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RESUMO

Visando dar suporte a trabalhos de melhoramentoétigen do
marmeleiro, objetivou-se ajustar o meio de culhésico para a germinacao de
grédos de polen de diferentes cultivares de marmsléAlaranjado, Alongado,
Apple, BA29, Bereckzy, Champion, Cheldow, Constaoia, CTS 207,
Dangers, De Patras, De Vranja, Dulot, Fuller, MedtNTA 37, Kiakami,
Lajeado, Meech Prolific, Meliforme, Pineapple, Rgel, Provence, Radaelli,
Rea’'s Mamouth, Smyrna, Van Deman e Zuquerinetg)élen utilizado para o
ajuste do meio de cultura basico foi obtido de rasterovenientes de flores em
estadio de baldo da cultivar Portugal. Em seguida, auxilio de um pincel, os
gréos de poélen foram espalhados sobre a supettigiacas de Petri, contendo
20 mL de meio de cultura de acordo com as seguatsgsms: 1) concentracdes
de agar (4, 6,8 e 10 gl)_e valores de pH (3,5; 4,5; 5,5 e 6,5); 2) conmesdies
de sacarose (0, 30, 60 e 90 9:L3) concentracdes de nitrato de célcio (0, 200,
400 e 800 mg 1); 4) concentracdes de &cido bdrico (0, 400, 80AGO mg L
l); e 5) tempo de emisséo do tubo polinico (0, 13,24, 5 e 6 horas apds a
inoculagdo), os quais foram montados de forma sequencial. Apsse e
procedimento, avaliou-se a taxa de germinacdogd@ss de pdlen das 27
cultivares, além do nimero de estames, nimero&tes gte pdlen por antera e
por flor. Realizando-se as leituras da porcentagengerminacéo, apds cinco
horas de incubacédo, conclui-se que 0 meio de aytaira a germinacao de graos
de pélen do marmeleiro deve ser acrescido de 68dglsacarose e 366 mg L
de 4acido borico, sendo o pH aferido para 5,8 e io s@idificado com 10 g £
de agar. Ha diferencas entre as cultivares quactpacidade germinativa e a
guantidade de graos de pélen, o que pode influenciguantidade de flores
necessarias para a extracdo das anteras nos cniazanee no sucesso das
hibrida¢gBes a campo.

Palavras-chave: Melhoramento genético, taxa de igag&o, viabilidade
polinica.



ABSTRACT

Aiming to give support to genetic breeding workstloé quince tree, it
was intended to adjust the basic culture mediurthéogermination of pollen
grains of different quince cultivars (AlaranjadooAgado, Apple, BAZ29,
Bereckzy, Champion, Cheldow, Constantinopla, CT3%, ZBangers, De Patras,
De Vranja, Dulot, Fuller, Mendoza INTA 37, Kiakarhgjeado, Meech Pralific,
Meliforme, Pineapple, Portugal, Provence, RadaBkia's Mamouth, Smyrna,
Van Deman and Zuquerineta). The pollen utilizedtifier adjustment of the basic
culture medium was obtained from anthers cominmfflower at balloon stage
of the cultivar Portugal. Next, with the aid of aubh, the pollen grains were
spread on the surfaces of the Petri dishes, ¢onta20 mL of culture medium
according to the following steps : 1) concentratiohagar (4, 6, 8 and 10 gL
and pH values (3.5; 4.5; 5.5 and 6.5); 2) concéofra of sucrose (0, 30, 60 and
90 g L); 3) concentrations of calcium nitrate (0, 2000 4td 800 mg t); 4)
concentrations of boric acid (0, 400, 800 and 1,8@p L"); and 5) time of
emission of pollen tube (0, 1, 2, 3, 4, 5 and 6rba@fter inoculation)which
were mounted in a sequential manner. Afterwardsgtiain germination rate of
the pollen grains of the 27 cultivars was evaluatedddition to the number of
stamens, number of pollen grains per anther andigeer. By performing the
readings of the germination percentage after fiver$ of incubation, it follows
that the culture medium for the germination of geirpollen grains should be
added of 68 g t of both sucrose and 366 mg bf boric acid, pH being gauge
to 5.8 and the medium solidified with 10 ¢ lof agar. There are differences
among the cultivars as to the germination capaaitg the amount of pollen
grains, which can influence on the amount of flaoueeded for the extraction of
anthers in the crosses and in the success ofléaehiybridizations.

Key words: Genetic breeding, germination rate,groiliability.
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1. INTRODUCAO

A rusticidade comparada as demais frutiferas deacliemperado e a
possibilidade de cultivo em praticamente todasreasague apresentam inverno
ameno, tornam o marmeleir@ydonia oblongaMill.) uma opc¢ao de cultivo
interessante para muitos produtores que se dedic&miicultura (P1O et al.,
2009). Os marmelos sdao muito usados na culinaria pgabricacdo de
marmeladas, compotas e geleias (ALVARENGA et al08, alternativas
promissoras para agricultura familiar em regidedstigas, em razdo da
agregacdo de valores na transformacédo da polpaocees e da escassez de
marmeladas caseiras no mercado.

Atualmente, no Estado de Minas Gerais concentra-geaior area
cultivada com marmeleiros no Brasil. Apesar de piodsabito caducifdlio e
requerer certa quantidade de frio durante o perdieddorméncia, outros estados
como Bahia e Goias vém cultivando comercialmensa désitifera (BETTIOL
NETO et al., 2011).

Pelo exposto, percebe-se que ha interesse peivocdé marmelos em
regibes subtropicais e tropicais, no entanto, stenancultivar Portugal vem
sendo explorada comercialmente (PIO et al., 20B8)stem outras cultivares
com potencial produtivo similar ao ‘Portugal’, com®&myrna’, ‘Mendoza
INTA-37’, ‘Fuller’ e ‘Provence’ em regibes subtrapis (BETTIOL NETO et
al.,, 2011) e até mesmo superiores, como ‘LageadBeePatras’ em regides
mais frias (FIORAVANCO et al., 2006).

Assim, ha necessidade de intensificar o programae&lboramento de
marmeleiro no Brasil, voltados para a selecéo divates altamente produtivas,
aptas a serem cultivadas em regides subtropicgiro@utoras de doces de

qualidade superior. Ainda, pode-se selecionaneulis a serem utilizadas como
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porta-enxertos para pereiras, a fim de propiciaptantas de porte reduzido e
maximizar plantios adensados (PIO et al., 2009).

Para dar suporte aos programas de melhoramentmiecmento das
caracteristicas florais dos germoplasmas dispa&eie suma importancia para
a selecdo dos progenitores a serem utilizados ibasldtdes, assim como a
viabilidade dos graos de polen e até mesmo a agzbcigerminativa.

A andlise da fertilidade dos gréos de pélen dogenibores coletados
em campo é condi¢do preliminar indispensavel paraisiar os cruzamentos
(CHAGAS et al., 2010), uma vez que o periodo adedloracdo das cultivares
de marmeleiro é curto (BETTIOL NETO et al., 2011kaso os graos de pdlen
nao estejam viaveis, podem inviabilizar os cruzaosen

A fertilidade do grédo de pélen pode ser avaliada geminagcdo em
meio artificial, in vitro’. Sabe-se que varios compostos organicos e inmggn
interferem na germinacdo (BOLAT; PIRLAK, 1999). {etth (1983) afirma que
os graos de pdlen da maioria das angiospermasanecle fontes de carbono e
de outros nutrientes para ocorréncia desse prqgcessmlo que 0 agar, a
sacarose, 0 calcio e o boro sdo os mais comunsd @opmeio de cultura
também tem influéncia direta na germinacao e vidie polinica (CHAGAS et
al., 2010).

Com base nessas informagbes, 0 objetivo com emsaltip foi ajustar
0s componentes basicos do meio de cultura pardicaeria capacidade
germinativa dos grédos de pélen entre cultivaranaleneleiro e ainda verificar a

guantidade de graos de pdlen por flor.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Aspectos gerais do marmeleiro

O marmeleiro Cydonia oblongaMill.) é originario das regides do Oeste
da Asia préximo ao Ird, sendo seu centro de origgydpn na ilha de Creta, na
Grécia, ao Sul do mar Egeu, onde até hoje se padauontrar plantas ndo
domesticadas (PIO et al., 2005).

Os primeiros exemplares dessa fruteira foram toszigo Brasil por
Martim Afonso de Souza por volta de 1532, sendcaomelo e a marmelada os
primeiros e principais produtos de exportacdo ptara antecessor ao
monopolio da cafeicultura que ocorreu por volta 1850. Desempenhando
assim, um importante papel histérico, econémicalei@l no desenvolvimento
do Brasil na época da colonizacgéao.

Ainda por volta de 1930, o Brasil era 0 maior ptod mundial desse
fruto, porém, devido a falta de politicas publidasincentivo a cultura e a falta
de programas de pesquisa e extensdo sobre sasscwitirais, acarretaram em
diminuicéo significativa das areas produtoras bemas durante os anos. Sendo
assim, atualmente o pais conta com uma &rea dd2@®m uma producéo
aproximada 964 toneladas, sendo a maior parte sipseeares localizados no
Estado de Minas Gerais (INSTITUTO BRASILEIRO DE GERAFIA E
ESTATISTICA - IBGE, 2014).

Com isso, a indisponibilidade de matéria-prima, seguentemente,
acarretou em aumento do seu valor de mercado, spredatualmente, além da
valorizacao das safras brasileiras, a industridodes nacionais vem importando
marmelo de paises como a Argentina para atendineatprépria demanda
interna (BRAZILIAN FRUIT, 2010).
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Além disso, na Europa observa-se uma tendénciapinsio tanto das
areas produtoras como na industria de processidss.fato sugere o potencial
comercial do marmelo ndo apenas para abstecimenttedcado nacional, mas
também como uma oportunidade de exportacdo pamsquaises (FOOD AND
AGRICULTURE ORGANIZATION OF THE UNITED STATIONS - RO,
2014).

Atualmente a marmelicultura vem ganhando destagqueemario na
fruticultura mundial. Segundo dados da FAO (201#ye=0s anos de 1999 e
2008, o marmelo apresentava uma area mundial t#ab7.000 ha com
producdes anuais médias de 443.000 toneladas, oarprodutividade média
de aproximadamente oito toneladas por hectare,estimativa de crescimento

com uma taxa de variacdo média 1,99% ao ano.

2.2 Botéanica e descricado

O marmeleiro,Cydonia oblongaMill. € o Gnico membro do género
Cydoniaque pertence a familia Rosaceae, subfamilia Pomoidéaedo uma
frutifera temperada caracteriza-se pela necessitladen periodo de dorméncia,
durante o inverno, para posterior crescimento aiget floracao e frutificacao.
E uma planta de porte arbéreo que varia de 4 at®snée altura, possui habito
caducifélio e por possuir aptiddo climéatica temparaem maior resisténcia a
baixas temperaturas (PIO et al., 2005).

Seus brotos sdo de uma tonalidade marrom palidanoss vegetativos
sdo denominados ramulos; as folhas sao ovais pticael, possuindo de 5-10
cm de comprimento por 4-6 cm de largura, de cofwagrde-escura na face
adaxial e verde-esbranquicada na abaxial, seu msisteadicular €

predominantemente fasciculado e superficial.
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Com relagéo a floracdo, apés o periodo hibernagjesu os primeiros
ramos vegetativos, brindilas, que podem atingiB @&5 mm diametro e até 20
cm de comprimento onde em sua extremidade ird iconta gema vegetativa
ou floral. Seu florescimento ocorre entre 0os medesagosto e setembro
resultando em flores hermafroditas, pentamerasstitoitlas por vinte estames,
cinco carpelos fundidos, que delimitam cinco losulovarianos, sendo a
principal via de polinizacéo a entomdfila (RIGITANDO57).

O fruto é do tipo pomo, localizados na extremididminal dos ramos,
podendo ser portador de até noventa sementes, olmragio que varia de

amarelo-dourado a alaranjado dependendo da culN@ret al., 2005).

2.3 Polinizagéo, fecundacéo e desenvolvimento daitio

A polinizacéo é o evento onde ocorre a transfesédios graos de poélen
das anteras de uma flor, para o estigma da mesmaara 0 estigma de outra
flor da mesma espécie, a esses eventos denomimaiepolinizacdo e
polinizacdo cruzadas, respectivamente (LEITE; SOUZB03). Os grédos de
pélen envolvidos nesse processo sé@o constituidoduds células haploides,
sendo uma delas vegetativa e responséavel pelad¢dondo tubo polinico e a
outra a célula generativa que passard por mitose foamacao das células
espermaticas, uma delas responsavel pela forndg@msfera que originara
posteriormente o0 embrido.

Quando se trata de producédo de alimentos, a pati@iizé um processo
fundamental para garantir colheitas significatiygega o0 abastecimento de
alimentos a populacdo. Em escala global, estimgege mais de 75% das
espécies vegetais utilizadas na agricultura sejepertientes de animais para
polinizacéo (ALVES et al., 2010).
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Além da necessidade de uma polinizagdo entomofdangacéo do fruto
do marmeleiro pode ser influenciada por varios asutfatores, estruturais,
morfoldgicos, e ambientais como, por exemplo: horde liberacdo do pélen e
viabilidade polinica, receptividade do estigmagilidade e sobrevivéncia do
ovulo, compatibilidade genética, contelido de actatal de seu néctar, além de
temperatura, umidade e luminosidade (ALVES eRall0).

Basicamente, quanto maior for & quantidade de npdliéve e
compativeis no estigma, maior a probabilidade de é&a fertilizagdo, porém,
dependendo do tipo de pdlen envolvido, o processdedilizacdo pode ser
afetado por fatores genéticos e fenotipicos, osasdo ma& formacdo da
semente e do fruto (LEITE;SOUZA, 2003).

Quando o processo de polinizacdo e/ou a qualidazlepdlen é
deficiente, ocorre problemas na fecunda¢éo dooGachrretando em aborto ou
ma formacgédo das sementes fator que acarretarénemaior nimero de l6culos
vazios dentro do pericarpo ocasionando ma confd@magnviabilizando o fruto
para a comercializacéo (SIMAO, 1998).

2.4 Testes de Germinacaan vitro’

O teste de germinacdo de grédos de pileritro € imprescindivel para
programas de melhoramento genético de frutiferass, gpor meio dessas
analises preliminares torna-se possivel verifiaa giabilidade, assim como
realizar as primeiras inferéncias sobre probleneasstierilidade intrinsecos das
cultivares em estudo (PIO et al., 2004).

Segundo Heslop Harrison et al. (1970) os métoddizados para
avaliacdo da qualidade do poéléen vitro” séo:

A) Procedimento fluorocromatico (FCR);

B) Testes do conteudo celular com corantes;
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C) Germinacéo do p6len em meio artificial.

A) Procedimento fluorocromatico (FCR)

O teste de FCR possui uma metodologia que coroglaGi integridade
da membrana e crescimento do tubo polinico, dassgi@ polen, por meio de
técnicas de microscopia de fluorescéncia.

Nessa técnica os graos de pdlen que ndo sdo campiete
fluorescentes sdo considerados inviaveis, poisesaptam algum tipo de
problema estrutural, enquanto que, os grdos de npdempletamente
fluorescentes sdo metodologicamente considerados apgerminacdo, sendo
assim viaveis (TECHIO; DAVIDE; PEREIRA, 2006).

B) Testes do conteludo celular com corantes

O teste por corantes reflete a atividade enzimal&adesidrogenase
durante o processo respiratério dos tecidos, semdoesse tipo de atividade
enzimatica no grdo de pélen esta relacionado com capacidade de
germinacgdo. Ou seja, 0 corante reage com o hidimgéoduzido na respiracdo
celular do pélen, fazendo com que este adquira coharacdo diferenciada.
Testes com lugol e sudan sdo empregados em estodos indicativo de
viabilidade polinica (HUANG et al., 2004). Porénarg muitos autores, estas
metodologias apenas possibilitam a identificacasuestancias existentes no
gréo de polen, como lipidios e amido podendo gstsentes em gréos viaveis
ou ndo (RODRIGUEZ-RIANO; DAFNI, 2000). Outros tipde corante como
‘Solugéo de Alexandre’ e carmim acético tambémegaipregados nesses testes,
porém, para muitos autores, eles apenas refleténtegridade de algumas
estruturas celulares como membrana plasmatica éauodo sendo um
indicador direto de viabilidade polinica (PLINEagt 2002).
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C) Germinacgao do pélen em meio artificial

A germinacgadn vitro emprega a utilizacdo de um meio de cultura para
determinar a aptiddo da germinagéo dos gréos ée.pdendo que para uma alta
taxa de germinacdo € necessdario a compreensao alséria de fatores como
temperatura, pH, ajustes da composicdo do meio paspécie trabalhada e
periodo de emisséo do tubo polinico.

A temperatura em que o pdllen é exposto durantéaseagerminativa
diretamente relacionada com o desenvolvimento ko polinico. Chagas et al.
(2010) trabalhando com desenvolvimento de tubdgipok de porta enxerto de
pereiras observaram que até 28 °C houve favoretintam germinacdo e que
temperaturas mais elevadas acarretaram em diminudedsa porcentagem.
Silva et al. (1999) trabalhando com germinacao rde ge pélen de maracuja,
observaram que em temperaturas entre 22 e 24 % fidoninuicdo da taxa de
germinacgao do pdélen e temperaturas entre 27 e 28/8@eceram seu aumento.

QOutro fator importante para o meio de cultura éHp gendo que seu
ajuste varia de acordo com a espécie em estudoentiando diretamente na
disponibilidade de fitorreguladores e nutrienté&made intervir diretamente na
solidificacdo do meio. Chagas et al. (2009), em sstudo com diferentes
cultivares dePrunus persica(L.), obtiveram como melhor resultado na
germinagéo dos grdo de pdlen em meio com pH afgr@da 5,5. Os mesmos
autores estudando germinacdo de gréos de poél@yrde betulaefoliae Pyrus
calleryang concluiram que o ideal para a germinacao do pifdspas espécies é
o pH variando entre 5,2 e 5,8, respectivamente (GA3 et al., 2010).

Com relagdo ao ajuste dos componentes basicos o salge-se que

varios compostos organicos e inorganicos interferargerminacam vitro, dos
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quais o0 agar, a sacarose, o0 calcio e o boro sdwa@simportantes (BOLAT;
PIRLAK, 1999).

O agar tem como funcao a solidificacdo do meiouliei@, possui como
atributos a facilidade da incorporacdo dos nutegntlém de proporcionar
umidade relativa constante, fornecendo um ambientie os grdos de poélen
possam se desenvolver. A concentracdo de agar deypiendendo da espécie.
Chagas et al. (2009), em seu estudo &mmus persicalL.) obteve o melhor
resultado de germinacédo (55,42%), com 10' ggar. Os mesmos autores
estudando germinacdo de grdos de pdlen de portartesxde pereira,
conseguiram as maiores taxas de germinacdo a medelaaumentaram a
concentracdo de agar no meio de cultura (CHAGA#. €2010).

A sacarose tem como finalidade o fornecimento dergéa nos
processos biossintéticos envolvidos no crescimendtiferenciacdo e
morfogénese celular. Xie et al. (2004), estudaretmmacéo de graos de podlen
de péras asiaticas e Chagas et al. (2009), esmdanohus persica (L.),
constataram que as maiores porcentagens de gedmifam alcancadas com
as maiores concentracfes de sacarose adicionadasi@ae cultura, enquanto
Barbosa et al. (1991) em seu trabalho realizadopesaegueiros e nectarineiras
subtropicais obtiveram os melhores resultados dmigacdo em meios com
baixa concentracdo acuUcar.

O nitrato de calcio utilizado no meio de culturantgor finalidade
diminuir a sensibilidade dos gréos de poélen e @0 polinico as alteracdes no
meio basico, sua principal funcdo € contribuir pan@sisténcia e crescimento
linear do tubo polinico com diminuicdo de sua petilelade (BHOJWANI,
BHATNAGAR, 1974).

O boro é um micronutriente que vai desempenharmpoitante papel
na germinacao e crescimento do tubo polinico. Paspropriedade de interagir

com as moléculas de sacarose presentes no meiaoltdeac aumentando a
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eficiéncia de absorcdo desse composto pelos grigsolen, favorecendo o
crescimento do tubo polinico (DANTAS et al., 2005).

Brewbaker e Kwack (1963) trabalhando com germinad@igdlenin
vitro de 86 espécies distribuidas em 39 familias deoapgrmas constataram
gue o célcio e o boro tém um papel fundamentalnimo da germinacdo do
tubo polinico.

Chagas et al. (2009), em seu estudo Bounus persica(L.) e Barbosa
et al. (1991), em seu trabalho com pessegueirestanneiras, constataram que
0 requerimento desses micronutrientes na germindg&graodn vitro variam
de acordo com a espécie e da cultivar. Além diesiste a necessidade do
estabelecimento correto desses compostos dentneetode cultura, pois, seu
excesso ou deficiéncia podem promover a ndo gegdinau rompimento dos

graos de pdlen, levando a um falso resultado (RAMOS., 2008).

3. METODOLOGIA

Os experimentos foram realizados nos meses de @tearoutubro de
2013 com 27 cultivares de marmeleiro com quatre aleoidade localizados na
colecdo de cultivares no setor de fruticultura dmp&tamento de Agricultura
(DAG) da Universidade Federal de Lavras (UFLA).dforutilizados para esse
trabalho as seguintes cultivares: Alaranjado, Adatog Apple, BA29, Bereckzy,
Champion, Cheldow, Constantinopla, CTS 207, DandeesPatras, De Vranja,
Dulot, Fuller, Mendoza INTA 37, Kiakami, Lajeado, Meech Praolific,
Meliforme, Pineapple, Portugal, Provence, RadaBkia's Mamouth, Smyrna,
Van Deman, Zuquerineta.

As avaliagbes foram conduzidas no Laboratério dendbagia do
Departamento de Agricultura. Para fins de avalial@experimentos descritos
a seguir, foram considerado grao de pélen germiagdeles cujo comprimento
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do tubo polinico excedeu o dobro de seu proprimndito (CHAGAS et al.,
2010).

Para instalacdo, conducdo e avaliacdo dos ressiliagl@xperimentos
foram divididos em quatro etapas:

1° Etapa: Aferimento do pH e ajuste das concengmcde agar,
sacarose, nitrato de célcio, acido bdrico parasggdggpdlen de marmeleiro.

2° Etapa: Tempo de emisséo do tubo polimceitro (1, 2, 3,4, 5e 6
horas pés-inoculacao).

3° Etapa: Avaliacdo da germinacaovitro de grdos de pélen das 27
cultivares de marmeleiro.

4° Etapa: Quantificacdo do pdlen por estame elpode 27 cultivares

de marmeleiro.

3.1 Etapa 1

Durante o encaminhamento do experimento foi reddizadeterminagéo
da composicéo do meio de cultura especifico paraigacao do grdo de podlen
de marmelo visando & maxima germinacdo do material.

As dosagens iniciais dos componentes utilizadoa pantagem desse
experimento foram baseadas em trabalhos sobredidéa® e germinacadn
vitro’ de outras fruteiras da familia Rosaceae. AlbuguerJunior et al. (2010);
Chagas et al. (2009); Chagas et al. (2010).

Primeiramente, foram recolhidos flores da cultiv@ortugal que
apresentou florescimento precoce, em relacdo asasoutultivares do
experimento.

Inicialmente botdes florais completamente desendots foram
coletados em campo e levados ao laboratério. Emidsggcom auxilio de uma
pinca as anteras foram retiradas sendo armazepatgdaca de petri estéril e
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encaminhadas para estufa de secagem a (27 °C) s@émcial de luz para
liberacdo do pdolen (RAMOS et al., 2008).

O desenvolvimento do meio de cultura foi implantat® maneira
sequencial sempre utilizando o melhor resultado edperimento anterior
(concentracdo, composicao, pH) para a montagertratamentos subsequentes,
conforme metodologia proposta por Chagas et alL.QR0

Inicialmente foram instalados os seguintes experiageem BOD em
temperatura controlada 27 °C, na auséncia de &z determinacdo do meio de

cultura para marmeleiro:

1)Concentracdes de agar (4, 6, 8 e 10y x.pH do meio: (3,5; 4,5; 5,5
6,5);

2)Concentragbes de sacarose (0, 30, 60, 9(*.);9 L

3)Concentracdes de nitrato de célcio (0, 200, 400,86 L)

4)Concentracdes de &cido borico (0, 400, 800, 1200 hg

Cinco horas p6s-inoculacdo foram contabilizadesy @uxilio de um
microscopio 6ptico monocular (10 x 100) os graopdlen germinados ou nao.
Este experimento foi constituido de quatro repet¢c@endo cada repeticdo um
guadrante da placa de Petri e cada repeticdo fopasta por cinco campos de

visdo.
3.2 Etapa 2

Com a definicdo de um meio de cultura adequadortr pla Etapal
foram instalados mais trés outros experimentos:

Para essa etapa foram utilizadas amostras de galealtivar Portugal.
Primeiramente os botdes florais foram coletados campo, levados ao
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laboratério e com o auxilio de uma pingca foramradés as anteras e
armazenadas em placa de Petri estéril por 24 leonasstufa de secagem, a 27
°C na auséncia de luz.

A amostra, apdés esse periodo, foi inoculada no naiocultura
estabelecido no experimento anterior e armazenadaB®D a 27 °C, na
auséncia de luz, sendo testados seis tempos deagém (0, 1, 2, 3, 4, 5e 6
horas/pés-inoculacdo). A contagem foi realizada smtroscépio éptico
monocular (10 x 100).

Este experimento foi constituido de quatro repesg¢dsendo cada
repeticdo um quadrante da placa de Petri e cadtig@p foi composta por cinco

campos de visao.

3.3 Etapa 3

Apés o estabelecimento do meio de cultura e detaghb do tempo de
germinacdo do pdlen, essa etapa avaliou separatianecerpercentual de
germinacdo de graos de polen de cada uma das @7ams8 de marmeleiro
estudada.

Para isso, botbes florais de cada uma das culsivenem colhidos
separadamente, retirados os estames e armazemaduaaas de petri estéril,
devidamente etiquetadas em estufa de secagem@, 2ia ‘auséncia de luz por
24 horas.

Apbs esse periodo o pdélen de cada um dos gendtigtnslados foi
inoculado separadamente em placas de Petri 60 mrb5de dimenséo e
armazenado na BOD a 27 °C, na auséncia de luz.

Para a realizacdo desse experimento 0 meio deaelto tempo de emissado

do tubo polinico foram de acordo com os resultadbfidos nas etapas
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anteriores. A contagem foi realizada em microsc@mtico monocular (10 x
100).

O delineamento experimental foi inteiramente cazadb (DIC) com 27
cultivares e quatro repeticdes, sendo cada repetigé quadrante da placa de
Petri e cada repeticdo foi composta por cinco candgovisao.

3.4 Etapa 4

Nessa etapa foi realizada a contagem do nimeroads ge pélen por
antera e por flor. Inicialmente foram coletadoscibotdes florais de cada uma
das 27 cultivar, sendo contado o nimero de anpenaior. Em seguida, foram
selecionadas cinco anteras de forma aleatéria eazamados em tubos
Eppendorf destampados a temperatura controlada®@7por 24 horas na
auséncia de luz, para ocorréncia a deiscénciaim asBberacdo dos grédos de
polen (RAMOS et al., 2008).

Passada 24 horas foi acrescida aos tubos uma saliecd.000 pl de
acido lactico. ApGs 48 horas, uma amostra de l@deutada Eppendorf foi
colocada em uma lamina de leitura (Neubauer), paealizacdo da contagem
do nuimero de graos de pélen, foi utilizado um nsicépio Optico (objetiva de
100 x 10). Esse experimento foi conduzido com cirepeticbes, sendo cada
repeticdo constituida por quatro leituras na lardm&leubauer.

A quantidade de graos de pélen por antera foi mdeumultiplicando-
se a média do nimero de graos de pdélen de caddrarpe® volume do acido
lactico da solugdo (1.000 pl) e dividindo este vakelo produto entre o volume
de acido lactico da amostra (10 pl) e 0 nimerontieras de cada tubo (cinco).
O numero de grdos de pélen por flor foi calculada pmultiplicacdo da
estimativa média de gréos de polen por anterametero médio de anteras por
flor.
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3.5 Andlise dos resultados

Em todos os experimentos o delineamento experimewtztado foi
inteiramente casualizado (DIC). Os dados foram stiolos a analise de
variancia, e as médias foram submetidas a regrdis&w ou quadratica, em
nivel de 5% de probabilidade. As andlises foramizadas no Programa
Computacional Sistema para Andlise de VariancidSVAR® (FERREIRA,
2000).

4. RESULTADOS E DISCUSSAO
Os resultados relacionados ao estabelecimento de @igar, assim

como a concentragdo de sacarose do meio de cdsii@ apresentados na

Figura 1.

g0 . A —-- 4sAgar Y=1264,515312+113,6075x- 10,7687505°  R?=0,96 A
o — 6gAgar Y=-157,222031+656935x- 57093752  R*=0,76
o™ 8g Agar Y=-306.633750+129.2365x-11.585x*  R?=0.83
* --c 10g Agar Y=-299.140781+ 122,7555x - 10444375x% R?=0.94
- LT e
£ 40- "
E
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20 -
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Figural Porcentagem de germinacda vitro de grdos de pélen do
marmeleiro ‘Portugal’ quando submetidos a diferenigH e
concentracdes de agar (¢)Ldo meio de cultura (A), diferentes
concentracdes de sacarose {§ (B). UFLA, Lavras, MG, 2013.

Com relacéo ao estabelecimento do meio de culana g maximizacao
da germinacdo dos grdos de pdlen do marmeleirdficoerse que houve
interacdo significativa entre as concentracGesgde @ aferimento do pH. Por
meio da regressdao quadratica, visualiza-se pejardilA que a maior
concentracdo de agar (10 ¢)Lpromoveu a maior germinacdo dos gréos de
pélen. Pelo desdobramento da equacéo, o aferindenfiH para 5,9 do meio
adicionado de 10 glfavoreceram 62% de germinacéo.

E um fator importante para o meio de cultura queHoseja aferido
adequadamente, pois influencia diretamente naifscdicio do meio (CHAGAS
et al., 2009). Essa afirmacao é confirmada pelar&i@A, onde o aferimento do
pH do meio para 3,5, independente da concentrag@gal adicionada ao meio
de cultura, quase que anulou a germinacéo dos geig®len de marmeleiro.
Uma possivel explicacdo para a porcentagem de gacdo mais alta ter
ocorrido na concentragdo de 109 te agar, é que a alta concentracdo desse

agente solidificante possibilitou uma maior corisista do meio de cultura, o
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que promoveu o equilibrio do potencial osmoticontkio e assim favoreceu a
germinagéo.

Estudos realizados com outras espécies frutifadenzentes a familia
Rosaceagapontam resultados semelhantes para o valor degi¢rminacéo de
gréos de pélen. Chagas et al. (2009), estudandecedies cultivares derunus
persica(L.), obtiveram como melhor resultado na germinadds grdo de poélen
em meio com pH aferido para 5,5. O mesmo autoudastio germinacdo de
graos de polen dPyrus betulaefoliae Pyrus calleryana conseguiram como
resultado ideal para a germinacao do pdlen desgegxies, pH entre 5,2 e 5,8
respectivamente (CHAGAS et al., 2010).

Segundo Pierik (1987) o pH ideal para o desenvauaim da maioria
das espécies de plantas encontra-se na faixa dé,5 sendo que variagcbes
desse limiar acarretam em suspensado de seu crescimeesenvolvimentim
vitro.

Quanto a adicdo de sacarose ao meio de culture;qdbservar um
aumento na porcentagem de germinacdo a medida guaumsentou a
concentragcdo de sacarose do meio, sendo que a rpaicentagem de
germinacédo dos grdos de polen de marmeleiro (68P4)af concentracdo de 68
g L™ de sacarose (Figura 1B).

A sacarose tem como finalidade o fornecimento dergéa nos
processos biossintéticos envolvidos no crescimendiferenciacdo e
morfogénese celular. Maior porcentagem de germiagén a elevacao de sua
concentracdo pode ser justificada pela maior oféeaenergia na forma de
carboidrato com favorecimento do crescimento do fdiinico. Tais resultados
também foram observados por Xie et al. (2004), emestudo com germinacao
de graos e podlen de peras asiaticas e por Chaghg2209), em seu estudo com

Prunus persica(L.), onde constataram que as maiores porcentagens
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germinagdo foram alcangadas com as maiores coacéaf de sacarose
adicionada ao meio.

Para a adicdo das diferentes concentracdes deonigacalcio ao meio
de cultura, pode-se observar que houve compromatiinga porcentagem de
germinacgédo polinica a medida que se aumentou seotacdo de Ca (N{
adicionada ao meio, sendo obtido maiores percentl@igerminacao na sua
auséncia (61% de germinacéo) (Figura 2A). Essdtadsutambém corrobora
com os trabalhos realizados com outras frutiferagepcentes a familia
Rosaceaeonde os melhores resultados de germinacdo foteamgados na
auséncia de nitrato de calcio do meio (CHAGAS gt24109; CHAGAS et al.,
2010).

Com relagdo a adicdo de diferentes concentragéegide borico ao
meio de cultura, os melhores resultados foram obtifiando utilizados 366 mg

L* alcancando 68% de germinacéo (Figura 2B).

60 ¥ Y =58,203000-0,054464x R*=0.96

Germinagio (%)

Nitrato de cilcio (mg L)
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Figura2 Porcentagem de germinacda vitro de graos de polen de
marmeleiro ‘Portugal’ diferentes concentraces itlato de calcio
(mg LY (A), diferentes concentracées de acido bérico [hg(B)
e diferentes tempos de incubacado para germinacgoadode polen
(horas) (C). UFLA, Lavras, MG, 2013.

A adicdo de boro no meio de cultura pode apresedif@rentes
respostas dependendo da espécie em estudo. Oniberage com a sacarose,
formando um complexo ionizavel acUcar-borato quegeecom a membrana
plasmatica promovendo um maior crescimento do pdimico (DANTAS et
al., 2005). Provavelmente a adi¢do de boro ao meicultura com posterior
formacgéo desse complexo foi benéfica durante aigag&@o dos gréos de pélen

de marmelo, aumentando seu percentual de germinagéo
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Porem, quando a concentracdo de acido bérico peirgr a 366 mg L,
houve comprometimento na porcentagem de germindg&opolinios. Uma
possivel explicacédo é que a integridade dos gragmkbn esta relacionada com
o equilibrio osmoético do meio de cultura, que éedeinada pela concentragéo
de sacarose e outras substancias contidas no emgie, elas o &cido bdrico,
sendo assim, o aumento gradual de acido béricoohad promoveu o
rompimento dos grdos de podlen comprometendo suzlidede e taxa de
germinacdo (DANTAS et al., 2005).

Quando avaliado o tempo de emisséo do tubo polipmde-se observar
gue a germinacao teve inicio uma hora pés-inocalaginbém se constatou um
aumento na porcentagem de grédos de pélen que amitirbo polinico até 5,3
horas pés-inoculacdo, com 62% de germinacdo, squdoapos esse periodo
houve uma estabilizacdo na germinacdo dos polf@aseio de cultura (Figura
2C).

Apb6s definido o meio de cultura proprio e o tempm idcubacao,
visando a maximizagcdo da germinacdo dos graos léa para o marmeleiro,
instalou-se o experimento entre as cultivares (fBabe

Tabelal Germinagdo média, nimero de anteras por flor, ndiceipdlen por
antera e numero de pdlen por flor de diferentedivanks de
marmeleiro. UFLA, Lavras, MG, 2013.

Germinagdo Numero de NuUmero de pélen Namero de

Cultivar (%) anteras por flor  por antera poélen por flor

Alaranjado 77,62 a 27,40 a 451,50 a 12.190,50 a
Alongado 63,92 b 17,60 ¢ 342,50 a 6.165,00 b
Apple 4229 d 25,00 a 277,75 b 6.943,75 ¢
BA29 65,12 b 19,80 b 424,00 a 8.480,00 b
Bereckzy 55,98 ¢ 21,00 b 362,75 a 7.980,50 b
Champion 81,89 a 23,80 a 352,50 a 8.460,00 b
Cheldow 82,23 a 16,20 ¢ 372,00 a 5.952,00 ¢
Constantinopla 39,39 d 19,40 b 255,00 b 4.845,00 ¢
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Tabela 1, Continuacao

CTS 207 57,03 ¢ 16,80 ¢ 312,25 b 5.308,25 ¢
Dangers 80,33 a 21,60 b 251,25 b 5.527,50 ¢
De Patras 43,88 d 19,80 b 282,25 b 5.645,00 ¢
De Vranja 62,77 b 20,00 b 294,75 b 5.895,00 c
Dulot 58,86 c 23,20 a 243,75 b 5.606,25 c
Fuller 78,50 a 23,60 a 381,50 a 9.156,00 b
Mendoza INTA37 52,29 ¢ 15,80 ¢ 331,75 a 4.976,25 ¢
Kiakami 4292 d 20,40 b 336,50 a 6.730,00 ¢
Lajeado 53,71 ¢ 26,60 a 349,50 a 8.737,50 b
Meech Prolific 60,72 ¢ 26,60 a 424,75 a 11.4%832
Meliforme 47,50 d 25,00 a 233,50 b 5.837,50 ¢
Pineapple 55,79 ¢ 21,40 b 338,25 a 7.103,25 ¢
Portugal 65,72 b 16,60 c 411,00 a 6.987,00 c
Provence 69,44 b 22,40 a 383,50 a 8.437,00 b
Radaelli 58,65 ¢ 23,00 a 360,50 a 8.291,50 b
Rea’s Mamouth 40,57 d 21,00 b 280,25 b 5.88%,25
Smyrna 79,55 a 17,00 ¢ 148,50 b 2.524,50 ¢
Van Deman 48,06 d 25,00 a 457,00 a 10.511,00 a
Zuquerineta 37,83 d 19,60 b 366,00 a 7.320,00 ¢
CV (%) 12,15 16,69 33,73 33,28

Médias seguidas de mesma letra nas colunas n&erdifentre si pelo teste de
Scott-Knott a 5% de probabilidade.

Pelos resultados obtidos, a analise estatisticaom&nou diferenca
significativa entre as cultivares. O teste de agmgnto de médias permitiu
agrupar as cultivares em quatro grupos, quantoréeptagem de germinacao
dos graos de pélen. As maiores porcentagem de g foram obtidas com
as cultivares Alaranjado (77,62%), Champion (81,89@heldow (82,23%),
Dangers (80,33%), Fuller (78,50%) e Smyrna (79,55 pbela 1),
representando o grupo cuja porcentagem de gernairfa¢&ignificativamente
maior que as demais cultivares, que apresentaraas tde germinacdo que
variaram de 69,44% a 37,83%.
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Segundo Albuquerque Junior et al. (2010), relatam teabalho
realizado com a germinacgédo de pélen de diferentéisares de macieira, que as
taxas de germinacdo superiores a 30% sado sufisiggdea assegurar boa
fecundacao e frutificacdo. Para marmelo ainda s&essarios maiores estudos
para se determinar qual seria a taxa de germinagifiaca minima para uma
boa fecundacdo e frutificacdo efetiva. Porém, semmenda como espécies
polinizadoras cultivares com alta germinacéo pcéini

Durante o experimento de contagem de estames gorcnstatou-se
variagdo entre as diferentes cultivares estudasesdo que as cultivares
Alaranjado (27,40), Apple (25,00), Champion (23,8Dulot (23,20), Fuller
(23,60), Lajeado (26,60), Meech Prolific (26,60)elNbrme (25,00), Provence
(22,40), Radaelli (23,00) e Van Deman (25,00) fo@snque apresentaram 0s
maiores nimeros de anteras por flor em relacaersid cultivares (Tabela 1).
Outros trabalhos com frutiferas da familia RosacEaeonstram que o nimero
de estames por flor pode apresentar variacdo afifezentes cultivares.
Albuquerque Junior et al. (2010) constataram difeseno nimero de estames
entre as diferentes cultivares de macieira. Barledsa. (1991) estudando 25
cultivares de pessegueiro e nectarineira tambérficaeam flutuacdes no
namero de estames entre as cultivares durantexpetraento.

Contudo um maior nimero de anteras nado é indicatlévama maior
guantidade de pélen por flor, além disso, a nunderanteras por flor de uma
cultivar pode variar anualmente devido as condig@@bientais em que as
plantas sdo expostas (STANTON et al., 2007; ALBURQEJE JUNIOR et al.,
2010).

Na quantificacdo do ndimero de grdos de pélen ptarano teste de
agrupamento de médias separou as cultivares engrgies, conforme exposto
na Tabela 1. Porém, quando se avaliou a quantiadedos de polen por flor, a

andlise de variancia demonstrou diferenca sigtifi@aentre as cultivares
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estudadas, permitindo separd-las em trés grupdintdés As cultivares
Alaranjado (12.190,50), Meech Prolific (11.468,25)Yan Deman (10.511,00)
apresentaram as maiores quantidades de poéleropor fl

Uma possivel explicacdo para as maiores taxas ks ghcontradas
nessas respectivas cultivares pode estar relagioaadma maior adaptacéo
climatica dessas cultivares as condi¢bes ambientdais Sul de Minas.
Albuquerque Junior et al. (2010) em seu trabalhm gmlen de macieira,
constataram que as cultivares desenvolvidas nadsuBrasil foram as que
apresentaram as maiores quantidades de gradosategnlrelacédo as cultivares
importadas, que necessitam de maiores quantidadésoddurante o periodo

invernal.
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5. CONCLUSAO

A utilizac&o de 10g t de agar e 76gtde sacarose, com 366 mg de
acido bdrico, na auséncia de nitrato de calcio, pbinem 5,8, e tempo de
germinacdo do pélen de cinco horas pés-inoculagémmoveu as melhores
condi¢cBes para a germinacéo dos graos pélen alwdmé&2% de germinacéo do
material inoculado.

Em relacdo a germinacdo de grdos de poélen e qadstide polen
produzido por flor, a cultivar Alaranjado foi a gapresentou os melhores
resultados, combinando numero de gréos de poélenio capacidade
germinativa. As cultivares Champion e Fuler tamhbéraram bons valores
relacionados a taxa de germinacao.

As cultivares Smyrna, Dangers e Cheldow apresamtaita capacidade
germinativa de podlen, porém, menor quantidade tengaor antera e por flor, o
gue pode influenciar na quantidade de flores nédasspara a extracdo das
anteras nos cruzamentos e no sucesso das hibisdagdeampo
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