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Resumo Geral

GONCALVES, Ciane Xavier. Viabilidade e compatibilidade de pélen de diferentes
genotipos de pereira no Rio Grande do Sul. 2008. 150f. Dissertagdo (Mestrado) -
Programa de Pés-Graduacao em Agronomia. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

A pereira € uma frutifera que pertencente a familia Rosaceae, subfamilia Pomoideae e
ao género Pyrus. No Brasil, a producéao de peras é somente de, aproximadamente, 20
mil toneladas e este fato ocorre, principalmente, pela falta de cultivares adaptadas as
condicoes climaticas. O presente trabalho foi desenvolvido com o objetivo de verificar a
viabilidade e compatibilidade de pdélen de diferentes gendtipos de pereira no Rio Grande
do Sul. Este trabalho foi dividido em cinco experimentos: No experimento 1, avaliou-se
a germinacao in vitro de 14 gendtipos de pereira, em diferentes tempos de incubacao
(2, 4 e 6 horas) em incubadora tipo BOD, em auséncia de luz, a 25°C. Para o
experimento 2, o tempo de incubacédo foi fixado para cada genétipo conforme os
melhores resultados obtidos no experimento anterior, avaliando-se as diferentes
temperaturas de incubacéao (20, 30 e 40°C), na germinacao in vitro de 14 gendétipos de
pereira. O meio de germinacéo basico foi composto de 100 g L de sacarose e 10 g L™
de agar. No terceiro experimento, o tempo e a temperatura de incubagédo dos graos de
pélen in vitro foram fixados, conforme os experimentos anteriores; avaliou-se a
germinacao de dez genoétipos de pereira sob a influéncia do acréscimo de diferentes
combinacdes de acido bérico e nitrato de célcio ao meio de germinagdao basico. No
experimento de numero 4 avaliou-se a germinacao in vitro de grdos de podlen de
genotipos de pereira (variando-se a temperatura e o periodo de incubacao) em estufa
tipo BOD, em auséncia de luz, e ainda, o &cido bdrico em trés concentracdes
adicionado ao meio de germinacdo basico. No quinto experimento, avaliou-se a
compatibilidade gametofitica em genétipos de pereira, através do desenvolvimento do
tubo polinico no pistilo da flor, 120 horas ap6s a polinizagdo; para os genotipos em
estudo avaliou-se a autopolinizacdo de campo, autopolinizacdo de laboratério,
polinizacdo cruzada e a polinizacdo aberta. Conclui-se que, para os gendtipos de
pereira estudados no primeiro experimento a percentagem de germinacao depende do
tempo e da amostra. Para o segundo experimento, entre os gendtipos de pereira
estudados, a temperatura de incubacao a 20°C é recomendavel e a 40°C é prejudicial
para a germinagdo. Para o terceiro experimento, de maneira geral, em meio de cultura
basico ou acrescido de 200 mg L' de acido bérico promove elevados indices de
germinacao in vitro de graos de pdélen dos gendtipos de pereira; e a percentagem de
germinacdo é dimunuida quando acrescenta-se a concentragcdo de 1200 mg L™ de



nitrato de célcio, independente da concentracdo de acido boérico. No quarto
experimento, para os gendétipos de pereira estudados, é recomendavel a germinacao de
gréos de pélen in vitro em meio de cultura basico ou acrescido de 100 mg L™ de acido
bdrico. Para o quinto experimento, a fecundacdo dos évulos ndo ocorreu na quase
totalidade de gendtipos e tipos de polinizagdo; de modo geral, a polinizacdo cruzada
beneficia a fecundagéo.

Palavras chave: Rosaceae, germinacao in vitro, polinizacao, alelos-S.



General Abstract

GONCALVES, Ciane Xavier. Pollen viability and compatibility of different genotipes
of the pear culture in the state of Rio Grande do Sul. 2008. 150f. Dissertation
(Master Degree) - Program of Post-Graduation in Agronomy. Universidade Federal de
Pelotas, Pelotas.

Pear is a fruit tree that belongs to the family Rosaceae, subfamily Pomoideae and genus
Pyrus. In Brazil, the pear production lays around 20 thousand ton, and this fact occurs
mainly due to the lack of adapted cultivars to the climate conditions.The present work
was developed with the objective to study the pollen viability and compatibility of
different cultivars, selections and rootstocks for the pear culture. This work was divided
into five batches: in the experiment 1 it was evaluated the in vitro germination of 14
genotypes of pear at different incubation times (2, 4 and 6 hours) in BOD incubator and
in lightless condition at 25°C. In the experiment 2, the incubation time was set for each
genotype according the best results obtained in the previous experiment and it was
assessed different temperatures of incubation (20, 30 and 40 °C) on in vitro germination
of 14 pear genotypes. The basic germination medium consisted of 100 g L' sucrose and
10 g L™ agar. In the third experiment, time and temperature of in vitro incubation of the
pollen grains were chosen conform to the previous experiments. It was evaluated the
germination of ten pear genotypes under the influence of the increase of different
combinations of boric acid and calcium nitrate to the basic germination medium. In the
experiment 4 it was assessed the in vitro germination of pollen grains of pear genotypes
(varying temperature and time of incubation) in BOD incubator, lightless and boric acid
in three concentrations added to the basic germination medium. Experiment 5 evaluated
the gametic compatibility in pear genotypes through pollen tube growth in pistil of flower
120 hours after pollination. Therefore, to the assessed genotypes it was evaluated the
self-pollination either in the field or laboratory, cross-pollination or open-pollination. The
germination percentage of the pear genotypes studied in the first experiment depends
on time and sample. Among the pear genotypes assessed in the second experiment the
temperature of incubation at 20°C is recommended and at 40°C is damaging for
germination. In the third experiment, in general, either basic culture medium or enriched
with 200 mg L™ boric acid promote higher rates of in vitro germination of pollen grains of
the pear genotypes; the germination percentage decreased whether enriched with 1200
mg L7 of calcium nitrate, independently of boric acid concentration. For the pear
genotypes evaluated in the fourth experiment it is recommended to germinate the pollen
grains in either basic culture medium or enriched with 100 mg L™ of boric acid. In the
fifth experiment the ovule fecundation did not occur for most genotypes and pollination
type; therefore, cross-pollination benefits fecundation.



Keywords: Rosaceae, in vitro germination, pollination, alleles-S.
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1 - INTRODUCAO GERAL

A fruticultura tem possibilitado a exploracdo de areas produtivas e em
contrapartida torna-as lucrativas (FACHINELLO et al., 1995). O valor social da
fruticultura é bastante importante, pois atualmente apresenta um cultivo extensivo e
intensivo, exigindo assim a presenca constante do agricultor nas atividades de campo,
além de se expandir para a comercializagdo e industrializacdo dos produtos (SIMAO,
1971).

Para a regiao Sul do Brasil, a cultura da pereira pode ser considerada como uma
opcao para aumentar a eficiéncia e a diversificacdo do sistema produtivo. Entretanto
existem fatores que limitam a expansao da cultura, como por exemplo, o abortamento
de gemas florais que pode variar de 30 a 100% dependendo da cultivar, a falta de
adaptacdo de cultivares e porta-enxertos utilizados (NAKASU; LEITE, 1992), a
dificuldade de obtencao de porta-enxertos, a falta de material sadio para a producéo de
mudas (LEITE, 1992; LEITE, 1995; PASQUAL et al., 1990).

No Brasil a producéo anual de péras das espécies Pyrus communis L. e P.
serotina R., é de aproximadamente de 20 mil toneladas e o consumo é quase dez vezes
maior que a produgdo. Desta maneira, o0 mercado brasileiro, torna-se bastante
dependente das importacdes (OLIVEIRA et al., 2000).

Quase todas as cultivares comerciais de pereira sdo auto-incompativeis,
havendo a necessidade de utilizacdo de polinizadoras para que frutifiquem. Também
existem muitas cultivares de pereira que sao parcialmente auto-produtivas; este
processo & conhecido como partenocarpia estimulativa, pois, o estimulo da polinizacao
sem que haja a fertilizacdo se faz necessério para que o fruto se desenvolva (LEITE;
SOUZA, 2003).

O melhoramento genético tem contribuido para o desenvolvimento da fruticultura
brasileira, aumentando a producdo com ganhos significativos de produtividade e
qualidade de frutos (LEITE, 2004). Ja que manutencao da viabilidade do pdlen € de
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grande importancia para a conducao de programas de melhoramento e conservacao
genética.

Alguns aspectos das cultivares copa como precocidade de inicio de producao,
vigor e tamanho da planta, absor¢cao de nutrientes, qualidade do fruto, produtividade,
tolerancia a seca, resisténcia a pragas e doencas do solo, e suscetibilidade a danos por
pesticidas, sdo controladas pelos porta-enxertos (FAORO, 2001). E ainda, um dos
fatores que afetam a consolidagcédo da cultura da pereira na regiao Sul é a indefinicao de
porta-enxertos adaptados.

Portanto, com esta pesquisa, pretende-se avaliar a viabilidade de pélen de
diferentes cultivares copa, selecées e porta-enxertos para a cultura da pereira, e

analisar a compatibilidade do po6len destas cultivares para hibridagao.
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2 - Antecedentes e Justificativa

Comparando-se o Brasil com as demais nagcées do mundo, pode-se afirmar
que 0 mesmo ocupa grande area do continente, apresentando condicdes climaticas
e edaficas que o colocam em posicao privilegiada. Nosso pais possui areas situadas
nas regides tropicais, subtropicais e temperadas, e isto possibilita a existéncia de
centenas de espécies nativas e exdticas (SIMAO, 1971).

Com o aumento da populacdo mundial, ha uma expansao nas fronteiras
agricolas e urbanas, que por consequéncia ocupam o habitat natural de numerosas
espécies de plantas e animais (CARVALHO et al.,, 2003 apud STUSHNOFF;
SEUFFERHELD, 1995). Este fenbmeno esta originando perdas e, em muitas
ocasides acarreta a completa extincdo, da diversidade genética de espécies de
plantas nativas (CARVALHO et al., 2003 apud VILLALOBOS et al., 1991).

A fruticultura tem possibilitado a exploragdo de areas produtivas e em
contrapartida torna-as lucrativas (FACHINELLO et al.,, 1995). O valor social da
fruticultura é bastante importante, pois atualmente apresenta um cultivo extensivo e
intensivo, exigindo assim a presenca constante do agricultor nas atividades de
campo, além de se expandir para a comercializacao e industrializacao dos produtos
(SIMAO, 1971).

Nos ecossistemas terrestres a polinizacdo é um processo ecoldgico chave,
pois esta acdo determina o sucesso reprodutivo da flora, e consequentemente, a
capacidade de auto-regeneracao natural da vegetacao (BATISTA; RAMALHO 2005).
Em escala global, mais de 80% das espécies vegetais e mais de 75% das plantas
agricolas dependem de animais para polinizacdo (KEVAN; IMPERATRIZ -
FONSECA, 2002 apud FRANKE et al. (2005).

Onorati e Tacchini (1969), mencionam que em fruticultura é essencial definir
se uma planta tem capacidade de originar frutos sem a necessidade de utilizacao de
uma polinizadora; existem bastantes motivos que causam a auto-esterilidade de uma
planta, como por exemplo: esterilidade devido a fatores morfoldgicos (atrofia de
pistilo ou atrofia das anteras), esterilidade do pdélen (devido a causas citolégicas ou
fisiolégicas de nutrigdo), esterilidade das células sexuais femininas devido a causas
citolégicas e ainda pela auto e interincompatibilidade ou falta de afinidade genética.

Segundo Leite (2004), atualmente o melhoramento genético é uma das
modernas tecnologias de producdo que merece destaque, pois tém contribuido
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bastante para o desenvolvimento da fruticultura brasileira, aumentando a producao
com ganhos significativos de produtividade e qualidade de frutos.

Nakasu e Faoro (2003) mencionam que a pereira abrange mais de 20
espécies, todas originarias da Europa e da Asia. Pertencente a familia Rosaceae,
subfamilia Pomoideae e género Pyrus, as cultivares de pereira mais consumidas no
mundo podem ser classificadas em: Européias (Pyrus communis) e Asiaticas (Péra
Japonesa - Pyrus pyrifolia var. culta.; Péra Chinesa - Pyrus bretschneiderie e Pyrus
ussuriensis).

De acordo com Osorio e Fortes (2003), a péra européia (Pyrus communis L.)
€ bastante consumida no pais, entretanto apresenta uma area de cultivo
extremamente pequena porque o desenvolvimento da cultura é afetado por fatores
como: falta de adaptagdo do material genético, abortamento de gemas,
compatibilidade de polinizadoras/cultivares, porta-enxertos adaptados as condi¢des
de solo e clima, pragas e doencgas. Geralmente os frutos das péras européias tém
forma periforme, polpa manteigosa, textura fina e com poucas células
parenquimatosas. As mais cultivadas sao: ‘William’s’, ‘Bon Chrétien’ (ou ‘Bartlet’),
‘Packhams Triumph’, ‘Abbé du Etel' (ou ‘bate Fetel’), ‘Winter Nellis’, ‘Beurré Hardy’,
‘Conference’ e ‘Doyenne du Comice’.

Conforme Petri et al. (2003), para o desenvolvimento da pereira no Sul do
Brasil um problema bastante relevante é a auséncia de baixas temperaturas para
satisfazer a exigéncia em frio para a quebra de dorméncia. Se a requisicao quanto
ao frio ndo é satisfatoria para as necessidades da cultivar, acontecem anomalias
como: prolongada dorméncia e brotacdo e ainda floragéo irregulares; para amenizar
esta problematica deve-se realizar algumas praticas culturais e/ou uso de produtos
quimicos. Além disso, a falta de maiores estudos sobre porta-enxertos no Brasil
ainda existe. Atualmente as poucas areas implantadas com pereira no Brasil, sdo
com porta-enxertos de Pyrus calleriana, os quais proporcionam as plantas, alto vigor
e baixa producédo, além de outros problemas, os quais sao destacados por Herter et
al. (2001), como, a falta de cultivares adaptadas e a deficiéncia de tecnologias de
manejo, além do abortamento de gemas, com causas desconhecidas, podendo ser
de ordem climatica, nutricional ou fitossanitaria.

No Brasil os marmeleiros sdo pouco empregados como porta-enxertos em
funcao de sua maior debilidade quanto ao crescimento e vigor (CAMELLATO, 20083).
Em termos de melhoramento genético, a grande maioria dos estudos objetiva a
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selecdo e/ou criacado de cultivares copa adaptadas as condi¢des predominantes nas
regides de clima temperado (CAMPO DALL'ORTO et al., 1996; NAKASU; LEITE,
1992; SIMONETTO; GRELLMANN, 1999;) enquanto que, no caso de porta-enxertos,
os estudos brasileiros sao bastante incipientes (BIANCHI et al., 2002; PICOLOTTO
et al., 2004).

Segundo Leite e Souza (2003), a pereira possui flores hermafroditas, com
cinco carpelos, cada um contendo dois 6vulos totalizando dez sementes possiveis;
os carpelos emitem cinco pistilos, estiletes e estigmas. Fatores como: as condi¢oes
climaticas, o agente polinizante, a distancia que o pdlen deve percorrer e 0S
periodos de florescimento das cultivares polinizadoras influenciam no processo de
polinizagcdo. O grao de pdlen germinado desenvolve o tubo polinico que cresce
através do estilete até atingir o Ovulo. Temperatura, nutricio mineral e
compatibilidade genética com o estilete sdo fatores que afetam o crescimento do
tubo polinico; a fertilizacdo do 6vulo pelo gameta masculino é afetado por fatores
genéticos, nutricionais e ambientais; e a longevidade do évulo é controlada pelos
fatores genéticos e nutricionais.

No mesmo pomar devem ser plantadas duas ou mais cultivares de pereira,
pois estas necessitam de polinizacdo cruzada, desta forma é importante salientar
que as polinizadoras devem ser compativeis a apresentar periodo de floracéo
coincidente (RASEIRA; PETRI, 2003). Para selecionar a cultivar polinizadora deve-
se escolher uma polinizadora que também tenha bom valor de mercado e ainda, se
possivel, que a polinizadora seja livre de doencas e pragas, devendo florescer
anualmente (LEITE; SOUZA 2003).

De acordo com Leite e Souza (2003), para qualguer método de polinizacao a
viabilidade do pélen, para ser considerada boa, deve estar entre 50% e 70%; em
condicdes de laboratério pode ser determinada pela deposi¢cao de pélen em laminas
contendo uma solug¢édo de sacarose e agar, incubadas por duas horas a 24°C, e faz-
se a contagem da porcentagem de germinacao, sob microscopio; em condicoes de
campo o polen apresenta vida curta e geralmente é viavel por apenas algumas
horas; além disto, a utilizagdo de alguns fungicidas também reduz
consideravelmente a viabilidade do pdlen.

Conforme Leite e Souza (2003), quando a polinizacao é cruzada, a fertilidade
de uma flor representa a capacidade que ela tem de se desenvolver em fruto; a
fertiidade varia de acordo com a cultivar, o tipo de porta-enxerto (marmeleiro e
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Pyrus calleryana aumentam a fertilidade, ao passo que a Pyrus betulaefolia diminui)
e 0 sistema de poda. A polinizagdo cruzada aumenta a porcentagem efetiva de

frutificagao e também, o nimero de sementes de todas as cultivares.

3 - Objetivos

3.1 - Objetivo Geral

Estudar a viabilidade de pélen de diferentes porta-enxertos, cultivares copa e
selecdes para a cultura da pereira, bem como avaliar a compatibilidade do pélen
destas cultivares para hibridacao.

3.2 - Objetivos Especificos

Determinar o tempo de incubacao na germinacéao in vitro de graos de pdlen
de cultivares copa e selecbes de pereira.

Indicar a temperatura de incubagao ideal na germinacao in vitro de graos de
pblen de cultivares copa e selecbes de pereira.

Determinar as concentragdes de acido borico e nitrato de calcio no meio de
cultura para germinacao in vitro de graos de polen de cultivares copa e selecbes de
pereira.

Estudar o comportamento de selecdes (6.93, 7.93, 9.93 e 96.13.04), cultivares
(Red Bartlett, Kieffer, Shinseiki e Williams) e porta-enxerto (Pyrus calleryana) de
pereira (Pyrus sp.) quanto a polinizacéo.

4 - Material e Métodos

O estudo sera desenvolvido no Laboratério de Micropropagacao de Plantas
Frutiferas do Departamento de Fitotecnia e na Fazenda da Palma FAEM/UFPel,
Pelotas, RS; no Laborat6rio de Melhoramento Vegetal e no Campo Experimental da
Embrapa Clima Temperado, Pelotas/RS.
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No desenvolvimento do projeto serdo executados cinco experimentos,
objetivando-se:

1° Experimento: Avaliar a germinacéao in vitro do pélen de 14 gendtipos de
pereira (19 amostras), em diferentes tempos de incubacédo (2, 4 e 6 horas) em
incubadora tipo BOD a 25°C;

2° Experimento: Avaliar a influéncia da temperatura de incubagéao (20, 30 e
40°C) em incubadora tipo BOD sobre a germinacéao in vitro de graos de pdlen de
cultivares copa e selecoes de pereira, onde o tempo de incubacgao sera estabelecido
conforme o experimento anterior;

3° Experimento: Avaliar a germinagcao in vitro de graos de poélen de sete
cultivares copa e trés selecbes de pereira, procedentes de Vacaria/RS e de
Pelotas/RS, onde a temperatura e o tempo de incubagéao serao estabelecidos para
cada gendtipo a partir dos dois experimentos anteriores;

4° Experimento: Avaliar a germinacao in vitro de graos de poélen de gendbtipos
de pereira, procedentes de Vacaria e Pelotas. Variando-se a temperatura e o
periodo de incubacao em estufa tipo BOD, em auséncia de luz e acrescentando-se
acido bérico em trés concentragdes ao meio de germinacao basico;

5° Experimento: Avaliar a compatibilidade gametofitica em selecoes,
cultivares e porta-enxerto de pereira (Pyrus sp), por meio da autopolinizacdo, da

polinizagéo livre e da polinizagédo cruzada.

4.1 - Experimento 1- Tempo de incubacao na germinacao in vitro de graos de
poélen de cultivares copa e selecoes de pereira.

Para a realizacdo deste trabalho, serdo utilizadas amostras de pdlen de
gendtipos de pereira. O pélen sera coletado de botdes florais no estadio de balao,
durante a primavera do ano de 2006 e de 2007.

Para a coleta dos botdes florais, sera utilizada uma tesoura pequena ou 0s
dedos; os botdes florais serdao guardados em sacos de papel, até a chegada no
laboratério, para posteriormente ser feita a remocao das anteras. Utilizando-se uma
peneira, as anteras serdo removidas dos botbes florais e, em seguida, serdo
colocadas para secar em bandejas de papel, por aproximadamente 30 horas, a
temperatura entre 20 e 25°C, até que o polen esteja totalmente seco e se desprenda
das anteras.



27

O meio de cultura a ser utilizado para testar a viabilidade de germinagéo in
vitro do pélen, € composto de: 100 mL de agua destilada, 10 g de sacarose e 1g de
agar. O volume sera completado com agua destilada e ap6s a diluicdo da sacarose,
0 meio sera geleificado com agar e aquecido em forno de microondas durante 4
minutos. Apds o preparo do meio de germinagao este serd distribuido em laminas de
vidro, préprias para observacdo em microscopio éptico, adaptadas com dois anéis
de PVC, de diametro interno de 14 mm, fixados para evitar o escoamento do
material, com a utilizacdo de um conta-gotas, foram colocadas quatro gotas de meio
de cultura, em cada anel.

Com a observacao em lupa e a utilizagdo de pincel o pélen sera aspergido
nos anéis de PVC da lamina. Em seguida, as laminas serao colocadas em placas de
Petri com duas folhas de papel absorvente umedecidas e logo apds serao levadas
para incubar em estufa tipo BOD, em temperatura de 25°C. Apéds duas, quatro e seis
horas de incubacao, na auséncia de luz, sera feita a contagem da porcentagem de
graos de polen germinados, através da observacdo em microscépio éptico binocular.
Serdo considerados germinados os grdos de pélen que apresentarem o
comprimento do tubo polinico igual ou superior ao didmetro do préprio grdao de
poélen.

O delineamento experimental utilizado sera completamente casualizado com
quatro repeticdes por porta-enxerto estudado. As médias serdao submetidas a analise
da variancia através do teste de Duncan ao nivel de 5% de probabilidade de erro.

4.2 - Experimento 2 - Temperatura de incubacao na germinacao in vitro de graos
de polen de cultivares copa e selecoes de pereira.

Para a realizacdo deste trabalho, serdo utilizadas amostras de pdlen de
gendtipos de pereira. O pdlen sera coletado de botdes florais no estadio de balao,
durante a primavera do ano de 2006 e de 2007.

Para a coleta dos botdes florais, sera utilizada uma tesoura pequena ou 0s
dedos; os botdes florais serdo guardados em sacos de papel, até a chegada no
laboratério, para posteriormente ser feita a remocéo das anteras. Utilizando-se uma
peneira, as anteras serdo removidas dos botbes florais e, em seguida, serdo
colocadas para secar em bandejas de papel, por aproximadamente 30 horas, a
temperatura entre 20 e 25°C, até que o polen esteja totalmente seco e se desprenda
das anteras.
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O meio de cultura a ser utilizado para testar a viabilidade de germinagéo in
vitro do pélen, € composto de: 100 mL de agua destilada, 10 g de sacarose e 1g de
agar. Em um erlemeyer, serdo colocadas a sacarose e a agua destilada, através de
movimentos circulares com o tubo, se obtera a total diluicdo da sacarose, e em
seguida o agar sera adicionado. O volume sera completado com agua destilada e
apoés a diluicdo da sacarose, 0 meio sera geleificado com agar e aquecido em forno
de microondas durante 4 minutos. Ap6s o preparo do meio de germinacao este sera
distribuido em laminas de vidro, proprias para observagdo em microscépio 6ptico,
adaptadas com dois anéis de PVC, de diametro interno de 14 mm, fixados para
evitar o escoamento do material, com a utilizagdo de um conta-gotas, foram
colocadas quatro gotas de meio de cultura, em cada anel.

Com a observacao em lupa e a utilizagao de pincel o pélen sera aspergido
nos anéis de PVC da lamina. Em seguida, as laminas serao colocadas em placas de
Petri com duas folhas de papel absorvente umedecidas e logo ap6s serao levadas
para incubar em estufa tipo BOD, na auséncia de luz, variando a temperatura em 20,
30 e 40°C. O tempo de incubacado sera estabelecido conforme o experimento
anterior para cada gendtipo estudado. Sera feita a contagem da porcentagem de
graos de polen germinados, através da observacdo em microscépio éptico binocular.
Serdo considerados germinados os grédos de pélen que apresentarem o
comprimento do tubo polinico igual ou superior ao diametro do préprio grdao de
polen.

O delineamento experimental utilizado sera completamente casualizado com
quatro repeti¢des por porta-enxerto estudado. As médias serdo submetidas a analise

da variancia através do teste de Duncan ao nivel de 5% de probabilidade de erro.

4.3 - Experimento 3 - Acido bérico e nitrato de calcio no meio de cultura na
germinacao in vitro de graos de podlen de cultivares copa e selecoes de pereira.

Para a realizacdo deste trabalho, serdo utilizadas amostras de pdlen de
genotipos de pereira. O pdlen sera coletado de botdes florais no estadio de balao,
durante a primavera do ano de 2006 e de 2007.

Para a coleta dos botdes florais, sera utilizada uma tesoura pequena ou 0s
dedos; os botdes florais serdo guardados em sacos de papel, até a chegada no
laboratério, para posteriormente ser feita a remocao das anteras. Utilizando-se uma
peneira, as anteras serdo removidas dos botbes florais e, em seguida, seréo
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colocadas para secar em bandejas de papel, por aproximadamente 30 horas, a
temperatura entre 20 e 25°C, até que o polen esteja totalmente seco e se desprenda
das anteras.

Ao meio de cultura basico, composto de 100 g L™ de sacarose e 10 g L' de
agar, sera acrescentado acido bérico (HsBO3) em 3 concentracdes (0, 200 e 400 mg
L) e nitrato de calcio (CA(NOs)2) em 4 concentracdes (0, 400, 800 e 1200 mg L™).
O volume sera completado com agua destilada e ap6s a diluicdo da sacarose e do
acido borico e do nitrato de calcio, o meio foi geleificado com agar e aquecido em
forno de microondas durante 4 minutos. Apds o preparo do meio de germinacao este
foi distribuido em laminas de vidro, préprias para observacdo em microscépio 6ptico,
adaptadas com dois anéis de PVC, de diametro interno de 14 mm, fixados para
evitar o escoamento do material, com a utilizagdo de um conta-gotas, foram
colocadas quatro gotas de meio de cultura, em cada anel.

Com a observacao em lupa e a utilizagdo de pincel o pélen sera aspergido
nos anéis de PVC da lamina. Em seguida, as laminas serao colocadas em placas de
Petri com duas folhas de papel absorvente umedecidas e logo apds serao levadas
para incubar em estufa tipo BOD, a temperatura e o tempo de incubacgéo utilizados
serdo variaveis de acordo com cada gendtipo, em funcdo das melhores condicdes
de germinacgao dos graos de pélen in vitro, baseado em resultados de experimentos
anteriores, em seguida sera feita a contagem da porcentagem de graos de pélen
germinados, através da observacdo em microscopio Optico binocular. Serao
considerados germinados os graos de pdlen que apresentarem o comprimento do
tubo polinico igual ou superior ao didametro do préprio gréao de pdlen.

O delineamento experimental utilizado sera completamente casualizado com
quatro repeticdes por porta-enxerto estudado. As médias serdao submetidas a analise
da variancia através do teste de Duncan ao nivel de 5% de probabilidade de erro.

4.4 - Experimento 4 - Germinacao de graos de podlen in vitro de cultivares copa e
selecoes de pereira em funcao da adicao de acido boérico ao meio de cultura e
de diferentes horas e temperaturas de incubacao.

Para a realizacdo deste trabalho, serdo utilizadas amostras de polen de
gendtipos de pereira. O pélen sera coletado de botdes florais no estadio de balao,
durante a primavera do ano de 2007.
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Para a coleta dos botdes florais, sera utilizada uma tesoura pequena ou 0s
dedos; os botdes florais serdo guardados em sacos de papel, até a chegada no
laboratério, para posteriormente ser feita a remocao das anteras. Utilizando-se uma
peneira, as anteras serdo removidas dos botbes florais e, em seguida, serdo
colocadas para secar em bandejas de papel, por aproximadamente 30 horas, a
temperatura entre 20 e 25°C, até que o polen esteja totalmente seco e se desprenda
das anteras.

Serao avaliados seis gendtipos, de pereira, nas concentracdes de 0, 100 e
200 mg L™ de 4cido bérico acrescidas ao meio de cultura basico, composto de 100 g
L™ de sacarose e 10 g L™ de &gar. O volume foi completado com &gua destilada e
apos a diluicdo da sacarose, o meio foi geleificado com agar e aquecido em forno de
microondas durante 4 minutos. Apdés o preparo do meio de germinacao este foi
distribuido em laminas de vidro, proprias para observagdo em microscédpio éptico,
adaptadas com dois anéis de PVC, de diametro interno de 14 mm, fixados para
evitar o escoamento do material, com a utilizagdo de um conta-gotas, foram
colocadas quatro gotas de meio de cultura, em cada anel.

Com a observacao em lupa e a utilizagdo de pincel o pélen sera aspergido
nos anéis de PVC da lamina. Em seguida, as laminas serao colocadas em placas de
Petri com duas folhas de papel absorvente umedecidas e logo ap6s serao levadas
para incubar em estufa tipo BOD, testando-se as temperaturas de 20, 30 € 40°C e
os tempos de incubacao de 1, 2 e 4 horas em incubadora tipo BOD, em seguida
sera feita a contagem da porcentagem de gréos de pdlen germinados, através da
observacdo em microscopio éptico binocular. Serdo considerados germinados 0s
graos de pdélen que apresentarem o comprimento do tubo polinico igual ou superior
ao didmetro do proprio grao de polen.

O delineamento experimental utilizado sera completamente casualizado com
quatro repeti¢cdes por porta-enxerto estudado. As médias serdo submetidas a analise

da variancia através do teste de Duncan ao nivel de 5% de probabilidade de erro.

4.5 - Experimento 5 - Comportamento de selecoes, cultivares e porta-enxerto
de pereira quanto a polinizacao.

As polinizagées, tanto no campo como em laboratério, serdo executadas no
momento em que os gendtipos a serem polinizados apresentardo numero suficiente

de flores em estadio de baldo para compor os tratamentos.
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No campo, os ramos cujas flores serdo designadas para autopolinizacao,
serao ensacados com TNT (Tecido Nao Tecido), identificados com fitas plasticas
amarradas na borda. As fitas plasticas terdo cores diferentes dependendo do
tratamento. Para a polinizagao cruzada, sera feita a emasculagéao e polinizacao das
flores na propria planta. E, os ramos designados para polinizacao livre, serdo apenas
identificados com fitas plasticas. Para os cruzamentos de laborat6rio, os ramos com
flores em estadio de baldo, serdo coletados no campo. Em laboratério, serao
realizadas autopolinizacao e polinizagdo cruzada.

Apoés a coleta, no campo, os ramos com flores em estadio de baldo serédo
levados para o laboratério, onde serdo realizados os cruzamentos. Os ramos,
contendo as flores serdao mantidos em frascos com agua, a temperatura ambiente,
por cinco dias (120 horas). Para a emasculacdo das flores de pereira, tanto no
campo quanto no laboratério, sera utilizada uma tesoura pequena, uma pinga ou a
unha. Apds a emasculacao das flores, sera realizada a polinizagao, depositando-se
pdlen do genitor masculino desejado sobre o estigma das flores, com o auxilio de um
pincel ou até mesmo o dedo, contendo bastante pdlen. Sera feito um corte de 0,5 cm
no pedunculo da flor e a parte externa sera retirada, permanecendo apenas o ovario,
o estilete e o estigma. Em seguida serédo colocados em pequenos frascos de vidro
contendo uma solugéo fixativa, composta por formol, &cido acético e alcool etilico na
proporcdao de 1:1:8. Logo os frascos serdo armazenados em geladeira a
temperatura de 4°C, até serem observados, sendo o periodo minimo de 24 horas
antes da observacéo.

Antes de realizar-se a observacgéo, os pistilos serdo lavados trés vezes com
agua destilada, para que fixativo seja retirado, e entdo, serdo colocados em solucao
8N de NaOH, durante 24 horas a temperatura ambiente, em torno de 25°C.
Decorridas 24 horas os pistilos serdo novamente lavados por 3 vezes em agua
destilada, para a retirada da solucdo. Em seguida serdo colocados em frascos
contendo hipoclorito de sddio a 20% por um periodo de 20 minutos. Logo apés o
material sera lavado por trés vezes com agua destilada, para a completa remocao
dos residuos do hipoclorito de sodio e serdo transferido para frascos contendo
corante diferencial Lacmoide (Resorcinol azul a 1% - 1 g de corante diferencial
Lacmoide para 100 mL de agua destilada), durante 10 minutos. Apds estes
procedimentos, os pistilos estardo prontos para serem observados em microscépio
Optico. Para o preparo das laminas sera colocado o pistilo, procurando deixa-lo bem
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esticado, sobre uma lamina de vidro e sera adicionado trés gotas de corante
diferencial Lacmoide diluido em agua destilada (1:2). Logo lamina sera coberta com
laminula, deixando os pistilos amassados.

Para a avaliacdo da compatibilidade entre os genétipos sera observado o
crescimento do tubo polinico no estigma das flores 120 horas ap6s a polinizacao,
com o auxilio de um microscépio serao estabelecidas onze classes, de acordo com o
desenvolvimento do tubo polinico.

O delineamento experimental sera o inteiramente casualizado com trés
repeticdes de 20 flores ou com quatro repeticdes de 50 flores. As médias serao
submetidas a analise da variancia através do teste de Duncan ao nivel de 5% de
probabilidade de erro.

5 - Recursos Necessarios

Tabela 1 - Material de consumo. FAEM/UFPel, Embrapa Clima Temperado, Pelotas,
2007.

Custo Unitario

Materiais Und. Qtd. (RS) Custo total (R$)
Laminas Und. 100 00,15 15,00

Pincéis Und. 6 03,50 21,00
Substrato 20kg 10 15,00 150,00

Sacos de papel encerado Cento 3 20,00 60,00
Sub-Total 246,00

Tabela 2 - Material permanente. FAEM/UFPel, Embrapa Clima Temperado, Pelotas,
2007.

Custo Unit. Custo Total

Mat./Equip. Und. Qtd. (RS) (R9)
Contador digital Und. 01 1.100,00 1.100,00
B.O.D. Und. 01 4.500,00 4.500,00
Dessecador Und. 01 480,00 480,00
Forno de microondas 1 01 500,00 500,00
Sub-Total 6.580,00

Tabela 3 - Outras despesas. FAEM/UFPel, Embrapa Clima Temperado, Pelotas,
2007.

DESCRICAO Valor em Reais
Plotagem de pdsteres 200,00

CD 30,00

Viagens para congressos 900,00
SUBTOTAL 1.130,00




5.1- Custos totais:

Material de Consumo = R$ 246,00
Material Permanente = R$ 6.580,00
Outras Despesas = R$ 1.130,00
10% Imprevistos = R$ 795,60

Total Geral = R$ 8.751,60
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Tabela 4 - Cronograma de atividades. FAEM/UFPel, Embrapa Clima Temperado, Pelotas, 2007.

ATIVIDADE MESES 2006 MESES 2007 MESES 2008

M AMJJASONDJJFMAMJIJI ASONDJFM

Reviséo da literatura X X X X X X X X X

Coleta de pdlen X X X X

Preparo das amostras de grao de pélen para X X X X

Avaliacédo da viabilidade de pdlen X X

Avaliagao da compatibilidade de p6len nas hibridagoes X X X X

Tabulagdo dos Dados X

Elaboragéo da dissertacao X X

Defesa de dissertagéo X
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2 - REVISAO DE LITERATURA

2.1 - Origem e classificacao da pereira

A pereira faz parte da divisdo Angiospermae, classe Dicotyledoneae, ordem
Rosales e familia Rosaceae. Pertence a subfamilia Maloideae, anteriormente chamada
de Pomoideae, Pomeae ou Pomaceae, a qual se distingue das demais, por possuir 17
pares de cromossomos, em comparagcao com 7 a 9 para as outras subfamilias (SAX,
1931; ZIELINSKI; THOMPSON, 1967), provalvelmente esta subfamilia tenha se
originado por meio de duplicacdo espontanea, em um hibrido estéril entre duas
espécies primitivas de Rosaceae, pertencentes as subfamilias Prunoideae (x=8) e
Espiroideae (x=9), resultando em alopolipldides que funcionam sexualmente como
dipléides normais (WESTWOOD, 1982); e, pertence ao género Pyrus que possui
aproximadamente 25 espécies (HEDRICK et al., 1921; REHDER, 1967; NAKASU,;
FAORO, 2003). E a terceira fruta de clima temperado mais produzida no mundo depois
da uva e maca (OLIVEIRA et al., 2000).

Existem trés tipos de péras: a européia, a japonesa e a hibrida. A européia
(Pyrus communis L.), também chamada de péra manteigosa, é o tipo mais cultivado no
mundo (NAKASU, 2003). Provavelmente deriva de espécies como Pyrus caucasica Fed
e Pyrus nivalis Jacq. (WESTWOOD, 1982). As cultivares mais expressivas
comercialmente sdo a William’s Bon Chrétien (ou Bartlet), Packhams Triumph, Abbé du
Etel ou Abate Fetel, Winter Nellis, Beurré Hardy, Conference e Doyenne du Comice
(LAYNE; QUAME, 1975). A japonesa, também chamada de péra asiatica, oriental ou
arenosa (Pyrus pyrifolia (Burm.) Nak., surgiu independentemente no Japao e na China
(NAKASU, 2003). As cultivares mais importantes comercialmente sédo a Hosui, Século
XX (Nijisseiki), Kosui, Suisei, Shinsei, Shinseiki, Niitaka, Chojuro, Shinsui, Gold-
Nijisseiki e as chinesas Ya-Li e Tsu-Li. Das espécies cultivadas na Asia, a maioria
deriva da Pyrus pyrifolia (Burm) Nak. ou de selegcbes de péra de Ussuris (Pyrus
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ussuriensis Maxim) (CHILDERS, 1986). A hibrida é o tipo de péra mais plantado no
Brasil e, é resultante dos cruzamentos entre européias e orientais (NAKASU, 2003);
alguns exemplos de cultivares hibridas sao: Carrick, Garber, Le Conte, Primorosa,
Seleta, Smith, Triunfo e Cascatense (CHILDERS, 1986; NAKASU; FAORO, 2003).

2.2 - Clima, producao mundial e importancia econémica da pereira

No Brasil, dentre as frutiferas de clima temperado, a péra € uma das mais
consumidas e a mais importada, pois sua produgdo € bastante restrita, bem como a
area cultivada (FAO, 2007; MAIA et al, 1996). O consumo interno € mantido
basicamente pelas péras oriundas do Chile, Argentina, Espanha, Portugal e Estados
Unidos. O Brasil importa anualmente cerca de 170 mil toneladas de péra, destas 50
toneladas sdo de péra japonesa; sendo que o Chile € o maior exportador desta
frutifera(A EMBRAPA/COOPERAGAO INTERNACIONAL, 2008).

No Sul do Brasil, a cultura da pereira tem grande potencial de expansao, pois
pode-se, aproveitar as infra-estruturas de processamento e armazenamento a frio
instalados para a cultura da macieira, sendo assim, 6tima opc¢éao para a diversificacao
da fruticultura, da mesma forma que é feito em paises tradicionalmente produtores
(EPASC/EMATER, 1988; RIBEIRO et al., 1991).

Como ocorre em macas, apenas algumas cultivares sdo responsaveis pela
maioria da producdo mundial (WESTWOOD, 1982). Entre 2001 e 2005, a producao
brasileira de péra foi de aproximadamente 20.230 toneladas, onde o Rio Grande do Sul
contribuiu com 45,7% do total, ocupando posicdo de destaque como principal produtor
(FAO, 2007). Conforme cita FAO (2007), em 2005, os principais paises produtores de
péra foram China, que teve uma produgdo média de 59,9% do total mundial, Italia
(4,8%), Estados Unidos (3,9%), Espanha (3,4%) e Argentina (2,7%).

Atualmente as cultivares plantadas no Rio Grande do Sul sdo: Abate Fetel,
Carrick, Cascatense, Clapp’s Favorite, Forelle, Garber, Hosui, Kieffer, Kosui, Le Conte,
Max Red Bartlett, Packham’s Triumph, Nijisseiki, Nitaka, Rocha, Santa Maria, Seleta,
Shinseiki, Shinsui, Smith, Suissei, Teen, Tenra, Triunfo e Ya Li (WREGE et al., 2006).
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2.3 - Melhoramento genético

Segundo Borém (2001), no melhoramento de plantas ndo existem métodos
Unicos para obtencédo de objetivos especificos no desenvolvimento de novos cultivares,
pois se trata de uma ciéncia biol6gica. O melhoramento de plantas é a estratégia mais
importante para contribuir com o progresso de caracteres especificos (LAYNE;
QUAMME, 1975) e aumentar a produtividade, considerando a sustentabilidade e o
equilibrio ecolégico.

A pereira tem uma longa histéria que aborda o melhoramento das espécies
européias (P. communis) e asiaticas (P. pyrifolia). Com o melhoramento desta cultura
busca-se frutos de qualidade e que tenham capacidade de armazenamento, produgao
consistente, resisténcia a doengas como, por exemplo, a clorose, e compatibilidade
entre copa e porta-enxerto (BELL et al., 1996).

Para as pereiras, os programas de melhoramento estdo voltados para a
qualidade do fruto, ainda que atributos organolépticos possam diferenciar de um pais
para outro. E 0 que acontece entre as pereiras européias em relacdo as pereiras
asiaticas. Nos dois casos, as cultivares com adequada adaptacao e resistentes a
pragas e doencas, apenas sdo aceitdveis se possuirem caracteristicas desejaveis de
fruto (SAWAZAKI et al., 2002).

Assim como outras plantas frutiferas, as cultivares de pereira devem ser
enxertadas sobre porta-enxertos selecionados, uma vez que tém alto nivel de
heterozigose, ndo podendo ser exatamente multiplicadas por sementes, (CHEVREAU,;
SKIRVIN, 1992).

Os porta-enxertos mais utilizados sao os de origem clonal ou de sementes
(“seedling”, pé-franco) (GOMES, 2007; LEITE; DENARDI, 1992). A utilizacao de porta-
enxertos clonais confere uniformidade aos pomares, oferece resisténcia a pragas e
doencas, e também precocidade na frutificacdo, produtividade e controle do vigor da
planta (LEITE; DENARDI, 1992).

Os porta-enxertos para pereira podem ser de varias espécies diferentes de
Pyrus, sendo alguns de géneros diferentes (WESTWOOD, 1978). Os dois tipos de
porta-enxertos clonais mais conhecidos sdo o marmeleiro (Cydonia oblonga) e selecao
a partir do cruzamento Old Home x Farmingdale (OH x F) (Pyrus communis), este

ultimo é compativel com as principais cultivares de pereira (BURKART, 1991).



40

O marmeleiro (Cydonia oblonga Mill.), tem se destacado como porta-enxerto para
a cultura da pereira, pois induz menor crescimento vegetativo das plantas (LORETI;
MASSAI, 1998), precocidade de produgcdo e ainda aumenta a densidade floral
(SALAYA, 1999); porém sua desvantagem é nao ser compativel com todas as cultivares
de pereira (BURKHART, 1991).

Embora existam poucas informacdes a respeito de seu uso como porta-enxerto
nas condigcbes edafoclimaticas brasileiras (SIMONETTO; GRELLMANN, 1988; CAMPO-
DALL’ORTO et al., 1996), sdo aconselhaveis para solos férteis e imidos e de baixada,
visto que tem o sistema radicular superficial e com menor expansao em relagao a P.
calleryana. Geralmente proporciona entrada em producao mais precoce, com alto nivel
de eficiéncia produtiva (MARANGONI; MALAGUTI, 2002; GOMES, 2007).

Os porta-enxertos de P. calleryana (Dcne.) e Pyrus betulaefolia Bge., comumente
utilizados no Brasil, sdo adequados para solos argilosos e tém alto vigor, o que acaba
induzindo um vigor exagerado na cultivar copa, dificultando o manejo das plantas e
retardando a entrada em frutificacdo (LORETI; MASSAI, 1998).

O porta-enxerto P. calleryana em solos arenosos apresenta crescimento
moderado (LEITE; DENARDI, 1992; LORETI; GIL, 1994). Apresenta resisténcia as
temperaturas extremamente baixas. E resistente a podriddo do colo (Phytophthora
cactorum) e entomosporiose (Enfomosporium maculatum), é precoce e bastante
vigoroso. Também ¢é resistente ao declinio e ao fogo bacteriano (Erwinia amylovora),
doencas importadas dos Estados Unidos e da Europa, porém nao constatadas no Brasil
(LEITE; DENARDI, 1992). O porta-enxerto P. betulaefolia também € resistente ao
declinio e ao fogo bacteriano (LEITE; DENARDI, 1992) e, é tolerante as temperaturas
extremamente baixas nos locais de produgao de clima frio (BURKHART, 1991).

No Brasil as pereiras utilizadas como cultivares copa sao: pereiras européias (P.
communis L.), pereiras japonesas (P. pirifolia (Burn). Nak.) e pereiras chinesas (P.
bretschneideri Rehd.) (FAORQO; 2001; NAKASU; FAORO, 2003). Algumas cultivares de

pereira que foram utilizadas na realizacao deste trabalho estao descritas a seguir:

* Péras européias

- ‘Packham’s Triumph’ - Gerada através dos cruzamentos entre ‘Uvedale St.
Germain (Bell)’ x ‘William’s’. E originaria da Australia. (NAKASU; FAORO, 2003). Foi
introduzido nos Estados Unidos no ano de 1945 e na Franca em 1946 (MORETTINI et
al., 1967). E uma planta vigorosa e semi-expansiva. Suscetivel & entomosporiose
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(Entomosporium mespeli (DC) Sacc e também a sarna (Venturia sp.) (NAKASU,;
FAORO, 2003).

- ‘William’s’ ou ‘Bartlett’ - Originaria da Inglaterra, conhecida desde 1970 e de
progénie desconhecida (NAKASU; FAORO, 2003; PEAR, 2008). Nos Estados Unidos é
a cultivar mais plantada, tanto para consumo in natura como para a industrializacdo. A
planta apresenta vigor e tamanho médios. E moderadamente resistente &
entomosporiose (NAKASU; FAORO, 2003). Esta cultivar é praticamente auto-
incompativel, e boas polinizadoras para ela sao: ‘Abbé Fétel’, ‘Butirra Clairgeau’, ‘B.
d’Anjou’, ‘B. d’Hardenpont’, ‘B. Giffard’, ‘B. Hardy’, ‘Conference’, ‘Coscia’, ‘Decana del
Comizio’, ‘Decana d’inverno’, ‘Dr. J. Guyot’, ‘Duchessa d’Angouléme’, ‘Favorita di
Clapp’, ‘Imperatore Alessandro’, ‘Buona Luisa d’Avranches’, ‘Passa Crassana’, ‘Precoce
di Trévoux’ (MORETTINI et al., 1967).

- ‘Red Bartlett’ ou ‘William’s Vermelha’ - Esta cultivar € uma mutagéao de ‘Bartlett’.
A floragdo ocorre de meados de setembro a inicio de outubro (NAKASU; FAORO,
2003). E originaria dos Estados Unidos (RED BARTLETT, 2008).

- ‘Forelle’ - Acredita-se que esta cultivar teve origem no norte da Saxénia,
Alemanha, é conhecida desde 1670. Nos paises de lingua inglesa, geralmente é
conhecida como Truta Pear e na Alemanha, € chamada de Forellenbirne. Planta
moderadamente vigorosa e ereta; bastante sensivel ao fogo bacteriano (PEAR, 2008).
Esta cultivar produz pélen com pouca germinabilidade; boas polinizadoras para esta
cultivar sao: ‘B. Espéren’ e ‘Madama Verté’ (MORETTINI et al., 1967).

- ‘Abbé Fétel' - Cultivar originada em 1866, na Franca. O fruto tem a pele fina,
brilhante e vermelha do lado exposto ao sol (PEAR, 2008). Boas polinizadoras para
esta cultivar sao: ‘B. Clairgeau’, ‘B. Giffard’, ‘B. Espéren’, ‘B. Hardy’, ‘Citron dés
Carmes’, ‘Coscia’, ‘Direttore Hardy’, ‘D. J. Guyot’, ‘Duchessa d’Angouléme’, ‘Favorita di
Clapp’, ‘Imperatore Alessandro’, ‘Buona Luisa d’Avranches’, ‘P. Crassana’, ‘Precoce di
Trévoux’, ‘Presidente Roosevelt’, ‘William’ (MORETTINI et al., 1967).

- ‘Santa Maria’ - Teve sua origem na ltalia, no ano de 1951 (PEAR, 2008). Obtida
através do cruzamento entre ‘William’ e ‘Coscia’; € uma planta vigorosa e bastante fértil.
Apresenta elevado grau de autocompatibiidade e é capaz de frutificar por
partenocarpia. Boas polinizadoras para esta selacdo sdo: ‘Abbé Fétel', ‘Passa
Crassana’, ‘Duchessa d’Angouléme’, ‘William’s Precoce’, ‘William’s, ‘B. rosata’,
‘Imperatore Alessandro’, ‘B. Giffard’, ‘Coscia’, ‘B. Hardy’, ‘Monchallard’, ‘B. precoce
Morettini’ (MORETTINI, 1967).
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* Péras japonesas

- ‘Hosui’ - Pertencente a espécie P. pyrifolia, originada através dos cruzamentos
entre (Kikusui x Yakumo) x Yakumo realizado em 1954 e seleccionados em 1963
(NAKASU; FAORO, 2003; PEAR, 2008). E vigorosa. Resistente & pinta-preta (Alternaria
alternata) e tem média resisténcia a entomosporiose e é suscetivel a sarna (NAKASU;
FAORO, 2003).

- ‘Kosui’ - Surgiu dos cruzamentos entre ‘Kikusui’ x ‘Wase Kozo’, realizado no
Japao (NAKASU; FAORO, 2003). Foi lancada em 1959 (PEAR, 2008). Seu vigor é de
médio a alto. Apresenta floragdo e fixagcdo de frutas boas e superiores a ‘Housui’.
Resiste a pinta-preta e ao ‘Pear necrotic spot virus’, resiste mediamente a
entomosporiose e a sarna, porém é suscetivel a seca-dos-ramos (Dothiorella sp.)
(NAKASU; FAORO, 2003).

- ‘Século XX’ ou ‘Nijisseiki’ - Originaria do Japao, no ano de 1888 (PEAR, 2008).
Em meio as cultivares japonesas esta € a mais popular. Em condicbes de pouca a
média intensidade de frio hibernal apresenta pouco vigor. Tem boa resisténcia a
entomosporiose, porém é suscetivel a pinta-preta. Os mutantes dessa cultivar
apresentam maior resisténcia a pinta-preta (‘Gold Nijisseiki’) ou para autofertilidade
(‘Osanijisseiki’) (NAKASU; FAORO, 2003).

- ‘Shinseiki’ - Esta cultivar foi lancada em 1945, é resultado do cruzamento entre
‘Nijisseiki x ‘Chojuro’ (PEAR, 2008). E proveniente do Japdo. Esta planta é vigorosa e
tolerante a entomosporiose (NAKASU; FAORO, 2003).

* Péra chinesa

- ‘Ya-Li’ - Sua progénie é desconhecida. A planta é vigorosa e seu tamanho varia
de médio a grande. E suscetivel a pinta-preta e a sarna (NAKASU; FAORO, 2003). Foi
lancada em marco de 1955 como "Yarr Li", mas recentes importacoes tém utilizado a
ortografia 'Ya Li'. Esta € uma antiga variedade, comumente cultivada no Shansi, Hopeh,
Shantung e Honan Provincias do Nordeste da China (PEAR, 2008).

* Hibridas

- ‘Carrick’ - Proveniente do cruzamento entre as cultivares Seckel x Garber
(BROOKS; OLMO, 1972). Obtida nos EUA. A planta desta cultivar é grande, vigorosa e
produtiva (NAKASU; FAORO, 2003).
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- ‘Garber’- Esta cultivar teve origem antes de 1880 (PEAR, 2008).Foi obtida do
cruzamento entre a pereira européia (P. communis) com a pereira japonesa (P.
pyrifolia) (ALVARENGA; FORTES, 1985). Cultivar obtida nos EUA; as arvores desta
cultivar apresentam grande vigor (NAKASU; FAORO, 2003).

- ‘Cascatense’ - Resulta do cruzamento de ‘Packam’s Triumph’ x ‘Le Conte’; foi
testada como Pyrus 9. Esta apresenta vigor médio e é suscetivel a entomosporiose
(NAKASU; FAORO, 2003).

- ‘Kieffer’ - Obtdida do cruzamento entre P. communis x P. pyrifolia (NAKASU;
FAORO, 2003). Originada no ano de 1863, cultivada a partir de sementes de péra
chinesa por Peter Kieffer de Roxborough, na Pensilvania; pouco resistente ao fogo
bacteriano (PEAR, 2008). Esta cultivar € praticamente auto-incompativel, boas
polinizadoras para ela sao: ‘Andrea Desportes’, ‘B. Clairgeau’, ‘B. Giffard’, D. d’Alengon’,
‘Decana del Comizio’, ‘Duchessa d’Angouléme, ‘Favorita di Clapp’, ‘Imperatore
Alessandro’ e ‘William’ (MORETTINI et al., 1967).

* Selecoes

- ‘Coelho Borges’ - Obtida na Fazenda Socorro, no municipio de Vacaria/RS. E
semelhante a cultivar Kieffer (Informacéo Verbal)'.

- ‘Monte Bonito’ - Planta selecionada na regido de Pelotas (Informacéo Verbal)'.

- ‘Pyrus 1’ - Obtida do cruzamento entre ‘Garber x ‘Packham’s
Triumph’(Informacéo Verbal)'.

- Selecdo 5.98, Selecdo 6.93, Selecao 7.93, Selecdo 9.93 e Selecdo 96.13.07 -
Sao hibridas, obtidas de cruzamentos entre pereiras do tipo européia e pereiras

asiaticas (Informacéo Verbal)'.

2.4 - Biologia floral

As gemas de pereira sdo mistas, pois apresentam a parte floral e a parte
vegetativa na mesma estrutura. As folhas sédo serradas, crenadas ou inteiras, sédo
involutas na gema e pecioladas, apresentando duas estipulas bem desenvolvidas na
base (QUEZADA; NAKASU, 2003).

'Informag&o fornecida pelo Dr. Bonifacio H. Nakasu, em Pelotas, em 2008.
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As flores sdo brancas e raramente rosadas. O calice € composto de cinco
sépalas e as pétalas, também em numero de cinco, apresentam formato de unha.
Apresentam de 20 a 30 estames com anteras comumente vermelhas (LAYNE;
QUAMME, 1975). Os estiletes variam de dois a cinco e sao livres, porém, estreitamente
unidos na base. Os ovarios sao inferos, tendo cinco l6culos com dois 6vulos por I6culo,
apresentando no maximo um conjunto com dez sementes por fruta (BELL et al., 1996;
LAYNE; QUAMME, 1975). A pereira apresenta flores hermafroditas, caracteristica muito
comum em frutiferas de clima temperado, que geralmente sdo polinizadas por insetos
(LEITE; SOUZA, 2003).

A eficiéncia do processo de polinizacdo depende de fatores relacionados a
cultura a ser polinizada, como, por exemplo, estrutura e morfologia da flor, horario de
liberacdo do pélen, viabilidade e longevidade do pélen, periodo de receptividade do
estigma, vida 0til dos évulos e concentracao e conteudo de agucar total de seu néctar
(FREITAS, 1996a/b; HARDER; THOMSON, 1989).

2.5 - Polinizacao

Na producdo de muitas culturas agricolas mundiais, a polinizacdo é um fator
essencial. Em escala global, mais de 80% das espécies vegetais e mais de 75% das
plantas agricolas dependem de animais para polinizacdo (CORBET et al., 1991;
KEVAN; IMPERATRIZ - FONSECA, 2002).

Polinizacdo nada mais € que a transferéncia de graos de pélen das anteras de
uma flor para o estigma da mesma flor ou ainda, para uma outra flor da mesma espécie
(CORBET et al., 1991); quando a polinizagdao ocorre dentro da mesma cultivar chama-
se de auto-polinizacédo e, quando a polinizacdo é entre duas cultivares, chama-se de
polinizacédo cruzada (LEITE; SOUZA, 2003).

A pereira possui flores hermafroditas, caracteristica comum em fruteiras de clima
temperado. A polinizacao desta cultura é influenciada por diversos fatores como, por
exemplo, o agente polinizador, condi¢cdes climaticas, periodos de florescimento das
cultivares polinizadoras e ainda, a distancia que o pélen devera percorrer entre a flor de
origem e a flor de destino; podendo ocasionar a queda das flores por ndo ocorrer
fecundacao. O grao de pélen germinado desenvolve o tubo polinico que cresce através
do estilete até atingir o 6vulo. Temperatura, nutricdo mineral e compatibilidade genética
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com o estilete sao fatores que afetam o crescimento do tubo polinico; a fertilizacdo do
ovulo pelo gameta masculino é afetado por fatores genéticos, nutricionais e ambientais;
e a longevidade do 6vulo é controlada pelos fatores genéticos e nutricionais (LEITE;
SOUZA, 2003).

Pode ser que o tipo de pdlen utilizado, para realizar a polinizacado, afete a
qualidade dos frutos, este efeito é chamado de metaxenia, porém, sabe-se que isto nao
ocorre em espécies caducifélias. No entanto, se a semente é a parte comestivel dos
frutos, o pélen pode afetar a qualidade dos mesmos (WESTWOOD, 1982). Para esta
cultura, se a polinizacdo for deficiente o resultado sera a ma conformacao do fruto e
menor nlimero de sementes (SIMAO, 1998).

Para haver a formacado de sementes e frutos faz-se necessario que depois da
polinizacdo, um certo numero de graos de pélen que foram depositados no estigma da
flor germinem e fertilizem o(s) 6vulo(s) que constituem o ovério da flor, em um processo
chamado de fertilizacdo. Conforme Freitas (1997), quanto maior for o numero de graos
de pélen viaveis e compativeis no estigma, maior sera a competicao entre eles para
fecundar os 6vulos e maior sera a percentagem de fertilizagao.

Para a obtencdo de certa quantidade de frutos, a longevidade dos évulos é
bastante importante, pois, se a fecundacdo nao ocorre em um periodo especifico,
mesmo que haja a polinizagdo e o desenvolvimento do tubo polinico o saco embrionario
perde sua viabilidade (WILLIAMS, 1965). A longevidade dos Ovulos € variavel,
dependendo da temperatura, do estado nutritivo da planta e da espécie (WESTWOOD,
1982).

2.6 - Viabilidade do grao de podlen e desenvolvimento do tubo polinico

Os gréaos de podlen contém o gameta masculino da flor. Cada grupo ou espécie de
plantas tém seu grao de pdlen especifico e, estes diferem em tamanho, forma e padrao
ornamental na parede; tem a funcédo de proteger o gameta masculino da desidratacao,
viabilizar a absorcao de agua e de substancias estimulantes na fase de germinacéo e
facilitar a aderéncia aos corpos de polinizadores ou a superficie do érgao feminino da
flor. A parede do grdo de pdélen é formada por um dos materiais organicos mais
resistentes na natureza (proteinas, aminoacidos, vitaminas principalmente a C e a

niacina), pois resiste ao tempo geoldgico, ou seja, as varias transformagdes ocorridas
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na paisagem terrestre, a decomposicao por microorganismos, ao ataque de substancias
corrosivas (A CONTRIBUICAO DA MELISSOPALINOLOGIA, 2006). Conforme
Westwood (1982), algumas cultivares produzem graos de podlen que sao estéreis,
apresentando baixa germinacdo. Em condicbes de campo, os graos de poélen
apresentam pouca longevidade e sdo viaveis apenas por algumas horas, pois sao
pouco resistentes as temperaturas moderadas, a alta umidade e a alta intensidade
luminosa. Porém, os graos de pélen tém a viabilidade assegurada durante varios anos,
quando armazenados em baixas temperaturas e, com baixa intensidade luminosa e de
umidade.

Geralmente ndo ha necessidade de testes de viabilidade de pdlen quando estes
sdo colhidos em estagio adequado de desenvolvimento, porém existem muitos casos
em que o pdélen a ser utilizado pode ter sido colhido em outras regides ou ainda, ser
fornecido através de intercambio com outros paises. Outro fator a ser considerado € a
nao-coincidéncia de floragdo, que muitas vezes torna imprescindivel o armazenamento
do pélen colhido em um ano, para ser utilizado no ano seguinte. Sendo assim, antes da
utilizacdo do pdlen é aconselhavel, testar a sua viabilidade (EINHARDT et al., 2006). A
analise da fertilidade do pdlen é indispensavel para o melhoramento genético classico,
pois desta maneira se obtém maior sucesso nos cruzamentos (FLANKLIN et al., 1995).
Por meio de técnicas de microscopia € possivel analisar as caracteristicas de
germinacao dos tubos polinicos e seu crescimento, e ainda analisar as hibridacoes
efetivas em programas de melhoramento genético, exemplificando algumas formas de
incompatibilidade (KEARS; INOUYE, 1993).

Em qualquer método de polinizagédo, a viabilidade de pdlen é considerada boa
quando esta entre 50% a 70%. No campo, o pdélen é viavel somente por algumas horas
e apresenta um curto tempo de vida, pois esta sob temperaturas moderadas, altas
umidades e intensidade luminosa, e ainda estd sujeito a receber aplicagdes de
fungicidas, o que reduz sua viabilidade. A medida que o pélen comeca a envelhecer a
percentagem de germinacao e o comprimento dos tubos polinicos comegam a diminuir,
embora o pélen pareca inviavel, a presenca de alguns tubos polinicos vigorosos indica
que o mesmo ainda € suficientemente bom para assegurar uma moderada frutificacéo
efetiva, ndo obstante apresente baixa percentagem de germinacdo (SCORZA;
SHERMAN, 1995).

Existem diferentes métodos de se testar a viabilidade dos graos de pdlen: através

de corantes, germinacao in vitro, germinagdo in vivo e percentagem de frutificacdo
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efetiva, obtida com a utilizacdo do pdlen em teste. Para cultivares de pereira, apds a
deposicao do grdao de pdlen, a germinacao deste no estigma da flor € maior quando
submetido a temperaturas em torno de 20°C e alta umidade (LEITE; SOUZA, 2003).

Dentre os fatores que afetam a germinacao dos graos de pdlen de pereira pode-
se considerar: o tempo, a temperatura e a adicdo de nutrientes ao meio de cultura. O
tempo necessario e a temperatura adequada de incubacao sao fatores que influenciam
significativamente na geminacdo de graos de podlen; a temperatura de incubacao
também é responsavel pela rapidez no desenvolvimento do tubo polinico. Lombard e
Willimas (1972), observando o desenvolvimento dos tubos polinicos de pereira,
constataram que a 5°C o desenvolvimento dos tubos polinicos requeria 12 dias,
enquanto que a 15°C, necessitava de apenas dois dias e, também que os 6vulos
permaneciam viaveis durante 12 dias.

Worsley (1959), observando a germinacao de graos de pélen de Pinus, constatou
que a 3°C esta ocorreu ap0s oito dias, ja a 15°C a germinacao deu-se em dois dias e, a
30°C o inicio da germinacdo deu-se em seis horas. Vasilakakis e Porlings (1985),
observaram que para a germinacado de graos de poélen in vitro de Pyrus communis,
temperaturas abaixo de 15°C diminuem a germinacdo dos mesmos e, temperaturas
entre cinco e 25°C favoreceram o desenvolvimento dos tubos polinicos. Em estudos,
testando diferentes temperaturas (20, 24, 25 e 28°C) para germinacdo de poélen de
maracujazeiro, os melhores resultados foram atingidos quando utilizou-se a temperatura
de 28°C (SILVA, 1996). Para a cultura da pereira (Chagas et al.,, 2006a) e do
pessegueiro (Chagas et al., 2006b), encontraram resultados semelhantes.

A adicdo de acido bérico ao meio de cultura para promover a germinacao dos
graos de pélen tem importancia, mas suas respostas variam de acordo com a espécie
em questdo. Através de experimentos Thompson e Batjer (1950), verificaram que a
adicao de acido borico no meio de cultura aumentou a percentagem de germinagao e o
comprimento do tubo polinico de varias frutiferas de clima temperado. Em estudos para
avaliar a germinacdo de graos de podlen de bromeliaceas, Parton et al. (2002),
concluiram que o meio contendo 200 g L™ de sacarose, 10 g L™ de acido bérico e 5 g L
' de 4gar, apresentaram os melhores resultados.

A adicdo de nitrato de calcio no meio de cultura para germinacao de graos de
pblen propicia caracteristicas fisiolégicas como, por exemplo, tubo polinico e grdao de
pbélen com menor sensibilidade a variagdes do meio basico, menor permeabilidade do
tubo polinico, crescimento do mesmo com forma linear e aparéncia rigida (BHOJWANI;
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BHATNAGAR, 1974). Em pesquisas sobre a emissdo de tubos polinicos em limoeiro
cravo, houve a obtencéo de bons resultados com concentragao de 800 mg L™ de calcio
(OLIVEIRA JUNIOR, 1996).

Conforme Modlibowska (1945) existem trés classificacbes para o
desenvolvimento dos tubos polinicos de pereira e macieira:

1) Tubos polinicos incompativeis - Desenvolvem-se lentamente ou podem ser
inibidos no estigma ou estilete, principalmente em temperaturas altas (25 a 30°C) ou em
temperaturas baixas (10 a 20°C);

2) Tubos polinicos semi-compativeis - Tém desenvolvimento lento, até atingir o
ovario, independente da temperatura e, raramente fertilizam os 6vulos;

3) Tubos polinicos compativeis - Desenvolvem-se lentamente a temperaturas
baixas (10 a 15°C), em temperatura elevadas (25 a 30°C) ha aceleragdo do seu
desenvolvimento. Alcangam o ovario mais rapido que os semi-compativeis e de maneira

geral, ocorre a fertilizagéo.

2.7 - Compatibilidade, incompatibilidade e pseudocompatibilidade em pereira

A maioria das espécies de Pyrus é autoestéril, interfértil, dipléide (2n=34, x=17) e
alogamas (CRANE; LEWIS, 1940; QUEZADA; NAKASU, 2003; ZIELINSKI;
THOMPSON, 1967). Existem algumas cultivares polipléides, especialmente, em P.
communis (LAYNE; QUAMME, 1975; QUEZADA; NAKASU, 2003; ZIELINSKI;
THOMPSON, 1967). Algumas espécies sao tripldides (2n=51, x=17); outras, em nimero
mais reduzido, sao tetraploides (2n=68, x=17) (LAYNE; QUAMME, 1975; WESTWOOD,
1982); e ainda foram produzidas formas hexapléides (2n=102, x=17) (LAYNE;
QUAMME, 1975).

O fenotipo do polen para a reagao de incompatibilidade, no sistema gametofitico,
€ determinado pelo alelo, simbolizado pela letra S (MATTON et al., 1997), proveniente
do Inglés Self-incompatibility que corresponde a auto-incompatibilidade (ALLARD,
1971).

Onorati e Tacchini (1969) mencionam que em fruticultura é essencial definir se
uma planta tem capacidade de originar frutos sem a necessidade de utilizacdo de uma
polinizadora. Se houver a necessidade de uma cultivar polinizadora a mesma, deve

produzir pélen vidvel, coincidir o periodo de florescimento e ter compatibilidade do alelo
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S com as plantas produtoras (CERTAL et al, 1999; NEVES et al, 1997). A
compatibilidade pode ser um problema, para a cultura, pois como a maioria das
cultivares é de polinizagdo cruzada, exige que em pomares comerciais sejam plantadas
pelo menos duas cultivares, que devem ser compativeis, para se obter producao
desejavel.

Conforme Hiratsuka e Tomita (1989); Modlibowska (1945), a incompatibilidade
genética ocorre devido ao insucesso da interacao entre o tubo polinico/grao de pélen
em penetrar ou se desenvolver normalmente no estigma ou no tecido do ovario, pois o
desenvolvimento do tubo polinico ocorre lentamente (WESTWOQOD, 1982). A inibicao
do tudo polinico pode acontecer desde a germinacdo do pdlen até a fertilizacdo do
ovulo (CARVALHO; RASEIRA, 1990; LEWIS; MODLIBOWSKA, 1942). Kajiura (1994);
Lombard (1990) citam alguns exemplos de cultivares incompativeis, como: ‘Nijisseiki’ e
‘Kikusui’, ‘Kosui’ e ‘Shinsui’, ‘Yakumo’ e ‘Suisei’, ‘William’s’ com ‘Seckel’, ‘Seckel’ com
‘William’s’, ‘Russet William’s’ com ‘Seckel’. A incompatibilidade gametofitica € o fator
que dificulta os cruzamentos em pereiras (CRANE; LAWRENCE, 1952).

A auto-incompatibilidade gametofitca € um mecanismo controlado
geneticamente que age impedindo a autopolinizacdo e promovendo a polinizacao
cruzada. E controlada por um locus multialélico (S-locus), que codifica glicoproteinas
com atividade ribonucleasica (S-RNases), ou seja, devido a expressao do alelo S, pois
o tubo polinico expressa um dos alelos S e, em contato com o pistilo, expressando este
mesmo alelo, inibe ou mesmo paralisa o desenvolvimento do tubo polinico (BATLLE et
al., 1995; BROOTHAERTS et al., 1995; OLIVEIRA, et al., 2000).

Existem alguns motivos que causam a auto-esterilidade de uma planta, como por
exemplo: esterilidade devido a fatores morfolégicos (atrofia de pistilo ou atrofia das
anteras), esterilidade do pélen (devido a causas citolégicas ou fisioldégicas de nutri¢cao),
esterilidade das células sexuais femininas devido a causas citolégicas e ainda pela auto
e interincompatibilidade ou falta de afinidade genética (ONORATI; TACCHINI, 1969).

Grande parte das espécies vegetais apresenta flores hermafroditas, assim
sendo, a autofertilizacdo era descrita como conseqiéncia natural da constituicdo
morfolégica. Em 1910, Osterwalder, trabalhando com flores de ‘Buena Luisa’ foi o
primeiro a determinar as causas da auto-incompatibilidade em pereiras e macieiras
(ONORATI; TACCHINI, 1969). Darwin descreveu o fato de ocorrer auto-
incompatibilidade em algumas espécies, constatando que a mesma beneficia a
alogamia (RICHARDS, 1997).



50

A auto-incompatibilidade ocorre em aproximadamente 150 familias de
angiospermas hermafroditas, abrangendo cerca de 3.000 espécies; ocorrendo também
em varias plantas de interesse econémico (BREWBAKER, 1957; RAMALHO et al.,
1990). Este mecanismo ocorre espontaneamente em pereira européia Pyrus communis,
assim com em outras espécies da familia Rosaceae e, ja sdo conhecidos varios alelos
S de Pyrus communis (ZISOVICH et al., 2004; ZUCCHERELLI et al., 2002).

A pseudocompatibilidade considerada como condicdo ndo genética que é
influenciada pelas condicbes ambientais externas, como por exemplo, temperatura ou
por alguma condicdo interna relacionada com a idade da flor (EGEA; BURGOS, 1996).
E interacdo entre fatores ambientais e fisiolégicos que permitem a ocorréncia de
fertilizagdo entre cultivares incompativeis (LARSEN, 1983; WILLIAM; MAIER, 1977).

De acordo com Ramalho et al. (1996), nos tecidos das flores femininas,
principalmente no estigma, ha a formagdo de uma glicoproteina, por um determinado
alelo S, que também determina sua formacao na célula mae do pdélen ou no grao de
pblen, desta maneira a polinizacdo promovera a combinacdo de ambas moléculas,
formando dimeros.

Em sistemas compativeis, ha sintese de um polissacarideo, a calose, enquanto o
tubo polinico se desenvolve, sendo depositada na parte basal do mesmo. Sendo assim,
pode ser que mecanismo de rejeicdo envolva a destruicdo da parede interna do estilete,
promovendo o acumulo destas particulas. Ou ainda, o aumento da calose pode ocorrer
devido a degeneracédo prematura do citoplasma em resposta a inibicdo do crescimento
do tubo polinico (VITI et al., 1997).

Para espécies que apresentam o mecanismo de incompatibilidade gametofitica,
existe a inibicao do desenvolvimento dos tubos polinicos no estilete, isto ocorre devido
a um engrossamento na extremidade dos tubos polinicos, que podem romper-se pela
deposicao de calose (RAMALHO et al., 1996; WESTWOOD, 1982).



RELATORIO DO TRABALHO DE CAMPO

Os experimentos a campo foram desenvolvidos na Fazenda da Palma da
Faculdade de Agronomia Eliseu Maciel, UFPel, Pelotas, RS, no Campo Experimental da
Embrapa Clima Temperado (CPACT), Pelotas, RS, e também utilizou-se material
coletado na Embrapa Uva e Vinho (CNPUV), no municipio de Vacaria, RS. Foram
realizados experimentos de germinacgado in vitro e in vivo, em ambos 0s casos, foram
utilizadas amostras de pdélen de genétipos de pereira (Pyrus sp.).

Para os experimentos de germinacao in vitro, no campo foram coletadas flores
em estadio de baldo (Figura 1), durante a primavera de diferentes anos. A coleta dos
botbes florais foi feita manualmente ou utilizando-se uma tesoura pequena. No
laboratério, foi realizada a remoc¢éo das anteras dos botdes florais e, em seguida, foram
colocadas para secar em bandejas de papel, por aproximadamente 30 horas, a
temperatura entre 20 e 25°C, até que o pdlen estivesse totalmente seco, desprendido
das anteras. Apos, o pdlen e as anteras secas foram armazenados em frascos de vidro
etiquetados e tampados com algodao. Em seguida foram colocados armazenados em
dessecador mantido em freezer a temperatura de - 18°C. O meio de cultura utilizado foi
o descrito por Medeiros (1979), composto de 100g L de sacarose e 10g L™ de agar. O
volume foi completado com agua destilada e ap6s a diluicdo da sacarose, o meio foi
geleificado com agar e aquecido em forno de microondas durante quatro minutos. Apos
0 preparo do meio de germinacao, este foi distribuido em laminas de vidro, proprias
para observacao em microscopio Optico, adaptadas com dois anéis de PVC, com a
utilizacado de um conta-gotas, foram colocadas quatro gotas de meio de cultura, em
cada anel. Utilizou-se lupa e o pincel (n°5) para distribuir homogeneamente os graos de
pblen sobre a superficie do meio de cultura nos anéis de PVC da lamina. Em seguida,
as laminas foram colocadas em placas de Petri® que continham duas folhas de papel
absorvente umedecido no fundo, simulando uma camara Umida. Os quatro

experimentos realizados estdo listados a seguir: 1° Experimento - As laminas foram
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colocadas em incubadora tipo BOD durante 2, 4 e 6 horas para avaliar a germinagao in
vitro de amostras de pélen de 14 gendtipos (19 amostras), sdo eles: ‘Abbé Fétel,
‘Carrick’, ‘Cascatense’, ‘Kieffer’, ‘Packham’s’, ‘Santa Maria’, ‘Século XX’, ‘Coelho
Borges’, ‘Monte Bonito’, ‘Pyrus 01’, Selecao 5.93 e Selecda 9.93. 2° Experimento - De
acordo com os resultados do experimento anterior foram fixados os tempos de
incubacao para cada gendtipo. As laminas foram colocadas em incubadora tipo BOD
durante: 1 hora a 20, 30 e 40°C, para avaliar a germinacao in vitro das amostras de
pbélen dos gendtipos de pereira ‘Abbé Fétel’, ‘Carrick’, ‘Cascatense’, ‘Kieffer’, ‘Monte
Bonito’, ‘Pyrus 01’ e ‘Santa Maria’; 2 horas a 20, 30 e 40°C para avaliar a germinacao in
vitro das amostras de pélen dos genoétipos ‘Abbé Fétel’, ‘Século XX’ e Selecao 5.98; e, 4
horas a 20, 30 e 40°C para as amostrasde pélen dos genotipos ‘Forelle’, ‘Hosui 01,
‘Packham’s’, ‘Coelho Borges’ e Selecado 9.93. 3° Experimento - Acrescentou-se acido
bérico e nitrato de calcio, em diferentes concentracbes, ao meio de germinacao
compondo os seguintes tratamentos: T1 - 0 HsBO3/0 Ca(NOs), mg L™; T2 - 0 H3BO3/400
Ca(NO3), mg L™"; T3 - 0 H3BO3/800 Ca(NOs), mg L™; T4 - 0 H3BO4/1200 Ca(NO3), mg L
', T5 - 200 H3BOs/0 Ca(NOs), mg L™; T6 - 200 H3BO3/400 Ca(NOs), mg L'; T7 - 200
H3BO3/800 Ca(NOs)2 mg L™; T8 - 200 H3BO3/1200 Ca(NOs), mg L™; T9 - 400 H3BO4/0
Ca(NOs), mg L™'; T10 - 400 H3BOs/400 Ca(NOs)> mg L7'; T11 - 400 HsBOs/800
Ca(NOs), mg L"; T12 - 400 H3BO3/1200 Ca(NOs), mg L. De acordo com os resultados
dos experimentos anteriores foram fixados os tempos e as temperaturas de incubacao
para cada genoétipo. As laminas foram colocadas em incubadora tipo BOD durante: 1
hora a 20°C para avaliar a germinagao in vitro das amostras de pdélen dos genétipos
‘Carrick’, ‘Pachkham’s’ e ‘Monte Bonito’; 2 horas a 20°C para avaliar a germinagao in
vitro da cultivar Abbé Fétel; 1 hora a 30°C para avaliar a germinacao in vitro da cultivar
Cascatense; 2 horas a 30°C para avaliar a germinagao in vitro para a cultivar Século
XX; 4 horas a 20°C para avaliar a germinagéao in vitro dos os genétipos ‘Forelle1, ‘Hosui
01’, ‘Coelho Borges’ e Selecao 9.93. 4° Experimento - Avaliou-se a germinacao de
graos de pdlen in vitro de 6 gendtipos de pereira: ‘Carrick’, ‘Kieffer’, Selecao 6.93,
Selecao 7.93, Selecédo 9.93 e Pyrus calleryana, em funcao da adicdo de acido borico,
nas concentragdes de 0, 100 e 200 mg L™, ao meio de cultura e de diferentes horas (1,
2 e 4) e temperaturas de incubacdo 20 e 30°C). Para os quatro experimentos a
avaliagdo da percentagem de grdaos de poélen germinados foi feita através da
observacdao em microscépio Optico binocular (10x100). Considerou-se germinados 0s
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graos de polen que apresentavam o comprimento do tubo polinico igual ou superior ao
didmetro do préprio grao de pdlen.

Para os experimentos de germinacao in vivo, para executar-se as polinizagdes
aguardou-se até que os gendtipos a serem polinizados apresentassem numero
suficiente de flores em estadio de baldo para compor os tratamentos (Figura 1). No
campo, os tratamentos realizados foram autopolinizacéo e polinizacao livre; no primeiro
caso os ramos foram ensacados com TNT (Tecido Nao Tecido), sustentados por
estruturas adaptadas, feitas a partir de circulos em arame, e, identificados com fitas
plasticas amarradas na borda. Os ramos designados para polinizagdo livre, foram
apenas identificados com fitas de plastico (Figura 2). Ainda com relagdo a germinacao
de graos de pdlen in vivo, foram coletados ramos com flores em estadio de baldo e
estes foram levados para o laboratério, onde realizou-se autopolinizagdo e polinizacao
cruzada. Para avaliar a compatibilidade entre os genoétipos observou-se o crescimento
do tubo polinico no estigma das flores 120 horas depois da polinizacdo; com o auxilio
de um microscoépio 6ptico foram estabelecidas onze etapas de percurso de acordo com
o desenvolvimento do tubo polinico. Os experimentos realizados estao listados a seguir:
1° Experimento - Comportamento do porta-enxerto de pereira (Pyrus calleryana)
quanto a polinizacao autopolinizacédo e a polinizacdo cruzada com a cultivar Abbé Fétel;
2° Experimento - Comportamento de sele¢des (6.93, 7.93, 9.93 e 96.13.07) e cultivares
(Red Bartlett, Kieffer, Shinseiki e Williams) de pereira (Pyrus sp.) quanto a polinizagao:
Selecao 6.93 (autopolinizacdo de campo, autopolinizagdao de laboratério e polinizacao
livre); Selegédo 7.93 (autopolinizagédo e polinizagdo cruzada com ‘Kieffer’); Sele¢cdo 9.93
(autopolinizagdo e polinizagao livre); Selecdo 96.13.07 (autopolinizagdo e polinizacao
cruzada com ‘Kieffer’); ‘Red Bartlett’ (autopolinizagdo e polinizagdo cruzada com
‘Kieffer’); ‘Kieffer (autopolinizagcdo de campo, autopolinizacdo de laboratério,
polinizagdo livre e polinizagdo cruzada com ‘Carrick’); ‘Shinseiki’ (autopolinizacao,
polinizacdes cruzadas com ‘Abbé Fétel’, ‘Forelle’, ‘Kieffer’); ‘Williams’ (autopolinizacao e

polinizagdes cruzadas com ‘Abbé Fétel’, ‘Carrick’, ‘Forelle’, ‘Packham’s’ e ‘Kieffer’).
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Figura 1 - Estagio de desenvolvimento dos botdes florais utilizados para a realizagédo
dos experimentos de germinagdo dos graos de poélen de pereira. UFPel/FAEM,
Embrapa Clima Temperado, Pelotas, 2007.

Figura 2 - Tratamentos reaizados a campo em pereira (Pyrus sp.), Embrapa Clima

Temperado (CPACT), Pelotas. FAEM/UFPEL, Embrapa Clima Temperado, Pelotas,
2007.



ARTIGO 1 (Segundo as normas da Revista Brasileira de Fruticultura)

TEMPO DE INCUBACAO NA GERMINACAO in vitro DE GRAOS DE POLEN DE
CULTIVARES COPA E SELECOES DE PEREIRA

Ciane Xavier Gongalvesl, Andrea De Rossi Rufatoz, Marcia Wulff Schuchz, Juliana

Degenhardt®

RESUMO - Neste trabalho objetivou-se avaliar a germinacao in vitro do pélen de 14 gendtipos
de pereira (19 amostras), em diferentes tempos de incubacdo (2, 4 e 6 horas) em incubadora
tipo BOD a 25°C. Foram utilizadas amostras de pdlen de oito cultivares e seis selegdes,
provenientes de Vacaria, RS e Pelotas, RS. Os botdes florais foram coletados em estdgio de
baldo. Apds a remocdo das anteras e secagem dos graos de pdolen estes foram armazenados em
dessecador a - 18°C. O meio de germinagdo utilizado foi composto de 100 g L de sacarose e
10 g L' de 4gar. Através dos resultados obtidos pdde-se concluir que as amostras C1 e C2,
ambas de ‘Abbé Fétel’, comportam-se de maneira distinta, pois a C1 apresenta percentagem de
germinacdo mais elevada quando incubada durante quatro (30,25%) e seis (26%) horas
enquanto que para a C2, o tempo de incubac¢do nao influencia na percentagem de germinagao.
Para a amostra S3, a incubacdo durante seis horas é prejudicial, resultando em 28,5% de
germinacdo; para a amostra S4 a incubacdo durante 4 horas € prejudicial, resultando em 18% de
germinac¢do. Para as amostras C1, C5 e S6 duas horas de incubagio s@o prejudiciais, resultando
em 16; 38,25 e 38% de germinagao, respectivamente. De maneira geral, para os gendétipos de

pereira estudados, a percentagem de germinacdo depende do tempo e da amostra.

Termos para Indexacao: Pyrus sp., amostras de pdlen, botdes florais, germinabilidade.

' Biéloga - Mestranda do PPGA - Fruticultura de Clima Temperado/UFPel e-mail: anexg@hotmail.com - Bolsista Capes
? Prof*. Dr*. Departamento de Fitotecnia/UFPel
? Dr*. Pesquisadora Embrapa Clima Temperado - Melhoramento Genético Vegetal e Biotecnologia de Plantas
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ARTICLE 1

INCUBATION TIME ON in vitro GERMINATION OF POLLEN GRAINS OF SCION
CULTIVARS AND SELECTIONS OF PEAR

ABSTRACT - The work aimed to evaluate the in vitro germination of the pollen from fourteen
pear genotypes (19 samples) at different times of incubation (2, 4 and 6 hours) in BOD
incubator at 25°C. It was used pollen samples of eight cultivars and six selections from
Vacaria, RS and Pelotas, RS. The flower buds were collected at balloon stage. After removing
anthers and drying the pollen grain, they were stored into dissicator at -18°C. The used
germination medium included 100 g L' sucrose and 10 g L™ agar. Among the results, C1 and
C2, both of ‘Abbé Fétel’, behave in a similar way. C1 shows higher percentage of germination
when incubated during four (30,25%) and six (26%) hours, whereas C2 the incubation time
does not affect the percentage of germination. Incubation during six hours for sample S3 and
four hours for S4 were damaging to germination (28,5% and 18%, respectively). Two hours of
incubation was damaging for the samples C1, C5 and S6 (16; 38,25 and 38%, respectively). In
general, for the assessed pear genotypes the germination percentage depends on time and

sample.

Index Terms: Pyrus sp., pollen samples, bud flowers, germinability.

INTRODUCAO

A pereira (Pyrus sp.) € uma frutifera pertencente a familia Rosaceae, subfamilia
Pomoideae e ao género Pyrus (Janic & Moore, 1975; Lombard, 1982). Abrange mais de 20
espécies, todas nativas da Europa e da Asia (Nakasu & Faoro, 2003). E uma fruta de clima
temperado com grande expressdo nacional, sendo a terceira fruta de maior consumo e a
primeira em volume de importagcdo (Faoro, 2001; Oliveira Junior & Manica, 2005).

As cultivares de péra mais consumidas no mundo sdo classificadas em dois tipos:
européias (Pyrus communis L.) e asidticas ou japonesas (Pyrus pyrifolia var. Culta, Pyrus
bretschneideri e Pyrus ussuriensis) (Faoro & Yasunobu, 2001).

Em fruteiras da familia Rosaceae é comum a ocorréncia de auto-incompatibilidade,

sendo necessario o plantio de cultivares polinizadoras, para assegurar a frutificagdo. Estas
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cultivares polinizadoras devem ser compativeis e florescerem no mesmo periodo ao daquela a
ser polinizada, devem ainda conter pdlen vidveis em quantidade e qualidade para garantir a
producdo de frutos e, no pomar devem corresponder a 10% do total das plantas (Nakasu &
Faoro, 2003; Ramalho et al., 1996).

A andlise de viabilidade do grao de pdlen visa a determinacdo de sua capacidade de
germinacdo e fertilizagdo, proporcionando informagdes para estimar a viabilidade do pélen em
curto espaco de tempo (Nassar, 1991). Em programas de melhoramento genético, a germinacao
in vitro ¢ o método mais utilizado para os testes de viabilidade de pdlen (Marcellan &
Camadro, 1996).

O método de germinagdo in vitro para testar a viabilidade de graos de pdlen ¢
influenciado por diferentes fatores. Como por exemplo, diferencas entre espécies quanto as
condi¢des exigidas para a germinacdo do pdlen, envolvendo, os componentes do meio de
cultura, a temperatura e o tempo de incubagdo. A viabilidade do pdlen também € influenciada
pelo estadio de desenvolvimento da flor, no momento da coleta do pélen, e pelas condi¢des de
armazenamento (Stanley & Linskens, 1974).

A condi¢do do pdlen pode ser testada através da germinagdo de pequenas amostras
colocadas em algumas gotas de solucdo de 10% de sacarose e 10 mg L' de boro, geleificadas
com 4-5% de agar em temperatura em torno de 24°C (Thompson & Batjer, 1950). Geralmente
quando o pdlen apresenta menos de 30% de germinagdo resulta em um pegamento de frutos
bastante reduzido (Hauagge & Bruckner, 2002).

Este experimento foi desenvolvido com o objetivo de determinar o periodo (horas) mais
adequado de incubacdo para a germinacdo de grdaos de polén in vitro de 14 genétipos de

pereira.

MATERIAL E METODOS
Este experimento foi desenvolvido no Laboratério de Micropropagacgdo, pertencente ao
Departamento de Fitotecnia da Faculdade de Agronomia Eliseu Maciel da UFPel, e no
Laboratério de Melhoramento Vegetal, pertencente a Embrapa Clima Temperado, ambos em
Pelotas, RS.
Foram utilizadas amostras de polen de 14 genoétipos (19 amostras), provenientes da

Embrapa Uva e Vinho - Vacaria, RS e da Embrapa Clima Temperado - Pelotas, RS (Tabela 1).
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As amostras foram incubadas em BOD (Biochemical Oxygen Demand) a 25°C, em auséncia de
luz. Foram testados trés tempos de incubacgdo (2, 4 e 6 horas).

Para os gendtipos utilizados neste estudo, as flores em estdgio de baldo foram coletadas
no campo, durante a primavera de diferentes anos (Tabela 1) e, estavam armazenados em
dessecador a -18°C. A coleta dos botdes florais foi realizada manualmente ou utilizando-se
uma tesoura pequena; os botdes florais foram armazenados em sacos de papel, até a chegada no
laboratdrio, para posteriormente ser realizada a remocgdo das anteras.

Em laboratério, com a fric¢ao das flores em uma peneira fina de ndilon, as anteras foram
removidas dos botdes florais e, em seguida, foram colocadas para secar em bandejas de papel
de aproximadamente 10 x 20 cm de 4rea com altura de 2 cm, por cerca de 30 horas, a
temperatura entre 20 e 25°C, até que o pdlen estivesse totalmente seco. Apds, o pdlen e as
anteras secas foram armazenados em frascos de vidro, com aproximadamente 1,5 cm de
diametro e 5,0 cm de altura, etiquetados e tampados com algodao. Logo, foram colocados em
dessecador que continha uma camada de silica gel no fundo, com o propdsito de absorver a
umidade do interior do recipiente. O dessecador, contendo os frascos com poélen, foi mantido
em freezer a temperatura de -18°C.

O meio de cultura utilizado foi descrito por Medeiros (1979), constitui-se de sacarose
(100 g L") e agar (10 g L'™"). O volume foi completado com dgua destilada e apés a diluicdo da
sacarose, o meio foi geleificado com 4gar e aquecido em forno de microondas durante 4
minutos. Apdés o preparo do meio de germinacao este foi distribuido em laminas de vidro,
proprias para observacdo em microscopio Optico, adaptadas com dois anéis de PVC, de
diametro interno de 14 mm, fixados para evitar o escoamento do material, com a utilizacdo de
um conta-gotas, foram colocadas quatro gotas de meio de cultura, em cada anel.

Com a finalidade de distribuir homogeneamente os graos de pdlen, fez-se necessdria a
observacdao em lupa e o uso de um pincel (n°5), para que o pdlen fosse aspergido sobre a
superficie do meio de cultura nos anéis de PVC da lamina.

Em seguida, as laminas foram colocadas em placas de Petri® que continham duas folhas
de papel absorvente umedecido no fundo, simulando uma camara imida. As laminas foram
colocadas em incubadora tipo BOD, variando o tempo de incubacdo em duas, quatro e seis
horas para a germinacdo dos graos de pélen in vitro (Figura 1).

A avaliacio da percentagem de graos de pdlen germinados foi feita através da

observacdao em microscopio optico binocular (10x100). Foram considerados germinados os
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graos de pdlen que apresentavam o comprimento do tubo polinico igual ou superior ao
diametro do proprio grao de pélen. A contagem dos campos de visao do microscopio foi feita
de acordo com a necessidade, para que se atingisse a soma de 100 graos de pdlen entre
germinados e nao germinados.

O delineamento experimental utilizado neste experimento foi o inteiramente casualizado
com quatro repeticoes (contagem de 100 graos de pdlen cada) por amostra, sendo que as
provenientes de Vacaria/RS e Pelotas/RS foram avaliadas separadamente. As médias foram
submetidas a andlise da variancia através do teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade de

CITo.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Com relagdo as amostras C1 (‘Abbé Fétel’) e C5 (‘Forelle’), descritas na Tabela 2,
provenientes da Embrapa Uva e Vinho, Vacaria/RS, observa-se que ambas apresentaram maior
indice de germian¢do dos graos de podlen in vitro quando incubadas durante quatro e seis horas.
E comparando-se as amostras, observa-se que indiferentemente do tempo de incubacao testado,
a amostra C5 apresentou maior percentagem de germinacdo, fator bastante negativo para a
amostra C1, pois os niveis baixos de graos de pdlen vidveis podem representar um problema
em pomares com apenas duas cultivares. Souza (1999), ao avaliar a percentagem germinacao
de graos de poélen in vitro de oito cultivares de pereira, dentre elas a cultivar Hosui, durante trés
horas a 25°C+2°C em incubadora tipo BOD obteve percentagem intermedidria de germinagao
com 41,27%. Hirano & Nakasone (1969); Teaotia et al. (1970); Raseira & Raseira (1996), ao
avaliarem a germinacgdo de graos de pdlen de aragazeiro, concluiram que esta espécie necessita
de periodos de incubagdo desde quatro até 13 horas. Observa-se, portanto, que o tempo de
incubagdo para o inicio da germinagdo de graos de pdlen in vitro é muito varidvel conforme a
espécie e ainda, entre cultivares da mesma espécie ou até mesmo com as amostras da mesma
cultivar.

Na Tabela 3, referente aos genodtipos oriundos da Embrapa Clima Temperado,
Peloras/RS, pode-se observar que as amostras C2 (‘Abbé Fétel’), C3 (‘Carrick’), C6 (‘Kieffer’),
C7 (‘Pakham’s 01’), C9 (‘Século XX’), S1 (‘Coelho Borges’), S2 (‘Monte Bonito’) e S5
(Selecdo 5.98), comportaram-se da mesma maneira, ou seja, ndo houve diferenca estatistica na
germinacdo de graos de pdlen sob os trés diferentes periodos de incubag¢do. Com relacdo a

amostra C3 constatou-se que seu indice de germinagdo variou entre 30,75 e 39,25%, diferindo
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dos resultados encontrados por Souza (1999), que testando a germinacdo de grdos de pdélen da
cultivar Carrick obteve 53,17%. No entanto, € necessario ressaltar que o pdlen avaliado nesse
estudo foi coletado em 2003 e que essa mesma amostra apresentou percentagem de germinacao
de 65% em 2004, um ano apds seu armazenamento (Informacdo Verbal)!. Também com
relagdo a amostra C6, verificou-se que a média de percentagem de germinagdo variou entre
31,75 e 39,75, tais resultados diferem dos encontrados por Souza (1999), quando testou a
germinacdo de graos de podlen in vitro de oito cultivares de pereira, dentre elas a cultivar
Kieffer, a 25°C+2°C, durante trés horas em incubadora tipo BOD, pois obteve uma
percentagem de germinacgdo relativamente alta (58,52%).

Para a amostra S4 (‘Santa Maria’) as maiores percentagens de germinacao foram obtidas
quando as mesmas foram incubadas durante duas ou seis horas. Para as amostras C4
(‘Cascatense’) e S3 (‘Pyrus 1°), observou-se que as maiores percentagens de germinagdo foram
encontradas quando os graos de pdélen foram incubados durante duas e quatro horas. Enquanto
que para a amostra S6 (Selecdo 9.93), a maior percentagem de germinagdo foi obtida quando
incubada durante quatro e seis horas. Importante salientar que a amostra C4, foi coletada no
ano de 1999 e que trés anos apds sua coleta, a germinacgdo foi de 58% (Informacao Verbal)’. E
que apresentou reseultados semelhante aos obtidos por Souza (1999) testando germinacao de
graos de pélen in vitro de oito cultivares de pereira, que obteve 45,66% de germinacao para a
cultivar Cascatense, quando incubada a 25°C+2°C durante trés horas em estufa tipo BOD.

Quando relacionou-se os genotipos estudados, observou-se que a amostra C9 (‘Século
XX’) apresentou maior percentagem de germinagdo quando incubada durante 6 horas,
resultados que se aproximam dos encontrados por Nunes et al. (2001), que estudando o pdlen
de duas cultivares de macieira constataram que duas horas de incuba¢do nao foram satisfatorias
para germinacao in vitro havendo a necessidade de elevar o periodo de incubagdo para cinco
horas, indicando que o tempo de incubacao varia entre as espécies.

A amostra C7 (‘Pakham’s 01) teve as maiores percentagens de germinagdo quando
incubada durante duas e seis horas. Knight Junior & Winters (1962) ao estudarem o maracuja-
amarelo constataram que o tubo polinico alcangou o comprimento de quatro a sete vezes maior
que o didmetro do grao de pdélen, aproximadamente uma hora apds a polinizacdo. E a amostra

S2 (‘Monte Bonito’) manteve sua taxa de germinac¢do nos trés tempos testados. Silva et al.

! Informacio fornecida por Dr*. Maria do C. B. Raseira, a partir de testes de germinagdo de grios de pélen realizados no
Laboratério de Melhoramento Genético Vegetal, em Pelotas, em 2004.
? Informacdo fornecida por Dr*. Maria do C. B. Raseira, a partir de testes de germinagio de grios de pélen realizados no
Laboratério de Melhoramento Genético Vegetal, em Pelotas, em 2002.
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(1999), na busca por temperaturas ideais, tempo (17 e 48 horas) e meio de incubagdo para a
germinacdo de graos de pdlen de maracujazeiro amarelo, que ndo observaram diferenca

significativa para tempo de incubac@o nem para as interagoes.

CONCLUSOES

As amostras C1 e C2, ambas de ‘Abbé Fétel’, comportam-se de maneira distinta, pois a
C1 (proveniente de Vacaria) apresenta percentagem de germinacdo mais elevada quando
incubada durante quatro (30,25%) e seis (26%) horas enquanto que para a C2 (proveniente de
Pelotas), o tempo de incubacao ndo influencia na percentagem de germinacao.

Para a amostra S3 (‘Pyrus 1°), a incubagdo durante seis horas € prejudicial, resultando
em 28,5% de germinacdo; para a amostra S4 (‘Santa Maria’) a incubacdo durante 4 horas é
prejudicial, resultando em 18% de germinacao.

Para as amostras C1 (‘Abbé Fétel’), C5 (‘Forelle’) e S6 (Selecdao 9.93) duas horas de
incubacdo sdo prejudiciais, resultando em 16; 38,25 e 38% de germinacdo, respectivamente.

De maneira geral, para os gen6tipos de pereira estudados, a percentagem de germinacao

depende do tempo e da amostra.
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Tabela 1 - Grdos de pdlen de cultivares copa e selecdes de pereira utilizados para testar o tempo de incubacgdo
em BOD. FAEM/UFPel, Embrapa Clima Temperado, Pelotas, 2007.

Genoétipo Amostra Data coleta pélen Procedéncia
Abbé Fétel Cl 10/09/2006 Vacaria
Abbé Fétel C2 13/09/2006 Pelotas
Carrick C3 06/10/2003 Pelotas
Cascatense C4 09/08/1999 Pelotas
Cultivares Forelle G5 Sem data Vacaria
Kieffer C6 03/11/2006 Pelotas
Packham's 01 C7 Sem data Pelotas
Santa Maria C8 Sem data Pelotas
Século XX 9 Sem data Pelotas
Coelho Borges S1 1°/10/2003 Pelotas
Monte Bonito S2 1°/09/2006 Pelotas
Selecdes Pyrus 1 S3 19/08/1999 Pelotas
Selecdo 5.98 S4 03/11/2006 Pelotas

Selecdo 9.93 S5 30/09/2004 Pelotas




Tabela 2 - Percentagem de germinacdo in vitro de grios de pdlen de cultivares copo de pereira,
provenientes de Vacaria, incubados durante 2, 4 e 6 horas a 25°C em BOD. FAEM/UFPel, Embrapa
Clima Temperado, Pelotas, 2007.

Tempo (horas)

Genotipos Amostra
2 4 6
. Abbé Fétel Cl 16,00 B b 30,25 Ba 26,00 B a
Cultivares
Forelle C5 3825A b 4500 A a 41,75A a
CV (%) 09,21

*Médias seguidas de mesma letra maidscula na coluna e mindscula na linha ndo diferem entre si
pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade de erro.
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Tabela 3 - Percentagem de germinacdo in vitro de grdos de pdlen de cultivares copa e selecdes de pereira,
provenientes de Pelotas, incubadas durante 2, 4 e 6 horas a 25°C em BOD. FAEM/UFPel, Embrapa Clima
Temperado, Pelotas, 2007.

Tempo (horas)

Genotipos Amostra
2 4 6
Abbé Fétel C2 33,75 C a 28,00 FG a 30,25 C a
Carrick C3 30,75 C a 39,25 BCDEF a 34775 C a
Cultivares Cascatense C4 32,50 C a 44,00 ABCD a 35,75 C ab
Kieffer C6 39,75 BCa 31,75 EF a 36,50 BCa
Packham's 01 Cc7 5775A a 50,00 AB a 56,00 A a
Século XX C9 51,25 AB a 49,25 ABC a 5450A a
Coelho Borges S1 29,75 C a 35,75 DEF a 33,75 C a
Monte Bonito S2 62,75A a 55,50 A a 60,00 A a
- Pyrus 1 S3 29,50 C ab 37,75 CDEF a 28,50 C b
Selecoes .
Santa Maria S4 33,75 C a 18,00 G b 33,50 C a
Selecdo 5.98 S5 31,00 C a 27,75 FG a 26,50 C a
Sele¢do 9.93 S6 38,00 C b 43,00 BCDE ab 48,50 AB a
CV (%) 13,11

*Médias seguidas de mesma letra maitdscula na coluna e mintscula na linha nio diferem entre si pelo teste de
Tukey ao nivel de 5% de probabilidade de erro.
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Figura 1 - (A) Laminas adaptadas para germinacdo de pélen de pereira. (B) Pincel n°5 para aspersio do
pélen nas laminas. (C) Placas de Petri® que funcionam como cdmara imida, contendo as 1dminas em
incubadora tipo BOD. UFPel/FAEM, Embrapa Clima Temperado, Pelotas, 2007.



Clima Temperado, Pelotas, 2007.
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ARTIGO 2 (Segundo as normas da Revista Brasileira de Fruticultura)

TEMPERATURA DE INCUBACAO NA GERMINACAO in vitro DE GRAOS DE
POLEN DE CULTIVARES COPA E SELECOES DE PEREIRA

Ciane Xavier Gongalvesl, Andrea De Rossi Rufatoz, Marcia Wulff Schuchz, Juliana

Degenhardt®

RESUMO - O presente trabalho foi desenvolvido com o objetivo de avaliar a influéncia da
temperatura de incubagdo (20, 30 e 40°C) em incubadora tipo BOD sobre a germinagdo in vitro
de graos de pdlen de cultivares copa e selecdes de pereira. O tempo de incubagdo utilizado
variou para cada cultivar e selecdo, de acordo com resultados do experimento anterior. Os
botdes florais foram coletados em estdgio de baldao. Apds a remocao das anteras e secagem dos
graos de podlen estes foram armazenados em dessecador a -18°C. O meio de germinacio
utilizado foi o meio de cultura bésico, composto de 100 g L™ de sacarose e 10 g L' de dgar.
Conclui-se que de maneira geral para os gendétipos de pereira estudados, a incubagdo a 20°C é
recomenddvel e a 40°C € prejudicial para a germinagdo. A temperatura de 30°C diminui a
percentagem de germinacdo de algumas amostras como C1, incubada durante duas horas, C5 e
C10 incubadas durante quatro horas, cujas percentagens de germina¢do foram de 16,75; 43,5 e

47,75, respectivamente.

Termos de Indexacio: Rosaceae, frutifera, Pyrus sp.

'Biloga - Mestranda do PPGA - Fruticultura de Clima Temperado/UFPel e-mail: anexg @hotmail.com - Bolsista Capes
*Prof*. Dr*. Departamento de Fitotecnia/UFPel
’Dr*. Pesquisadora Embrapa Clima Temperado - Melhoramento Genético Vegetal e Biotecnologia de Plantas
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ARTICLE 2

TEMPERATURE OF INCUBATION ON in vitro GERMINATION OF POLLEN
GRAINS OF SCION CULTIVARS AND SELECTIONS OF PEAR

ABSTRACT - The present work was developed aiming to evaluate the influence of the
incubation temperature (20, 30 and 40°C) (BDO incubator) on in vitro germination of pollen
grains of scion cultivars and selections of pear. The time of incubation varied regarding cultivar
and selection, according previous results. The flower buds were collected at balloon stage.
After removing anthers and drying the pollen grain, they were stored into dissicator at -18°C.
The germination medium was a basic culture medium, including 100 g L' sucrose and 10 g L™
agar. In general, for the assessed pear genotypes the incubation at 20°C is recommended and at
40°C 1s damaging to germination. The temperature of 30°C reduces the percentage of
germination of some samples, such as C1 incubated during two hours and C5 and C10 during

four hours (16,75; 43,5 and 47,75 %, respectively).

Index Terms: Rosaceae, fruit crop, Pyrus sp.

INTRODUCAO

A pereira (Pyrus sp.) tem origem no hemisfério Norte e compreende mais de 20
espécies, encontradas na Europa e nos paises Asidticos. E uma frutifera pertencente a familia
Rosaceae, subfamilia Pomoideae e ao género Pyrus (Janick & Moore, 1975; Lombard, 1992).
Dentre as frutiferas de clima temperado, a péra € considerada a terceira fruta de maior consumo
e a primeira em volume de importagdo (Faoro, 2001; Oliveira Junior & Manica, 2005).

No Brasil, um dos fatores que contribuem para que esta fruteira apresente baixa
producio estd relacionado com a pouca adaptagdo climédtica, onde faz-se necessério o plantio de
cultivares menos exigentes ao frio. De acordo com Nakasu & Leite (1990); Nakasu & Faoro
(2003), para regides com clima similar ao de Pelotas/RS, que tem um actimulo de
aproximadamente 400 horas de frio hibernal, as cultivares que apresentam melhor potencial
sao: ‘Carrick’, ‘Teen’, ‘Garber’, ‘Cascatense’, ‘Smith’, ‘L.é Conte’, ‘Triunfo’, ‘Seleta’, ‘Suisei’,
‘Shinsui’, ‘Kousui’, ‘Ya-Li’, ‘Bento Johbire’, ‘Século XX’ e ‘Okusankichi’. J4 para as regides

mais frias, que tém frio hibernal de mais de 800 horas ou mais que 1.500 unidades de frio,
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como € o caso de Vacaria/RS e Sao Joaquim/SC, as cultivares que apresentam maior potencial
sdo: ‘Carrick’, ‘Packham’s’ Triumph’, ‘William’s’, ‘Max Red Bartlett’, ‘Suisei’, ‘Shinsui’,
‘Nijisseiki’, ‘Chojuro’, ‘Shinseiki’, ‘Niitaka’, ‘Housui’ e ‘Kousui’ (Nakasu & Faoro 2003).

Para muitas espécies frutiferas da familia Rosaceae, além da falta de adaptacao, existe
também o mecanismo de incompatibilidade, que impede que plantas produtoras de gametas
masculinos e femininos funcionais produzam sementes quando auto-polinizadas. Esta reacdo
engloba desde o impedimento da germinagdo do pdlen até o rompimento do tubo polinico (De
Nettancourt, 1977a/1977b/2000; Heslop-Harrison, 1983; Leite & Souza, 2003).

A determinacgdo da viabilidade de pdlen pode ser feita através de um grande nimero de
técnicas (Kearns & Inouye, 1993; Dafni, 1992). A determina¢do da viabilidade € considerada
uma medida de fertilidade masculina muito empregada no monitoramento de pdlen
armazenado, de modo a garantir a fecundacgdo, possibilitando os cruzamentos entre genotipos
que tenham diferentes épocas de floracdo e que apresentem potencial econdmico (Miranda
1993; Kearns & Inouye, 1993). Medeiros (1979), para avaliar a germinacao in vitro de grao de
pélen de pessegueiro, apresentou uma metodologia que consta num meio contendo 10 mg L™
de 4gar, 100 mg L™ de sacarose.

As exigéncias para a germinacdo dos graos de pdlen in vitro, dependem das espécies a
serem avaliadas, principalmente, com relagdo a temperatura, ao tempo de incubacdo e aos
constituintes do meio de cultura (Stanley & Linskens, 1974). A temperatura € um fator bastante
influente na germinacdo de graos de pdlen. Chagas et al. (2006a/b) evidenciaram o efeito da
temperatura de incubacdo na germinacdo de grdos de pdlen de espécies como pereira e
pessegueiro.

Sendo assim, através do presente estudo objetivou-se avaliar a influéncia da temperatura
de incubacdo em BOD sobre a germinagdo in vitro de grdos de pdlen de cultivares copa e

selecoes de pereira.

MATERIAL E METODOS
Este experimento foi desenvolvido no Laboratério de Melhoramento Vegetal da
Embrapa Clima Temperado - CPACT, Pelotas/RS.
Em func¢do dos resultados obtidos em experimentos anteriores, foram utilizados tempos

de incubacdo diferentes para os gendtipos, resultando, portanto, em trés experimentos.
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No primeiro experimento foram testadas dez amostras de oito gendtipos (Tabela 1). As
placas de Petri® contendo os graos de pdlen foram incubadas em BOD (Biochemical Oxygen
Demand) por 1 hora, a 20, 30 ou 40°C. No segundo experimento, foram testados graos de pdlen
de quatro amostras de trés gendtipos, sendo duas cultivares copa e uma selecdo. As placas de
Petri® contendo os graos de pdlen foram incubadas durante 2 horas, a 20, 30 ou 40°C (Tabela
2). No terceiro experimento, foram testados graos de polen de sete amostras de seis genotipos,
os quais estdo descritos na Tabela 3. As placas de Petri® contendo os grdos de pdlen foram
incubadas em BOD durante o periodo de 4 horas, a 20, 30 ou 40°C.

Para os genotipos utilizados neste estudo, as flores em estagio de baldao foram coletadas
no campo, durante a primavera de diferentes anos (Tabelas 1, 2 e 3) e, estavam armazenados
em dessecador a -18°C.

A coleta dos botdes florais foi feita manualmente ou utilizando-se uma tesoura pequena;
os botdes florais foram armazenados em sacos de papel, at€¢ a chegada no laboratério, para
posterior a remoc¢ao das anteras.

Em laboratério, com a fric¢ao das flores em uma peneira fina de ndilon, as anteras foram
removidas dos botdes florais e, em seguida, foram colocadas para secar em bandejas de papel
de aproximadamente 10 x 20 cm de 4rea com altura de 2 cm, por cerca de 30 horas, a
temperatura entre 20 e 25°C, até que o pdlen estivesse totalmente seco, desprendido das anteras.
Apés, o polen e as anteras secas foram armazenados em frascos de vidro, com
aproximadamente 1,5 cm de didmetro e 5,0 cm de altura, etiquetados e tampados com algodao.
Logo, foram colocados em dessecador que continha uma camada de silica gel no fundo, com o
propésito de absorver a umidade do interior do recipiente. O dessecador contendo os frascos
com polen foi mantido em freezer a temperatura de - 18°C. Conforme Medeiros (1976);
Camargo (1978), a umidade relativa no interior do dessecador contendo 4cido sulfdrico deve
ser mantida entre 25 e 50%, utilizando-se uma solucdo composta de 23 mL de H,SO4 e 50 mL
de 4gua destilada.

Utilizou-se o meio de cultura, descrito por Medeiros (1979), composto de 100g L de
sacarose e 10g L' de dgar. O volume foi completado com dgua destilada e apés a diluicdo da
sacarose, o meio foi geleificado com 4gar e aquecido em forno de microondas durante quatro
minutos. Apoés o preparo do meio de germinagdo, este foi distribuido em laminas de vidro,

proprias para observacdo em microscOpio optico, adaptadas com dois anéis de PVC, de
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didmetro interno de 14 mm, fixados para evitar o escoamento do material, com a utilizacdo de
um conta-gotas, foram colocadas quatro gotas de meio de cultura, em cada anel.

Com a finalidade de distribuir homogeneamente os graos de pdlen, fez-se necessdria a
observacdao em lupa e o uso de um pincel, de n°5, para que o pdlen fosse aspergido sobre a
superficie do meio de cultura nos anéis de PVC da lamina.

Em seguida, as laminas foram colocadas em placas de Petri® que continham duas folhas
de papel absorvente umedecido no fundo, simulando uma camara imida. As ldminas foram
colocadas em incubadora tipo BOD, variando a temperatura em 20, 30 e 40°C para a
germinacdo dos graos de pélen in vitro.

A avaliacio da percentagem de grdos de podlen germinados foi feita através da
observacao em microscopio Optico binocular (10x100). Foram considerados germinados os
graos de pdélen que apresentaram o comprimento do tubo polinico igual ou superior ao didmetro
do proprio grao de poélen. A contagem dos campos de visdo do microscopio foi feita para que se
atingisse a soma de 100 graos de pélen entre germinados e ndo germinados.

O delineamento experimental utilizado nos experimentos foi o inteiramente casualizado
com quatro repeticdes (contagem de 100 graos cada) por amostra avaliada. As médias foram
submetidas a andlise da variancia através do teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade de

CITo.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Tabela 4, observa-se que para as amostras C9 (‘Abbé Fétel’) e S2 (‘Monte Bonito’)
as maiores percentagens de germinacdo foram obtidas quando os grdos de pdlen foram
incubados a 20 e 30°C, sendo que estatisticamente, ndo houve diferenca significativa quando os
graos de pdlen foram incubados as temperaturas de 30 e 40°C. Thompson & Batjer (1950),
utilizaram a temperatura de 24°C para germinacao de pdolen de varias espécies como pereira,
ameixeira, pessegueiro, damasqueiro, cerejeira européia, € macieira. Também Franzon &
Raseira (2006), ao estudarem a germinacdo in vitro de pdlen de cerejeira-do-rio-grande
constataram que ndo houve diferencas significativas entre as percentagens de germinac¢ao nas
temperaturas de incubacao de 25 e 30°C.

Para o restante das amostras avaliadas neste experimento quando incubadas nas
temperaturas de 20 e 30°C a percentagem de germinacdo de griaos de pdlen in vitro nao diferiu

estatisticamente; ja quando submetidas a incubacdo de 40°C a percentagem de germinagao
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diminuiu. Resultados que se assemelham aos obtidos por Silva (1996), que ao testar diferentes
temperaturas (20, 24, 25 e 28°C) para germinagdo de graos de pdlen de maracujazeiro, obteve
os melhores resultados quando os grdos de pdlen foram incubados a 28°C. Resultados
semelhantes foram encontrados para pereira por Chagas et al. (2006a) e em pessegueiro por
Chagas et al. (2006b). Também Silva et al. (2000), estudando viabilidade de pdlen de genétipos
de tomateiro constataram que quando a temperatura era aumentada de 30°C para 35°C, a
percentagem de germinacgdo era diminuida em cerca de 30%, se comparada com a temperatura
de 25°C. Confirmando o que foi relatado por Weaver (1989), que a viabilidade do podlen
decresce quando a temperatura do ar excede 32°C. Segundo Reghin (1996), temperaturas acima
de 27°C retardam tanto a germina¢do do pélen como o crescimento do tubo polinico.

Nas temperaturas de 20 e 30°C de incubag¢do, o melhor indice de graos de polen vidveis
foi apresentado pelas amostras C7 (‘Packham’s 01’) e S2 (‘Monte Bonito’) nio diferindo
estatisticamente entre si. Ainda em incubacdo de 30°C as amostras C3 (‘Carrick’), C4
(‘Cascatense’) e C6 (‘Kieffer’), apresentaram altas percentagens de germinacdo. Importante
salientar que o polen da amostra C3 (‘Carrick’) foi coletado no ano de 2003 e apds um ano de
armazenamento sua viabilidade foi de 65% (Informacdo Verbal)1

Mesmo em incubagdo a 40°C a amostra S2 (‘Monte Bonito’) continuou apresentando
maior percentagem de germinacdo. A alta percentagem € caracteristica favordvel para essa
selecdo, que em condicdes de plantio comercial poderd ser utilizada como polinizadora para
outra cultivar, desde que florescam na mesma época. Galleta (1983), menciona que para
frutiferas a temperatura 6tima de germinagdo dos graos de pélen estd entre 20 e 30°C. Também
Tabuenca (1965), diz que a temperatura ideal para a germinagdo de graos de polen esta entre 15
e 21°C, e que acima de 26°C a capacidade germinativa é diminuida, tornando-se insuficiente
para realizar-se a fecundacao.

Na Tabela 5 pode-se observar que a amostra C1 (‘Abbél Fétel’) quando incubada a
temperatura de 20°C teve maior percentagem de graos de pdlen vidveis, quando comparada as
incubacoes a 30 e 40°C. Resultado semelhante foi observado por Silveira et al. (2007), que ao
testarem a temperatura para a germinacgdo in vitro de graos pélen de trés gendtipos de mamona

(Ricinus communis L.), em incubacdo a 20°C obtiveram maior percentagem de germinacao.

" Informacio fornecida por Dr*. Maria do C. B. Raseira, a partir de testes de germinagdo de grios de pélen realizados no
Laboratério de Melhoramento Genético Vegetal, em Pelotas, em 2004.
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As amostras C1 e C2 sdo provenientes de plantas de ‘Abbé Fétel’, ambas tém o mesmo
més e ano de coleta, porém sdo de localidades distintas, acredita-se que o ultimo fator pode ter
influenciado na percentagem de germinagcdo, onde a C2 proveniente de Pelotas, teve
estatisticamente, maior indice de germinacdo quando incubadas as temperaturas de 20 e 30°C.

De maneira geral, para os gendétipos descritos na Tabela 5 observou-se que a temperatura
de 40°C inibiu a germinacdo dos graos de pdlen in vitro. Resultados semelhantes aos de
Ishihata (1983), que verificou que a temperatura adequada para a germinagdo de graos de pdlen
de maracujazeiro-roxo (Passiflora edulis) estd entre 25 e 30°C, enquanto quase nenhuma
germinacgdo foi observada a 15 e 35°C. Também Loupassaki et al. (1997), citam que 25°C € a
temperatura ideal para germinacdo de pdlen de abacateiro e, esta mesma temperatura foi
favoravel para a germinacao de pdlen de macieira (Nunes et al., 2001).

Na Tabela 6, para a amostra C11 (‘Packham’s’) o aumento na temperatura de incubacao
ndo interferiu na percentagem de germinacao dos graos de pdlen in vitro. Ja para as amostras
C5 (‘Forelle’) e C10 (‘Hosui’), a percentagem de graos de pdlen vidveis foi diminuida quando
as mesmas foram incubadas nas temperaturas de 30 e 40°C. Enquanto as amostras S1 (‘Coelho
Borges’) e S6 (Selecao 9.93) tiveram suas percentagens de germinacdo diminuidas quando
incubadas a 40°C. Importante salientar que a coleta de pélen das amostras S1 e S6, ocorreram
nos anos de 2003 e 2004, respectivamente; e apos um ano de armazenamento a viabilidade dos
grdos de pélen foi de 59% para a S1 e de 43% para a S6 (Informacdo Pessoal)*

As amostras C10 (‘Hosui’) e S6 (Selecao 9.93) apresentaram os maiores indices de graos
de pdlen vidveis, independentemente da temperatura empregada. No caso da amostra S5, este
fator € bastante relevante por se tratar de uma selecdo, pois em plantio comercial podera ser
utilizada como polinizadora para outra cultivar. Levando em consideragdo a variagdo na
germinacdo do pdlen entre os diferentes materiais avaliados, os resultados sdo semelhantes aos
encontrados por Moreira & Gurgel (1941) que observaram que, apesar de existir variacdes na
viabilidade de podlen entre as variedades, locais de cultivo, porta-enxertos, épocas do ano,
plantas e entre ramos da mesma planta, de modo geral, tais diferencas, sdo minimas, ¢ que,

entre os genotipos, sdo encontradas as maiores diferencas.

? Informagio fornecida por Dr*. Maria do C. B. Raseira, a partir de testes de germinacio de grios de pélen realizados no
Laboratério de Melhoramento Genético Vegetal, em Pelotas, em 2004/2005.
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CONCLUSOES
De maneira geral para os genétipos de pereira estudados, a incubacdo a 20°C ¢é
recomendavel e a 40°C € prejudicial para a germinagao.
A temperatura de 30°C diminui a percentagem de germinacdo de algumas amostras
como Cl (‘Abbé Fétel’), incubada durante duas horas, C5 (‘Forelle’) e C10 (‘Hosui’)
incubadas durante quatro horas, cujas percentagens de germinacdo foram de 16,75; 43,5 e

47,75, respectivamente.
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Tabela 1 - Graos de pélen de gendtipos de pereira utilizados para testar a temperatura de incubagdo, durante uma
hora em BOD. FAEM/UFPel, Embrapa Clima Temperado, Pelotas, 2007.

Gendétipo Amostra Data coleta pélen Procedéncia
Cultivares Abbé Fétel c9 2007 Vacaria
Carrick C3 06/10/2003 Pelotas
Cascatense C4 09/08/1999 Pelotas
Kieffer C6 03/11/2006 Pelotas
Monte Bonito S2 1°/09/2006 Pelotas
Selecdes Pyrus 1 S3 19/08/1999 Pelotas

Santa Maria S4 Sem data Pelotas




Tabela 2 - Grdos de pdlen de gendtipos de pereira utilizados para testar a temperatura de incubag@do, durante duas
horas em BOD. FAEM/UFPel, Embrapa Clima Temperado, Pelotas, 2007.

Genoétipo Identificacdo Data coleta pélen Procedéncia

Abbé Fétel Cl 10/9/2006 Vacaria
Cultivares Abbé Fétel 2 13/09/2006 Pelotas

Século XX C8 Sem data Pelotas

Seleciio Selecio 5.98 S5 03/11/2006 Pelotas




Tabela 3 - Graos de pdlen de gendtipos de pereira utilizados para testar a temperatura de incubacdo, durante
quatro horas em BOD. FAEM/UFPel, Embrapa Clima Temperado, Pelotas, 2007.

Genoétipo Identificacio Data coleta pélen Procedéncia
Forelle C5 Sem data Vacaria
Cultivares Hosui 01 C10 14/9/2006 Vacaria
Packham's Cll 2007 Vacaria
Selecoes Coelho Borges S1 1°/10/2003 Pelotas

Sele¢do 9.93 S6 30/09/2004 Pelotas




Tabela 4 - Percentagem de germinacio in vitro de graos de pdlen de genétipos pereira incubados durante uma hora em

BOD, variando a temperatura em 20, 30 e 40°C. FAEM/UFPel, Embrapa Clima Temperado, Pelotas, 2007.

Temperatura (°C)

Genotipos Amostra
20 30 40
Abbé Fétel C9 2350 C a 16,75 D ab 05,75 C b
Carrick C3 43775 B a 44,75 AB a 11,50 BC b
Cultivares Cascatense C4 4250 B a 48,00 AB a 2550 B b
Kieffer C6 40,25 B a 45,75 AB a 12,00 BC b
Packham's 01 C7 63,00A a 5850A a 14,25 BC b
Monte Bonito S2 65,00A a 56,50 A ab 46,00A Db
Selecoes Pyrus 1 S3 30,50 BC a 38,25 BC a 14,75 BC b
Santa Maria S4 31,00 BCa 24,50 CDa 04,00 C b
CV (%) 22,08

*Médias seguidas de mesma letra maidscula na coluna e mindscula na linha nao diferem entre si pelo teste de Tukey

ao nivel de 5% de probabilidade de erro.
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Tabela 5 - Percentagem de germinacdo in vitro de graos de pdlen de pereira incubados durante duas horas em BOD,
variando a temperatura em 20, 30 e 40°C. FAEM/UFPel, Embrapa Clima Temperado, Pelotas, 2007.

Temperatura (°C)

Genotipos Amostra
20 30 40
Abbé Fétel Cl 2193 B a 03,26 C b 01,50 B b
Cultivares  Abbé Fétel C2 5547 A a 28,86 B a 0643 B b
Século XX C8 72,59 A a 9520 A a 23,09A b
Selecdes Selecdo 5.98 S5 45,84 AB a 46,46 B a 06,52 B b
CV (%) 21,69

*Médias seguidas de mesma letra maitiscula na coluna e minidscula na linha ndo diferem entre si pelo teste de Tukey
ao nivel de 5% de probabilidade de erro.



Tabela 6 - Percentagem de germinacdo in vitro de graos de pdlen de pereira incubados durante quatro horas em
BOD, variando a temperatura em 20, 30 e 40°C. FAEM/UFPel, Embrapa Clima Temperado, Pelotas, 2007.

Temperatura (°C)

Genotipos Amostra
20 30 40
Forelle C5 5725A a 4350 B b 35,75AB b
Cultivares Hosui C10 5850 A a 47775AB b 40,25A b
Packham's Cl11 13,00 B ab 18,50 B a 05,75 Cb
Selecoes Coelho Borges S1 56,50A a 50,75 AB a 25,00 B b
Sele¢do 9.93 S6 55,75 A a 57,75 A a 3425 AB b
CV (%) 14,66

*Médias seguidas de mesma letra maitdscula na coluna e mintscula na linha nio diferem entre si pelo teste de
Tukey ao nivel de 5% de probabilidade de erro.
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ARTIGO 3 (Segundo as normas da Revista Brasileira de Fruticultura)

ACIDO BORICO E NITRATO DE CALCIO NO MEIO DE CULTURA NA
GERMINACAO IN VITRO DE GRAOS DE POLEN DE CULTIVARES COPA E
SELECOES DE PEREIRA

Ciane Xavier Gongalves', Andrea De Rossi Rufato’, Marcia Wulff Schuch?, Juliana

Degenhardt3

RESUMO - O acréscimo de nitrato de célcio e 4cido bérico ao meio de cultura sdo importantes
para promover a germinagdo e o alongamento do tubo polinico. Com a realizacdo deste
trabalho objetivou-se avaliar a germinacgdo in vitro de graos de pdlen de sete cultivares copa e
trés selecdes de pereira, procedentes de Vacaria/RS e de Pelotas/RS. A temperatura e o tempo
de incubac¢do foram estabelecidos para cada genétipo a partir de experimentos anteriores. Ao
meio de germinacdo bésico (100 g L™ de sacarose e 10 g L de 4gar), acrescentou-se diferentes
combinacoes de acido borico e nitrato de cdlcio. Pode-se concluir que o meio de cultura basico
ou acrescido de 200 mg L' de 4cido bérico promove elevados indices de germinagio in vitro
de grdos de pdlen para as amostras C2, C3, C4, C5, C7, C9, S1, S2 e S5. As cultivares de
pereira estudadas, de uma maneira geral respondem de modo semelhante a adicdo de acido
borico e nitrato de cdlcio ao meio de cultura, sendo que percentagem de germinagdo é
dimunuida quando acrescenta-se a concentracio de 1200 mg L' de nitrato de cdlcio,

independente da concentracdo de dcido bdrico.

Termos de Indexacao: Rosaceae, nutrientes para germinac¢ao, tubo polinico.

'Bidloga - Mestranda do PPGA - Fruticultura de Clima Temperado/UFPel e-mail: anexg @hotmail.com - Bolsista Capes
? Prof*. Dr*. Departamento de Fitotecnia/UFPel
? Dr*. Pesquisadora Embrapa Clima Temperado - Melhoramento Genético Vegetal e Biotecnologia de Plantas
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ARTICLE 3

BORIC ACID AND CALCIUM NITRATE IN THE CULTURE MEDIUM TO
in vitro GERMINATION OF POLLEN GRAINS OF SCION CULTIVARS AND
SELECTIONS OF PEAR

ABSTRACT - The adding of calcium nitrate and boric acid to the culture medium is important
to promote germination and elongation of the pollen tube. The work aimed to evaluate the in
vitro germination of pollen grains of seven scion cultivars and three pear selections from
Vacaria/RS and Pelotas/RS. The temperature and incubation time were established to each
genotype according previous experiments. Different combinations of boric acid and calcium
nitrate were added to the basic germination medium (100 g L' of sucrose and 10 g L™ of agar).
In general, the pear cultivars similarly behave to the adding of boric acid and calcium nitrate in
the culture medium. Furthermore, the crescent concentrations of calcium nitrate and boric acid
in the culture medium inhibit in vitro germination of pollen grains of pear. Either basic culture
medium or medium enriched with 200 mg L' of boric acid promote higher rates of in vitro
germination of pollen grains for the samples C2, C3, C4, C5, C7, C9, S1, S2 and S5. In general,
the assessed pear cultivars respond similarity to the addition of boric acid and calcium nitrate to
the culture medium. The percentage of germination decreases when adding 1200 mg L™ of

calcium nitrate, independently boric acid concentration.

Index Terms: Rosaceae, nutrients for germination, pollen tube.

INTRODUCAO
A pereira pertence a familia Rosaceae, subfamilia Pomoideae, e género Pyrus, o qual
compreende mais de 20 espécies (Nakasu & Faoro, 2003), origindrias do continente asidtico ou
europeu (Rehder, 1967).
Nas regides de clima temperado sdo cultivadas duas espécies principais de Pyrus, a
pereira européia (Pyrus communis L.), geralmente cultivada na Europa e América e a pereira
asiatica [Pyrus pyrifolia (Burn) Nak.)], que geralmente é cultivada no Japao, China, Korea e

Taiwan e vem se expandindo para Europa e Estados Unidos. Existem outras espécies como
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Pyrus calleryana Dcne e Pyrus betulaefolia Bge que sio utilizadas como porta-enxertos
(Chevreau & Skirvin,1992).

A viabilidade do grao de pdlen pode ser avaliada por meio de polinizacdo direta no
estigma da flor, ou seja, in vivo e por germinacdo em meio artificial especifico, ou seja, in vitro.
Os graos de pdlen das angiospermas geralmente precisam de fontes de carbono, boro e de
outros nutrientes para que sua germinacao seja promovida (Galletta, 1983). Os componentes
mais importantes do meio de cultura para a germinagcdo de pdlen tém sido combinacdes de
concentracoes de acgucares e de acido boérico (Miranda & Clement, 1990), além do célcio,
devido a sua importancia na manuten¢do da integridade da membrana (Van Steveninck, 1965;
Kell & Donath, 1990; Sheen et al.,1992).

Quando adicionado ao meio de cultura, o célcio induz respostas fisioldgicas como,
menor sensibilidade do tubo polinico e dos graos de pdlen as variacdes do meio basico, menor
permeabilidade do tubo polinico, crescimento do mesmo com forma linear e aparéncia rigida
(Bhojwani & Bhatnagar, 1974).

Por outro lado, a adi¢do de acido bdrico no meio de cultura geralmente aumenta a
eficiéncia da sacarose na germinacao do pdlen e no crescimento do tubo polinico (Agulhon,
1910; Gauch & Dugger, 1953; Martin & Yocum, 1918; Visser, 1955). O 4cido bérico forma
um complexo ionizdvel sacarose-borato, que reage com as membranas celulares (Askin et al.,
1990). Em trabalhos sobre germinagdo de graos de pdlen de trés cultivares de citros, apds um
periodo de um ano de armazenamento, a germinagdo foi estimulada com a utilizacdao de 4cido
borico e nitrato de cdlcio (Sahar & Spiegelroy, 1980). E ainda, em trabalhos com 86 espécies e
39 familias, verificou-se que a adi¢cdo de célcio e boro atua como fator de controle primdrio da
germinag¢do do tubo polinico in vitro (Brewbaker & Kwack, 1963).

Desta maneira, com o presente trabalho objetivou-se testar a influéncia do acido bérico e
do nitrato de cdlcio sobre a germinacao in vitro de graos de pdlen, para diferentes genotipos de

pereira em incubadora tipo BOD.

MATERIAL E METODOS
Este experimento foi desenvolvido no Laboratério de Melhoramento Vegetal, da
Embrapa Clima Temperado - CPACT, Pelotas/RS. A temperatura e o tempo de incubagio

utilizados variaram de acordo com cada gendtipo (Tabela 1), em fung¢do das melhores
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condi¢des de germinagdo dos graos de pdlen in vitro, baseado em resultados de experimentos
anteriores.

Para os gendtipos utilizados neste estudo, as flores em estdgio de baldo foram coletadas
no campo, durante a primavera de diferentes anos (Tabela 1) e, estavam armazenados em
dessecador a -18°C. Para a coleta dos botdes florais, utilizou-se uma tesoura pequena ou
mesmo os dedos; os botdes florais foram guardados em sacos de papel, at€ a chegada no
laboratdrio, para posteriormente ser feita a remoc¢ao das anteras.

Em laboratério, com a fric¢do das flores em uma peneira fina de ndilon, as anteras foram
removidas dos botdes florais e, em seguida, foram colocadas para secar em bandejas de papel
de aproximadamente 10 x 20 cm de 4rea com altura de 2 cm, por cerca de 30 horas, a
temperatura entre 20 e 25°C, até que o pdlen estivesse totalmente seco, desprendido das anteras.
Apés, o polen e as anteras secas foram armazenados em frascos de vidro, com
aproximadamente 1,5 cm de didmetro e 5,0 cm de altura, etiquetados e tampados com algodao.
Logo, foram colocados em dessecador que continha uma camada de silica gel no fundo, com o
proposito de absorver a umidade do interior do recipiente. As dimensdes do dessecador eram de
aproximadamente 30 cm de didmetro e 20 cm de altura. O dessecador contendo os frascos com
p6len foi mantido em freezer a temperatura de -18°C.

Ao meio de cultura bdsico, composto de 100 g L de sacarose e 10 g L' de 4gar,
descrito por Medeiros (1979), acrescentou-se acido bérico (H;BO3) em 3 concentragdes (0, 200
e 400 mg L'l) e nitrato de cdlcio (Ca(NOs),) em 4 concentragdes (0, 400, 800 e 1200 mg L'l)
(Tabela 2). O volume foi completado com 4gua destilada e apds a dilui¢do dos componentes, o
meio foi geleificado com agar e aquecido em forno de microondas durante quatro minutos.
Ap6s o preparo este foi distribuido em laminas de vidro, proprias para observacdo em
microscopio Optico, adaptadas com dois anéis de PVC, de diametro interno de 14 mm, fixados
para evitar o escoamento do material, com a utilizacdo de um conta-gotas, foram colocadas
quatro gotas de meio de cultura, em cada anel.

Com o objetivo de distribuir homogeneamente os graos de pdlen, fez-se necessaria a
observacdo em lupa e o uso de um pincel (n°5S), para que o pdlen fosse aspergido sobre a
superficie do meio de cultura nos anéis de PVC da lamina.

Em seguida, as laminas foram colocadas em placas de Petri® que continham duas folhas

de papel absorvente umedecido no fundo, simulando uma camara imida. As ldminas foram
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colocadas em incubadora tipo BOD, variando o tempo e a temperatura de acordo com a
amostra em questdo, para a germinacao dos graos de polen in vitro.

A avaliacio da percentagem de grdos de pdlen germinados foi feita através da
observacdao em microscopio optico binocular (10x100). Foram considerados germinados os
graos de pélen que apresentaram o comprimento do tubo polinico igual ou superior ao didmetro
do préprio grao de pélen. A contagem dos campos de visdo do microscopio foi feita até que se
atingisse a soma de 100 graos de pdlen entre germinados e ndo germinados.

O delineamento experimental utilizado nesta avaliacdo foi o inteiramente casualizado
com quatro repeticoes (contagem de 100 graos de pdlen cada) por gendtipo estudado. As
médias foram submetidas a andlise da variancia através do teste de Tukey ao nivel de 5% de

probabilidade de erro.

RESULTADOS E DISCUSSAO

No primeiro experimento foram avaliados trés genétipos, sendo duas cultivares copa
Carrick (C3) e Packham’s 01 (C7) e, uma selecio Monte Bonito (S2). Para as amostras C3 e
S2, as maiores percentagens de germinacao de graos de pdlen in vitro ocorreram quando estas
amostras foram submetidas aos tratamentos T1 (controle), TS5 e T9, ou seja, o acréscimo de
acido boérico ao meio de germina¢do nao influenciou na germinagao, ja o acréscimo de nitrato
de célcio foi prejudicial. Tais resultados foram semelhantes para a amostra C7, porém no
tratamento T2, esta também apresentou elevado indice de germinacdo, onde o acréscimo de 400
mg L' de nitrato de clcio foi positivo para a germinacdo (Tabela 3).

Freitas et al. (2006) observaram que adicionando de 794 ¢ 838 mg L™ de 4cido bérico ao
meio de germinagdo a percentagem de graos de pdlen vidveis era aumentada para as variedades
de pereira Taiwan Nashi-C e Taiwan Mamenashi, respectivamente. Pio et al. (2004),
trabalhando com germinacdo de pdlen in vitro de citros, constataram que para as variedades
Péra e Natal as maiores percentagens de graos de pdlen germinados foram obtidas quando
utilizou-se 200 mg L™ de 4cido bérico. Porém estes mesmos autores constataram que para a
variedade Valéncia a melhor percentagem de germinacdo ocorreu na auséncia de 4cido bdrico.
Chagas et al. (2006) trabalhando com nectarineira observaram que ndo ha necessidade de
adi¢do de acido borico para que ocorra a germinacao dos graos de pdlen desta espécie.

Para a cultivar Abbé Fétel (C2) (Tabela 4), quando manteve-se a concentracdo de acido

borico e variou-se a concentracdo de nitrato de cdlcio, pode-se observar que as menores
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percentagens de germinacdo foram obtidas nos tratamentos T8 e T12; possivelmente as elevadas
dosagens de nitrato de célcio tenham contribuido para inibir a germinacdo dos graos de pdlen.
Conforme Galleta (1983), para haver a integridade dos grdos de pdlen € necessdrio que haja
manutencdo do equilibrio osmoético entre 0 meio de cultura e o conteido dos graos, este
equilibrio € determinado pela relacdo entre a concentracdo de sacarose e as concentragdes das
substancias do meio de cultura, como acido borico e nitrato de calcio; assim, 0 €Xcesso ou a
deficiéncia de qualquer desses componentes pode promover o rompimento dos graos de pdlen.
Resultados similares foram obtidos por Pio et al. (2004), trabalhando com germinacgao in vitro
de citros, pois o maior indice de pdlen vidveis foi encontrado quando utilizou-se a dosagem de
800 mg L' de nitrato de cdlcio, e em concentragdes mais elevadas houve diminuicdo na
percentagem de germinagdo. Do mesmo modo Oliveira Junior (1996), trabalhando com limoeiro
cravo obteve melhores resultados ao utilizar a dosagem de 800 mg L™ de nitrato de célcio.

Com relacdo a cultivar Cascatense (C4) (Tabela 4), observa-se que os maiores indices de
graos de pdlen germinados foram encontrados quando o meio de germinacdo foi composto
apenas de 400 mg L™ de nitrato de cdlcio, 200 ou 400 mg L' de 4cido bérico, sendo que
quando o meio de germinacdo foi composto pela combinacio de 400 mg L™ de 4cido bérico
com 400 mg L' e 800 mg L™ de nitrato de célcio néo diferiu significativamente da terceira
concentracdo citada. Parton et al. (2002), realizando experimentos com a germinagdo de pdlen
de bromelidceas, obtiveram os melhores resultados em meio contendo 200 g L' de sacarose, 10
g L' de dcido bérico e 5 g L' de dgar. Stanley & Linskens (1974) mencionam que existe maior
permeabilidade da membrana do tubo polinico quando o nitrato de cédlcio ndo estd presente,
pois acarreta na liberacdo de metabdlitos internos para o meio externo.

Ainda para a amostra C4, observou-se que quando se acrescentou 400 mg L™ de 4cido
borico ao meio de germinagdo a percentagem de germinacio também foi diminuida. Resultado
que pode ser comparado ao de Raseira & Raseira (1996), testando concentracdes de sacarose e
acido bdrico na germinacdo de graos de pdlen de aragazeiro, constataram que apesar do boro
melhorar a germinacdo ndo hd necessidade de mais que 40 mg L' de 4cido bérico. Este
resultado se aproxima dos encontrados por Chagas et al. (2006), onde observaram que para a
germinacdo de grdos de pdlen de nectarineira, cultivar Centendria e Colombina, existe a
necessidade da adicdo de célcio. Brewbaker & Kwack (1963) fazem referéncia ao célcio e boro
como elementos essenciais para o inicio do prolongamento da intina (parede de celulose que

envolve o grao de pdlen) e formacdo do tubo polinico in vitro.
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Para a cultivar Século XX (C9) (Tabela 4), observou-se que o maior indice de grdos de
polen in vitro viaveis foi obtido quando utilizou-se o meio de germinag¢ao basico ou acrescido
apenas de 200 ou 400 mg L' de 4cido bérico. Resultados que diferem dos encontrados por
Milutinovic et al. (1996), ao trabalhar com macieira, pois observaram que para as cultivares
Jonathan (64,2%) e Golden Delicious (88,3%) a adi¢ao do acido bérico favorece o aumento das
taxas de germinacgdo. Feijo et al. (2005), citam que o boro ¢ um microelemento bastante
importante para promover a germinagdo e o crescimento do tubo polinico. Também Silva
(1996) estudando meio de germinacdo adequado para o pdlen de maracujazeiro (Passiflora
edulis), utilizou a composicdo de 50 g L de sacarose, 0,2 g L™ de 4cido bérico e 1,0 g L™ de
nitrato de célcio.

As menores percentagens de germinacdo dos graos de pdlen in vitro para esta cultivar
foram observados quando empregou-se os tratamentos T3 e T4 possivelmente pelo fato de
possuirem concentragdes elevadas de nitrato de cdlcio, embora algumas estejam combinadas
com &cido borico. Fato que pode ser explicado com as referéncias citadas a seguir, pois para
nectarineira, o acréscimo de célcio e boro reagiu como fator limitante para a germinagao
(CHAGAS et al., 2006), ja para nespereira (Cavallari et al., 2006) e pereira (Freitas et al., 2006)
verificou-se que o requerimento de célcio e boro depende da variedade, sendo assim € possivel
afirmar que a necessidade de adi¢do de célcio e boro no meio de cultura para a germinacdo de
graos de polen depende também da espécie e da cultivar.

Na Tabela 5 estdo descritas as cultivares Forelle (C5) e Housui 01 (C10) e as sele¢des
Coelho Borges (S1) e Selecdo 9.93 (S5). Para a amostra C5, observou-se que as maiores
percentagens de graos de pdlen vidveis ocorreram quando submetidos aos tratamentos T1, T3,
T10 e T11. Supde-se que o equilibrio entre as substancias utilizadas e a auséncia delas tenha
influenciado a germinacdo. Wang et al. (2002), testando a influéncia do dcido bdrico sobre a
germinacdo do polen de Picea meyeri, verificaram que o 4dcido bérico em baixas concentragoes
(0,001 a 0,01%) estimulava a germinagdo dos graos de pdlen e o crescimento do tubo polinico,
porém este mesmo nutriente em concentracoes acima de 0,01% inibia a germinacdo dos graos
de pdlen bem como o crescimento do tubo polinico. Tais resultados concordam com os
resultados obtidos por Potts & Marsden-Smedley (1989) ao estudarem a germinacdo do pdlen
de Eucalyptus.

As amostras C10 e S5, apresentaram 0 mesmo comportamento, tanto quando variou-se a

concentracdo de acido borico como quando variou-se a concentracdao de nitrato de cdlcio; para
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nitrato de cdlcio, constatou-se que os gendtipos em questdo apresentaram maior percentagem
de graos de polen vidveis quando submetidos aos tratamentos T1, T5, T6, T9 e T10. Acredita-
se que houve excesso na concentragdo dos nutrientes empregados, onde 800 e 1200 mg L™ de
célcio influenciaram de maneira negativa a germinagdo. A adi¢do de acido bdrico e/ou de
nitrato de célcio apresentaram respostas varidveis, dependendo da espécie, Maisonneuve & Den
Nijs (1984), testando a germinagdo in vitro de graos de polen de tomate, em distintos periodos

. ~ -1 L . L. .
de incubacdo, acrescentaram 50 mg L™ de dcido bérico ao meio de cultura.

CONCLUSAO

O meio de cultura bésico ou acrescido de 200 mg L™ de 4cido bérico promove elevados
indices de germinacgdo in vitro de grdos de pdlen para as amostras C2 (‘Abbé Fétel’), C3
(‘Carrick’), C4 (‘Cascatense’), C5 (‘Forelle’), C7 (‘Pakham’s 01’), C9 (‘Século XX’), S1
(‘Coelho Borges’), S2 (‘Monte Bonito’) e S5 (Selecao 9.93).

As cultivares de pereira estudadas, de uma maneira geral respondem de modo
semelhante a adicdo de 4cido bdrico e nitrato de cdlcio ao meio de cultura, sendo que
percentagem de germinacio é dimunuida quando acrescenta-se a concentracio de 1200 mg L™

de nitrato de cdlcio, independente da concentracdo de dcido borico.
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Tabela 1 - Genoétipos de pereira e respectivas temperaturas e tempos de incubagdo em BOD, quando testou-se a adi¢do
de 4cido bdrico e nitrato de cdlcio ao meio de cultura basico. FAEM/UFPel, Embrapa Clima Temperado, Pelotas/RS,

2007.
Data de Coleta Procedéncia Temperatura _ Tempo
O (hs)
Abbé Fétel C2 13/09/2006 Pelotas 20 2
Carrick C3 06/10/2003 Pelotas 20 1
Cultivares Cascatense C4 09/08/1999 Pelotas 30 1
Forelle C5 Sem data Vacaria 20 4
Packham's 01 Cc7 Sem data Pelotas 20 1
Século XX Cc9 Sem data Pelotas 30 2
Hosui 01 C10 14/09/2006 Vacaria 20 4
Coelho Borges S1 01/10/2003 Pelotas 20 4
Selecoes Monte Bonito S2 01/09/2006 Pelotas 20 1
Sele¢do 9.93 S5 30/09/2004 Pelotas 20 4




Tabela 2 - Tratamentos e respectivas concentragdes de dcido bérico e nitrato de
célcio acrescidos ao meio de germinacdo basico. FAEM/UFPel, Embrapa Clima
Temperado, Pelotas/RS, 2007.

Concentracoes
Tratamento 1 I
(H3BO3) mg L (Ca(NO3),) mg L

T1 0

T2 400
T3 0 800
T4 1200
T5 0

T6 200 400
T7 800
T8 1200
T9 0

T10 400 400
T11 800

T12 1200




Tabela 3 - Percentagem de germinacdo in vitro de graos de pélen das cultivares Carrick (C3) e Packham’s 01
(C7) e da selecao Monte Bonito (S2), variando a concentra¢do de acido boérico e nitrato de célcio no meio de
culura, incubadas durante uma hora a temperatura 20°C em BOD. FAEM/UFPel, Embrapa Clima Temperado,
Pelotas/RS, 2007.

Genétipos
Concentracoes Cultivares Selecao
Tratamento

(H;BO;) mg L! (Ca(NO3),) mg L! Carrick Packham's 01 Monte Bonito
T1 0 38,00A a 5625A b 61,50A a
T2 0 400 23,75 B a 5925A a 237]5B b
T3 800 16,00 BC a 38,00 B a 25,00 B ab
T4 1200 07,25 Ca 07,25 C b 03,75 C a
T5 0 3775A a 6525A a 5850A a
T6 200 400 23,00 B a 52,75 B a 39,75 B a
T7 800 21,25 B a 42,00 C a 29,25 C a
T8 1200 05,75 Ca 28,75 Da 09,25 Da
T9 0 23,00A b 5250A b 4350A b
T10 400 400 13,50 B b 31,00 B b 2200 B b
T11 800 07,00 B b 26,75 B b 17,75 BC b
T12 1200 05,00 B a 1025 C b 09,25 C a

CV (%) 17,38

*Médias seguidas de mesma letra maitiscula na coluna para cada concentragdo de acido bdrico e mindscula na
coluna com a mesma concentracio de nitrato de célcio em cada concentrac¢io de acido bdrico ndo diferem entre si
pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade de erro.
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Tabela 4 - Percentagem de germinagdo in vitro de graos de pdlen das cultivares Abbé Fétel (C2) incubada durante
duas horas a 20°C, Cascatense (C4) incubada durante uma hora a 30°C e Século XX (C9) incubada durante duas horas
a temperatura de 30°C em BOD, sob diferentes concentragdes de dcido bérico e nitrato de célcio no meio de cultura.
FAEM/UFPel, Embrapa Clima Temperado, Pelotas/RS, 2007.

Concentracoes Genétipos/Cultivares
Tratamento =1 3 — ”

(H;BO;3;) mg L (Ca(NO3;),) mg L Abbé Fétel Cascatense Século XX

T1 0 20,75A b 4025A b 51,00A a
T2 0 400 1450A b 29,50 A a 2325 B b
T3 800 22,50 A ab 11,25 B a 0525 C b
T4 1200 1975A a 00,75 B a 03,00 C b
T5 0 36,75 A a 55,75 A a 4400A b
T6 200 400 37,00 A a 41,00 B a 27,7715 B ab

T7 800 31,00 A a 21,50 Ca 1650 C a
T8 1200 12,00 B a 10,00 Ca 06,00 Dab
T9 0 21,75 AB b 2450 A ¢ 26,00 B ¢

T10 400 400 2325A b 11,75 AB a 3400A a

T11 800 16,75 ABb 12,00 AB a 1550 C a

T12 1200 13,50 B a 09,00 Ba 11,00 C a

CV (%) 22,51 31,90 17,23

*Médias seguidas de mesma letra maitiscula na coluna para cada concentracdo de 4cido bdrico e mintdscula na coluna
com a mesma concentra¢do de nitrato de cédlcio em cada concentracio de dcido bdrico ndo diferem entre si pelo teste
de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade de erro.
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Tabela S - Percentagem de germinagdo in vitro de grdos de pélen das cultivares Forelle (C5) e Hosui 01 (C10) e, das selecdes
Coelho Borges (S1) e Sele¢ao 9.93 (S5), variando a concentrag@o de dcido bérico e nitrato de cdlcio no meio de culura, incubados
durante quatro horas a 20°C em BOD. FAEM/UFPel, Embrapa Clima Temperado, Pelotas/RS, 2007.

Genotipos
Concentracoes Cultivares Selecoes
Tratamento (H3BO3;) mgL' (Ca(NO;),) mgL™! Forelle Hosui Coelho Borges Selec¢io 9.93
T1 0 3925A a 4300A a 2850 A b 47775A a
T2 0 400 27,50 B b 2575 B b 19,00 B b 23,00 B b
T3 800 18,50 C a 1425 C b 11,50 BC b 11,75 C b
T4 1200 08,00 Da 12,25 Ca 08,00 Ca 04,50 Ca
T5 0 38,00A a 4550 A a 4400A a 51,25A a
T6 200 400 32,00 AB a 38,75A a 27,75 B a 45,00 A a
T7 800 26,00 B a 22,75 B a 18,75 C a 28,00 B a
T8 1200 07,50 C a 12,00 Ca 06,25 Da 09,25 Ca
T9 0 0825 B b 23,775A b 09,00A ¢ 33,00A b
T10 400 400 2025A b 2225A b 08,75A ¢ 26,50A b
T11 800 21,00A a 16,25 AB ab 0825A b 12,75 B b
T12 1200 10,50 B a 09,50 Ba 03,75A a 04,75 B a
CV (%) 22,17

*Médias seguidas de mesma letra maidscula na coluna para cada concentrag¢do de 4cido borico e mintiscula na coluna com a mesma
concentracdo de nitrato de cdlcio em cada concentragdo de dcido bérico ndo diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de
probabilidade de erro.
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GERMINACAO DE GRAOS DE POLEN in vitro DE CULTIVARES COPA E
SELECOES DE PEREIRA EM FUNCAO DA ADICAO DE ACIDO BORICO AO MEIO
DE CULTURA E DE DIFERENTES HORAS E TEMPERATURAS DE INCUBACAO

CIANE XAVIER GONCALVES', ANDREA DE ROSSI RUFATO?, MARCIA WULFF
SCHUCH?, JULIANA DEGENHARDT?

RESUMO - Este experimento foi realizado com o intuito de avaliar a germinagdo in vitro de
graos de polen de gendtipos de pereira, sendo duas cultivares copa, trés selecdes e um porta-
enxerto procedentes de Vacaria e Pelotas, ambos municipios no estado do Rio Grande do Sul.
Variou-se a temperatura e o periodo de incubagdo em estufa tipo BOD, em auséncia de luz. Ao
meio de germinacdo bdsico, acrescentou-se dcido borico em duas concentragdes. Conclui-se
que de maneira geral, para os genétipos de pereira estudados, € recomendavel a germinacdo de

~ . . . . L. . -1 L. L.
graos de pdélen in vitro em meio de cultura bésico ou acrescido de 100 mg L™ de 4cido borico.

Termos para Indexacao: Meio de germinacdo basico, Carrick, Kieffer, Selecao 6.93, Selecao

7.93, Selecdo 9.93, Pyrus calleryana, 4cido borico.

'Bidloga - Mestranda do PPGA - Fruticultura de Clima Temperado/UFPel e-mail: anexg @hotmail.com - Bolsista Capes
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ARTICLE 4

In vitro GERMINATION OF POLLEN GRAINS OF SCION CULTIVARS AND
SELECTIONS OF PEAR REGARDING BORIC ACID PRESENCE IN THE CULTURE
MEDIUM AND DIFFERENT HOURS AND TEMPERATURES OF INCUBATION

ABSTRACT - This experiment was carried out aiming to evaluate the in vifro germination of
pollen grains of pear genotypes: two scion cultivars, three selections and one rootstock from
Vacaria and Pelotas, in the state of Rio Grande do Sul. The temperature and period incubation
was varied in the BOD incubator with lightless. It was added to the basic germination medium
boric acid into two concentrations. In general, for the assessed pear genotypes it is
recommended the in vitro germination of pollen grains in basic culture medium or enriched

with 100 mg L™ of boric acid.

Index Terms: Basic germination medium, Carrick, Kieffer, Selection 6.93, Selection 7.93,

Selection 9.93, Pyrus calleryana, boric acid.

INTRODUCAO

A pereira, origindria do hemisfério Norte, pertence a familia Rosaceae, subfamilia
Pomoideae e ao género Pyrus. Abrange mais de vinte espécies, encontradas na Europa e nos
paises Asidticos (Janick & Moore, 1975; Lombard, 1992). No Brasil, a cultura da pereira, é
bastante antiga e existem colec¢des de cultivares com numerosas introdugdes, principalmente na
Regido Sul; sdo utilizadas como cultivares copa, pereiras do tipo européia (Pyrus communis
L.), japonesas [Pyrus pyrifolia (Burn). Nak.], chinesas (Pyrus bretschneideri Rehd.) e hibridas,
enquanto que Pyrus calleryana (Dcne.), Pyrus betulaefolia Bge. e marmeleiros sdo usados com
porta-enxerto (Faoro, 2001; Nakasu & Faoro, 2003; Camelatto et al., 2003).

O melhoramento genético de pereira representa uma boa alternativa, em longo prazo,
para a expansdo da cultura. Visto que esta espécie apresenta alta taxa de fecundacio cruzada,
devido a auto-incompatibilidade gametofitica e os cruzamentos interespecificos produzem
sementes vidveis (Olmstead, 1989; De Nettancourt, 1993; Sato, 1993).

O teste de germinacdo de grdaos de podlen in vitro € bastante importante para o0s

programas de melhoramento de frutiferas, pois através deste torna-se possivel verificar sua
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viabilidade. Para Stone et al. (1995), avaliar a viabilidade do pdlen a ser utilizado na
polinizagdo artificial e em programas de melhoramento genético € bastante interessante assim
como a compreensdo dos problemas de esterilidade (Rodriguez-Riano & Dafni, 2000).

O 4cido bdrico tem fungdo bastante importante no crescimento e desenvolvimento
vascular das plantas (Cakmak & Romheeld, 1997; Stangoulis et al., 2001). Também ¢é
importante para a polinizacao, desenvolvimento de frutos e para a absorc¢ao e uso do cdlcio. Sua
deficiéncia causa alteracdes morfoldgicas e fisioldgicas nas plantas, como inibicdo do
alongamento da raiz (Neales, 1960; Cohen & Lepper, 1977), pobreza no florescimento e
polinizacdo e, frutos de tamanho reduzido. Tais sintomas sdo facilmente notados durante o
florescimento, pois produzem inflorescéncias deformadas, brotacdes de tamanho reduzido, com
folhas pequenas e coridceas. Também pode ocorrer uma reducdo significativa na produgao,
visto que a gema terminal poderd morrer ou ainda, pode causar a baixa germina¢do do grao de
polen e o ndo desenvolvimento do tubo polinico.

O meio bésico utilizado em testes de germinagdo in vitro é composto de acucar e de
acido borico podendo também variar a combinagdo com outros nutrientes (Miranda & Clement,
1990; Galletta, 1983). O acucar fornece energia necessaria para o desenvolvimento do tubo
polinico e ainda, promove o equilibrio osmético entre o pdlen e o meio de germinacao (Stanley
& Linskens, 1974). O boro estimula o crescimento do tubo polinico e diminui a probabilidade
dos mesmos se romperem e também aumenta a eficiéncia da sacarose na germinacdo do pdlen e
no crescimento do tubo polinico (Franzon et al., 2005).

Thompson & Batjer (1950), constataram que o acréscimo de boro ao meio de
germinacdo dos graos de polen aumentou significativamente a percentagem de germinagao € o
comprimento do tubo polinico de certas espécies frutiferas de clima temperado. Sendo assim,
com realizacdo deste experimento objetivou-se avaliar a influéncia dos fatores gendtipo, tempo
e temperatura de incubacdo e concentracdo de 4cido boérico no meio de cultura basico sobre a

germinacgdo de graos de pdlen de pereira in vitro.

MATERIAL E METODOS
Este experimento foi desenvolvido no Laboratério de Melhoramento Genético Vegetal
da Embrapa Clima Temperado - CPACT, Pelotas/RS. Foram testados seis gendtipos, sendo
duas cultivares copa (Carrick - coletada em 11/09 e Kieffer - coletada em 14/09), trés sele¢des

(Selecdo 6.96, Selecao 7.93 e Selecdo 9.93 - coletadas em 12/09) e um porta-enxerto (Pyrus
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calleryana - coletado em 31/08). Todas as amostras de pdélen foram coletadas em Pelotas na
primavera de 2007. Testaram-se as temperaturas de 20, 30 e 40°C, os tempos de 1, 2 e 4 horas
em incubadora tipo BOD e as concentracdes de 0, 100 e 200 mg L™ de 4cido bérico.

Para a coleta dos botdes florais, utilizou-se uma tesoura pequena ou mesmo os dedos; os
botdes florais foram guardados em sacos de papel, até a chegada no laboratério, para
posteriormente ser feita a remog¢ao das anteras.

Em laboratério, com a fricc@o das flores em uma peneira fina de ndilon, as anteras foram
removidas dos botdes florais e, em seguida, foram colocadas para secar em bandejas de papel
de aproximadamente 10 x 20 cm de area com altura de 2 cm, por cerca de 30 horas, a
temperatura entre 20 e 25°C, até que o pdlen estivesse totalmente seco e desprendido das
anteras. Apos, o pdlen e as anteras secas foram armazenados em frascos de vidro, com
aproximadamente 1,5 cm de didmetro e 5,0 cm de altura, etiquetados e tampados com algodao.
Logo, foram colocados em dessecador que continha uma camada de silica gel no fundo, com o
proposito de absorver a umidade do interior do recipiente. O dessecador contendo os frascos
com polen foi mantido em freezer a temperatura de -18°C.

Ao meio de cultura bdsico, composto de 100 g L de sacarose e 10 g L' de 4gar,
descrito por Medeiros (1979), acrescentou-se dcido bdrico em 2 concentragdes (0, 100 e 200
mg L™). O volume foi completado com dgua destilada e apés a diluicio dos componentes, 0
meio foi geleificado com dgar e aquecido em forno de microondas durante quatro minutos.
Ap06s o preparo do meio de germinagdo, este foi distribuido em laminas de vidro, proprias para
observacdo em microscopio optico, adaptadas com dois anéis de PVC, de didmetro interno de
14 mm, fixados para evitar o escoamento do material. Com a utilizacdo de um conta-gotas,
foram colocadas quatro gotas de meio de cultura, em cada anel.

Para a distribuicdo homogénea dos graos de pdélen nos anéis de PVC da lamina, fez-se
necessdria a observacdo em lupa e o uso de um pincel (n°5). Em seguida, as laminas foram
colocadas em placas de Petri® que continham duas folhas de papel absorvente umedecido no
fundo, simulando uma cimara tmida. As laminas foram colocadas em estufa tipo BOD,
variando o tempo de incubacdo em uma, duas e quatro horas e a temperatura de incubagdo em
20 e 30°C para a germinagdo dos graos de pdlen in vitro.

A avaliacdo da percentagem de graos de podlen germinados foi feita através da
observacdo em microscopio Optico binocular (10x100). Foram considerados germinados os

graos de polen que apresentaram o comprimento do tubo polinico igual ou superior ao diametro
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do préprio grao de pélen. A contagem dos campos de visdo do microscépio foi feita de acordo
com a necessidade, para que se atingisse a soma de 100 graos de pdlen entre germinados e nao
germinados.

O delineamento experimental utilizado nesta avaliacdo foi o inteiramente casualizado
com quatro repeticdes (contagem de 100 graos de pdlen cada) por gendtipo estudado. As
médias foram comparadas através do teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade de erro.
Para todos os genétipos em questdo os dados, expressos em percentagem, foram transformados
em arco seno da raiz quadrada de X/100, onde X representa o valor percentual obtido para cada

variavel.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Para a ‘Carrick’ (Tabela 1), as maiores percentagens de germinagdo foram obtidas em
auséncia de 4cido borico independente do tempo e da temperatura testada; ou quando as
concentracdes de dcido bérico eram de 100 e 200 mg L' a 20°C independendo do tempo
aplicado. Calzoni et al. (1979); Daniel & Varoczy (1957); Galleta (1983); Johri & Vasil (1961);
Singh et al. (1961); Stott (1972); Thompson & Batjer (1950), afirmam que a adi¢cdao de acido
borico a0 meio de cultura aumenta a percentagem de germinacdo dos graos de pdlen, bem
como a comprimento do tubo polinico dependendo da concentragdo aplicada ao meio
germinativo basico. As menores percentagens de germinagdo ocorreram quando se acrescentou
200 mg L' de 4cido bérico a temperatura de 30°C durante 2 horas de incubacdo. E ainda
observou-se que em 100 mg L de 4cido bérico, durante 4 horas a 30°C de incubacdo, a
germinagdo dos graos de polen foi prejudicada. Countaceau (1962), estudando a germinacao in
vitro de graos de pdlen de ameixeira, constatou que a temperatura entre 22 e 27°C € ideal para a
germina¢do, bem como para o crescimento dos tubos polinicos e, que a 35°C a germinacao é
diminuida, tornando-se nula aos 35°C e, abaixo de 5°C.

Para a cultivar Kieffer (Tabela 2), com relacdo as concentracdoes de dcido bdrico
observou-se que os menores indices de germinagdo ocorreram quando os graos de pdlen foram
incubados durante 1 hora em auséncia de acido bérico a 20°C e durante 2 horas com o
acréscimo de 200 mg L de 4cido bérico a 20°C, em ambos casos, ndo houve diferenca
significativa quando o material foi incubado durante 2 horas a 20°C com acréscimo de 100 mg
L' de 4cido bérico. Para que o dcido bérico colabore com a germinacio de grios de pélen, é

necessario que este seja utilizado em doses corretas, de acordo com a cultivar em questao.
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Almeida et al. (1987), ao testarem quatro concentracdes de 4dcido borico (0,015; 0,020; 0,025 e
0,030%) acrescidas ao meio de germinagdo para graos de polen de algodao, observaram que a
concentracdo de 0.030% de boro promoveu a maior percentagem de germinagdo dos graos de
pOlen.

Para a Selecdo 6.93 (Tabela 2), observou-se que em as maiores médias de germinacao
foram obtidas em meio de cultura bdsico ou em meio de cultura acrescido de 100 mg L™ de
acido borico a temperaturas de 20 e 30°C durante uma hora de incubagdo. E em meio de cultura
basico, a temperaturas de 20 e 30°C durante quatro horas de incubac¢do. A percentagem de
germinacdo dos graos de pdlen pode ser varidvel, dependendo da espécie em questdo, bem
como da concentragdo dos nutrientes adicionados ao meio basico de germinacdo. Thompson &
Batjer (1959) citam que a concentragdo de acido borico que proporciona maior percentagem de
germinacio de grios de pélen esta entre 2,5 e 160 mg L. Também Carvalho (1989), estudando
a concentracdo de boro para a germinagdo de graos de pdlen de ameixeira japonesa, constatou
que a percentagem de germinacdo do pdlen e o comprimento dos tubos polinicos sdo inibidos
pela utilizacdo de altas concentragdes de acido borico.

Para a Selecdo 7.93 (Tabela 2), com relagdo as concentragdes de acido borico observou-
se durante uma hora de incubacdo as percentagens de germinac¢do independeram das
concentracdes de dcido borico bem como das temperaturas aplicadas. Durante duas horas de
incubacdo as menores percentagens de germinagdo ocorreram quando se adicionou 100 mg L™
de 4cido bdrico a temperatura de 20°C e estes resultados ndo diferiram significativamente
quando os grios de pélen foram incubados a 20°C em concentracdo de 200 mg L™ de 4cido
borico; e ainda, durante quatro horas de incubacdo as menores percentagens de germinagao
ocorreram quando o meio de cultura foi acrescido de 100 mg L™ de 4cido bérico a 30°C, ndo
diferindo significativamente da germinacdo obtida quando incubados a temperatura de 30°C
com 200 mg L™ de acréscimo de 4cido bérico ao meio de cultura. Cheng & Rerkasem (1993),
estudando germinacdo de grao de pdlen de trigo, observaram que em meio de cultura, sem a
presenca de boro a germinac¢do foi pobre, porém a percentagem de germinagdo dos graos de
pélen e o comprimento dos tubos aumentaram quando utilizaram concentracdes de boro entre
20-100 mg L; pois, 0 acréscimo de boro ao meio de cultura estd relacionado com maior
disponibilidade de agucares, aumento da atividade enzimdtica e respiragdo (Garg et al., 1979).
Corréa et al. (2006), estudando a viabilidade de graos de pdélen de mirtilo, observaram que o

. , . .~ -1 , . L, - ~ . ~
meio basico ou com adi¢do de 40 mg L™ de 4cido borico, sdo adequados para a realizacao
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destes testes, porém meios muito concentrados, como adicionados de 80 mg L™ de boro sio
prejudiciais.

Com relagdo as concentragdes de dcido borico para a Selecao 9.93 (Tabela 2), observou-
se que quando os grdaos de pdlen foram incubados durante uma hora ndao houve diferencgas
significativas. Quando incubados durante duas horas as menores pecentagens de germinacao
foram obtidas com o acréscimo de 100 e 200 mg L' de 4cido bérico a 20 e 30°C,
respectivamente, ambas as percentagens de germinagdo obtidas ndo diferiram estatisticamente
para o créscimo de 200 mg L™ de 4dcido bérico a temperatura de 20°C. Gaugh & Dugger (1953)
concordam que ha melhor absorcdo de sacarose na presenca de boro. Daniel & Varoczy (1957);
Calzoni et al. (1979), relatam que o meio de germinacao acrescido de 4cido bdrico, auxilia na
sintese de materiais pécticos da parede celular, aumenta a absor¢do de oxigé€nio, aumenta a
translocacdo e o metabolismo de aguicares. A temperatura influencia no crescimento dos tubos
polinicos, este interfere na polinizagdo e frutificagdo efetiva (Fraser, 1931; Horticultural
Education Association Fruit Commite, 1961).

Para o porta-enxerto Pyrus calleryana (Tabela 2), com relacdo as concentracOes de
acido borico no meio de cultura foi possivel observar que o as maiores percentegens de
germinacdo ocorreram em auséncia de dcido bérico a 20 e 30°C independendo do tempo de
incubacdo utilizado. Quando se acrescentou 100 mg L' de 4dcido bérico ao meio de cultura as
maiores percentagens de germinacdo foram obtidas 20 a 30°C, durante quatro horas. Com o
acréscimo de 200 mg L' os maiores indices de germinacdo foram obtidos a 30°C durante
quetro horas de incubagdo. E ainda com o acréscimo de 100 e 200 mg L' de 4cido
boricodurante duas horas de incubacdo. Com relacdo a espécies distintas Nunes et al. (2001),
estudando pdlen de macieira, testaram o meio de germinagdo contendo 10% de sacarose e 40
mg L de 4cido bérico, e observaram que houve menor percentagem de germinacdo para a
cultivar Fuji. Dantas et al. (2005), trabalhando com macieira, testaram o meio de germinagao
contendo 40 mg L™ de 4cido bérico, onde a percentagem de germinacio dos grios de pélen foi
inibida para as cultivares Catarina, Imperatriz, Gala, Fuji, M.9 e Marubakaido. Burke et al.
(2002), estudando a germinacdo in vitro de grdos de pdlen de algoddo, constataram que a
percentagem de germinacdo dos grios de pdlen e o alongamento dos tubos polinicos,

diminuiram quando incubadas a temperaturas de 37 e 32°C, respectivamente.



CONCLUSOES
De maneira geral, para os genoétipos de pereira estudados, € recomendével a germinagdo
de grios de pélen in vitro em meio de cultura bésico ou acrescido de 100 mg L™ de 4cido

borico.
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Tabela 1 - Percentagem de germinag@o in vitro de grios de pdlen das cultivares Carrick e Kieffer, das selecdes 6.93, 7.93 e 9.93 e, do porta-enxerto Pyrus calleryana, quando
submetidos a diferentes temperaturas (20 e 30°C), tempos de incubagdo (1, 2 e 4 horas) e em diferentes concentragdes de dcido bérico (0, 100 e 200 mg L'l). FAEM/UFPel,
Embrapa Clima Temperado, Pelotas, 2007.

Tempo Acido bérico Temperatura - Gentipos =
(horas) (mg L) ©C) Cultivares Selecoes Porta-enxerto
Carrick Kieffer Selecio 6.93 Selecio 7.93 Selecdo 9.93 Pyrus calleryana
0 20 1859A a « 0337 B b B 02.16 B ab « 07.50 B a B 0240 Ba a 3568 A a «
30 2735A a «o 1092 B a «a 0645A a «o 1743 AB a a 05.55A a a 09.81 A a B
1 100 20 1586 A a «a 1847A a « 0645A a «o 1133 B a « 0147 B a a 1274 B b «
30 0872 B b B 1743 A a « 0234 A ab B 1265A a « 03.80A a a 0297 A b B
200 20 1235 Ba « 1264A a « 01.74 B b a 1391 B a « 01.74A a « 02.62 AB ¢ «a
30 01.01 B ¢ B 1429 A a « 01.86 A b «a 1641A a o 03.53A a « 01.01 A b «a
0 20 2225A a «a 2878 A a « 11.71A a « 2963A a o 10.85A a «a 2939 A a «
30 2135A a «a 1976 AB a « 0666 A a « 1434 B a B 0844 A a a 08.15 A a B
2 100 20 21.67A a a 2539A ab a 08.44A a « 15.65AB b «a 0473 AB b «a 1553 ABb «a
30 1942A a a 2733A a « 03.63Aa B 1693 A a o 0540A a « 04.01 A a B
200 20 1696 AB a « 1530A b a 0591A a « 20.45 AB ab a 0535A ab «a 0545 A ca
30 0196 B b B 1746 A a o 0496 A a « 1286 A a « 01.01A b B 0330 A a «a
0 20 2528A a a 2769 A a « 1595A a « 2909A a «a 1271 A a «a 2059 A a «
30 1881 A a a 2731A a « 1255A a « 2544 A a o 0881A a «a 0440 A a B
4 100 20 2406 A a « 20.74A a «a 06.79A b a 2336 A a « 0841 A ab a 2343 A a «a
30 1442AB a B 2441A a « 04.17A b «a 1271A b B 03.32A b B 03.35 A a B
200 20 2200A a «a 1820A a o 0240 AB b a 2438A a «a 03.53A b 0147 B b «a
30 21.69A a a 1881A a « 02.03A b «a 1540A ab B 01.67A b « 02.16 A a «a
CV (%)

*Letras maiusculas distintas na coluna representam diferengas estatisticas entre as horas para cada temperatura e concentragdo de boro. Letras mintsculas distintas na coluna
indicam diferencas estatisticas entre as concentragcdes de boro em cada uma das temperaturas e das horas. Letras gregas distintas na coluna representam diferenga significativa
entre as temperaturas para cada concentra¢do de boro em cada hora.



ARTIGO 5 (Segundo as normas da Revista Brasileira de Fruticultura)

COMPORTAMENTO DE SELECOES, CULTIVARES E PORTA-ENXERTO DE
PEREIRA QUANTO A POLINIZACAO

Ciane Xavier Gongalvesl, Andrea De Rossi Rufatoz, Marcia Wulff Schuchz, Juliana

Degenhardt®

RESUMO - Com o desenvolvimento deste trabalho objetivou-se estudar a compatibilidade
gametofitica em selecOes, cultivares e porta-enxerto de pereira (Pyrus sp.), através da
autopolinizagdo, da polinizacdo livre e da polinizacdo cruzada. Os cruzamentos foram os
seguintes: Selecdo 6.93 (autopolinizacdo de campo, autopolinizacdo de laboratério e
polinizacdo livre); Selecdo 7.93 (autopolinizacdo e polinizacdo cruzada com ‘Kieffer’);
Selecdo 9.93 (autopolinizacdo e polinizacdo livre); Selecdo 96.13.07 (autopolinizacdo e
polinizacdo cruzada com ‘Kieffer’); ‘Red Bartlett’ (autopolinizacido e polinizacdo cruzada
com ‘Kieffer’); ‘Kieffer’ (autopolinizacdo de campo, autopolinizacdo de laboratoério,
polinizagdo livre e polinizacdo cruzada com ‘Carrick’); ‘Shinseiki’ (autopolinizagdo,
polinizacdes cruzadas com ‘Abate Fetel’, ‘Forelle’ e ‘Kieffer’); ‘Williams’ (autopolinizacao
e polinizagdes cruzadas com ‘Abate Fetel’, ‘Carrick’, ‘Forelle’, ‘Packham’s’ e ‘Kieffer’);
Pyrus calleryana (autopoliniza¢do e polinizacdo cruzada com ‘Abbé Fétel’). Avaliou-se a
compatibilidade dos cruzamentos por meio do desenvolvimento do tubo polinico no pistilo
da flor, 120 horas apds a polinizacdo. Pdde-se concluir que para a maioria dos genotipos e
cruzamentos, a metade dos grdos de pdlen ficaram concentrados no estigma e a outra
metade desenvolveu seus tubos polinicos até atingir o ovdrio. A fecundacdo dos 6vulos nio
ocorreu na quase totalidade de gendtipos e tipos de polinizagdo. De modo geral, a

poliniza¢do cruzada beneficia a fecundagdo.

Termos para Indexacdo: Rosaceae, incompatibilidade gametofitica, auto-

incompatibilidade, S-locus.
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ARTICLE 5

THE BEHAVIOR OF SELECTIONS, CULTIVARS AND ROOTSTOCKS OF
PEARS REGARDING POLLINATION

ABSTRACT - This experiment aimed to study the gametic compatibility in selections,
cultivars and rootstocks of pear (Pyrus sp.) through self-pollination, open-pollination and
cross-pollination. The crosses were as following: Selection 6.93 (self-pollination in the field
and laboratory and open-pollination); Selection 7.93 (self-pollination and cross-pollination
in ‘Kieffer’); Selection 9.93 (self-pollination and open-pollination); Selection 96.13.07
(self-pollination and cross-pollination with ‘Kieffer’); ‘Red Bartlett’ (self-pollination and
cross-pollination with ‘Kieffer’); ‘Kieffer’ (self-pollination in the field and laboratory,
open-pollination and cross-pollination with ‘Carrick’); ‘Shinseiki’ (self-pollination, cross-
pollination with ‘Abate Fetel’, ‘Forelle’ and ‘Kieffer’); ‘Williams’ (self-pollination and
cross-pollination with ‘Abate Fetel’, ‘Carrick’, ‘Forelle’, ‘Packham’s’ and ‘Kieffer’); Pyrus
calleryana (self-pollination and cross-pollination with ‘Abate Fetel’). It was evaluated the
compatibility of the crosses through pollen tube growth in pistil of flower 120 hours after
pollination. For most genotypes and crosses, half of the pollen grains were concentrated on
the stigma and half developed their pollen tube to reach the ovary. The ovule fecundation
did not occur at most genotypes and pollination type. In general, the cross pollination

benefits fecundation.

Index Terms: Rosaceae, gametic compatibility, self-incompatibility, S-locus.

INTRODUCAO
A pereira (Pyrus sp.) compreende mais de 20 espécies (Nakasu & Faoro, 2003)
origindrias do continente asidtico ou europeu (Rehder, 1967). Este género pertence a familia
Rosaceae, assim como outros géneros de grande relevancia para a fruticultura brasileira,
como Malus, Prunus e Rubus (Antunes, 2002).
Em Rosaceae, o gene S-RNase, apresenta a estrutura bdsica formada por cinco

regioes altamente conservadoras (C1, C2 C3, RC4 e C5), em que uma destas regides é
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altamente varidvel (RHV) (Broothaerts et al., 1995). S-RNases sdao glicoproteinas de
aproximadamente 30kDa, que sdo secretadas na matriz extracelular do estigma, no pistilo e
na epiderme do ovdrio. A rejeicdo especifica conferida pelos alelos S requer niveis
extremamente altos de expressdao de S-RNase (Cruz Garcia et al., 2003). A S-RNase, foi
identificada primeiramente em membros da familia Solanaceae, com base nos resultados
obtidos, também foram clonados para plantas de Rosaceae (Sassa et al., 1994). Dentro da
familia Rosaceae, a pereira japonesa foi a primeira espécie em que o mecanismo das
ribonucleases foi detectado (Sassa et al., 1992).

A 1incompatibilidade impede que plantas produtoras de gametas masculinos e
femininos funcionais produzam sementes quando auto-polinizadas, promovendo a alogamia
entre individuos nao relacionados (Quezada & Nakasu, 2003). E o insucesso da interacao
entre o grdo de pdlen/tubo polinico em penetrar ou crescer normalmente no estigma
(Hiratsuka & Tomita, 1989) ou no tecido do ovario (Modlibowska, 1945).

A 1nibicdo do tubo polinico pode ocorrer desde a germinacdo do pdlen (Lewis &
Modlibowska, 1942) até a fertilizacdo do Ovulo/primeira divisdo do zigoto (Carvalho &
Raseira, 1990). Em algumas espécies quando deposita-se o polen no estigma da flor, este
pode ndo germinar, ou pode acontecer de a germinacdo ocorrer muito lentamente e nao
alcancar o ovario em tempo de fertilizar o 6vulo (Leite & Souza, 2003).

A auto-incompatibilidade pode ser classificada em heteromorfa e homomorfa, esta
segunda reacdo ocorre quando o cruzamento € incompativel, resultando na inibi¢cdo do
crescimento do tubo polinico que € dependente da interagdo entre os produtos dos alelos S
1dénticos, que estdo no podlen e na parte feminina da flor. A forma homomorfa apresenta
duas divisoes: o sistema esporofitico, de maior incidéncia em Brassicas (Leite & Souza,
2003), e o sistema gametofitico, bastante importante para espécies frutiferas da familia
Rosaceae (Mufioz & Casilda, 1998), como por exemplo, a Pyrus calleryana (Zielinski,
1965), a pereira européia (Pyrus communis), a ameixeira, a macieira, a cerejeira (Leite &
Souza, 2003), améndoa, damasco, e outras espécies de Pyrus (Tomimoto et al., 1996;
Zuccherelli et al., 2002). E considerado o tipo de incompatibilidade mais distribuido nas
angiospermas, pois além de estar presente na familia Rosaceae também encontra-se nas
familias Solanaceae, Papaveraceae, Liliaceae, Onagraceae, Leguminosae, Commelinaceae e
Amaryllidaceae (Gibbs, 1986). Grande parte das cultivares comerciais de pereira sao auto-

incompativeis, pois ndo produzem frutos com sementes; outras sdo parcialmente auto-
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produtivas, pois produzem frutos sem sementes quando auto-polinizadas, ou seja, acontece
o fendmeno de partenocarpia estimulativa (Leite & Souza, 2003).

Este tipo de incompatibilidade € um mecanismo controlado geneticamente que
impede a autopoliniza¢cdo e promove a polinizacdo cruzada, onde o grao de polen germina e
a reacdo de incompatibilidade ocorrerd entre o tubo polinico e o estilete (Newbigin et al.,
1993). Este mecanismo € controlado pelo S-locus que, é um 16cus multialélico que codifica
glicoproteinas com atividade ribonucledsica. Tais enzimas atuam bloqueando o crescimento
do tubo polinico no estilete, de forma a impedir a polinizacdo (Zisovich et al., 2004;
Zuccherelli et al., 2002).

Um dos maiores problemas envolvidos na producdo de péra € a baixa frutificagao,
causada pelas limitacdes que envolvem o processo de polinizacdo. Pois quando a
polinizacdo € insuficiente, conseqiientemente ha formagcdo de poucas sementes. Desta
maneira, através da realizacdo deste trabalho objetivou-se determinar a ocorréncia de
compatibilidade e incompatibilidade gametofitica para os cruzamentos realizados para as
selecoes 6.93, 7.93, 9.93, 96.13.07, para as cultivares Red Bartlett, Kieffer, Shinseiki e

Williams e para o porta-enxerto Pyrus calleryana.

MATERIAL E METODOS

Este experimento foi desenvolvido no Laboratério de Melhoramento Vegetal, € no
Campo Experimental da Embrapa Clima Temperado (CPACT), Pelotas, RS; e no
Laboratério de Micropropagacdo de Plantas Frutiferas do Departamento de Fitotecnia,
FAEM/UFPel, Pelotas, RS.

Tanto para os experimentos realizados a campo como para 0s experimentos
realizados em laboratério, referentes a Tabela 1, as polinizagdes foram executadas no
momento em que os gendtipos a serem polinizados apresentavam numero suficiente de
flores em estddio de baldo para compor os tratamentos. A metodologia empregada é
semelhante a utilizada para outras fruteiras como ameixa, pessegueiro, damasqueiro,
adaptada do método desenvolvido para gramineas por Wilson & Brown (1957).

No campo, os ramos cujas flores foram designadas para autopoliniza¢do, foram
ensacados com TNT (Tecido Nao Tecido), com estruturas adaptadas, que foram feitas a
partir de circulos em arame, para dar sustentacdo, envolto com TNT e, identificados com

fitas plasticas amarradas na base. Fez-se necessario o ensacamento das flores designadas
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para autopolinizacdo, pois diferentemente da polinizagdo dirigida, haveria risco de
contaminagcdao com poélens indesejaveis, uma vez que as abelhas ndo sdo atraidas por flores
sem pétalas e emasculadas (Furr & Carpenter, 1961; Socias, 1987).

Os ramos com flores em estaddio de baldo, designados para polinizagdo livre, apenas
foram identificados com fitas plasticas. As fitas plasticas diferiam de cor, dependendo do
tratamento (Figura 1).

Para os cruzamentos de laboratdrio, coletou-se no campo, os ramos com flores em
estadio de balao. Em laboratorio, foram realizadas autopolinizacao e poliniza¢do cruzada.

Para emascular as flores de pereira utilizou-se uma tesoura pequena, ou a unha para a
remoc¢ao da corola e do androceu, deixando-se apenas o pistilo no alto e o receptdculo na
parte distal. Em seguida, realizou-se a polinizacdo, passando-se levemente o dedo ou o
pincel contendo bastante pdlen sobre o estigma da flor. Para a autopoliniza¢do destes
genotipos, exceto para Pyrus calleryana, as flores dos ramos selecionados foram
emasculadas e polinizadas com o préprio pdlen. Tanto para a autopolinizacdo de Pyrus
calleryana como para a polinizacio cruzada dos demais genétipos a polinizagdo foi dirigida,
pois assim foi possivel depositar bastante quantidade de graos de pdlen no estigma,
maximizando a probabilidade de todos os &vulos serem penetrados. Visto que em
poliniza¢des naturais, o nimero de graos de pdolen depositados no estigma nem sempre é
suficiente para que haja penetracdo dos tubos polinicos em todos os dvulos presentes no
ovario (Waser & Price, 1991; Stephenson & Bertin 1983; Bawa & Webb 1984).

Ap6s cada cruzamento as maos foram lavadas com alcool etilico 70% para evitar a
contaminagdao de um poélen com o outro. Os ramos foram mantidos em frascos com agua, a
temperatura ambiente, por cinco dias (120 horas) (Figura 1).

As polinizagdes foram executadas no momento em que o0s gendtipos a serem
polinizados apresentavam numero suficiente de flores em estddio de baldo para compor os
tratamentos.

Na retirada dos pistilos para observacado foi feito um corte de 0,5 cm no pedinculo da
flor e a parte externa foi retirada, permanecendo apenas o ovdrio, o estilete e o estigma. Em
seguida os pistilos foram colocados em pequenos frascos de vidro contendo uma solucdo
fixativa, composta por formol, acido acético e alcool etilico na propor¢ao de 1:1:8. Os
frascos foram armazenados em geladeira a temperatura de 4°C, até serem observados,

sendo o periodo minimo de 24 horas de armazenagem antes da observacao.
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Antes de se realizar a observacdo, os pistilos foram lavados trés vezes com &4gua
destilada, para que fixativo fosse retirado, e entdo, colocados em solu¢do 8N de NaOH,
durante 24 horas a temperatura ambiente, em torno de 25°C. Decorridas 24 horas, os pistilos
foram novamente lavados por 3 vezes em dgua destilada, para a retirada dessa solucdo. Em
seguida foram colocados em frascos contendo hipoclorito de sédio a 20% por um periodo de
20 minutos. Logo apdés o material foi lavado por trés vezes com dgua destilada, para
remover os residuos do hipoclorito de sédio e foi entdo transferido para frascos contendo
corante diferencial Lacmoide (Ressorcinol azul a 1% - 1g de Lacmoide para 100ml de 4dgua
destilada), durante 10 minutos.

ApOs estes procedimentos, os pistilos estavam preparados para a observacdo no
microscopio Optico. Para o preparo das laminas colocou-se o pistilo, procurando deixa-lo
bem esticado, sobre uma lamina de vidro e adicionaram-se trés gotas de corante diferencial
lacmoide diluido em 4gua destilada (1:2). Logo se cobriu a lamina com laminula,
pressionando-a levemente, até que o pistilo ficasse amassado (Figura 2).

Para avaliar a compatibilidade entre os gen6tipos observou-se o crescimento do tubo
polinico no estigma das flores 120 horas depois da polinizacdo, com o auxilio de um
microscOpio foram estabelecidas onze etapas de percurso, de acordo com o
desenvolvimento do tubo polinico, com base na classificacdo de Franken et al., (1988),
modificada, conforme mostra a Tabela 2.

O delineamento experimental utilizado nestes experimentos foi o inteiramente
casualizado com trés repeticdes de 20 flores; exceto para as polinizacdes realizadas em
Pyrus calleryana, onde utilizou-se quatro repeticoes de 50 flores. As médias foram
submetidas a andlise da variancia através do teste de Duncan ao nivel de 5% de
probabilidade de erro. Para os cruzamentos realizados em selecio 96.13.07 e cultivar
Williams os dados, expressos em percentagem, foram transformados em arco seno da raiz

quadrada de X/100, onde X representa o valor percentual obtido para cada varidvel.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Com base nas amostras avaliadas, as cultivares Abbé Fétel, Carrick, Kieffer, Red
Bartlett, a Selecdo 7.93 e o porta-enxerto P. calleryana podem ser condideradas boas
polinizadoras, uma vez que, o pélen é considerado bom quando apresenta germinacdo em

torno de 70% ou mais, porém existem cultivares que apresentam taxa de germinacdo em
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torno de 30% ou menos, sendo consideradas mds polinizadoras (Horticultura Education
Association Fruit Commitee, 1961). Através de testes de viabilidade de graos de pélen in
vitro, obteve-se germinacao para os genotipos de pereira utilizados nas poliniza¢des (Tabela
3).

Experimentos realizados a campo e em laboratoério

Com relagdo as polinizacdes realizadas na Sele¢do 6.93 (Tabela 4), observa-se que
tanto na autopoliniza¢do a campo, quanto em laboratdrio e na polinizacdo livre, um ndmero
bastante elevado de graos pdlens ndo formaram tubos polinicos, pois 0s mesmos nao
coloriram na presenca do corante diferencial Lacmoide (Etapa 0). Porém este nimero foi
estatisticamente superior na polinizacdo livre. Raseira & Raseira (1996), ao estudarem a
polinizacao livre em pistilos de aracazeiro ‘Amarelo planalto’, também observaram baixa
quantidade graos de pdlen germinados. A maior percentagem de graos de pdlen que nao
desenvolveram tubo polinico no caso da polinizacdo livre pode estar relacionada a fatores
ambientais. Conforme menciona Carlone (1956), a fecundacio pode ser afetada em maior
escala por fatores ambientais do que por fatores morfo-fisioldgicos ou genéticos.

Relacionando-se os trés tipos de cruzamentos nota-se que em todos 0s casos
aproximadamente 50% dos tubos polinicos chegaram ao interior do ovério (Etapa 7), porém
ndo houve fertilizacdo, pois das etapas 8 a 10 do percurso, o desenvolvimento dos tubos
polinicos foi nulo.

Ainda na Tabela 4, observa-se que, estatisticamente, ndo houve beneficio da
condi¢do controlada (laboratério) sobre a fecundacdo do 6vulo na autopolinizacdo, ja que
em ambos casos (laboratério e campo), cerca de 22% dos graos de pdlen ndo germinaram e
aproximadamente 50% chegaram a penetrar o ovario, porém sem fertilizagao.

Para os cruzamentos realizados na cultivar Kieffer (Tabela 5), observa-se que a maior
percentagem de tubos polinicos invidveis, ou seja, presentes na etapa zero do percurso
ocorreu para a autopolinizacdo feita em laboratério; importante salientar que estes
resultados ndo diferiram significativamente para a etapa 7 do percurso. Souza (1999)
constatou que na autopolinizacdo, no estigma das flores de pereira, das cultivares Ya-li (S-
locus S;_), Carrick e Kieffer havia bastante quantidade de graos de pélen néao coloridos pelo
corante diferencial Lacmoide, indicando a inviabilidade polinica. Conforme Frankel &
Galum (1977), quando os alelos sdo idénticos, a velocidade de crescimento do tubo polinico

torna-se mais lenta, ou mesmo nula, retardando a sua penetragdo até o ovario, e quando
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atinge o mesmo dificilmente ocorrerd a fecundacdo, porque geralmente a fase de
receptividade do 6vulo ja passou.

Comparando-se os cruzamentos de autopolinizagdo (campo e laboratério) e
polinizacao livre, observa-se que a maior percentagem de tubos polinicos estd concentrada
na etapa 7 do percurso (Tabela 5). Este resultado que pode ser considerado positivo, se
comparado com os resultados obtidos por Souza (1999), pois o autor observou que a reacao
de incompatibilidade das auto-poliniza¢des esta concentrada na regido do estigma das flores
e, estudando a autopolinizacdo das cultivares de pereira Ya-li, Carrick e Kieffer, observou
que o crescimento dos tubos polinicos, apds 120 horas, de polinizacdo alcangou no maximo
1/3 do comprimento do estilete.

Ainda na Tabela 5, nota-se que a polinizacdo cruzada entre ‘Kieffer’ x ‘Carrick’
apresentou os melhores resultados, pois 0 maior percurso percorrido pelos tubos polinicos
atingiu a etapa 8, ou seja, os tubos polinicos atingiram o ovdrio e estao proximos ao 6vulo.
Souza (1999), estudando o mesmo parametro citado, observou que quando foi realizado o
cruzamento ‘Kieffer’ x ‘Carrick’, ‘Kieffer’ x ‘Garber’ e ‘Carrick’ x ‘Kieffer’, estes
apresentaram elevados indices de fertilizacdo, sendo considerados compativeis; entretanto
quando realizou o cruzamento entre ‘Kieffer’ x ‘Ya-li’ (progenitor masculino), houve 50%
de germinac¢do dos tubos polinicos no estigma das flores, desenvolvendo até o interior do
6vulo, porém quando o cruzamento foi ao inverso, poucos tubos polinicos desenvolveram
até penetrar no ovario.

Pode-se constatar que a cultivar Kieffer € auto-incompativel, pois nas duas
autopoliniza¢des (de campo e de laboratério), a etapa 7 foi o maior percurso atingido pelos
tubos polinicos (Tabela 5); este desenvolvimento lento, atingindo a proximidade do 6vulo é
caracteristico da incompatibilidade gametofitica (Garcia & Romero, 1998). Resultados que
concordam com Souza (1999), que encontrou cerca de 35% dos tubos polinicos, no ovario,
quando realizou a autopolinizagdo para a cultivar Kieffer.

Comparando-se a polinizacdo cruzada com a polinizacdo livre observa-se que o
cruzamento dirigido (‘Kieffer’ x ‘Carrick’) beneficiou a fecundacgao ja que mais de 24% dos
tubos polinicos atingiram a etapa 8 do percurso (Tabela 5). Conforme menciona Souza
(1999), a cultivar Kieffer ndo tem parentesco com a cultivar Carrick, facilitando a

fecundacdo cruzada. A polinizagdo livre pode ter sido afetada por fatores climaticos, ja que



119
somente uma pequena quantidade de tubos polinicos atingiu o ovdrio, chegando as
proximidades do 6vulo.

Experimentos realizados a campo

Para a Selecdo 9.93 (Tabela 6), verificou-se que ambos cruzamentos apresentaram
grande quantidade de tubos polinicos invidveis posicionados no estigma das flores, sendo
que na autopolinizacao a média foi significativamente superior a poliniza¢do livre; fato que
pode evidenciar a auto-incompatibilidade para a Selecdo 9.93.

Ainda na Tabela 6, tanto para a autopolinizacdo quanto para a polinizacdo livre,
cerca de 50% dos tubos polinicos alcangaram a etapa 7 no percurso, ou seja, penetraram no
ovério; ndo diferindo significativamente entre si. A partir dos resultados encontrados para a
polinizacao livre, acredita-se que esta foi influenciada pelos fatores ambientais, pois para
frutificacdo efetiva foi constatado que as variacdes climaticas (alternancia de frio e calor)
ap6s a polinizagdo (Whilliams & Maier, 1977; Soltész, 1997); bem como, as baixas
temperaturas apds a floracdo (Petri & Pascoal, 1981; Schramm, 1985), afetaram o
crescimento e a penetracdo dos tubos polinicos. Além dos fatores ambientais, a polinizacdo
livre pode ter sido provavelmente afetada pela pouca disponibilidade de pdlen livre no
ambiente.

Experimentos realizados em laboratorio

Tanto para a autopolinizagdo como para a polinizac¢do cruzada, realizadas na Selecdo
7.93 (Tabela 7), observou-se que os tubos polinicos penetraram no ovério. E importante
salientar que a autopolinizacdo apresentou quase o dobro de tubos polinicos na etapa 7 do
percurso com relacdo a polinizacdo cruzada (Selecdo 7.93 x ‘Kieffer’), porém o
desenvolvimento dos tubos polinicos até o interior dos Ovulos ocorreu apenas para a
polinizagdo cruzada (Selecao 7.93 x ‘Kieffer’), onde 6.32% dos tubos polinicos fecundaram
os Oovulos 120 horas apds a polinizagdo; nas trés ultimas etapas do percurso, a polinizacdo
cruzada com ‘Kieffer’ foi superior a autopolinizacdo. Este resultado comprova que existe
certo grau de compatibilidade entre os genétipos deste cruzamento. Modlisbwska (1945);
Teskey & Shoemaker (1978); Sttot (1972) ao estudarem a compatibilidade de tubos
polinicos, concluiram que os incompativeis crescem mais lentamente que os compativeis.
Também Gibbs e Bianchi (1999) ao estudarem espécies de Bignoniaceae com auto-
incompatibilidade gametofitica tardia (LSI), observaram que houve certo atraso para a

incidéncia da penetracao dos dvulos em pistilos autopolinizados quando comparados com 0s
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pistilos de polinizagdo cruzada em ‘Tabebuia nodosa’ e ‘Dolichandra cynanchoides’,
mesmo que apos 96 horas o nimero de 6vulos penetrados tenha se igualado para os dois
cruzamentos.

Para a selecdo 96.13.07 (Tabela 7), quando se compara autopolinizacdo com a
polinizagdo cruzada com ‘Kieffer’ o maior nimero de tubos polinicos ndo coloridos,
situados no estigma das flores, pertencem a autopolinizacdo. Para Lewis (1994), hd inibicao
do tubo polinico na parte superior do estilete em espécies com incompatibilidade de tipo
homomorfica esporofitica. Em Compositae, tais reagdes sdo chamadas de reagdes P*, e sdo
encontradas em cruzamentos que apresentam reagdes do tipo +/-; reacdes do tipo +/-
representam cruzamentos parcialmente compativeis, quando o sistema de incompatibilidade
apresenta controle gametofitico; estas reacdes acontecem quando as plantas envolvidas em
determinado cruzamento possuem um alelo em comum, resultando assim, na inibi¢do da
metade dos grdos de pdlen que possuem esse alelo (-) e para a outra metade ocorre a
fertilizacdo (+).

O desenvolvimento dos tubos polinicos nos pistilos da autopoliniza¢do ocorreu até a
etapa 8 e, para a polinizagdo cruzada atingiu a etapa 9 do percurso, porém com médias
muito pouco expressivas. Estes resultados, que indicam certo grau de incompatibilidade,
podem ser explicados por Thiele & Stridom (1964). Estes autores, ao pesquisarem
combinagcdes de ameixeira, observaram que em casos de incompatibilidade ocorre
germinacdo dos graos de pdlen em 24 horas apds sua aplicacdo, porém 48 horas depois o
tubo polinico ainda ndo atingiu a metade do pistilo, e com 72, 96 e 120 horas os tubos
polinicos ainda continuam se desenvolvendo lentamente.

Com relacdo as polinizagdes realizadas na cultivar Red Bartlett (Tabela 7),
observou-se que para a autopolinizagdo a percentagem de tubos polinicos que nem
germinaram, permanecendo no estigma foi aproximadamente trés vezes maior em relagao
a polinizagdo cruzada com ‘Kieffer’.

Para essa cultivar, verificou-se que em ambos cruzamentos, cerca de 40% dos tubos
polinicos penetraram o ovario, mas ndo houve fertilizacdo; e ainda que cerca de 5% dos
tubos polinicos chegaram até a etapa 8 do percurso. Talvez os tubos polinicos tivessem
penetrado nos ovulos se os pistilos fossem observados algumas horas depois. Pois,
conforme Carvalho (1989), analisando o desenvolvimento dos tubos polinicos em

cruzamentos de algumas cultivares de ameixeira, constatou que nem sempre o tempo de 120
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horas € suficiente, sendo necessdrias 144 horas, para que os mesmos fecundem os 6vulos.
Porém Dicenta et al. (1995), estudando a polinizagdo cruzada e a autopolinizagdo em
améndoas, verificaram que apds 96 de polinizacdo, 90% dos ovarios foram penetrados pelos
tubos polinicos.

Na Tabela 8, nos cruzamentos realizados para a cultivar Shinseiki que tem o S-locus
S3S4, 0 maior nimero de tubos polinicos invidveis na etapa 0 do percurso foi representado
pela autopolinizagdo e pela polinizacdo cruzada com ‘Forelle’, porém estes resultados foram
significativamente diferentes, destacando-se como representante de tubos polinicos
invidveis a autopolinizacdo. Ainda com relacdo a autopolinizacdo pode-se observar que,
embora ndo diferindo significativamente, das demais poliniza¢des apresentou a mais baixa
percentagem de tubos polinicos para fecundagao dos 6vulos.

Para a autopolinizacdo (S;S4 x S3S4) e polinizacdo cruzada com ‘Abbé Fétel’ (S-locus
S.Sp) a maior percentagem atingida pelos tubos polinicos foi 7. Ja para os cruzamentos com
‘Forelle’ (S-locus S;S,) e ‘Kieffer’ a maior percentagem de tubos polinicos ocorreu na etapa
8 do percurso, sendo que a polinizacao cruzada com ‘Kieffer’ foi estatisticamente superior.
Desta maneira, pdde-se constatar que o tempo, para o completo desenvolvimento dos tubos
polinicos até o interior dos 6vulos ndo foi suficiente, pois os cruzamentos ‘Shinseiki’ x
‘Abbé Fétel’ e ‘Shinseiki’ x ‘Forelle’ sdo completamente compativeis; também pode ser que
haja certo grau de compatibilidade entre o cruzamento ‘Shinseiki’ x ‘Kieffer’ pois, os tubos
polinicos, deste cruzamento, desenvolveram-se semelhantemente aos cruzamentos que
foram altamente compativeis.

Talvez estes resultados possam ser explicados por Santos et al. (2007) que ao
estudarem o sistema auto-incompatibilidade de Acca sellowiana, observaram que em
autopolinizagdes e polinizagdes cruzadas apds 12 horas, o crescimento do tubo polinico
estava na superficie estigmdtica ou ao inicio do primeiro terco do pistilo, apds 24 horas, o
tubo ainda estava no primeiro ter¢o do pistilo e, com 48 horas, os tubos polinicos estavam
na regido central do pistilo, sendo que o crescimento completo do tubo polinico até o ovario
foi constatado em pistilos coletados 96 horas apds a polinizagdo, porém nao foi possivel
observar a entrada do tubo polinico na micrépila do 6vulo.

Para as polinizacoes realizadas na cultivar Williams (Tabela 9), a maior percentagem
de tubos polinicos ndo coloridos na etapa zero, ocorreu para a polinizacdo cruzada com a

cultivar Carrick. Em seguida estdo a autopolinizacao e a polinizacdo cruzada com a cultivar



122
Packham’s. A cultivar Carrick € origindria do cruzamento entre ‘Garber’ e ‘Seckel’ (Nakasu
& Leite, 1990), sendo assim deve ter herdado parte dos alelos de incompatibilidade
gametofitica da cultivar Garber (S;S, x S;S3), pois Souza (1999), ao cruzar as cultivares
‘Carrick’ x ‘Garber’, observou que os tubos polinicos apresentaram desenvolvimento como
de cultivares semi-compativeis, ou seja, embora em pequena quantidade, houve penetracao
do tubo polinico no ovdrio. E ainda, para confirmar este grau de incompatibilidade entre
‘Williams’ x ‘Carrick’, Sazon & Herrero (2002), utilizando iniciadores de maca via S-PCR,
identificaram o S-locus de dez cultivares de pereira européia, entre estas, encontra-se a
‘Williams’ (S;S,).

A maior quantidade de tubos polinicos que atingiram a etapa 7 do percurso, estdo
presentes para a autopoliniza¢ao e para as polinizagdes cruzadas com as cultivares Carrick,
Packham’s e Kieffer. J4 nas polinizacdes cruzadas com ‘Abbé Fétel’, com S-locus S,S,
(Zuccherelli et al., 2002) e ‘Forelle’ com S-locus S;S, (Zisovich et al., 2004), os tubos
polinicos atingiram a etapa 8 do percurso. Sendo assim, verificou-se que os alelos destas
cultivares sao completamente compativeis. E, para as poliniza¢des cruzadas com ‘Abbé
Fétel’ e ‘Kieffer’, embora em quantidade menor, houve fecundacdo. Desta maneira, é
possivel afirmar que o tempo para que ocorresse o completo desenvolvimento dos tubos
polinicos até o interior dos ovarios nao foi o suficiente. Conforme menciona Modliboswka
(1945), em cruzamentos semi-compativeis, apenas os graos de polen que t€ém o alelo S na
constituicdo genética, com indice diferente do alelo S dos tecidos dipléides dos pistilos,
apresentam a capacidade de desenvolvimento, sendo esta classe representada por apenas
50% dos graos de poélen que foram depositados no estigma das flores.

Para as polinizacOes realizadas em Pyrus calleryana (Tabela 10), observa-se que a
percentagem de graos de pdlen que ndo germinaram foi maior para a polinizacdo cruzada
com a cultivar Abbé Fétel do que para a autopolinizacdo (Etapa 0). Acredita-se que esta
baixa percentagem de desenvolvimento do tubo polinico tenha ocorrido pelo fato de
realizar-se a polinizacdo cruzada com espécies diferentes (P. calleryana x Pyrus communis).
Pois em angiospermas, a germinacdao dos grdos de podlen entre espécies distintas pode
ocorrer, no entanto, pode ser que os tubos polinicos ndo atinjam os 6vulos, pois o
crescimento dos mesmos € lento; havendo incompatibilidade fisiolégica de maior ou de
menor extensdo entre o pdlen e o pistilo (Futuyma, 2002). De acordo com Modlibowsa

(1945); Roy (1938); Thiele & Strydom (1964), estes resultados podem estar relacionados
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com a incompatibilidade que existe entre os gendtipos testados; ou ainda com as condi¢des
climaticas no momento de realizagdo das polinizacdes e também apos o florescimento
(Thompson & Liv, 1973). Vale ressaltar que neste caso, as condi¢des climaticas ndo
influenciaram, pois este experimento foi realizado em laboratério, em condig¢des
controladas.

Na autopolinizacao (Tabela 10), grande quantidade de grdos de pdlen formaram
tubos polinicos, ficando a maioria bastante proxima a entrada do ovario, e 27,19% dos tubos
polinicos chegaram ao interior do ovario e cerca de 7% fecundaram o ovério. Tanto para a
autopolinizagdo como para a polinizagdo cruzada com ‘Abbé Fétel’ observou-se que a
maioria dos graos de pélen foram capazes de germinar e chegar perto do ovario ou mesmo
promover a fecundagdo. Porém a percentagem de tubos polinicos que atingiu a etapa 10 do
percurso apds 120 horas de polinizagdo foi baixa, sendo que para a autopolinizac¢io a taxa de
fecundacdo foi considerada estatisticamente superior a polinizacdo cruzada com ‘Abbé
Fétel.

Os resultados encontrados neste experimento ndo sdo os que normalmente ocorrem,
pois, quanto maior o grau de parentesco entre cultivares, maior € o grau de

incompatibilidade (Modlibowska, 1945).

CONCLUSOES
Para a maioria dos genodtipos e cruzamentos, a metade dos graos de pdlen ficaram
concentrados no estigma e a outra metade desenvolveu seus tubos polinicos até atingir o
ovario.
A fecundacdo dos 6vulos ndo ocorreu na quase totalidade de gendtipos e tipos de
polinizagdo.

De modo geral, a polinizagdo cruzada beneficia a fecundagao.
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Tabela 1 - Tipos de polinizagdo, local de execugdo e genétipos de pereira usados para testar a
compatibilidade polinica. FAEM/UFPel, Embrapa Clima Temperado, Pelotas, 2007.

Polinizacdes
Autopolinizacdes S Polinizac¢des cruzadas
” — Polinizacao livre —

Gendtipos Laboratério ~ Campo Laboratdrio
Selecdo 6.93 X X X X
Selecdo 7.93 X X

Selecdo 9.93 X X

Selecdo 96.13.07 X X
Kieffer X X X X
Red Bartlett X X
Shinseiki X X
Williams X X
Pyrus calleryana X X




Tabela 2 - Etapas de percurso estigma-ovario conforme o desenvolvimento
dos tubos polinicos. FAEM/UFPel, Embrapa Clima Temperado, Pelotas, 2007.

Etapa do percurso

Desenvolvimento do tubo polinico

Tubo polinico, ndo colorido, no estigma

Tubo polinico no inicio do pistilo

Tubo polinico a V4 pistilo

Tubo polinico a 1/3 pistilo

Tubo polinico na metade do pistilo

Tubo polinico préximo ao ovdrio

Tubo polinico no interior do ovério

Auséncia de tubo polinico préximo ao 6vulo

RN (N[N (BRI |=|S

Tubo polinico préximo ao évulo

o

Tubo polinico no interior do saco embriondrio

10

Tubo polinico no interior do 6vulo

* Adaptado de Franken et al., 1988
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Tabela 3 - Percentagem de germinagdo de graos de pélen de gendtipos de
pereira utilizados nos cruzamentos. FAEM/UFPel, Embrapa Clima
Temperado, Pelotas, 2007.

Genotipos % Viabilidade
Abbé Fétel 56,75
Abbé Fétel 02 -
Carrick 47,75
Cultivares Forelle 35,25
Kieffer 50,00
Red Bartlett 54,00
Shinseiki -
6.93 37,50
Selecies 7.93 51,25
9.93 36,25
96.13.07 -

Porta-enxerto Pyrus calleryana 55,75
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Tabela 4 - Percentagem de tubos polinicos que atingiram as etapas do percurso estigma-ovario em
funcdo da autopolinizagdo (campo e laboratério) e da polinizagdo livre da Sele¢do 6.93. FAEM/UFPel,
Embrapa Clima Temperado, Pelotas, 2007.

Polinizacdes
Etapas do percurso i f&utopolinizagﬁes Polinizacdo livre
Laboratério Campo
0 2297 Bb 22,69 B b 42,68 A Db
1 21,00A b 09,18 B ¢ 0430 B ¢
2 00,00 A ¢ 03,47 A  de 00,00 A c
3 01,72A ¢ 04,80 A de 00,00 A c
4 04,07A ¢ 06,28 A «cd 01,33 A c
5 00,88 A ¢ 01,95 A e 00,70 A c
6 00,88 A ¢ 00,00 A e 00,70 A c
7 4839 Aa 51,63 Aa 5029A a
8 00,00 A ¢ 00,00 A e 00,00 A c
9 00,00 A ¢ 00,00 A e 00,00 A c
10 00,00 A ¢ 00,00 A e 00,00 A
CV (%) 27,91

*Médias seguidas de mesma letra maitiscula na linha e mintscula na coluna nao diferem entre si pelo teste
de Duncan ao nivel de 5% de probabilidade de erro.
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Tabela 5 - Percentagem de tubos polinicos que atingiram as etapas do percurso estigma-ovario em fungdo da
autopoliniza¢do (campo e laboratério), polinizacdo livre da cultivar Kieffer e da polinizacdo cruzada (‘Kieffer’ x
‘Carrick’). FAEM/UFPel, Embrapa Clima Temperado, Pelotas, 2007.

Polinizacoes
Etapas do percurso Autopolinizacio S Polinizacdo cruzada
Polinizacio livre
Campo Laboratorio Carrick
0 12,74 B ¢ 4922 Aa 01,82 D ef 08,70 C d
1 15;74A b 00,00 C b 00,48 C fg 06,20 B e
2 0481A d 00,00 B b 00,32 B fg 00,00 B f
3 03,15 B d 00,00 C b 07,11 A d 04,95 B e
4 11,10 B ¢ 00,00 C b 2530A b 11,L10 B ¢
5 03,24 C d 00,00 D b 12,04 A c 06,82 B de
6 00,00 C 00,00 C b 03,81 B e 1224 A ¢
7 48,63 Aa 50,78 A a 40,08 B a 21,10 C b
8 00,59 C 00,00 C b 08,71 B d 24,68 Aa
9 00,00 A e 00,00A b 00,00 A g 02,12 A f
10 00,00 A 00,00A b 00,33 A fg 02,09 A f
CV (%) 15,86

*Médias seguidas de mesma letra maidscula na linha e mindscula na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Duncan
ao nivel de 5% de probabilidade de erro.



Tabela 6 - Percentagem de tubos polinicos que atingiram as etapas do percurso estigma-ovario em
func¢do da autopolinizacdo e polinizagdo livre da Sele¢do 9.93. FAEM/UFPel, Embrapa Clima

Temperado, Pelotas, 2007.

Polinizacoes

Etapas do percurso

Autopolinizacao Polinizacio livre

0 4336 A b 21,52 B b

1 05,64 A ¢ 06,90 A c

2 0042A d 03,37 A d

3 0141 B d 07,95 A c

4 00,52 B d 06,61A c

5 0021A d 01,09 A e

6 00,00 A d 00,83 A e

7 47,65 A a 4995 Aa

8 00,79 A d 01,78 A e

9 00,00A d 00,00 A e

10 00,00 A d 00,00 A e
CV (%) 12,73

*Médias seguidas de mesma letra maidscula na linha e mintdscula na coluna ndo diferem entre si pelo

teste de Duncan ao nivel de 5% de probabilidade de erro.
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Tabela 7 - Percentagem de tubos polinicos que atingiram as etapas do percurso estigma-ovario em func¢ao da autopolinizac¢do da polinizacdo cruzada com ‘Kieffer’ para
as Selegoes 7.93 e 96.13.04 e cultivar Red Bartlett. FAEM/UFPel, Embrapa Clima Temperado, Pelotas, 2007.

Genétipos
Selecdo 7.93 Selecao 96.13.04 Red Bartlett
Polinizacoes

Etapas do Autopolinizagio Poliniza?ﬁo cruzada Autopolinizagio Poliniza?ﬁo cruzada Autopolinizagio Poliniza?ﬁo cruzada

percurso Kieffer Kieffer Kieffer
0 4586 A b 05,20 B de 46,37 A a 27,66 B a 44,02 A b 14,13 B b
1 02,18 A ¢ 00,00 A f 00,84 B b 08,90 A bc 00,27 B de 14,09 A b
2 0093 A ¢ 01,20 A f 00,70 A b 01,13 A de 00,00 B e 02,56 A ¢
3 00,00 A ¢ 01,20 A f 00,35A b 00,47 A de 00,27 B de 1329A b
4 00,00 A ¢ 0320 A ef 00,57 A b 02,03A de 02,35A d 0431 A ¢
5 00,00 A ¢ 0785A d 00,64 A b 04,03 A cd 00,52 A e 00,69 A d
6 00,00 B ¢ 29,94 A a 00,58 A b 01,34 A de 00,00B e 04,34 A ¢
7 51,03 Aa 26,66 B b 4874 A a 40,04 A a 4746 A a 40,93 Ba
8 00,00 B ¢ 1280A ¢ 01,21 B b 1433A b 05,11 A ¢ 04,68 A ¢
9 00,00 B ¢ 05,63 A de 00,00 A b 00,07A de 00,00 A e 00,98 A d
10 00,00 B ¢ 06,32 A de 00,00 A b 00,00 A e 00,00 A e 00,00 A d

CV (%) 23,78 46,27 17,55

*Médias seguidas de mesma letra maitscula na linha e mintdscula na coluna nio diferem entre si pelo teste de Duncan ao nivel de 5% de probabilidade de erro.



Tabela 8 - Percentagem de tubos polinicos que atingiram as etapas do percurso estigma-ovario em func¢io da
autopolinizag@o da ‘Shinseiki’ e das poliniza¢des cruzadas (‘Shinseiki’ x ‘Abbé Fétel’, ‘Shinseiki’ x ‘Forelle’

e ‘Shinseiki’ x ‘Kieffer’). FAEM/UFPel, Embrapa Clima Temperado, Pelotas, 2007.

Polinizacoes
s o Polinizacoes cruzadas
Etapas do percurso  Autopolinizacio Abbé Fétel Forelle Kicffer
0 3697 A b 07,88 C ¢ 11,85 B b 0093 D d
1 00,00A d 00,00A d 00,62A d 00,00A d
2 00,39A d 00,17A d 00,00A d 01,36 A d
3 00,00 A d 01,42 A d 00,00A d 00,00A d
4 03,39 BC d 1594A b 05,36 B ¢ 0198 C d
5 09,25 B ¢ 16,42 B b 10,28 B b 12,75 B ¢
6 00,54 B d 03,71 B d 2597 A a 26,57TA b
7 4722 Aa 4350Aa 23,40 Ba 23,90 B b
8 01,96 D d 10,71 C ¢ 21,73 Ba 30,73 Aa
9 00,00 A d 00,00A d 00,00A d 00,89A d
10 00,28 A d 0025A d 00,79 A d 0089A d
CV (%) 30,96

*Médias seguidas de mesma letra maitiscula na linha e mindscula na coluna ndo diferem entre si pelo teste de

Duncan ao nivel de 5% de probabilidade de erro.
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Tabela 9 - Percentagem de tubos polinicos que atingiram as etapas do percurso estigma-ovario em funcdo da autopolinizagcdo da ‘Williams’ e das polinizacdes
cruzadas (‘Williams’ x ‘Abate Fetel’, ‘Williams’ x ‘Carrick’, ‘Williams’ x ‘Forelle’, ‘Williams’ x ‘Packham’s’ e ‘Williams’ x ‘Kieffer’). FAEM/UFPel,
Embrapa Clima Temperado, Pelotas, 2007.

Polinizacdes
Etapas R
do percurso Autopolinizacio - Polinizagdo cruzada -
Abbé Fétel Carrick Forelle Packham's Kieffer
0 2332 B b 03,51 D d 3685A a 09,78 C bc 22,89 B ab 06,40 CD c
1 00,44 BC d 00,38 C ef 0479 B b 01,56 BC d 05,87 A cd 01,58 BC de
2 00,15 AB e 00,00 B f 02,21 AB bed 00,94 AB d 01,85 A e 00,45 AB e
3 06,56 A ¢ 00,00 B f 01,01 B cd 05,93 A de 07,45 A c 03,77 A cd
4 0221 B cd 01,41 BC de 01,01 C cd 11,79 A  bc 02,85 BC de 01,30 BC de
5 04,61 B ¢ 16,72 A ¢ 0145 C cod 1569A b 0777 B c 19,09A ab
6 00,00 D e 26,79 A  ab 0097 D d 08,15 B c 01,49 C e 20,78 A ab
7 4556 A a 19,64 CD bc 46,84 A a 1568 D b 29,67 B a 27,97 BC a
8 1708 B b 30,12A a 03,66 C bc 29,73 A a 19,76 B b 15,20 B b
9 00,07 A e 00,07 A ef 0097 A d 00,32 A e 00,20 A f O0L03A de
10 00,00 C e 01,36 AB de 00,24 BC d 00,43 BC de 00,20 C f  0243A cde
CV (%) 30,71

*Médias seguidas de mesma letra maidscula na linha e mindscula na couna ndo diferem entre si pelo teste de Duncan ao nivel de 5% de probabilidade de erro.



Tabela 10 - Percentagem de tubos polinicos que atingiram as etapas do percurso
estigma-ovario em fungdo da autopolinizagdo de P. calleryana e da polinizacio
cruzada de P. calleryana X ‘Abbé Fétel’. FAEM/UFPel, Embrapa Clima Temperado,
Pelotas, 2007.

Polinizacoes
Etapas do percurso Autopolinizacao Pollnlza’(;a(t cruzada

Abbé Fétel 02

0 00,14 B d 10,76 A ¢

1 05,76 B ¢ 2252A b

2 0031 B d 06,03 A d

3 02,63 A d 03,66 A de

4 00,92 A d 02,73 A de

5 00,76 A d 02,49 A de

6 4422 A a 01,79 B e

7 08,72B ¢ 4522 A a

8 27,19A b 0294 B de

9 01,72 A d 01,00 A e

10 07,63A ¢ 00,86 B e

CV (%) 25,82

*Médias seguidas de mesma letra maitiscula na linha e minudscula na coluna ndo
diferem entre si pelo teste de Duncan ao nivel de 5% de probabilidade de erro.
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te

Figura 1 - (A) Ramos protegidos com estruturas adaptadas em TNT para autopolinizacdo. (B)
Ramos designados para polinizagdo aberta. UFPel/FAEM, Embrapa Clima Temperado, Pelotas,
2007.

W
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Figura 2 - (A) Pistilos emasculados para posterior poliniza¢do. (B) Becker contendo dgua para a
conservagdo dos ramos com pistilos emasculados. UFPel/FAEM, Embrapa Clima Temperado,
Pelotas, 2007.



140

Figura 3 - (A) Pistilos e pistilos com gotas de corante diferencial Lacméide. (B) Laminas prontas
para serem observadas em microscopio. UFPel/FAEM, Embrapa Clima Temperado, Pelotas, 2007.
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FIGURA 4 - (A, B e C) Germinacdo de griaos de pdlen na superficie estigmadtica e no estilete. (D e
E) Tubos polinicos atingindo o ovédrio. (F, G e H) Tubos polinicos atingindo os évulos.



3 - CONCLUSOES GERAIS

A percentagem de germinacao in vitro dos graos de pélen de pereira é
dependente dos gendtipos, das temperaturas e dos tempos de incubacao.

A adicdo de nitrato de célcio ao meio de cultura interfere negativamente na
germinacao dos graos de poélen de pereira.

O 4acido bérico em concentracdes de até 100 mg L™ parece melhor a germinagéo
in vitro dos graos de pdélen de gendtipos de pereira.

No geral, a percentagem de fecundagdao dos cruzamentos realizados foi baixa.
Fato que pode estar relacionado ao pouco tempo de interacdo entre grao de pélen-
pistilo apds a polinizacao, para que os tubos polinicos atingissem o ovario.

A maioria dos gendtipos apresenta algum grau de incompatibilidade.

Nos cruzamentos realizados, o desenvolvimento dos tubos polinicos (50% deles)
ocorre até a penetragdo do ovario. Na bibliografia, alguns autores consideram isso
como fecundacédo realizada. Porém a penetragdo dos tubos polinicos nos évulos foi
nula ou quase que completamente nula para todos os genétipos e tipos de cruzamentos
realizados.
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