
et al.,, 2008). Cohen et al. (1989) estudando a germinacdo em graos de pélen
provenientes de flores masculinas de mamoeiro definiram como 6timo um meio
suplementado com 1,5% de &gar, 5% de sacarose, 200mg L™ de nitrato de célcio
e sulfato de magnésio, 100mg L™ nitrato de potassio e &cido boérico com
percentual médio de germinacéo de 65%.

Em outro estudo de avaliagao de viabilidade polinica de ‘Sunrise Solo’,
Munhoz et al. (2008) compararam um meio contendo 1,2% de agar e 5% de
sacarose com outro diferindo basicamente na presenca de nutrientes essenciais.
Segundo os autores, 0 meio sem elementos essenciais teve melhor resposta de
germinacdo com percentual de 65%, enquanto o meio constituido de elementos
essenciais (nitrato de célcio, nitrato de potassio e sulfato de magnésio) o indice de
germinacao foi de 51,5%. No entanto, os resultados encontrados neste trabalho
mostraram que apenas a utilizacdo de sacarose e acido borico, em determinadas
concentracdes, promovem a germinacao in vitro dos graos de pélen de mamoeiro,
nao sendo necessario o uso de outros compostos no meio. Entretanto, tem sido
reportado que uma fonte de carbono que forneca energia para o desenvolvimento
do tubo e uma de boro que promova o seu crescimento € suficiente para a
germinacdo do podlen, ndo sendo necessaria a presenca de outros nutrientes
(Miranda & Clement, 1990).
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Figura 3. Germinacéo in vitro de gréos de pdlen e crescimento dos tubos polinicos
no UENF/CALIMANO1 submetidos a diferentes concentracdes de sacarose (S) e
acido badrico (AB). A) T1 (0% S; Oppm AB), B) T2 (0% S; 7,5ppm AB), C) T3 (0%
S; 15ppm AB), D) T4 (5% S; Oppm AB), E) T5 (5% S; 7,5ppm AB), F) T6 (5% S;
15ppm AB), G) T7 (10% S; Oppm AB), H) T8 (10 % S; 7,5 ppm AB), 1) T9 (10 % S;
15 ppm AB), J) T10 (15% S; Oppm AB), K) T11 (15% S; 7,5ppm AB), L) T2 (15%
S; 15ppm AB). Barra = 50pum



-
Figura 3. Germinacéo in vitro de gréos de poélen e crescimento dos tubos polinicos
no JS 12 submetidos a diferentes concentracdes de sacarose (S) e acido bérico
(AB). A) T1 (0% S; Oppm AB), B) T2 (0% S; 7,5ppm AB), C) T3 (0% S; 15ppm
AB), D) T4 (5% S; Oppm B), E) T5 (5% S; 7,5ppm AB), F) T6 (5% S; 15ppm AB),
G) T7 (10% S; Oppm AB), H) T8 (10 % S; 7,5 ppm AB), 1) T9 (10 % S; 15 ppm

AB), J) T10 (15% S; Oppm AB), K) T11 (15% S; 7,5ppm AB), L) T2 (15% S;
15ppm AB). Barra = 50um.
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Em Solanum macranthum Dunal, o maior percentual de grédos de pélen
germinados foi encontrado quando combinados sacarose e acido borico. Quando
utilizada apenas sacarose a melhor resposta foi obtida com sacarose a 20% e
82% de graos de polens germinados, quando o meio foi suplementado apenas
com acido borico o melhor indice foi obtido com acido borico a 100ppm. Quando
combinados, a taxa de germinacdo mais alta foi de 98% em sacarose a 15%
suplementada com 100ppm de acido borico (Mondal & Ghanta, 2012).

Dalkilic & Mestav (2011) observaram em quince (Cydonia oblonga Mill.),
uma espécie perene decidua, pertencente a familia Rosaceae que o percentual
de germinacdo in vitro de gréos de podlen variou de 0% em meio sem sacarose a
91,7% com 20% de sacarose; e variou de 32,7% em meio com 0 mg. L™ de &cido
bérico a 94,9% em meio contendo 100 mg.L™". Em seis genétipos de bananeiras
diploides, Reis et al. (2011) concluiram que a influéncia de acido bdrico se
mostrou dependente do gendtipo, enquanto para sacarose a porcentagem de
15% se mostrou mais eficiente para todos os dipléides.

O efeito da sacarose e do acido bérico na germinagéao de graos de pélen
em outras culturas tem sido avaliado e os resultados sédo variaveis. Em macieira,
a presenca de acido bérico no meio ndo mostrou efeito positivo com a germinacao
in vitro (Dantas et al., 2005). Franzon et al. (2007) avaliando o efeito do &cido
borico em relacdo ao meio de cultura padrdo em duas populacdes de pitangueira
observaram que o boro nao influenciou na média de germinacdo in vitro em
nenhuma das populacdes.

Em contrapartida, estudos com algumas cultivares de Citrus mostraram
que a presenca de boro na concentragéo de 200 mg L™ estimulou a germinacéo
de grdos de pdlen e a sua auséncia resultou em maiores rompimentos de
membranas do tubo polinico com liberacdo do conteudo citoplasméatico para o
exterior (Pio et al., 2004). Por outro lado, Salles et al. (2006) também trabalhando
com citros observaram que o melhor meio foi composto de 100gL™ e que o pH foi
o diferencial na germinacao.

Wang et al. (2003) observaram em Picea meyeri que em meio sem acido
borico a germinacao dos gréos de polen variou de 18% a 24% e na presenca do
acido borico um percentual de germinagdo foi de 61%. Chagas et al. (2010)
testando diferentes produtos quimicos e concentra¢cdes para compor o meio de

germinacao in vitro para porta-enxertos de pereira observaram que 0 meio
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composto de sacarose, acido bérico, agar, pH de 5,2-5,8 foi o que concedeu os
melhores percentuais de grdos de pélen germinados. De acordo com Geetha &
Jayaraman (2000) estudando a resposta de cinco genotipos de milho, as
diferencas na percentagem de germinacédo de diferentes gendtipos em um mesmo
meio indica que o0 a germinacdo in vitro € gendtipo especifica e depende da

capacidade do grao de polen germinar em meio artificial.

3.1.5. CONCLUSOES

Os resultados permitem concluir que:

a) a resposta dos graos de poélen a germinacao in vitro é genotipo especifica visto

que os dois gendtipos responderam de maneira diferente aos tratamentos;

b) o efeito da sacarose na germinacédo in vitro é dependente da concentracao
deste produto no meio de cultivo considerando que ha uma concentracdo ideal
para promover a germinacao; abaixo ou acima deste valor ha um efeito negativo

da sacarose;

c) o efeito do acido bérico ao meio promoveu o crescimento do tubo polinico ja
gque mesmo na auséncia da sacarose 0s poucos grdos de polen germinados

apresentaram tubos polinicos com comprimento consideravel,

d) a interacdo sacarose e acido boérico promoveu os melhores percentuais de
germinacao in vitro dos gréos de polen nos dois genoétipos sendo, entretanto esta

resposta dependente da concentracdo dos constituintes do meio de cultivo; e,

e) o meio constituido por 5% de sacarose e 15ppm de acido bérico forneceu os
melhores indices de germinacdo e crescimento do tubo polinico para os dois
genotipos e por isso foi definido como o meio 6timo de germinacédo in vitro dos
graos de pélen do UENF/CALIMANO1L e JS12.
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3.2. EFEITO DE DIFERENTES TEMPERATURAS SOBRE A GERMINACAO IN
VITRO DE GRAOS DE POLEN DE MAMOEIRO

3.2.1. INTRODUCAO

As alteracfes climaticas envolvem mudancas na média das temperaturas
gue vem aumentando desde o final do século XIX e tende a aumentar ainda mais
até o final do século atual (Houghton et al., 2001). A temperatura € um dos fatores
que controla o crescimento e o desenvolvimento das plantas, podendo assim limitar
a distribuicdo geografica das espécies (Saxe et al., 2002). O estresse devido ao
aguecimento em funcdo da temperatura ambiental € uma ameaca séria as culturas
no mundo inteiro (Hall, 2001). Entende-se por estresse devido ao aquecimento
como a elevacéo da temperatura acima de um limite por um determinado periodo
suficiente para causar danos irreversiveis ao crescimento e desenvolvimento das
plantas (Wahid et al., 2007). De acordo com o Intergovernamental Panelon Climate
Change (IPCC) a temperatura média global ird aumentar 0,3°C por década (Jones
et al., 1999).
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Estresses causados por temperatura, altas ou baixas, podem ter um efeito
maléfico em todas as fases de desenvolvimento da planta. Considerando que a
maioria do suprimento de alimentos para a humanidade vem de angiospermas que
se reproduzem via sexuada é importante entender como as plantas enfrentam o
estresse durante a sua reproducdo para que se possa fazer no futuro o manejo
agricola (Zinn et al., 2010). Ainda de acordo com esses autores, as altas
temperaturas provocam efeitos importantes nos tecidos reprodutivos das plantas
como florescimento precoce ou tardio, assincronismo no desenvolvimento
reprodutivo dos orgdos femininos e masculinos, problemas na formagéo dos
gametas e na estrutura e funcao dos tecidos da corola, carpelos e estames.

Apesar de se saber que os efeitos da temperatura na reproducdo das
plantas afetam tanto os 6érgdos masculinos e femininos a grande maioria dos
trabalhos concentra-se na parte masculina (Hedhly et al., 2008), provavelmente
porque o grdo de polen é mais sensivel ao estresse ambiental em comparacéo ao
ovulo (Prasad et al., 2011). Em casos de alteracdo moderada da temperatura, o
estresse causado pode provocar reducdo no numero de grdos de podlen e na
viabilidade, podendo gerar problemas durante a fertilizacdo. Em casos mais graves,
a completa esterilidade do grdo de pdlen e/ou inibicdo da deiscéncia das anteras
podem resultar em nenhuma frutificacdo. Na fase de pos-polinizacdo, a
temperatura pode reduzir a fecundidade e afetar o crescimento do tubo polinico
(Hedhly, 2011). Durante a fase progamica, a temperatura afeta tanto a germinacéo
do pdlen quanto a cinética do crescimento do tubo polinico no estilo (Elgersma et
al., 1989). Estudos tém sido realizados em diferentes espécies buscando entender
as consequéncias das alteracdes de temperatura na germinacao do grédo de pélen,
entretanto este efeito é variavel e dependente da espécie ou cultivar estudada
(Sukhvibul et al., 2000).

Esse tema tem sido estudado nas mais diferentes culturas (Prasad et al.,
2011; Zinn et al., 2010; Reddy & Kakani, 2007; Hedhly et al., 2005; Young et al.,
2001; Kakani et al.,, 2002; Kakani et al., 2005) e os autores com base em seus
resultados definiram as temperaturas cardinais ou seja, a Tmin (temperatura minima
na qual o gréo de pdlen germina; abaixo dela a germinagcéo pode nao correr), a Tom
(temperatura ideal na qual o grdo de pdlen atinge o0 maximo de germinacgéo) e a
Tmax (temperatura maxima onde a partir dela ndo ocorre a germinagdo do gréo de

poélen).
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O mamoeiro é uma espécie cultivada tanto na regido tropical quanto sub-
tropical; a espécie € sensivel a geada e se desenvolve bem entre as latitudes de
32° N e S com crescimento 6timo em 22-26°C e com chuvas bem distribuidas
(Silva et al., 2007). A espécie apresenta trés formas basicas de sexo: plantas
femininas, masculinas, e hermafroditas. Dependendo da limitacdo da temperatura
as plantas hermafroditas podem ser cultivadas comercialmente em areas tropicais;
as plantas femininas podem desenvolver bem em regides subtropicais, porém o
sucesso comercial ira depender da disponibilidade e viabilidade dos graos de polen
(Allan, 1963a).

O mamoeiro € muito sensivel as variagbes da temperatura, haja visto as
alteracdes que ocorrem nas flores hermafroditas durante o verédo e ocasionalmente
durante o inverno. A esterilidade de verdo, muito comum no mamoeiro durante o
verdo, é um fenbmeno conhecido como reversdo sexual, pois a flor hermafrodita
torna-se masculina funcional (Storey, 1958). Ou seja, possuem caracteristicas de
uma flor masculina e que de acordo com Decraene & Smets (1999) na regido
central da flor apresentam uma estrutura denominada pistiloide, que segundo a
literatura refere-se como o ovario rudimentar em flores revertidas.

Em temperaturas mais amenas, a flor hermafrodita sofre alteragdes na sua
morfologia gerando as flores carpeldides e pentandricas, que apesar de nao ter
uma frequéncia de ocorréncia tdo pronunciada quanto a esterilidade do verao,
produzem frutos sem valor de mercado. Tem sido observado em mamoeiro que a
temperatura tem um efeito maléfico nos grédos de pdlen, tendo como consequéncia
uma producdo de frutos erratica. Sharma & Bajpai (1969) estudando, durante um
ano, a viabilidade polinica de -cultivares indianos observaram que tanto a
temperatura baixa quanto a alta pode diminuir a quantidade e a viabilidade dos
gréos de pdolen do mamoeiro. Allan (1963a) observou que a quantidade de pélen
por antera e a fertilidade dos graos de pdlen sofrem influéncia das variacdes de
temperatura, especialmente na germinacgéo do gréo de pdlen e crescimento do tubo
polinico.

Devido a importancia deste tema atualmente, objetivou-se avaliar o efeito da
temperatura sobre a germinacao in vitro dos graos de pélen e com base nos dados
estimar as temperaturas cardinais de germinagdo para grdos de pdlen do

mamoeiro.
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3.2.2. REVISAO DE LITERATURA

A cultura do mamoeiro e a temperatura

O mamoeiro € uma espécie poligama sendo encontrado no género plantas
masculinas, femininas e hermafroditas. No Brasil, o0 mamoeiro cultivado € do tipo
ginoandromonoico, ou seja, segrega para plantas hermafroditas e femininas. A flor
masculina ndo apresenta o gineceu e se 0 apresenta o0 mesmo € um pistiloide; a
planta feminina ndo apresenta o androceu, tendo apenas 0 gineceu constituido por
um ovario, estilo e estigma; a flor hermafrodita apresenta tanto o androceu quanto o
gineceu (Decraene & Smets, 1999).

A teoria mais aceita sobre a determinagéo do sexo das plantas de mamoeiro
diz que o sexo das plantas é devido a presenca de um gene com trés formas alélicas,
M, Mz e m, sendo o gendtipo das plantas masculinas Mym das plantas hermafroditas
M.m e das femininas mm (Hofmeyr, 1938; Storey, 1938). Embora a expresséao
fenotipica do sexo seja determinada pela presenca de um gene, a mesma é
bastante influenciada por fatores ambientais, principalmente a temperatura e
umidade (Dantas et al., 2002). O clima € um importante fator que afeta o
rendimento do mamoeiro, sendo que a temperatura tem grande influéncia na
formacdo de suas flores (Sippel et al., 1989), podendo provocar anomalias florais.
Considerando os trés sexos, as plantas masculinas e hermafroditas sdo mais
vulneraveis as anomalias florais quando comparadas com as plantas femininas,
pois estas sdo mais estaveis durante o florescimento.

Condicdes de baixas temperaturas e excesso de umidade e nitrogénio no
solo favorecem o aparecimento de pentandria e carpeloidia (Awada & lkeda, 1957).
A carpeloidia se caracteriza pela transformacdo dos estames em uma estrutura
carnosa capaz de aderir parcial ou totalmente a parede dos carpelos, provocando a
producédo de frutos deformados e inapropriados para o comércio (Costa & Pacova,
2003). A pentandria se caracteriza pela reducéo do numero de estames, de 10 para
cinco, sendo que os estames remanescentes produzem cinco sulcos profundos na
parede do ovéario; os frutos produzidos serdo deformados com a cavidade interna
grande em relacdo a espessura da polpa, com sulcos bem pronunciados na casca

e, portanto impréprios para o comércio (Dantas et al., 2002).
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Por outro lado, as temperaturas altas do verdao provocam a reversao sexual
na flor sendo este um problema recorrente nos plantios comerciais de mamao, e
observada em plantas hermafroditas. Sob diferentes condicdes ambientais as flores
hermafroditas apresentam o gineceu atrofiado, tornando-se masculinas funcionais;
esse fenbmeno é considerado como uma resposta dessas plantas as condi¢des
ambientais principalmente a temperatura (Storey, 1941). Figueiredo (2011)
observou que primordios florais de 4mm de tamanho ja apresentam as
caracteristicas de reversao sexual e que em uma mesma axila floral ha botdes
revertidos e botdes normais, indicando ser a reversdo um fenémeno pontual. As
plantas masculinas também sofrem reversdo, sendo comum em determinadas
épocas do ano as flores masculinas desenvolverem ovario funcional, tornando-se
hermafroditas funcionais com capacidade de produzir frutos popularmente, plantas
conhecidas como “mamao macho” ou “maméao de corda” (Singh et al.,1963).

A reversao sexual € um problema tdo sério na cultura do mamoeiro que um
dos objetivos dos programas de melhoramento € a selecdo de plantas com baixa
frequéncia de ocorréncia dessa anomalia (Costa & Nacif, 1999); porém, o
germoplasma do mamoeiro é todo ele sensivel a estas alteracdes em maior ou
menor grau; assim estabeleceu-se que a selecdo de genotipos deve se concentrar
em germoplasma que apresente até 10% de flores estéreis de verdo (Costa &
Pacova, 2003) e 10% de frutos carpeldides (Dantas et al., 2002).

Damasceno Junior (2008) avaliou 23 linhagens e 22 hibridos obtidos entre
linhagens do grupo Solo e Formosa e observou que as linhagens do grupo Solo
tendem a ser mais vulneraveis a carpeloidia e pentandria enquanto que o material
tipo Formosa é mais vulneravel a esterilidade de verdo. Observou também que o0s
hibridos apresentam médias superiores as das linhagens para as caracteristicas
pentandria, carpeloidia, e esterilidade de verdo. De acordo com o autor oS
gendtipos Costa Rica, SS (Prog.Tainung), Diva, Sunrise Solo, Caliman SG,
Baixinho de Santa Amalia, Caliman M5, Triwan Et, e Caliman G apresentaram
baixa incidéncia de esterilidade de veréo.

Em outro trabalho Damasceno Junior et al. (2008b) fizeram um
levantamento do comportamento floral em dez progénies hibridas obtidas entre
genitores Solo x Formosa em duas épocas de avaliagdo, marco e setembro, e
observaram um comportamento diferenciado dos gendtipos entre épocas sendo

que o numero de flores masculinas funcionais foi maior em marco (16,04)
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comparado aos dados de setembro (6,69). O coeficiente de determinacdo (H?)
estimado foi de 94,36% em marco e 79,61% em setembro. Os hibridos SS783 x
JS12, SS72/12 x JS 12, TJ x JS11, SS783 x Tailandia, Sta. Barbara x Tailandia
apresentaram uma alta producdo de flores hermafroditas e baixa de flores
revertidas. A combinacdo SS783 x JS12 foi considerada a mais promissora para a
producéo de frutos devido o seu comportamento floral nas duas épocas avaliadas.

Além da temperatura outro fator que causa a ocorréncia das anomalias
florais € a disponibilidade de agua no solo (Awada & lkeda, 1957); os cultivares
Golden e Sunrise Solo quando cultivados sob irrigacdo apresentam baixa
incidéncia de esterilidade de verdo, provavelmente devido o fato de que esse
sistema tende a elevar a umidade relativa do ar em torno da planta (Almeida et al.,
2003). Martelleto et al. (2011) avaliando a ocorréncia de esterilidade de verdo e
carpeloidia no genoétipo Baixinho de Santa Amalia (BSA) cultivado sob manejo
organico, em diferentes ambientes de protecdo e manejado com ou sem
bifurcacdo, concluiram que o BSA quando bifurcado apresentou uma baixa
frequéncia de frutos carpelodides e alta de esterilidade de verdo (77%); para esses
autores a maior ocorréncia de esterilidade de verdo esta correlacionada as
temperaturas elevadas, a baixa luminosidade e menor vigor da planta.

Apesar da importancia do tema para a cultura a ocorréncia da esterilidade
e das outras anomalias florais é estudada com base no fendtipo e ha pouca ou
quase nenhuma pesquisa quanto a expressao génica dessas anomalias a nivel
celular. Ferramentas como a biologia celular, proted6mica e outras poderdo elucidar
0S genes e mecanismos envolvidos na expressdo dessas anomalias (Figueiredo,
2011).

Temperatura e a reproducao sexual

Estudos realizados nas ultimas décadas indicam que alteracdes climaticas
estdo ocorrendo e que afetardo todos os processos biologicos ao longo dos
proximos anos (Hedhly et al., 2008). Tais alteracdes incluem, entre outros fatores,
aumento de temperatura, aumento da concentracao de CO, e alteragbes no regime
de chuvas (Solomon et al.,, 2007). Nas plantas, as mudancas climaticas afetam
tanto o seu desenvolvimento quanto a sua fisiologia (Hall, 2001), sendo um dos

problemas para a adaptacdo das mesmas, principalmente quando esses estresses
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coincidem com estadios criticos de desenvolvimento, como a floragdo (McWilliam,
1980). Em temperaturas muito altas, injurias celulares severas e morte celular
podem ocorrer em questdes de minuto, devido ao colapso da organizacdo celular.
Em temperaturas moderadamente altas, injurias ou morte podem ocorrer somente
apos uma exposi¢ao longa sendo as principais injurias descritas a desnaturacao e
agregacdo de proteinas, aumento da fluidez dos lipidios na membrana. Efeitos
indiretos de altas temperaturas podem incluir a inativacdo de enzimas no
cloroplasto e mitocondrias, inibicho da sintese de proteina, degradacdo de
proteinas e perda da integridade da membrana plasmatica (Wahid et al., 2007).

Em muitas espécies cultivadas o valor econdmico consiste na semente
el/ou fruto, resultantes da fase sexual da planta, e variacdes de temperatura fora do
limite de tolerancia suportado pela espécie podem comprometer a formacao dos
mesmos (Hedhly, 2011). Por isso estudos com intuito de identificar cultivares que
sejam tolerantes as flutuagcbes de temperatura principalmente nas plantas
cultivadas e economicamente importantes vém sendo realizados porem devido a
complexidade do problema pouco tem sido obtido (Hall, 2001).

A consequéncia do estresse provocado tanto por temperaturas muito altas,
quanto muito baixas dependem da intensidade, duracéo e velocidade da mudanca
de temperatura (Wahid et al., 2007; Thakur et al., 2010).

Problemas acarretados por temperaturas extremas, altas ou baixas, tém
consequéncias nos tecidos reprodutivos das plantas, afetando de maneira diferente
as estruturas femininas e masculinas podendo gerar assincronismo no
desenvolvimento dos 6rgados reprodutivos (Herrero, 2003, Hedhly et al., 2008).
Altas temperaturas podem provocar defeitos na estrutura e funcéo dos tecidos da
corola, carpelos e estames, podendo reduzir o tamanho, nUmero e causar
deformidades nos 6rgéos florais (Takeoka et al., 1991, Morrison & Stewart, 2002).

E importante que seja determinado a temperatura limite ou cardinal de uma
cultura; temperatura limite se refere a um valor de temperatura média diaria na qual
comeca uma reducdo detectavel. Considera-se temperatura base ou minima
aguela a qual abaixo dela o crescimento ou desenvolvimento da planta é
interrompido; temperatura superior ou maxima € aquela que acima dela o
crescimento é interrompido. Essas temperaturas tém sido determinadas para as

espécies cultivadas em condicfes naturais e experimentais e elas variam entre
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espécies, entre genotipos dentro da espécie, e também depende das condi¢des
ambientais (Wabhid et al., 2007).

Assim, varios autores em diferentes espécies determinaram para a
germinacdo in vitro de grdos de podlen e crescimento do tubo polinico as
temperaturas limites ou cardinais (Kakani et al. 2002, Young et al., 2001, Hedhly et
al., 2005, Reddy & Kakani, 2007, Acar & Kakani, 2010, Zinn et al., 2010, Prasad et
al. 2011, Tamaki et al., 2011).

Efeito da temperatura no grao de pélen

Estudos realizados em condi¢cbes controladas sugerem que altas
temperaturas sdo mais maléficas quando as flores surgem (primérdios florais)
sendo que a sensibilidade continua por 10 a 15 dias (Wahid et al., 2007). As fases
reprodutivas mais sensiveis a alta temperatura sdo a gametogéneses (8-9 dias
antes da antese) e a fertilizagdo (1-3 dias apos antese) em varias plantas (Foolad,
2005). A reducgao na quantidade de frutos devido ao aumento da temperatura foram
relatadas para algumas espécies como damasco (Rodrigo & Herrero, 2002),
cerejeira (Hedhly et al., 2007) e péssego (Kozai et al., 2004).

A temperatura pode afetar a formacédo dos gametas, podendo diminuir a
qualidade dos gametas que resultardo em problemas durante a fertilizacdo e em
casos mais graves podem provocar a completa esterilidade dos mesmos; durante a
fase progamica, da polinizacdo a fertilizacdo, tanto na parte masculina quanto na
feminina com problemas na germinacdo do grao de pédlen e crescimento do tubo
polinico, receptividade do estigma, viabilidade e longevidade do 6vulo; ou ainda no
periodo de formacdo do embrido (Hedhly, 2011). Mas, estudos sugerem que,
guando analisado o efeito da temperatura separadamente sobre 0s gametas
masculinos e femininos, o pélen é na maioria das vezes o mais vulneravel (Zinn et
al., 2010).

O grédo de polen é sensivel a mudancas de temperatura desde seus
primeiros estadios de desenvolvimento na antera até a ocorréncia da dupla
fertiizagdo no gametofito feminino (Hedhly, 2011). Foi demonstrado que
temperaturas elevadas podem afetar a deiscéncia das anteras e arquitetura da

parede do grédo de podlen, quantidade e morfologia do pdélen, bem como sua
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composicao quimica e metabolismo (Aloni et al., 2001, Prasad et al., 2002, Koti et
al., 2005).

Durante o desenvolvimento do gréo de pdlen, as alteracdes de temperatura
provocam maiores danos. Embora o intervalo de tolerancia seja variavel entre as
espécies, flutuacbes sutis de temperatura afetam de maneira negativa
caracteristicas como a viabilidade do pdlen (Erickson & Markhart, 2002), a
capacidade germinativa (J6hannsson & Stephenson, 1998; Koti et al., 2005), a taxa
de crescimento do tubo polinico e producdo de sementes e frutos (Sato et al.,
2002).

O efeito da temperatura sobre a germinacdo do gréo de pdlen € variavel e
dependente da espécie ou cultivar estudada (Sukhvibul et al., 2000). Reddy e
Kakani (2007) buscando a identificacdo de espécies/gendtipos tolerantes a altas
temperaturas estudaram sete acessos de espécies domesticadas de Capsicum, e
observaram diferencas significativas quanto a germinacao in vitro dos graos de
polen, com média de 78% para maxima germinacdo; as temperaturas cardinais
meédias (Tmim, Totm,» Tmax) ObServadas para todos os genotipos foram 15,2°C, 30,7°C,
e 41,8°C, e baseado em um indice cumulativo de resposta a temperatura foi
possivel identificar acessos/espécies tolerantes a alta temperatura, intermediarias e
sensiveis a altas temperaturas; esses genotipos deverao ser usados em programas
de melhoramento visando o desenvolvimento de cultivares que possam produzir
bem quando cultivados em altas temperaturas.

Em mamoeiro, esse tema tem sido estudado por Allan (1963a,b), Cohen et
al. (1989), e Tamaki et al. (2011) onde se observa que ha uma variacdo
dependendo do gendtipo e das condigcdes em que o estudo foi realizado. Estudos
que relacionam temperatura com germinacdo in vitro de grdos de pélen e
crescimento de tubo polinico tem sido realizados para diferentes fruteiras, como
citros (Distefano et al., 2012), abacate (Alcaraz et al., 2011), pistache (Acar &
Kakani, 2010), péra (Chagas et al., 2010), péssego (Hedhly et al., 2005), damasco
(Pirlak, 2002), e manga (Sukhvibul et al., 2000).
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3.2.3. MATERIAL E METODOS

Material Vegetal

O material vegetal utilizado neste trabalho foram os genoétipos JS12 e o
hibrido UENF/CALIMANO1. As plantas foram cultivadas na Unidade de Apoio a
Pesquisa da Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro, em
Campos dos Goytacazes, RJ. Foram plantadas dezesseis plantas por gendétipo,
distribuidas em quatro repeticbes, sendo cada parcela constituida por quatro
plantas. As plantas foram dispostas em fileiras com espacamento entre plantas de
2m e entre fileiras de 2m sob sistema de irrigacdo por asperséo; os tratos culturais
foram dispensados conforme o recomendado para a cultura.

Os testes de germinacao foram realizados no setor de Citogenética, do
Laboratério de Melhoramento Genético Vegetal (LMGV) do Centro de Ciéncias e

Tecnologias Agropecuarias da mesma universidade.

Metodologia

Para avaliacao do efeito de temperatura na germinacao in vitro de graos de
polen, utilizou-se o meio de germinagdo composto de 5% de sacarose e 15ppm de
acido bdrico definido como o melhor no trabalho anterior. A preparacdo foi
realizada, individualmente, dissolvendo-se 5g de sacarose e 0,0015g de acido
bérico em 100ml de agua destilada, com o auxilio de agitador magnético. Apés o
preparo, as solucdes foram armazenadas em tubos Falcon e guardadas em
geladeira até que fossem utilizadas.

No periodo da manhd, flores recém-abertas foram coletadas. No
laboratorio, 100ul do meio de germinacao foi colocado nas laminas e os graos de
polen foram distribuidos com auxilio de uma pinga sobre a solugdo. Foram
preparadas cinco laminas por tratamento, sendo as mesmas colocadas em camara
Umida e em incubador do tipo BOD com temperatura controlada variando de 15°C
a 40°C, em intervalos de 5°C (15, 20, 25, 30, 35, 40°C).

Quatro horas apos a incubagéo realizou-se a contagem dos gréos de pdlen

germinados, esta foi feita ao acaso sob microscopio campo claro usando uma
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objetiva de baixa magnitude (10x). Foram contados em cada campo de observacéo
0 numero de gréos de pdlen germinados e ndo germinados, sendo contado no total
500 gréaos de polen por lamina, totalizando 2500 gréos de pélen por tratamento.
Foram considerados graos de pdlen germinados aqueles cujo tubo polinico
apresentou comprimento superior ao diametro do grdo de polen (Dafni & Firmage
2000, Acar & Kakani 2010). O percentual de germinacéao in vitro de gréos de pdlen
foi estimado pela relacdo entre o niumero de graos de poélen germinados pelo total
de graos de podlen contados em um campo de observacéo.

A variavel de estudo foi submetida a andlise de variancia utilizando o

programa SAS (1999). Para tal, os dados foram transformados para /x+ 0,5. O

experimento foi conduzido utilizando-se um delineamento inteiramente casualizado
em arranjo fatorial genétipo x temperatura, os graus de liberdade para os
tratamentos, foram desdobrados nos seus efeitos e comparados via teste de
comparacao de médias e analise de regressdo. Para melhor apresentacdo dos
resultados, considerando as tabelas e graficos, priorizou-se a utilizacdo dos dados
nao transformados.

A determinacdo de temperaturas cardinais € muito utilizada nos estudos de
germinacao in vitro em resposta a temperatura. Estas temperaturas sao definidas
em temperatura minima (Tnyn), Na qual abaixo dela a germinagéo pode ndo ocorrer;
a temperatura 6tima (Tom), Na qual o grao de podlen atinge o0 maximo de germinagao
e a temperatura maxima (Tmax), @ partir dela ndo ocorre germinacao do grao de
polen.

eraturas cardinais ou seja, a Tmin (temperatura minima na qual o grédo de
pélen germina; abaixo dela a germinacdo pode ndo correr), a Tom (temperatura
ideal na qual o grdo de pdlen atinge o0 maximo de germinacdo) e a Tmax
(temperatura maxima onde a partir dela ndo ocorre a germinacdo do grdo de
polen).

Os dados de germinacdo in vitro em resposta a temperatura foram
analisados utilizando modelo de regressao linear e nédo-lineares muito utilizados
neste tipo de estudo (Acar & Kakani, 2010, Salem et al., 2007).0 ajuste de cada
equacdo de regressdo, descrevendo a resposta da germinacdo do pélen a
temperatura, foi comparado pela variagdo explicada pelo coeficiente de
determinacdo (R?) e pelo erro padrdo. O mais alto R? e o menor erro padrdo foram

utilizados para selecionar o modelo de regressédo mais adequado aos dados.
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O procedimento PROC IML (SAS 1999) foi utilizado para estimar os
parametros do modelo de regressédo ndo-linear quadratico (Equacédo 1), onde T é a
temperatura referente ao tratamento, a, b, e ¢ séo os parametros da regresséo de
cada gendtipo geradas pelo SAS. Assim, as temperaturas minima (Tn), Otima
(Totm) € maxima (Tmax), foram estimadas conforme Acar & Kakani (2010) e Salem et

al. (2007) pelas equacdes 2 a 4:

Germinacéo grao de pélen =a + bT +cT2 (1)

(2) Totm = ;_b
(3) Toin= %
(4) Tmax: —b—b"—4ac

2o

3.2.4. RESULTADOS E DISCUSSAO

A analise de variancia dos dados de germinacao in vitro dos graos de pdlen
revelou diferencas significativas a 1% de probabilidade para gendtipos,
temperaturas e a interacdo genotipo x temperatura (Tabela 1). O coeficiente de
variacao baixo indicou que o experimento teve uma boa precisao.

O méximo de germinacéo registrado foi de 81,72% em JS12 e de 78,04%
em UENF/CALIMANO1, ambos obtidos quando os gréos de pdélen foram cultivados
a 30°C. Na temperatura de 25°C observou-se que em JS12 houve uma boa
germinacao (69,36%); porém para o UENF/CALIMANO1 a germinacéo foi baixa
(24,40%). Nas demais temperaturas 15, 35 e 40°C a germinacdo dos graos de

polen foi muito baixa, quase nula, em ambos os gendétipos (Tabela 2).
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Tabela 1 - Resumo da andlise de variancia para variavel de germinacao in vitro de
grdos de pdllen de dois gendtipos de mamoeiro submetidas a diferentes
temperaturas.

Fontes de Variagéo GL Quadrado Médio F
Gendtipo (G) 1 17,038** 240,30
Temperatura (T) 5 99,329** 1400,88
GxT 5 3,908** 55,12
Residuo 48 0,0709
Total 59 -
C.V(%) 6,37

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade pelo teste F.

Cohen et al. (1989) estudando o efeito da temperatura na germinacéo de
gréos de pdlen de flores masculinas de mamoeiro, ndo verificaram germinacao a
5°C e uma reducdo drastica a 40°C; para esses autores a faixa de temperatura
ideal seria 22-26°C onde obtiveram de 64 a 68% de graos de pdlen germinados.
Tamaki et al. (2011), estimando a germinacéo in vitro de gréos de pdlen coletados
em plantas hermafroditas de ‘Sunrise Solo’ observaram que na faixa entre 20-25°C
houve um maior percentual de germinacéo (72-80%) e em temperaturas abaixo de
15°C e acima de 30°C as taxas de germinacdo dos grdos de pélen diminuiram
consideravelmente. Para Allen (1963b) a faixa de 18-24°C permitiu um bom
percentual de germinac&o dos grdos de pélen, sendo a temperatura de 30°C a que

forneceu os melhores resultados.

Tabela 2 - Porcentagem de germinacdo de grdos de pdélen dos genotipos
UENFCALIMAN/01 e JS12 em diferentes temperaturas.

Temperatura
(°C) 15 20 25 30 35 40
Gendtipos
JS12 0,84Ae 9,12Ad 69,62Ab 81,72Aa 19,64Ac 4,15Ae

UENFCALIMAN/01 0,04Be 3,48Bd 24,40Bb 78,04Ba 19,72Bc 0,24Be

* Médias seguidas pela mesma letra mailscula nas linhas e minudscula nas colunas
nao diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de
probabilidade.
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Para a resposta da germinacao in vitro dos graos de pdélen a temperatura o
uso de modelos de regresséo linear e nao linear tém sido utilizados. Baseado nos
resultados o modelo que melhor ajustou a variavel resposta foi 0 modelo néo-linear
do tipo Gaussian. Verificou-se um aumento gradual do percentual de germinacéo
até 30°C e apds esta, os indices de germinacdo decresceram nos dois genoétipos

(Figura 1).
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Figura 1 — Germinacao do grdo de polen em resposta a temperatura. A) JS12, B)
UENF/CALIMANOL.

Além de afetar a capacidade de germinacdo do gréo de pdélen, a temperatura
influencia no crescimento do tubo polinico, podendo acelera-lo ou retarda-lo
(Hedhly, 2011). O crescimento dos tubos polinicos foi afetado pela temperatura nos
dois gendtipos (Figura 2). Além de baixos indices de germinacado, temperaturas
baixas (20 e 15°C) propiciaram menor alongamento dos tubos polinicos (Figura 2A,
2B, 2G e 2H). Acréscimo no desenvolvimento dos tubos foi observado em 25°C
(Figura 2C e 2lI) e tubos polinicos mais desenvolvidos foram encontrados na
temperatura a 30°C (Figura 2D e 2J), a partir desta houve decréscimo no
alongamento dos mesmos.

Trabalhos anteriores em mamoeiro mostraram resultados similares, Cohen
et al. (1989) observaram que a 40°C o crescimento dos tubos polinicos era
retardado. Tamaki et al. (2011) avaliando o efeito de sete temperaturas constantes
encontraram diferencas significantes no crescimento dos tubos polinicos, segundo

0s autores os tubos polinicos mais desenvolvidos foram encontrados a 25°C,
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seguidos por 20, 30, 15 e 35°C, enquanto a 40°C o comprimento do tubo polinico

foi muito curto.

A B C
D E F
\
G H |
= 1 : A

Figura 2 — Efeito da temperatura na germinacdao in vitro de gréos de polen de JS12
(A-F) e UENF/CALIMANO1 (G-L). A) Gréaos de pélen incubados a 15°C, B) Graos
de polen incubados a 20°C, C) Gréaos de pélen incubados a 25°C, D) Graos de
polen incubados a 30°C, E) Graos de pélen incubados a 35°C, F) Graos de pélen
incubados a 40°C, G) Graos de polen incubados a 15°C, H) Gréaos de pdlen
incubados a 20°C, I) Grédos de pdlen incubados a 25°C, J) Graos de pdlen
incubados a 30°C, K) Graos de podlen incubados a 35°C, L) Graos de pdlen
incubados a 40°C. Barra = 50um
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Varia¢gOes de temperatura fora do limite de tolerancia suportado pela espécie
podem comprometer a germinacao dos grdos de polen (Hedhly, 2011). Embora
determinada faixa de temperatura possa ser adequada para a germinacao, €
importante se conhecer as temperaturas cardinais para uma determinada
caracteristica medida em um determinado genétipo.

As temperaturas cardinais (Tmin, Totm, Tmax) foram obtidas para os dois
gendtipos de mamoeiro (Tabela 3). A temperatura minima variou de 15,9°C a
16,5°C com média de 16,2°C. A temperatura maxima variou de 39,3 (JS12) a 40,3
(UENF/CALIMANO1), com meédia de 40,1. J4 as temperaturas Otimas para a
méxima germinacdo dos graos de polen foram 27,9 e 28,5°C para JS12 e
UENF/CALIMANO1, respectivamente, com média de 28,2°C. Acima de 40,1°C a
germinacao in vitro dos graos de pélen € prejudicada, o que valida os resultados
obtidos neste trabalho em que a germinacao e crescimento dos tubos polinicos em
ambos os gendtipos foram bastante reduzidos. As temperaturas minimas e
maximas encontradas permitem inferir a faixa de tolerancia em que o grao de pélen
de mamoeiro mantém sua capacidade de germinacéo.

Observa-se que h& pouca variacdo entre os gendtipos; provavelmente
devido a proximidade genética dos dois jA& que JS12 é um dos genitores do
UENF/CALIMANO1 (Pereira et al., 2003). O outro genitor SS 72/12 néo foi testado
nesse trabalho em funcao de problemas sofridos por suas plantas no campo, como
morte de algumas plantas, acometimento de doenca, bem como reversao sexual
que impediram que se conseguisse bom numero de flores hermafroditas para

realizar os estudos junto com os outros dois genotipos.

Tabela 3 — Temperaturas cardinais para germinacao in vitro de graos de polen.

Temperaturas cardinais (°C)

JS12 15,9 27,9 39,9
UENF/CALIMANO1 16,5 28,5 40,3

Média 16,2 28,2 40,1
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A germinacgédo reduzida a 15 e acima de 35°C e a temperatura 6tima de
germinacao 27,9-28,5°C podem refletir a origem tropical da espécie, visto que
resultados semelhantes com temperaturas oOtimas relativamente altas foram
relatados para outras espécies subtropicais e tropicais.

Em espécies do género Pistacia, Acar & Kakani, (2010) avaliando oito
temperaturas (5 a 40°C, com intervalos de 5°C) observaram média de 91,6% para
germinacdo in vitro dos grdos de podlen de nove espécies estudadas e as
temperaturas cardinais medias (Tmin, Totm, Tmax) Observadas para todos o0s
genotipos foram 6,7°C, 23,9°C e 41,1°C.

Em estudos com gendtipos de diferentes espécies de Capsicum, as
temperaturas cardinais meédias (Tmin, Totm, Tmax) Observadas para todos o0s
genatipos foram 15,2°C, 30,7°C, e 41,8°C e baseado em um indice cumulativo de
resposta a temperatura foi possivel identificar espécies/gendtipos sensiveis,
intermediarios e tolerantes a altas temperaturas (Reddy & Kakani, 2007).

A influéncia da temperatura na germinacdo de grdo de podlen de seis
gendtipos de abacate foi estudada por Alcaraz et al. (2011), os autores observaram
que 30°C forneceu os melhores indices de germinacdo para a maioria dos
gendtipos estudados. Para fruteiras de clima temperado, as temperaturas 6timas
tendem a ser menores, como em damasco que varia entre 15-20°C e acima de
25°C se tem reducédo da germinacao in vitro dos gréos de pélen (Egea et al., 1992)
e cerejeira (Pirlak, 2002).

As variagcdes encontradas entre os resultados descritos neste trabalho e
nas demais podem ser explicadas pelo fato do efeito da temperatura na
germinacdo in vitro do grdo de polen ser varidvel entre as espécies e entre 0s

gendtipos da mesma espécie (Sukhvibul et al., 2000).

3.2.5. CONCLUSOES

Foram observadas diferencas significativas entre 0s genotipos,
temperaturas e na interagéo entre eles;
O percentual de germinacéo foi bem reduzido em temperatura baixa (15°C)

e aumentou gradativamente atingindo o maior valor a 30°C, e acima desta os
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indices de germinagdo decresceram. Portanto, temperaturas altas e baixas tém
efeito negativo na germinagdo dos graos de pdlen do mamoeiro;

Para os dois gendtipos a temperatura de 30°C foi a que proporcionou um
percentual alto de grdos de pdlen germinados, sendo 78,04% para
UENF/CALIMANO1 e 81,72% para JS12.

As temperaturas cardinais (Tmin, Totm, Tmax) Obtidas foram 15,9, 27,9 e
39,9°C para o gendétipo JS12, e 16,5, 28,5 e 40,3°C para o UENF/CALIMANO1. A
determinacdo das temperaturas cardinais € de grande importancia, pois permitem
identificar o nivel de tolerancia dos gendtipos/espécies sob temperaturas altas e
baixas.
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