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RESUMO

Visando dar suporte a trabalhos de melhoramento genético da amoreira-
preta, objetivou-se estudar as caracteristicas florais, carpométricas, meio de
cultura, viabilidade dos graos de pdlen e a capacidade germinativa de sementes
de oito cultivares (‘Brazos’, ‘Caingangue’, ‘Cherokee’, ‘Choctaw’, ‘Comanche’,
‘Guarani’, ‘Tupy’ e ‘Ebano’). Para a caracterizacdo floral, botdes florais de cada
cultivar foram coletados para avaliacdo do nimero de estames, carpelos, pétalas
e sépalas. Com auxilio de uma lamina de leitura (Neubauer) foi possivel
determinar o numero de grdos de polen por antera e por flor. Em seguida,
utilizando-se o polinio da cultivar ‘Comanche’, a composicao basica de um meio
de cultura para a germinacdo de grdos de poélen foi estabelecida através dos
seguintes testes: A) concentracdes de agar (4, 6, 8 e 10g L™) x valores de pH
(3,5; 4,5; 5,5 e 6,5); B) concentracGes de sacarose (0, 30, 60, 90g L'l); C)
concentracdes de nitrato de calcio (0, 200, 400, 800mg L™) x écido bérico (0,
400, 800, 1200mg L'l); D) tempo de emissdo do tubo polinico (0, 1, 2, 3,4,5e 6
horas ap6s inoculagdo), os quais foram montados de forma sequencial. Com o
meio de cultura estabelecido, os grdos de podlen de cada cultivar foram
submetidos em cultura in vitro e a taxa de germinacdo de grdos de pdlen foi
determinada. Botdes florais de cada cultivar foram marcados no campo e
posteriormente avaliados, obtendo-se a porcentagem de frutificacdo. Para a
carpometria, frutos maduros das diferentes cultivares foram colhidos para a
determinacdo da massa fresca e dimensGes dos frutos, além da quantidade,
massa e dimensdes dos drupetes e nimero de sementes, as quais foram semeadas
em bandejas com substrato & base de casca de pinus e mantidas em estufa
plastica, para posterior determinacdo da porcentagem de emergéncia de
plantulas. Todos os experimentos foram conduzidos em delineamento
inteiramente casualizado, contidos de suas respectivas repeticGes. A cultivar
Brazos se destaca em relacdo as caracteristicas florais e carpométricas, bem
como a germinacdo dos grdos de pdlen e emergéncia de suas plantulas.
Realizando-se as leituras da porcentagem de germinacdo ap6s cinco horas de
incubacdo conclui-se que o meio de cultura para a germinacdo de graos de p6len
da amoreira-preta deve ser acrescido de 90g L™ de sacarose e 400mg L™ de
4cido borico, sendo o pH aferido para 6,5 e 0 meio solidificado com 8g L™ de
agar.

Palavras-chave: Rubus spp. Cultura de tecidos. Botanica. Emergéncia de
plantulas.



ABSTRACT

Aiming to support blackberry breeding programs, the objective of this
research was to study the floral and fruit characteristics, culture medium, pollen
grain viability and seeds germination capacity of eight cultivars (‘Brazos’,
‘Caingangue’, ‘Cherokee’, ‘Choctaw’, ‘Comanche’, ‘Guarani’, ‘Tupy’ e
‘Ebano’). For floral and flower buds characteristcs of each cultivar were
collected to evaluate the stamens number, carpels, petals and sepals. With
reading blade aid (Neubauer) was possible to determine the number of pollen
grains per anther and flower. Then, using the pollen grains of Comanche
cultivar, the basic composition of a culture medium for pollen grains
germination was established through the following tests: A) Agar concentrations
(4, 6, 8 and 10 g L'l) x pH values (3,5; 4,5; 55 and 6,5); B) sucrose
concentrations (0, 30, 60, 90 g L™); C) calcium nitrate concentrations (0, 200,
400, 800 mg L™) x boric acid (0, 400, 800, 1200 mg L™); D) emission time of
the pollen tube (0, 1, 2, 3, 4, 5 and 6 hours after inoculation), which were
mounted in sequence. With the culture medium established, the pollen grains of
each cultivar were submitted in vitro culture and the germination rate of pollen
grains was determined. Flower buds of each cultivar were marked in the field
and subsequently evaluated, getting the percentage of fruiting. For fruit
characteristics, ripe fruits of each cultivar were harvested to the determination of
fresh mass and fruits dimensions, beyond the quantity, mass and drupets
dimensions and seeds number, which were sown in trays with substrate base of
pinus bark and maintained in greenhouse for subsequent determination of the
percentage of seedling emergence. For all experiments, the experimental design
was completely randomized, contained within their respective replicates. The
Brazos cultivar stands out in relation to floral and fruit characteristics, as well as
pollen grain germination and seedling emergence. Carrying out the readings
germination percentage after five hours of incubation it is concluded that the
culture medium to pollen grain germination of blackberry should be added 90g
L™ sucrose and 400mg L™ boric acid, being the pH measured to 6,5 and the
medium solidified with 8g L™ agar.

Keywords: Rubus spp. Tissue culture. Botany. Seedlings emergency.
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1 INTRODUCAO

A fruticultura brasileira estd competindo mais ativamente no mercado
internacional, aumentando sua participacdo na economia do Pais. Essa atividade
esta entre as principais geradoras de renda, emprego e desenvolvimento rural do
agronegdcio nacional.

A producdo de frutas de clima temperado é responsavel por
aproximadamente 37% do valor total das exportacdes de frutas do Pais, o que
demonstra a importancia desse setor para manter a balanca comercial positiva
(FACHINELLO et al., 2011), que apresentou um superavit de US$138,684
milhdes no ano de 2011 (ANUARIO BRASILEIRO DA FRUTICULTURA,
2012).

Dentre as frutas de clima temperado, a amoreira-preta, que é considerada
uma fruteira representante do grupo das pequenas frutas vermelhas, tem
despertado o interesse de produtores, pelo seu alto valor econémico agregado e
rusticidade das plantas, e também procura por parte dos consumidores, pela
qualidade nutracéutica inerente a composig¢ao de seus frutos.

Segundo Strik et al. (2007), em 1995 havia 13.958 ha de amoreira-preta
plantadas e cultivadas comercialmente em todo 0 mundo e em 2005 essa area
chegou a 20.036 ha, um aumento de 45%. Ha estimativa de que até 2015, a area
plantada com amoras comerciais em todo o mundo chegue a 27.032 ha, sendo a
producao de plantas selvagens nao incluidas nesses dados.

No Brasil, as primeiras plantas foram introduzidas em 1972, pela
Embrapa Clima Temperado, de Pelotas (RS), a qual selecionou cultivares
adaptadas, a partir de material oriundo da Universidade de Arkansas (EUA)
(VI1ZZOTTO; PEREIRA, 2011). As primeiras cultivares brasileiras lancadas
foram Tupy, Guarani e Caingangue (FACHINELLO et al., 2011).
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Dos trabalhos de melhoramento e introducéo resultaram varias cultivares
recomendadas, com caracteristicas para industrializacdo e/ou para 0 consumo ao
natural, mas ainda h& necessidade de realizar trabalhos de melhoramento
genético dessa fruteira visando o desenvolvimento de cultivares ausentes de
aculeos, com alta produtividade, maior massa e qualidade de frutos, resisténcia
pos-colheita (ANTUNES, 2002) e que sejam melhores adaptadas em regides
subtropicais.

Estudos referentes as caracteristicas florais e carpométricas dos
germoplasmas disponiveis e a viabilidade e capacidade germinativa de seus
grdos de pdlen, para facilitar a realizacdo de hibridacfes a campo, sdo essenciais
nos programas de melhoramento dessa fruteira.

Portanto, o objetivo do presente trabalho foi realizar a caracterizacdo
floral, a carpometria, estabelecer a composicdo de um meio de cultura e,
quantificar a germinacdo de grdos de pdlen e emergéncia de plantulas de

diferentes cultivares de amoreira-preta.



15

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Importéncia da fruticultura no Pais e o cultivo de amoreira-preta

O Brasil produz ao ano 42 milhdes de toneladas de frutas frescas,
volume que comporta 20 espécies de variados formatos, cores, sabores e aromas.
Ocupa a posicdo de terceiro maior produtor mundial de frutas, perdendo para
China e india (ANUARIO BRASILEIRO DA FRUTICULTURA, 2012).

A fruticultura participa diretamente na economia do Pais, através do
valor das exportacGes e mercado interno e pode-se salientar ainda a importancia
no carater econdmico-social, uma vez que estd presente em todos os estados
brasileiros. E responsavel pela geracdo de 5,6 milhdes de empregos diretos, 0
equivalente a 27% do total da mao de obra agricola do Pais (FACHINELLO et
al., 2011).

O aumento do poder aquisitivo da populacdo de baixa renda e a
mudanca no habito alimentar da populacdo brasileira tém possibilitado uma
enorme demanda para a producéo de frutas frescas (ANTUNES, 2002).

O aumento da &rea cultivada e a producéo de frutas de clima temperado
tém crescido no Brasil e estdo distribuidas em 11 dos 26 estados brasileiros. O
Rio Grande do Sul ocupa o primeiro lugar, com 49,3% do total produzido no
Pais, seguido de Santa Catarina (23,2%), Séo Paulo (10,3%), Parana (6,2%) e
Pernambuco (5,3%) (FACHINELLO et al., 2011).

N&o obstante, a producéo brasileira das principais espécies frutiferas de
clima temperado ainda é insuficiente para atender a demanda interna, gerando
uma crescente necessidade de importagéo de frutas que podem ser produzidas no
Brasil (ANTUNES, 2002). A producédo de pequenas frutas, como a amora-preta,
0 morango, a framboesa e o mirtilo, ainda é pouco expressiva, mas verifica-se
avancos nas areas cultivadas (FACHINELLO et al., 2011).
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Dentre as pequenas frutas, a amoreira-preta expressa-se cada vez mais
no mercado brasileiro e segundo Strik et al. (2007), estima-se que até 2007 a
area plantada dessa frutifera no pais era de 250 ha, com producdo de 780
toneladas.

N&o ha estatisticas nacionais de producdo de pequenas frutas, mas o
Censo Fruticola 2011 da Emater/RS mostra que 395 agricultores, apenas do Rio
Grande do Sul, colheram 2,21 mil toneladas de amora-preta em 239,2 ha
(ANUARIO BRASILEIRO DE FRUTICULTURA, 2012).

A éarea de amoreira-preta plantada no Brasil estende-se do Espirito
Santo, Rio de Janeiro e Sul de Minas Gerais, ao Sul do Rio Grande do Sul
(ANTUNES et al., 2007).

O cultivo da amoreira-preta vem sendo incentivado em funcdo do
potencial para a comercializacdo e industrializagdo (HIRSCH et al., 2012). Clark
e Finn (2011) e Fachinello et al. (2011) acreditam que os cultivos de amoreira-
preta irdo aumentar nos prdximos anos, com perspectivas até mesmo para a

exportacao.

2.2 Amoreira-preta

Apesar de tratar-se de uma espécie cujo cultivo ainda é incipiente, as
potencialidades da producdo e da rentabilidade desta cultura sdo altamente
promissoras. Para a realizacdo de um estudo que envolva a amoreira-preta,

torna-se necessario conhecé-la, por isso, alguns itens sdo citados a seguir.
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2.2.1 Caracterizacdo botanica e aspectos gerais

A amoreira-preta faz parte de um grande grupo de plantas do género
Rubus. Esse género pertence a familia Rosaceae, na qual existem outros géneros
de importancia (Malus, Prunus, Pyrus, dentre outros) para a fruticultura
brasileira (ANTUNES, 2002). Estima-se existir nesse género, 400 a 500 espécies
de framboesa e amoreira-preta nativas da América, Europa, Africa e Asia
(BASSOLS, 1980; POLING, 1996 citado por ANTUNES, 2002).

E uma espécie arbustiva de porte ereto, semiereto ou rasteiro (CLARK;
FINN, 2011). Segundo Strik et al. (2007) 50% da producdo mundial de amora-
preta é do tipo semiereto, 25% do rasteiro e 25% do ereto.

Apresenta flores com mdltiplos ovarios e estames (CLARK; FINN,
2011) e que produz frutos agregados (FACHINELLO et al., 1994;
SHOEMAKER, 1978). Em relacdo ao ponto de colheita, esse é determinado
quando o fruto estiver totalmente preto, devendo a colheita ser realizada a cada
dois a trés dias (BASSOLS, 1980; RASEIRA; SANTOS; MADAIL, 1984 citado
por ANTUNES, 2002).

Apresenta actleos em suas principais cultivares comerciais, 0 que exige
do operador da colheita muito cuidado com sua integridade fisica, bem como
com a qualidade da fruta. Sdo plantas que produzem em ramos de ano, sendo
eliminados apés a colheita. Enquanto alguns ramos estdo produzindo, outras
hastes emergem e crescem, renovando o material para a préxima producao
(FACHINELLO et al., 1994; SHOEMAKER, 1978). As cultivares Prime-Jan e
Prime-Jim sdo cultivares melhoradas que produzem em ramos do ano (CLARK
et al., 2005).

As espécies vegetais podem ser propagadas sexuadamente e
assexuadamente (ANTUNES, 1999).
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Pode ser cultivada desde regiGes com invernos amenos (a partir de 200
horas de frio) até regides com frios extremos (mais de 1.000 horas de frio com
temperaturas inferiores a 7,2°C) (BROETTO et al., 2009). Sendo planta exigente
em frio, os aspectos fenolégicos da amoreira-preta podem variar de ano para
ano, em funcéo dessa exigéncia em frio ter sido ou ndo satisfeita (ANTUNES,
2002).

A producgdo de amora-preta no Brasil estende-se de outubro a fevereiro,
ndo havendo oferta interna do produto fora desse intervalo (ANTUNES et al.,
2006).

No Rio Grande do Sul, principalmente nos municipios de Feliz e
Vacaria, a amoreira-preta tem tido grande aceitacdo pelos produtores, devido ao
baixo custo de producdo, facilidade de manejo, rusticidade e pouca utilizagéo de
defensivos agricolas. A produtividade de 10.000 kg/ha/ano é considerada boa
sob condicdes adequadas (ANTUNES, 2002), mas pode chegar até
25.000kg/ha/ano se bem manejada (ANTUNES et al., 2000).

E uma fruteira de rapido retorno econdmico, pois no primeiro ano entra
em produgdo (CAMPAGNOLO; PIO, 2012b), dando ao pequeno produtor
opcbes de renda, destinando seu produto ao mercado natural, indistria de
produtos lacteos e congelados e fabrico de geleias caseiras que, com o potencial
do ecoturismo regional torna-se bastante atrativo para a agregacdo de valor ao
produto (ANTUNES, 2002).

2.2.2 Caracterizagéo floral e carpometria

Para dar suporte aos programas de melhoramento, o conhecimento das
caracteristicas florais e carpométricas dos germoplasmas disponiveis sdo de
suma importancia para a selecdo dos progenitores a serem utilizados nas

hibridagcdes (CLARK, 2008), auxiliando também na definicdo de técnicas de
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selecdo e hibridagdo mais apropriadas a serem usadas (ALLARD, 1971 citado
por PEREIRA; BRITO; AMARAL, 2007).

As flores de amoreira-preta possuem numerosos estames e carpelos
dispostos ao redor de um receptéculo, geralmente de forma cénica e, em geral,
sdo compostas por cinco sépalas e cinco pétalas brancas ou rosas, sendo que
flores duplas ndo sdo incomuns (CLARK; FINN, 2011; RASEIRA; FRANZON,
2012).

Strik, Mann e Finn (1996) observaram que, entre diferentes genétipos de
amoreira-preta estudados, o nimero de ovarios presente em suas flores variou de
15,5 a 133,6.

Segundo Curi (2012), a floracdo do segundo ciclo produtivo de
diferentes cultivares de amoreira-preta cultivadas em regido de clima tropical de
altitude com inverno ameno teve seu inicio concentrado entre o final do més de
julho ao final da primeira quinzena de agosto, com excecéo da cultivar Ebano,
que iniciou a emissdo de flores no final de setembro. O término da floracéo se
deu no fim do més de dezembro e ndo ultrapassou a primeira quinzena de
janeiro. Campagnolo e Pio (2012b) trabalhando com as mesmas cultivares de
amoreira-preta no Oeste Paranaense, observaram que o inicio da floracdo
concentrou-se entre o fim do més de agosto ao inicio de setembro e teve seu
término antes da primeira quinzena de janeiro.

O fruto verdadeiro da amoreira-preta € denominado de minidrupa ou
drupete, onde existe uma pequena semente, sendo que a sua juncdo forma o que
é chamado de fruto agregado (POLING, 1996 citado por ANTUNES, 2002).
Strik, Mann e Finn (1996) observaram que, entre diferentes gendtipos de
amoreira-preta estudados, o nimero de drupetes presentes em seus frutos variou
de 41 a 142.
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Os frutos possuem cerca de 4 a 7 gramas, sdo de coloracdo negra e
apresentam sabor 4cido a doce-acido (FACHINELLO et al., 1994;
SHOEMAKER, 1978).

O aparecimento da cor purpura do fruto pode estar relacionado com a
grande quantidade de compostos fendlicos presentes em seus frutos e o sabor
acido a doce-acido se deve ao pH apresentar valores reduzidos, préximos a 3,0
(HIRSCH et al., 2012).

As amoreiras-pretas cultivadas no Brasil produzem frutas que possuem
baixo teor de carotenoides e alto teor de antocianinas. Além disso, essas frutas
apresentam elevado potencial antioxidante, principalmente pelos teores
representativos de compostos fendlicos totais e flavonoides (FERREIRA,;
ROSSO; MERCADANTE, 2010).

Possuem também alto contelido de &gua, confirmado pelos resultados
encontrados para diferentes cultivares de amoreira-preta, que apresentaram
valores entre 84,8% e 90,3% (HIRSCH et al., 2012). Apresentam também
elevada quantidade de vitaminas A, B e célcio, além de quantidades expressivas
de acido elagico (Ci14HgOg), um hidrolito de elagitanina que tem mostrado
propriedades inibidoras contra replicacdo do virus HIV, transmissor da Aids e
pode atuar na inibicdo da inducdo quimica do cancer (MAAS; GALLETTA,;
STONER, 1991; MAAS; WANG; GALLETTA, 1991).

Campagnolo e Pio (2012b), Curi (2012) e Strik, Mann e Finn (1996)
trabalhando com diferentes cultivares de amoreira-preta, registraram uma
variacdo de 2,0 a 10,19 na massa fresca média de frutos.

Segundo Curi (2012), cultivares de amoreira-preta cultivadas em regido
de clima tropical de altitude com inverno ameno apresentam ciclo produtivo
entre 66 e 133 dias, sendo o periodo de colheita iniciado em setembro e
estendido até janeiro. Campagnolo e Pio (2012b) afirmam que a maioria das

cultivares de amoreira-preta cultivadas no Oeste Paranaense apresentou ciclo
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produtivo superior a 90 dias, com colheitas se iniciando ao final de outubro e se
estendendo até o final de janeiro.

Nos trabalhos realizados por esses autores a maior produtividade
estimada foi registrada com a cultivar ‘Brazos’ e as cultivares ‘Tupy’ e
‘Cainguangue’ indicadas para mesa, pois apresentaram bom equilibrio entre
solidos solaveis totais e acidez (CAMPAGNOLO; PIO, 2012b; CURI, 2012).

2.2.3 Melhoramento genético

A obtencdo de novas cultivares de amoreira-preta que reinam as
principais caracteristicas agrondmicas desejaveis ao cultivo e comercializagdo
no Brasil é um desafio a ser enfrentado. Por isso h& necessidade de estudos que
oferecam suporte a Programas de melhoramento genético e que transformem os
resultados obtidos em ganhos a sociedade. A seguir sdo apresentados um breve

historico e os objetivos do melhoramento genético de amoreira-preta.

2.2.3.1 Historico

Segundo Poling (1996 citado por ANTUNES, 2002), na América do
Norte, antes da chegada dos colonizadores, havia poucas espécies distintas de
amoreira-preta. Mas com a colonizacdo, derrubada e eliminacdo de matas, as
amoras espalharam-se, dando oportunidade para diferentes espécies crescerem.
Abelhas e outros insetos se incumbiram da troca de pdlen e os passaros da
disseminacdo das sementes pelo pais, observando-se um amplo “programa”
natural de melhoramento.

O género Rubus, ao qual a amoreira-preta pertence, apresenta formas de

reproducdo sexuada e assexuada, possuindo numero bésico de cromossomos
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igual a sete (JENNINGS, 1995). A taxonomia do grupo se torna complicada
devido a ocorréncia de poliploidia, agamospermia (formacdo de sementes sem
reproducdo sexual) e hibridacdo entre as espécies (ALICE, 2002). As espécies
de mesma ploidia séo interférteis, assim, as popula¢bes de amoras encontradas
no mundo sdo hibridas (DARROW, 1937; MOORE, 1984 citado por
ANTUNES, 2002). Dessa forma, torna-se dificil agrupar as cultivares em
espécies distintas, ja que o0s progenitores das cultivares modernas foram
selecionados a partir de materiais selvagens (MOORE, 1984 citado por
ANTUNES, 2002).

Trés grupos de amoreiras foram domesticados, sendo o primeiro, 0
grupo das amoreiras europeias, 0 segundo, do Leste da América do Norte e 0
terceiro, do Oeste da América do Norte, geograficamente separado do anterior
pelas pradarias e pelas montanhas rochosas (JENNINGS, 1995 citado por
RASEIRA; FRANZON, 2012).

O interesse na domesticacdo da amoreira-preta na América do Norte é
marcado pelo langamento de trés cultivares, Lawton, Dorchester e Texas Early
que, selecionadas de material selvagem em 1830 e introduzidas em 1850,
contribuiram para o desenvolvimento de sele¢des e cultivares de amoreira-preta
(MOORE, 1986; POLING, 1996 citado por ANTUNES, 2002).

No Brasil, ocorrem seis espécies nativas de amoras: R. urticaefolius, R.
erythroclados, R. brasiliensis, R. sellowii, R.imperialis e R. rosifolius, as quais
produzem frutos pequenos e com coloragdo branca, rosa, vermelha ou preta
(REITZ, 1996). Nenhuma das espécies brasileiras foi domesticada (RASEIRA,;
SANTOS; BARBIERI, 2004), a excecdo da Rubus rosifolius (CAMPAGNOLO;
P10, 2012b).

O Programa de melhoramento com amora-preta no Brasil foi iniciado na
década de 70, pela Estacdo Experimental de Pelotas (RS), com a introducédo de

uma pequena colecdo de cultivares, da qual faziam parte 'Brazos', 'Cherokee' e
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'‘Comanche'. Dois ou trés anos ap0s essa introducédo, foram trazidas sementes de
cruzamentos realizados na Universidade de Arkansas, Estados Unidos da
América, que originaram cerca de 12 mil seedlings, nos quais foram feitas as
primeiras sele¢des (RASEIRA; FRANZON, 2012).

A Embrapa Clima Temperado, dando continuidade ao Programa de
melhoramento, selecionou cultivares adaptadas, a partir desse material oriundo
da Universidade de Arkansas (V1ZZOTTO; PEREIRA, 2011) e entdo, as
primeiras cultivares brasileiras foram criadas. Em 1981 foi lancada a cultivar
Ebano e em 1983, a cultivar Negrita (RASEIRA; FRANZON, 2012).
Posteriormente, foram lancadas as cultivares Tupy e Guarani, em 1988,
Caingangue, em 1992 e Xavante, em 2004 (FACHINELLO et al., 2011;
RASEIRA; FRANZON, 2012).

A Embrapa Clima Temperado continua com o Programa de
melhoramento genético com a amora-preta e espera lancar mais duas cultivares
nos préximos anos (RASEIRA; FRANZON, 2012).

2.2.3.2 Objetivos

Quantidades expressivas de compostos fendlicos e carotenoides, que
auxiliam no combate a doencas degenerativas (ALI et al., 2011), aliadas a alta
produtividade obtida por area, possibilitaram a expansdo das areas cultivadas
com amoreira-preta no hemisfério norte (STRIK et al., 2007), bem como em
regides mais frias do Brasil. Nota-se interesse pelo cultivo dessa fruteira em
regibes que possuem clima com temperaturas mais elevadas, a exemplo das
zonas subtropicais no Brasil, principalmente nos Estados de S&o Paulo e Minas
Gerais (ATTILIO; BOLIANI; TARCITANO, 2009).

As cultivares Tupy, Guarani e Caingangue, que foram algumas das

primeiras cultivares lancadas pela Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecudria
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(EMBRAPA), sdo dotadas de aclleos, o que dificulta as operacdes de poda e
colheita. Uma opcéo seria o cultivo de cultivares ausentes de aculeos, como a
‘Ebano’. No entanto, Antunes et al. (2000) registraram produtividade de apenas
3.257 kg ha' em plantas dessa cultivar em Caldas, MG, bem inferior ao
registrado pela cultivar Brazos, que atingiu 16.357 kg ha™ ja no primeiro ciclo
produtivo. Porém, a cultivar Brazos produz frutos &cidos, improprios para o
consumo ao natural e apresenta aculeos.

Outra opcao, para regides subtropicais, seria a ‘“Tupy’, que produz frutos
com bom equilibrio entre aclcares e acidez. No entanto, Campagnolo e Pio
(2012c) registraram produtividade de apenas 6.430 kg ha™ em plantas dessa
cultivar em Marechal Candido Rondon, PR.

Tal como acontece com qualquer cultura, existem limitacGes na
variabilidade genética e na metodologia do melhoramento genético, o que
dificulta a melhoria. A variabilidade adequada existe para melhorar a maioria
das caracteristicas importantes, tais como a produtividade, a qualidade dos
frutos, as caracteristicas das plantas, a resisténcia a pragas e doencas e a
adaptacdo a mudancas climaticas (CLARK; FINN, 2011)

Segundo Raseira e Frazon (2012), énfase deve ser dada a aparéncia,
firmeza e, principalmente, sabor dos frutos, pois a maioria das cultivares nédo
produz frutos suficientemente doces para o mercado brasileiro. Ainda para esses
autores, a época de maturacdo, para um escalonamento da producdo e o habito
de crescimento ereto das plantas facilitam a colheita e demais tratos culturais e
também sdo objetivos importantes que devem ser considerados.

A producdo de amora-preta no Brasil estende-se de outubro a fevereiro,
ndo havendo oferta interna do produto fora desse intervalo, periodo esque pode
representar oportunidade aqueles que produzem nessa época do ano, o0 que pode
refletir-se em remuneracdo da fruta maior que na época normal de safra
(ANTUNES et al., 2006).
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Assim, nota-se que ha necessidade de se intensificar o programa de
melhoramento de amoreira-preta no Brasil, voltados para a selecdo de cultivares
altamente produtivas, ausentes de aculeos, aptas a serem cultivadas em regides
subtropicais, resistentes a pragas e doencas e que também apresentem frutos com

qualidade superior.

2.2.4 Cultivares estudadas

A seguir sdo apresentadas algumas caracteristicas importantes das

cultivares de maior importancia no Brasil:

2.2.4.1 ‘Brazos’

Cultivar lancada pela Texas A&M University (1959). Resultou da
selecdo de segunda geracdo originaria de cruzamento entre Lawton e Nessberry.
As hastes sdo semieretas, vigorosas, com aculeos. Sao plantas muito produtivas.
E uma das primeiras cultivares a florescer, sendo a floragao, uniforme. A mesma
inicia, geralmente, na segunda semana de setembro e a plena floragdo ocorre,
normalmente, na segunda semana de outubro, nas condigBes brasileiras. As
frutas sdo grandes (massa média em torno de 8g). O sabor é doce-acido e um
pouco adstringente. O teor de sélidos sollveis é, em geral, entre 8° e 8,5° Brix
(RASEIRA; FRANZON, 2012). E recomendada para processamento. No
primeiro ano pés-plantio, a produtividade pode chegar a 16 t/ha e, no segundo
ano, 25 t/ha (GONCALVES et al., 2011).
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2.2.4.2 ‘Caingangue’

Foi selecionada dentre os “seedlings” de segunda geracdo de um
cruzamento entre "Cherokee’ x “Selecdo Black 1’ (RASEIRA; SANTOS;
BARBIERI, 2004). As plantas dessa cultivar tém hastes vigorosas, eretas, com
aculeos, tendo boa capacidade de multiplicacdo. A colheita estende-se da
segunda dezena de novembro a meados de dezembro (em alguns anos até o fim
de dezembro). A producdo média por planta varia de 1,5 a 3kg e a massa média
das frutas entre 5 e 6g. As frutas tém forma arredondada. O sabor é doce-acido,
com teor de sélidos sollveis, em média superior a 9° Brix podendo alcancar
valores proximos de 11° Brix. A firmeza das frutas é média. E recomendado
para consumo ao natural por ter sabor mais equilibrado que as demais cultivares,
semelhantemente & ‘Tupy’. E uma cultivar de baixa necessidade em frio, sendo
recomendada mesmo para areas com acUmulo de frio inferior a 200 horas
(RASEIRA; FRANZON, 2012). No primeiro ano pés-plantio, a produtividade
pode chegar a 8 t/ha e, no segundo ano, 9 t/ha (GONCALVES et al., 2011).

2.2.4.3 ‘Cherokee’

Desenvolvida na Universidade de Arkansas, Estados Unidos, e
originaria de cruzamento realizado entre ‘Darrow’ e ‘Brazos’. As plantas
possuem hastes eretas, vigorosas e com aculeos. E considerada como adequada a
colheita mecénica. As frutas sdo de forma alongada, uniformes, apresentando
bom sabor, com teor de sdlidos sollveis em torno de 8 a 9° Brix, tendendo a
equilibrado. S&o de tamanho médio (5 a 8g). A floracdo comega no inicio de
outubro e a plena ocorre ao final de outubro ou inicio de novembro. A colheita
inicia ao final de novembro (RASEIRA; FRANZON, 2012).
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2.2.4.4 ‘Comanche’

Originario do cruzamento realizado em 1965, na Universidade de
Arkansas, Estados Unidos, foi selecionada em 1968 e testada como Ark.527. As
plantas tém hastes eretas, muito produtivas e com aculeos (RASEIRA,;
FRANZON, 2012). Perfilha facilmente e adapta-se a colheita mecénica
(MOORE, 1974a citado por RASEIRA; FRANZON, 2012). As frutas sao firmes
e de bom tamanho. A massa média varia entre 4 e 7g. O sabor tem
predominancia de acidez. Essa cultivar floresce, em geral, de meados de
setembro a inicio de novembro. A colheita inicia-se no final de novembro ou
inicio de dezembro (RASEIRA; SANTOS; BARBIERI, 2004). No primeiro ano
pos-plantio, a produtividade pode chegar a 8 t/ha e, no segundo ano, 16 t/ha
(GONCALVES et al., 2011).

2.2.4.5 ‘Choctaw’

E também originaria do Programa de melhoramento da Universidade de
Arkansas, proveniente da hibridacdo realizada entre um hibrido de (‘Darrow’ x
‘Brazos’) X ‘Roshorough’. As plantas sdo bem eretas, prolificas, muito
produtivas e facilmente produzem hastes a partir de estacas de raiz. E
considerada imune a ferrugem e resistente a antracnose, moderadamente
suscetivel a oidio e suscetivel a enrosetamento. E de baixa necessidade ao frio
hibernal. As frutas sdo firmes, cénicas e com sementes e drupetes pequenos. As
frutas sdo médias (em tomo de 5 g de massa média), o sabor é doce-acido,
predominando a acidez, e os sélidos sollveis variam entre 8,2 a 9,6° Brix. A
plena floracéo ocorre, geralmente, no inicio de outubro e a maturacéo na terceira
semana de novembro (RASEIRA; FRANZON, 2012).
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2.2.4.6 ‘Ebano’

Originéria de Pelotas, através de trabalho conjunto entre a Embrapa e a
Universidade de Arkansas. Foi selecionada dentre os seedlings de segunda
geracdo de cruzamento entre ‘Comanche’ e planta selecionada do cruzamento
‘Thornfree’ x ‘Brazos’ (RASEIRA; SANTOS; BARBIERI, 2004). Planta de
habito semiereto, livre de aculeos, possui hastes vigorosas. Apresenta frutas de
tamanho grande (6 a 7g) e razoavelmente firme, acidos, maturacdo desuniforme
(BASSOLS; MOORE, 1981a, 1981b; RASEIRA; SANTOS; MADAIL, 1984).
E recomendada para regides com acumulo de frio em torno de 400 horas
(NUNES; GONSALVES, 1981).

2.2.4.7 ‘Guarani’

E originaria de sementes introduzidas da Universidade de Arkansas, nos
Estados Unidos e selecionada na Embrapa Clima Temperado. Floresce ao final
de agosto e durante todo o més de setembro ou, em alguns anos, de setembro a
inicio de outubro. As hastes sdo eretas e com aculeos. As frutas sdo de sabor
doce-acido, sendo um pouco mais &cido que doce (RASEIRA; SANTOS;
BARBIERI, 2004), de coloracdo negra, tamanho médio (5g), firme, pelicula
resistente e aroma ativo (SANTOS; RASEIRA, 1988 citado por ANTUNES,
2002). O teor de so6lidos soltveis varia de 8 a 10° Brix. E inferior & Tupy em cor,
sabor e tamanho das frutas. A maturacdo é precoce, sendo a colheita em
novembro. Essa cultivar é também recomendada para consumo ao natural
(RASEIRA; SANTOS; BARBIERI, 2004). No primeiro ano pés-plantio, a
produtividade pode chegar a 12 t/ha e, no segundo ano, 22 t/ha (GONCALVES
etal., 2011).
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2.2.4.8 ‘Tupy’

E atualmente a cultivar de amoreira-preta mais plantada no Brasil, além
de ocupar uma posicdo de destaque no México onde € produzida,
principalmente, para exportacdo aos Estados Unidos. E resultante do cruzamento
realizado entre ‘Uruguai’ x ‘Comanche’. As plantas apresentam porte ereto, sao
vigorosas, com aculeos, possuem perfilhamento médio e florescem em setembro
e outubro. As frutas ttm 8 a 10g de massa média, sabor equilibrado entre
acidez/aglcar, com teor de solidos sollveis entre 8 e 9° Brix. Assim como a
‘Caingangue’, é considerada de baixa necessidade em frio (RASEIRA;
SANTOS; BARBIERI, 2004). No primeiro ano p6s-plantio, a produtividade
pode chegar a 8 t/ha e, no segundo ano, 17 t/ha (GONCALVES et al., 2011).

2.3 Grao de pdlen e sua importancia para o melhoramento genético de

plantas

A palinologia, ciéncia que estuda os grdos de pdlen e esporos, pode ser
aplicada a praticas de melhoramento de plantas, notadamente nos estudos de
viabilidade de polens. Estudos tém sido realizados com substancias quimicas
que estimulam o desenvolvimento do tubo polinico para que haja um indice
méaximo de fertilizagdo em plantas (OLIVEIRA JUNIOR, 1999).

Segundo Silva (1996), a fertilidade do gréo de p6len pode ser verificada
através da emissdo, alongamento e formagcdo do tubo polinico in vitro,
auxiliando assim, em programas de melhoramento de plantas frutiferas.

A avaliagdo do desenvolvimento biolégico de grdos de pdlen é
fundamental para os trabalhos de biologia reprodutiva e melhoramento genéticos

de vérias espécies, pois permite obter maior sucesso nos cruzamentos, que séo
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realizados com a finalidade de obter novos hibridos e/ou aumentar a
variabilidade (NUNES et al., 2001).

A técnica mais utilizada na obtencéo de novas cultivares é a hibridacéo
controlada no campo e posterior avaliacdo das progénies. A andlise da fertilidade
dos gréos de pdlen dos progenitores coletados a campo ou armazenados sob
condi¢des adequadas é condicdo preliminar indispensavel antes de iniciar os
cruzamentos, uma vez que o periodo anual de floragdo das plantas em estudo
pode ser curto e, caso os polens ndo estejam viaveis, pode inviabilizar os
cruzamentos (CHAGAS et al., 2010).

A composicdo do meio de cultura, o estado de maturacéo fisioldgica do
grdo de polen, sua origem, caracteristicas genéticas, agentes ambientais como a
umidade e temperatura, sdo alguns dos fatores extrinsecos e intrinsecos que se
associam a esse processo (OLIVEIRA JUNIOR, 1999).

O gréo de pdlen é uma estrutura microscopica de coloracdo amarelada
que apresenta nimero haploide de cromossomos e dara origem ao gameta
masculino. Sdo formados nas anteras, em estruturas chamadas sacos polinicos,
que contém as “células-mée” dos grdos de pdélen, sendo que cada uma sofre
meiose e origina quatro microsporos, que sofrerdo modificacbes morfoldgicas,
transformando-se em grdo de polen adulto. O nicleo do pélen sofre mitose,
resultando em dois nlcleos, um reprodutivo e outro vegetativo. O nucleo
reprodutivo originara dois microgametas e o vegetativo formara o tubo polinico
(VIDAL; VIDAL, 1995).

A exina, membrana externa do grdo de pdlen, confere rigidez e
apresenta esporos germinativos. A intina, membrana interna, se expande, alonga
e se projeta através de um dos esporos da exina, formando o tubo polinico,
permitindo assim, que ocorra o0 processo de fertilizagdo (MELHEM,;
SALGADO-LABOURIAU, 1973). Para que ocorra o processo de fecundacéo, é
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necessario que o polen esteja em contato com o estigma, para que haja a sua
germinacao.

O periodo de formacdo do tubo polinico é controlado por substancias
naturais de crescimento, as quais incluem tanto promotores quanto inibidores
(CARVALHO, 1983). O processo de emissdo do tubo polinico inicia-se através
do estimulo de componentes quimicos, como agua destilada, &cido borico, &cido
nitrico, nitrato de calcio, sulfato de magnésio, sacarose e nitrato de potassio
(KWACK; BREWBAKER, 1963; PFAHLER, 1967). Em testes que envolvem a
emissdo do tubo polinico, os meios utilizados podem ser liquidos
(CHICHIRICCO; CAIOLA, 1986) ou solidos (PASQUAL,; PETRI; MATTOS,
1982; RASEIRA, 1992).

Fatores ambientais podem interferir na viabilidade polinica. Quando a
abertura da antera coincide com elevada umidade do ar, a alta pressdo osmotica
do contetdo celular do grdo de pélen, aliada a baixa resisténcia de sua parede
diminuem a viabilidade polinica (SOUSA, 1994).

As cultivares utilizadas no melhoramento genético devem produzir
polen viavel, em quantidade e qualidade, para garantir a producdo de sementes
viaveis (NEVES; MACHADO; OLIVEIRA, 1997). Para Franzon e Raseira
(2006), ¢ fundamental que o grdo de polen esteja em estadio adequado de
maturacdo, para que mantenha a viabilidade e capacidade de germinagdo quando

for realizada a hibridac&o.

2.4 Componentes do meio de cultura

Estudos tém sido conduzidos com a finalidade de determinar qualitativa
e quantitativamente os componentes necessarios para compor o meio de cultura
adequado para germinacao de gréos de pdlen (BARBOSA et al., 1991; NUNES
etal., 2001; P10, 2003).
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O meio de cultura deve ser constituido basicamente por carboidratos e
elementos estimulantes como &cido bérico, acido citrico, nitrato de célcio, e
reguladores de crescimento, dentre outros (P10, 2003).

Segundo Miranda e Clement (1990), para a germinagdo de grdos de
polen, os principais componentes do meio de cultura tém sido diferentes tipos e
concentracOes de agUcares e distintas concentragGes de boro.

A sacarose utilizada no meio de cultura proporciona o equilibrio
osmético entre o grao de polen e 0 meio de germinacdo e fornece energia para
auxiliar o processo de desenvolvimento do tubo polinico (STANLEY;
LINSKENS, 1974). A sua adicdo como fonte de carboidratos visa suprir as
necessidades metabdlicas dos explantes, participando na geracdo de energia ou
como fonte de esqueletos carbdnicos para 0s processos biossintéticos implicados
na diferenciacdo celular. Maior porcentagem de germinacdo com a elevagdo da
concentracdo de sacarose pode ser explicada pela maior disponibilidade de
energia na forma de carboidrato (CHAGAS et al., 2010).

Segundo Askin et al. (1990 citado por CHAGAS et al., 2010), o boro, na
presenca de sacarose, forma o complexo ionizavel sacarose-borato, o qual reage
mais rapidamente com as membranas celulares, facilitando o desenvolvimento in
vitro.

O emprego de célcio e boro é importante para promover a germinagao e
alongamento do tubo polinico (KWACK; BREWBAKER, 1963; SAHAR;
SPIEGEL, 1980).

O agar é utilizado para solidificar o meio de cultura. As concentracfes e
0 tipo da espécie frutifera podem propiciar variacdo na germinacao de grdos de
pélen. Algumas espécies germinam melhor em meio com maior concentracéo de
agar (FREITAS et al., 2006), enquanto outras, necessitam de quantidades
menores (CHAGAS et al., 2006).
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O pH é também fator importante do meio de cultura. Além de
influenciar na disponibilidade de nutrientes e fitorreguladores, o pH interfere no
grau de solidificacdo do dgar (PASQUAL et al., 2002).

Segundo Pierik (1987 citado por CHAGAS et al., 2009), o pH que
proporciona um crescimento adequado da maioria das espécies, situa-se na faixa
de 5 a 6,5. Valores acima desses podem ocasionar uma paralisagdo do
crescimento e desenvolvimento in vitro (MURASHIGE, 1974 citado por
CHAGAS et al., 2009).

2.5 Germinacao de grao de polen

A integridade de membranas determina o potencial de emissdo e
formagdo do tubo polinico do grdo de pélen fresco ou armazenado por um curto
periodo (HOEKSTRA; WALL, 1988; SHIVANNA; HESLOP-HARRISON,
1981). Temperaturas préximas a 25°C sdo satisfatdrias para o inicio da emissao
do tubo polinico (CHAGAS et al., 2010; EBADI et al., 1995).

A temperatura e a alta umidade podem ocasionar aumento na pressao
osmética e baixa resisténcia na parede celular, causando assim o0 rompimento ou
eclosdo dos grédos de polen, impedindo-os de germinar (P1O et al., 2004).

Fator importante que influencia a germinacdo dos graos de pélen é o
tempo necessério para sua germinacéo. O conhecimento do inicio da emissdo do
tubo polinico e de sua estabilizagdo em trabalhos de palinologia é de grande
importancia, pois permite determinar o tempo ideal para avaliagdo dos testes de
viabilidade apds a inoculacdo, o que proporciona melhor qualidade das
polinizaces controladas (CHAGAS et al., 2009). Kwack e Brewbaker (1963)
observaram que o inicio da emissdo do tubo polinico em varias espécies €, na

maioria das vezes, muito rapido.
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O manejo do grdo de pélen, ou seja, o periodo de coleta e a posicdo dos
botbes florais na copa podem influenciar a germinacédo, sendo que variagdes na
germinacdo podem, ainda, ocorrer em polens coletados dentro de uma mesma
espécie (SOUSA, 1988).

Baixa taxa de germinacdo e o pouco crescimento do tubo polinico
podem ser atribuidos a diversos fatores, como o préprio meio de cultura ou a
uma excessiva hidratagdo apresentada pelos grdos de pélen (SOARES et al.,
2011).

Soares et al. (2008), se referem a técnica de germinacao in vitro como
aquela que apresenta resultados mais proximos aos que, provavelmente, ocorrem
in vivo e, por isso, é importante té-la bem ajustada para cada espécie em estudo.

Na germinacdo de gréos de pélen in vitro sdo considerados germinados
0s graos de polen cujo comprimento do tubo polinico possua o dobro do seu

préprio didametro.
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3 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram desenvolvidos entre agosto de 2011 a marco de

2012, utilizando-se plantas de dois anos de idade de amoreira-preta (Rubus spp.)

estabelecidas no setor de Fruticultura da Universidade Federal de Lavras, Lavras

- MG (clima tipo Cwa, segundo a classificacdo climatica de Koppen). Esse
municipio situa-se a 21°14’06” de latitude Sul e 45°00°00” de latitude Oeste, a
uma altitude média de 918 metros (DANTAS; CARVALHO; FERREIRA,
2007). As cultivares utilizadas para a realizacdo do presente trabalho foram:

‘Brazos’, ‘Caingangue’, ‘Cherokee’, ‘Choctaw’, ‘Comanche’, ‘Guarani’, ‘Tupy’

e ‘Ebano’, sendo esta Gltima ausente de actleos.

Os experimentos realizados neste trabalho foram:

1)

2)
3)

4)
5)
6)

7)

caracterizacdo floral, que incluiu a avaliacdo de estames, carpelos,
sépalas e pétalas;

quantificacdo do nimero de graos de pélen por antera e por flor;
estabelecimento do meio de cultura, no qual foram avaliados
diferentes concentracbes de componentes quimicos (&gar, pH,
sacarose, acido bérico e nitrato de célcio) e diferentes tempos de
emissédo do tubo polinico;

determinacédo da taxa de germinag&o dos graos de polen;
determinacdo da porcentagem de frutificagéo;

carpometria, que incluiu a avaliacdo da massa e dimensdes dos
frutos; quantidade, massa e dimensdes dos drupetes, além da
quantidade de sementes presentes nos frutos;

emergéncia de plantulas.
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Para a caracterizacdo floral (experimento 1) foram coletados,
aleatoriamente, 10 botdes florais (Figura 1A) de cada cultivar, em estadio
“baldo” no periodo da manhd e foram transportados para o laboratério de
pomologia, situado no pomar didatico pertencente ao Departamento de
Agricultura da Universidade Federal de Lavras, em placas de Petri fechadas.
Com auxilio de uma pinga, foi realizada a contagem do nimero de estames, de
carpelos, pétalas (Figura 1B) e sépalas. Cada botdo floral representou uma
repeticdo, totalizando dez repeti¢des. Foi utilizado o delineamento inteiramente
casualizado, sendo os tratamentos compostos pelas oito cultivares.

Para a contagem do nimero de grdos de polen por antera e por flor
(experimento 2), foram coletados 10 botdes florais de cada cultivar, em estadio
“baldo” no periodo da manhd e foram transportados para o laboratério de
pomologia, em placas de Petri fechadas. Retirou-se, de cada botdo floral, 15
anteras de forma aleatoria, por intermédio de uma pinga. Os conjuntos de anteras
foram armazenados em tubos Eppendorf destampados, a temperatura ambiente
por 12 horas na auséncia de luz, para que ocorresse a antese, completa
deiscéncia e liberagdo do polinio, segundo a metodologia de Ramos et al.
(2008). Apos a deiscéncia, foi adicionada aos tubos uma solucéo de 1.000 pl de
acido lactico, mantendo-o0s nas mesmas condi¢cdes ambientais. Apds 48 horas,
com auxilio de uma pipeta automatica, uma amostra da solucao (10 ul), com os
grdos de polen liberados, foi depositada sobre uma lamina de leitura (Neubauer),
para que se realizasse a contagem de grdos de pdlen, com auxilio de microscopio
Optico (100x) (PIO et al., 2005).

O experimento foi conduzido com dez repeti¢des, sendo cada repeticdo
(tubo Eppendorf) constituida por quatro leituras na lamina de Neubauer. Foi
realizado o célculo da quantidade de grdos de pdlen em cada antera
multiplicando-se a média do nimero de grdos de pdlen encontrado em cada tubo

Eppendorf pelo volume do &cido lactico da solugdo (1.000 pl) e dividindo esse
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valor pelo produto entre o volume de acido lactico da amostra (10 ul) e o
nimero de anteras de cada tubo (15). O nimero de grdos de pélen produzidos
por flor foi calculado pela multiplicacdo da estimativa média de gréos de pdlen
por antera pelo numero médio de anteras por flor, sendo também conduzido com
dez repeticdes. O delineamento utilizado foi o inteiramente casualizado, sendo
o0s tratamentos compostos pelas oito cultivares estudadas.

Para a determinacdo da composi¢cdo do meio de cultura (experimento 3)
visando a maximizacdo da germinacdo dos grdos de polen da amoreira-preta,
utilizou-se o polinio dos botdes florais da cultivar ‘Comanche’, devido ao seu
florescimento ter sido precoce em relagdo as demais.

Abaixo estdo listados os testes realizados para o estabelecimento do
meio de cultura. Para cada teste, 120 bot6es florais da cultivar Comanche foram
coletados no periodo da manh& e foram transportados para o laboratdrio de
pomologia, em placas de Petri fechadas, para que todas as anteras fossem
retiradas, por intermédio de uma pinca e, posteriormente, fossem armazenadas
em placas de Petri destampadas a temperatura ambiente por 12 horas na auséncia
de luz, para que ocorresse a antese, completa deiscéncia e liberagdo do polinio,
segundo metodologia de Ramos et al. (2008).

O polinio da cultivar Comanche foi utilizado para a instalacdo dos

seguintes testes:

a) concentracdes de agar (4, 6, 8 e 10g L™) X pH do meio (3,5; 4,5; 5,5
e 6,5);

b) concentragdes de sacarose (0, 30, 60, 90g L™);

c) concentracdes de nitrato de célcio (0, 200, 400, 800mg L™) X
concentracdes de acido bdrico (0, 400, 800, 1200mg L'l);

d) tempo de emissdo do tubo polinico: 0, 1, 2, 3, 4, 5 e 6 horas apds

inoculacéo.
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Esses testes foram instalados de forma sequencial, ou seja, a
concentracdo dos componentes quimicos que propiciaram a melhor germinagéo
dos gréos de p6len no primeiro teste era utilizada nos préximos testes, e assim
sucessivamente.

O meio foi incubado em laboratério, sob condigdes controladas
(temperatura média de 27°C), segundo metodologia de Chagas et al. (2010).

Para cada teste, o polinio da cultivar Comanche foi distribuido, por
intermédio de um pincel, sobre a superficie das placas de Petri contendo 20 mL
de meio de cultura, de modo a promover uma distribuicdo homogénea. Apds
aproximadamente 4 horas de incubagdo, com excecdo para o teste de diferentes
tempos de emissdo do tubo polinico, foram contados, com auxilio de lupa
monocular com objetivo de 10x, os grdos de pdlen germinados ou ndo. Foram
considerados germinados os graos de polen cujo comprimento do tubo polinico
ultrapassou o dobro do préprio diametro (CHAGAS et al., 2010) (Figura 1C).
Esses testes foram conduzidos com quatro repeti¢fes, sendo cada repeticdo
composta por um quadrante da placa de Petri. Cada repeticdo foi constituida por
cinco campos de visdo observados através da lupa monocular. O delineamento
utilizado foi o inteiramente casualizado.

Apds estabelecer o meio de cultura especifico, assim como o tempo de
emissdo do tubo polinico de grdos de polen para a amoreira-preta, os polinios de
cada cultivar estudada foram submetidos em cultura in vitro, distribuidos, por
intermédio de um pincel, sobre a superficie das placas de Petri contendo 20 mL
de meio de cultura, de modo a promover uma distribuicdo homogénea, para a
avaliacdo das taxas de germinacdo de grdos de polen (experimento 4), seguindo
a metodologia de quantificagdo de grdos de p6len germinados (CHAGAS et al.,
2010). Esse experimento foi conduzido com quatro repeti¢cbes, sendo cada
repeticdo composta por um quadrante da placa de Petri. Cada repeticdo foi

constituida por cinco campos de visdo observados através da lupa monocular. O
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delineamento utilizado foi o inteiramente casualizado e o0s tratamentos
compostos pelas oito cultivares.

Durante o periodo de floracdo foram marcados, com um pedaco de |a
colorida, 40 botdes florais de cada cultivar, divididos em quatro repeticGes, para
posterior célculo da porcentagem de frutificacdo (experimento 5) (Figura 1D).
Com a frutificacdo dos frutos, o célculo da porcentagem foi realizado dividindo-
se 0 numero de frutos fixados pelo nimero de botSes marcados, sendo o
resultado multiplicado por 100. O delineamento utilizado foi o inteiramente
casualizado e os tratamentos compostos pelas oito cultivares.

Para o célculo da carpometria (experimento 6) das cultivares, foram
colhidos, aleatoriamente, 20 frutos maduros de cada cultivar (Figura 1E),
divididos em quatro repetices para a determinacdo da massa fresca dos frutos,
através de balanca de precisao de 0,001 g; mensuragdo das dimensdes dos frutos,
obtidos com paquimetro digital, sendo as medidas efetuadas no terco médio do
fruto; contagem do numero de drupetes, a partir do esboroamento dos frutos
manualmente, conforme relatado por Perkins-Veazie et al. (1993); além do
calculo da massa e mensuragdes das dimensfes dos drupetes, obtidos com
paquimetro digital; e contagem do nlmero de sementes presentes nos frutos. Foi
utilizado o delineamento inteiramente casualizado e os tratamentos compostos
pelas oito cultivares.

Posteriormente, foram separadas 120 sementes de cada cultivar,
divididas em quatro repeticdes e foram semeadas em bandejas de poliestireno
expandido de 128 células, preenchidas com substrato a base de casca de pinus
(Tropstrato HA hortaligas). As bandejas foram mantidas dentro de uma estufa
plastica (temperatura média de 25°C) e irrigadas diariamente com auxilio de um
borrifador. Passados 120 dias foi realizada a contagem de pléantulas emergidas

(Figura 1F) e em seguida calculada a porcentagem de emergéncia (experimento
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7). O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado e os
tratamentos compostos pelas oito cultivares.

Os dados foram submetidos a andlise de variancia, sendo as médias
qualitativas avaliadas pelo teste de comparacdo de médias Scott & Knott e os
dados quantitativos submetidos & regressao linear ou quadrética, a nivel de 5%
de probabilidade. As anélises foram realizadas pelo Programa Computacional
Sistema para Anélise de Variancia — SISVAR (FERREIRA, 2011).



Figura 1
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Botdes florais (A), detalhe de pétalas, estames e carpelos da flor
(B), gréos de polen germinados in vitro (C), frutificacdo de frutos
(D), fruto maduro (E) e emergéncia de plantulas (F) de cultivares de
amoreira-preta. UFLA, Lavras, MG. 2013
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Quanto a caracterizacdo floral das cultivares de amoreira-preta, o
nimero de pétalas da cultivar Caingangue foi superior em relacédo as demais, que
ndo diferiram entre si. Essa cultivar apresentou aproximadamente 12 pétalas por
flor, enquanto as demais apresentaram somente cinco pétalas (Tabela 1). Ja para
0 numero de sépalas, ndo houve diferenca significativa entre as cultivares de
amoreira-preta estudadas, sendo observadas, aproximadamente, cinco sépalas
nas flores amostradas. Acredita-se que isso seja uma caracteristica genética da
espécie, assim como o0 nimero de pétalas.

A cultivar Brazos possui maior nimero de estames em comparagdo as
demais cultivares estudadas, com valor aproximado de 181 estames, 67 estames
a mais em comparagdo a ‘Tupy’ que registrou 0 menor nimero de estames por
flor, igualmente & ‘Caingangue’, ‘Ebano’ e ‘Guarani’ (Tabela 1). As cultivares
Brazos e Choctaw, cujos valores de carpelos foram os mais altos, apresentaram
aproximadamente o dobro do valor da cultivar Cherokee, que obteve 75,9
carpelos, sendo a cultivar com menor quantidade de carpelos contidos nas flores,
juntamente com as cultivares Caingangue, Comanche e Tupy.

O numero de estames é variavel entre cultivares de amoreira-preta,
conforme relatado por Stanton et al. (2007) e até mesmo entre cultivares de
outras Rosaceaes, como relatou Albuquerque Janior et al. (2010) em macieira.
Segundo Clark e Finn (2011), as flores de amoreira-preta apresentam Vvarios
carpelos, sendo que o numero destes também & variavel entre diferentes

gendtipos de amoreira-preta, como relatou Strik, Mann e Finn (1996).
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Tabelal  Valores médios de nimero de pétalas (NP), nimero de sépalas
(NS), nimero de estames (NE) e nimero de carpelos (NC) de flores
de diferentes cultivares de amoreira-preta. UFLA, Lavras, MG.

2013
Cultivar NP NS NE NC
(unidade) (unidade) (unidade) (unidade)
Brazos 520b 510a 181,20 a 159,20 a
Caingangue 11,50 a 520 a 123,60 ¢ 93,00 ¢
Cherokee 550b 5,00a 152,50 b 75,90 c
Choctaw 4,80b 4,90 a 151,90 b 143,90 a
Comanche 540b 540a 148,50 b 96,90 ¢
Ebano 5,20 b 5,00a 134,70 ¢ 117,90 b
Guarani 520b 520a 137,10 ¢ 112,00 b
Tupy 550b 520 a 114,40¢ 90,50 ¢
CV (%) 21,23 10,02 15,18 20,41

As médias seguidas da mesma letra nas colunas ndo diferem, estatisticamente entre si, ao
nivel de 5% de significancia, pelo teste de Scott & Knott.

A maior quantidade de grdos de polen por antera foi encontrada nas
cultivares Caingangue, Choctaw e Guarani, enquanto a ‘Ebano’ e ‘Tupy’
apresentaram menores quantidades (Tabela 2). Em relacéo a quantidade de graos
de polen por flor, as cultivares Brazos, Choctaw e Guarani foram superiores as
demais.

Provavelmente, a cultivar Brazos apresentou um numero superior de
grdos de poélen na flor devido ao elevado nimero de estames, e,
consequentemente anteras, presentes em suas flores (Tabela 1). J& a cultivar
Caingangue nédo obteve um numero tdo consideravel de gréos de pélen devido ao
baixo nimero de estames presentes em suas flores (Tabela 1), apesar do nimero
de gréos de pélen contido na antera ser um dos maiores observados.

Mello Janior, Orth e Moretto (2011) ressaltam que nem sempre o0 maior
nimero de anteras é indicativo de maior quantidade de gréos de polen por flor.

Essa afirmacdo é concomitante ao ocorrido, no atual estudo, com a cultivar
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Guarani, que registrou baixo nimero de estames e alta quantidade de grdos de
polen por flor.

As cultivares Ebano e Tupy, também apresentaram um baixo contetido
de gréos de pblen em suas flores, provavelmente devido ao baixo nimero de
grdos de pélen observados na antera (Tabela 2) e ao numero inferior de estames

encontrados em suas flores (Tabela 1).

Tabela2  Valores médios de nimero de polens por antera e nimero de polens
por flor de diferentes cultivares de amoreira-preta. UFLA, Lavras,

MG. 2013

Cultivar N° de polens/antera N° de polens/flor
Brazos 113,96 b 20.626,60 a
Caingangue 128,46 a 15.928,70 b
Cherokee 108,88 b 16.657,90 b
Choctaw 142,88 a 21.717,20a
Comanche 103,00 b 15.350,70 b
Ebano 76,79 C 10.366,90 ¢
Guarani 138,21 a 18.934,50 a
Tupy 83,42 c 9.509,40 ¢
CV (%) 28,21 27,43

As médias seguidas da mesma letra nas colunas ndo diferem, estatisticamente entre si, ao
nivel de 5% de significancia, pelo teste de Scott & Knott.

Quanto aos experimentos realizados para estabelecer o meio de cultura
adequado a germinacdo dos grdos de pélen, houve um aumento linear na
porcentagem de germinacdo a medida que se elevou o pH do meio. Com o0 maior
pH testado (6,5), a maior germinacéo (25,97%) ocorreu na presenca de 8g L™ de
4gar e a menor (17,09%), na concentracdo de 4g L™ de &gar, devido
provavelmente a alta inconsisténcia do meio, o que pode ter acarretado

condigdes anaerdbicas, dificultando assim a germinagdo (Figura 2).
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Y 4g Agar =5,248125+1,821750X R2=0,98
Y 6g Agar =4,062500 + 2,444500X R2= 0,89
A Y 8g Agar = - 2,645000+4,402000X  R2=0,89

26 1 Y 109 Agar=- 1,095625+3,856250X  R2=0,97 -
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Figura 2 Porcentagem de germinagdo in vitro de graos de polen da amoreira-
preta ‘Comanche’ quando submetidos a diferentes pH e
concentracdes de agar (g L™) no meio de cultura. UFLA, Lavras,
MG. 2013

Resultados semelhantes foram constatados para variedades de citros,
obtendo-se elevada porcentagem de grdos de polen germinados com o aumento
do pH no meio de cultivo (RAMOS et al., 2008). A menor porcentagem de
germinacdo obtida com 10g L™ de 4gar, pode ser explicada pelo fato da adicio
de maior concentracdo de agar ter tornado o meio de cultura demasiadamente
consistente, dificultando a absorcdo de agua pelos grdos de pdlen (Figura 2).
Segundo Stanley e Linskens (1974), o agente solidificante propicia umidade
relativa constante e condicGes aerdbicas adequadas para uma boa germinacao
polinica. Chagas et al. (2009) conseguiram bons resultados de gréos de pdlen de

pessegueiro (Prunus persica) germinados utilizando 8g L™ de 4gar.
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Com a adicdo crescente das concentracBes de sacarose testadas ao meio
de cultura, a porcentagem de grdos de pdlen germinados aumentou
proporcionalmente. Na concentracdo de 90 g L™ de sacarose, foi obtida uma

germinacao de 29,94% de graos de pélen (Figura 3).

30 Y =20,666500 + 0,103008X R2=0,91
) . *
s
20 - T T T >
0 30 60 90

Sacarose (g L1)

Figura 3 Porcentagem de germinacéo in vitro de gréos de pélen da amoreira-
preta ‘Comanche’ quando submetidos a diferentes concentracdes de
sacarose (g L) no meio de cultura. UFLA, Lavras, MG. 2013

Aumento linear na porcentagem de germinagdo dos grdos de pdlen a
medida que se elevou a concentracdo de sacarose também foi constado por
Chagas et al. (2010) e Xie et al. (2004), ambos trabalhos realizados com pereira
(Pyrus spp.). O beneficio da adicdo de sacarose na germinacdo de grdos de polen

deve estar relacionado ao equilibrio osmdtico da solucdo, além do maior
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fornecimento de energia necessaria para o crescimento do tubo polinico
(STANLEY; LINSKENS, 1974).

Testando diferentes concentracdes de acido bérico e nitrato de calcio
adicionadas ao meio de cultura, observou-se que na auséncia de nitrato de calcio,
houve a maior porcentagem de germinacdo de grdos de pdlen (33,31%) da

amoreira-preta (Figura 4).

Y 0Ca(NOg), =28,609125 + 0,023192X - 0,000029X?> R?=0,83
Y 200 Ca(NOg), = 24,562875+ 0,021673X - 0,000021X?> R?=0,64
Y 400 Ca(NO3), = 27,764125 + 0,019060X - 0,000023X? R2=0,97
Y 800 Ca(NO3), = 19,735750 + 0,028546X - 0,000027X2 R? =0,99
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Figura4  Porcentagem de germinacdo in vitro de graos de polen da amoreira-
preta ‘Comanche’ quando submetidos a diferentes concentracfes de
acido borico (mg L™) e nitrato de calcio (NC) (mg L™) no meio de
cultura. UFLA, Lavras, MG. 2013

Apesar de o calcio propiciar menor sensibilidade a variacfes do meio

basico, menor permeabilidade, crescimento linear e aparéncia rigida do tubo
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polinico (BHOJWANI; BHATNAGAR, 1974), esse nutriente ndo foi essencial
para a germinacao de grdos de polen de amoreira-preta. A maior germinacéo foi
obtida na presenca de 400 mg L™ de 4cido bérico adicionados ao meio, sendo
essa a concentracdo estabelecida para compor o meio de cultura e dar
continuidade aos préximos experimentos (Figura 4).

O boro na presenca de sacarose forma o complexo ionizavel sacarose-
borato, o qual, segundo Askin et al. (1990 citado por CHAGAS et al., 2010),
reage mais rapidamente com as membranas celulares, facilitando o
desenvolvimento in vitro. A adicdo de boro também foi benéfica na germinacéo
dos grdos de pdlen dos porta-enxertos de pereira testados por Chagas et al.
(2010). O boro estimula o crescimento do tubo polinico e diminui a
probabilidade desses se romperem (FRAZON; RASEIRA, 2006), entdo acredita-
se que, neste trabalho, apenas a presenca do boro foi satisfatéria para a
germinacao de grédos pdlen.

Para 0 teste de tempo de incubacdo, a porcentagem maxima de
germinacéo (52,50%) foi observada com cinco horas de incubacdo, havendo em
seguida, uma estabilizacdo na porcentagem de grdos de pdlen germinados
(Figura 5).
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Figura 5 Porcentagem de germinacao in vitro de gréos de pélen da amoreira-
preta ‘Comanche’ quando submetidos a diferentes tempos de
incubacdo (horas). UFLA, Lavras, MG. 2013

Chagas et al. (2010) também verificaram uma estabilizacdo na
germinacdo de grdos de polen para a cultivar Taiwan Nashi-C apds um
determinado periodo de incubacéo, para duas cultivares de pereira estudadas. Os
autores constataram que a germinacao teve inicio apds uma hora da inoculagéo
dos graos de pdlen, o que também ocorreu no presente trabalho.

Observou-se que a germinagdo dos grdos de pélen no meio de cultura
estabelecido, neste trabalho, diferiu entre as cultivares de amoreiras-pretas
estudadas. As maiores porcentagens de germinacdo foram observadas com as
cultivares Brazos e Comanche (49,01 e 51,51 %, respectivamente) (Tabela 3).
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Tabela3  Porcentagem de germinacdo de grdos de pdlen de diferentes
cultivares de amoreira-preta. UFLA, Lavras, MG. 2013

Cultivar Germinacdo de grdos de pdlen (%)
Brazos 49,01 a

Caingangue 28,70 c

Cherokee 40,89 b

Choctaw 41,25 b

Comanche 5151a

Ebano 26,58 ¢

Guarani 43,87b

Tupy 27,75¢

CV (%) 10,85

As médias seguidas da mesma letra nas colunas ndo diferem, estatisticamente entre si, ao
nivel de 5% de significancia, pelo teste de Scott & Knott

As cultivares Cherokee, Choctaw e Guarani apresentaram germinacao
média, com porcentagens de 40,89; 41,25 e 43,87, respectivamente, sendo ainda
superiores & germinacdo das cultivares Caingangue, Ebano e Tupy (Tabela 3).
Essa diferenca de germinacdo dos grdos de pélen entre as cultivares pode ter
sido obtida devido a variabilidade genética entre as cultivares estudadas,
corroborando com os resultados observados por Chagas et al. (2009, 2010).

Cultivares que produzem maiores quantidades de gréos de pdlen por
antera e por flor podem facilitar a polinizacdo pelos agentes polinizadores,
aumentando o nimero de drupetes e assim a massa fresca do fruto, ja que, flores
polinizadas por abelhas, geram frutos com maiores quantidades de drupetes,
guando comparadas a autopolinizacdo (CANE, 2005). As flores e gréos de pdlen
sdo bem adaptados para insetos, particularmente para a polinizacdo das abelhas
(CLARK; FINN, 2011). Mello Janior, Orth e Moretto (2011) verificaram que

flores polinizadas por abelhas fixaram quatro vezes mais drupetes, em
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comparacao a flores que foram autopolinizadas. Além do mais, é desejado que a
cultivar apresente alta germinacdo de seus graos de polen.

Entretanto, para amoreira-preta, no atual trabalho, essa relacdo foi
apenas observada com a cultivar Brazos, que apresentou a maior quantidade de
carpelos e de estames, de gréos de polen por flor e ainda a maior germinacéo de
seus grdos de pélen, quando comparada as demais cultivares (Tabelas 1, 2 e 3).
Para essa cultivar, registraram-se frutos com maior massa e, consequentemente,
maior dimensdo, que ndo se diferiu da cultivar Guarani (Tabela 4). Campagnolo
e Pio (2012b) também registraram frutos de maior massa para essas cultivares,
além da cultivar Tupy. Segundo Clark e Finn (2011), a massa ideal do fruto para
usos ao natural no mercado é de 8 a 10 g, assim, pode-se afirmar que essas duas
cultivares podem ser comercializadas ao natural, agregando-se valor aos seus
frutos.

‘Brazos’ e ‘Guarani’ também apresentaram o maior nimero de drupetes,
juntamente com a ‘Choctaw’. Strik, Mann e Finn (1996) registraram 86,3
drupetes nos frutos da ‘Choctaw’, nimero préximo ao encontrado neste trabalho
(81,0) para esta mesma cultivar. Era esperado que a cultivar Choctaw
apresentasse frutos com maior quantidade de drupetes, uma vez que apresentou
maior nimero de carpelos quando comparado as demais cultivares (Tabela 1).
Entretanto, verificou-se que os drupetes dessa cultivar foram os de menor massa
e dimens6es (Tabela 4), o que refletiu em frutos de menor massa. Por outro lado,
a cultivar Ebano apresentou drupetes com maior massa e dimensdes, no entanto,
frutos com menor massa, devido ao menor nimero de drupetes por fruto (Tabela
4).
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Tabela4  Porcentagem de frutificacdo (PF), valores médios de massa do fruto
(MF), comprimento do fruto (CF), didametro do fruto (DF), nimero
de drupetes (ND), massa de drupetes (MD), comprimento de
drupetes (CD), diametro de drupetes (DD), nimero de sementes de
frutos (NS), e porcentagem de emergéncia (PE) de plantulas de
diferentes cultivares de amoreira-preta. UFLA, Lavras, MG. 2013

PF MF CF DF ND MD CD DD NS PE
(%) (@ (mm) (mm) (unid) (g) (mm) (mm) (unid.) (%)

A 9250a 9,26a 29,25a 2342a 86,20a 011b 513b 4,52b 88,05a 76,66 a
87,50a 4,83d 20,69c 20,14b 4855c 0,10b 506b 451b 5355d 22,50b
90,00a 4,76d 21,89c 19,84b 51,15c 0,10b 524b 4,71b 48,75d 19,17b
95,00a 587c 2249c 21,19b 81,00a 0,07c 4,48c 4,07c 84,65a 3,33cC
92,50a 5,38c 23,02c 20,25b 5055c 0,11b 534b 4,73b 40,75e 4,17c
90,00a 5,28c 21,35¢c 2258a 31,056d 0,17a 658a 599a 3839e 1250b
95,00a 852a 28,73a 2366a 7580a 01l1b 522b 4,75b 7535b 67,50a
H 9250a 7,56b 2590b 22,03a 62,15b 0,12b 529b 4,85b 63,75¢ 20,00 b
CV (%) 1066 954 520 5,77 839 9,76 6,06 597 10,86 28,29

Cultivar*

G MM moOOw

As médias seguidas da mesma letra nas colunas ndo diferem, estatisticamente entre si, ao
nivel de 5% de significancia, pelo teste de Scott & Knott.

* A: Brazos; B: Caingangue; C: Cherokee; D: Choctaw; E: Comanche; F: Ebano; G:
Guarani; H: Tupy.

Percebe-se variacdo no nimero de drupetes entre as diferentes cultivares
estudadas, corroborando com os resultados observados por Perkins-Veazie et al.
(1993) que também trabalharam com diferentes cultivares de amoreira-preta.

Para a cultivar ‘Ebano’, o comprimento do fruto também apresentou o
menor valor e seu didmetro se mostrou um dos maiores. Inclusive o Unico que se
apresentou maior que o comprimento, concluindo assim, que o fruto dessa
cultivar € um pouco mais arredondado que os das demais cultivares, cujos
comprimentos foram maiores que o diametro. Percebeu-se que os frutos da
cultivar Brazos eram grandes e apresentavam aproximadamente o dobro da
massa dos frutos da cultivar Cherokee.

A maior quantidade de sementes foi observada nos frutos das cultivares
Brazos e Choctaw (Tabela 3). Apesar da cultivar Guarani ndo ser
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estatisticamente igual as cultivares Brazos e Choctaw, ela apresentou um
nimero alto de sementes por fruto, o que indica que essas caracteristicas,
provavelmente se relacionam com o numero de drupetes. A quantidade de
sementes dos frutos das cultivares Comanche e Ebano foi, aproximadamente,
duas vezes menor que a encontrada nas cultivares que apresentaram maior
namero de sementes.

Apesar do nimero de sementes encontrado nos frutos de cada cultivar
estudada ser bastante distinto, o nimero de sementes por drupete, para todas as
cultivares, foi de aproximadamente um. Clark e Finn (2011) e Poling (1996
citado por ANTUNES, 2002) confirmam esse resultado, afirmando existir uma
pequena semente em cada drupete do fruto agregado de amoreiras-pretas.

As porcentagens de frutificagdo das cultivares, ndo diferiram entre si
estatisticamente, sendo que os valores variaram de 87,5% a 95%. Percebe-se que
esses valores sdo altos, e que provavelmente pode acarretar uma producgdo
uniforme.

As cultivares Brazos e Guarani apresentaram maior emergéncia de
plantulas (76,66 % e 67,50 %, respectivamente), quando comparadas as demais
cultivares (Tabela 3). Esses resultados sdo importantes para programas de
melhoramento genético visando selecionar cultivares de amoreira-preta para
regides subtropicais, uma vez que Antunes et al. (2000) verificaram que essas
duas cultivares produzem maiores quantidades de frutos nessas condicdes
climaticas. Sendo assim, progenitores aptos a serem utilizados nas hibridacdes
controladas. Além do mais sdo cultivares que apresentam boa capacidade
rizogénica de suas estacas, fator importante visando a multiplicacdo varietal
(CAMPAGNOLO; P10, 2012a).
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5 CONCLUSOES

As leituras da porcentagem de germinacdo devem ser realizadas ap6s
cinco horas de incubacdo e para a germinacdo de grdos de polen de amoreira-
preta, 0 meio de cultura deve ser acrescido de 90 g L™ de sacarose e 400 mg L™
de 4cido bérico, sendo o pH aferido para 6,5 e 0 meio solidificado com 8g L™ de
agar.

A cultivar de amoreira-preta ‘Brazos’ se destaca em relagdo as
caracteristicas florais e carpométricas, bem como a germinacdo de grdos de

polen e emergéncia de plantulas.
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ANEXOS

Tabela5  Resumo da analise de variancia (Quadrados Médios) dos dados
referentes ao nimero de pétalas (NP), nimero de sépalas (NS),
namero de estames (NE) e nimero de carpelos (NC) de flores de
diferentes cultivares de amoreira-preta. UFLA, Lavras, MG. 2013

QM
FV GL
NP NS NE NC
Cultivar 7 49,2267* 0,500  4224,2410* 8041,5982*
Erro 72 1,6430 02638  470,8513  514,6902
CV (%) 21,23 10,02 15,18 20,41

* Significativo ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste F.

Tabela6  Resumo da andlise de variancia (Quadrados Médios) dos dados
referentes ao numero de polens por antera e nimero de polens por
flor de diferentes cultivares de amoreira-preta. UFLA, Lavras, MG.

2013
QM
FV GL o
N° de polens/antera N® de

polens/flor
Cultivar 7 5803,3137* 196104676,4410*
Erro 72 996,9904 19595393,9569
CV (%) 28,21 27,43

* Significativo ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste F.
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Tabela7  Resumo da analise de variancia (Quadrados Médios) dos dados
referentes a porcentagem de germinacéo in vitro de graos de polen
da amoreira-preta ‘Comanche’ quando submetidos a diferentes pH
e concentragdes de 4gar (g L™) no meio de cultura. UFLA, Lavras,

MG. 2013
FV GL oM
Germinacéo de graos de polen
Agar 3 77,2640*
Ph 3 272,2026*
Agar x pH 9 14,4701
Erro 48 3,5907
CV (%) 11,12

* Significativo ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste F.

Tabela8  Resumo da andlise de variancia (Quadrados Médios) dos dados
referentes a porcentagem de germinacéo in vitro de graos de polen
da amoreira-preta ‘Comanche’ quando submetidos a diferentes
concentracbes de sacarose (g L™) no meio de cultura. UFLA,
Lavras, MG. 2013

QM
FV GL
Germinacdo de gréos de polen
Sacarose 3 70,1229*
Erro 12 2,4797
CV (%) 6,22

* Significativo ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste F.
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Tabela9 Resumo da analise de variancia (Quadrados Médios) dos dados
referentes a porcentagem de germinacéo in vitro de graos de polen
da amoreira-preta ‘Comanche’ quando submetidos a diferentes
concentracdes de acido borico (AC) (mg L™) e nitrato de célcio
(NC) (mg L™) no meio de cultura. UFLA, Lavras, MG. 2013

QM

FV GL -
Germinacéo de graos de polen

AB 3 548,2897*
NC 3 72,2353*
AB X NC 9 49,3402*
Erro 48 5,0949
CV (%) 9,02

* Significativo ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste F.

Tabela10 Resumo da andlise de variancia (Quadrados Médios) dos dados
referentes a porcentagem de germinacéo in vitro de graos de polen
da amoreira-preta ‘Comanche’ quando submetidos a diferentes
tempos de incubacéo (TI) (horas). UFLA, Lavras, MG. 2013

QM
FV GL
Germinacéo de graos de polen
TI 6 1558,1041*
Erro 21 4,2148
CV (%) 5,71

* Significativo ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste F.
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Tabela1ll Resumo da analise de variancia (Quadrados Médios) dos dados
referentes a porcentagem de germinacdo de grdos de polen de
diferentes cultivares de amoreira-preta. UFLA, Lavras, MG. 2013

QM
FV GL
Germinacgdo de gréos de polen
Cultivar 7 385,6250*
Erro 24 17,6215
CV (%) 10,85

* Significativo ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste F.

Tabela 12 Resumo da analise de variancia (Quadrados Médios) dos dados
referentes & porcentagem de frutificacdo (PF), massa do fruto (MF),
comprimento do fruto (CF), diametro do fruto (DF) e nimero de
sementes de frutos (NS) de diferentes cultivares de amoreira-preta.
UFLA, Lavras, MG. 2013

QM
FV GL
PF MF CF DF NS
Cultivar 7 26,7857 12,4127* 45,1402* 9,0878* 1501,7335*
Erro 24 958333 0,3761 1,5773  1,5568 44,8284
CV (%) 10,66 9,54 5,20 5,77 10,86

* Significativo ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste F.
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Tabela 13 Resumo da analise de variancia (Quadrados Médios) dos dados
referentes ao numero de drupetes (ND), massa de drupetes (MD),
comprimento de drupetes (CD), diametro de drupetes (DD) e
porcentagem de emergéncia de plantulas (PE) de diferentes
cultivares de amoreira-preta. UFLA, Lavras, MG. 2013

QM
FV GL
ND MD CD DD PE
Cultivar 7 1436,1898* 0,0031* 1,3819* 1,2075* 3152,7489*
Erro 24 26,0262 0,0001 0,1029 0,0809 63,7747
CV (%) 8,39 9,76 6,06 5,97 28,29

* Significativo ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste F.



