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Estou
longe de casa
ha tanto tempo e com o tempo
se aprende... Tao inutil € o orgulho,
passageiro ¢ o mundo. E que importancia tem
0s medos? Se serdo irrelevantes
com o tempo...
Viver é s0
0 ensaio
de uma vida eterna!

(Marcela Tais)
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ARAUJO, D. C. B. Viabilidade e conservacao de grios de pélen e polinizac&o artificial de
espécies frutiferas nas condic¢des de Roraima. 2017. 60 p. Universidade Federal de Roraima
(Dissertacio — Mestrado em Agronomia, Area de Concentragio: Producio Vegetal), Boa Vista-
RR, 2017.
RESUMO

Estudos de viabilidade e conservacdo de grdos de pdlen para especies frutiferas sdo de
fundamental importancia, tanto para subsidiar a conducdo de programas de melhoramento
genético quanto para auxiliar na definicdo de técnicas de manejo adequadas para essas culturas,
sobretudo a polinizacéo artificial, visando garantir ndo somente incrementos de produtividade,
como também melhor qualidade dos frutos. Nesse sentido, objetivou-se com o presente estudo
avaliar a viabilidade e conservacdo de grdos de polen e a polinizacdo artificial de espécies
frutiferas nas condicbes de Roraima. Para tal, o trabalho foi constituido dos seguintes
experimentos: 1) Determinacdo da antese em ateira, compreendendo as seguintes etapas:
observacao das caracteristicas morfologicas das flores por 46 horas, visando a determinacgéo
dos seguintes estagios: feminino (antese) e masculino. Viabilidade e germinacdo de grdos de
polen de ateira (Annona squamosa L.) submetidos a diferentes condi¢Ges de armazenamento.
O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado, em um esquema fatorial 2x7,
sendo 2 condi¢cbes de armazenamento (ambiente a 27+2°C e refrigerado a 5+2°C) e 7 tempos
de acondicionamento dos grdos de polen (0, 4, 8, 12, 16, 20 e 24 horas), com 4 repeticOes, para
a analise da germinacdo dos grdos de polen e 3 repeticdes para a andlise da viabilidade dos
grdos de poélen, sendo que cada repeticdo foi composta por uma lamina. As variaveis avaliadas
foram: porcentagem de gréos de pélen viaveis e ndo viaveis e porcentagem de gréos de pélen
germinados e ndo germinados. 2) Polinizagéo artificial e qualidade da frutificagdo de ateira
(Annona squamosa L.) nas condices de Roraima. O delineamento experimental foi
inteiramente casualizado, com 8 tratamentos e 4 repeti¢6es, sendo 40 flores por parcela. Os
tratamentos foram compostos dos seguintes horarios de polinizacgdo artificial: 6, 7, 8, 9, 10, 16,
17 e 18 horas. As variaveis avaliadas foram: comprimento e didmetro dos frutos (cm); firmeza
da polpa (N); massa fresca dos frutos (g); massa fresca da casca e sementes (g); potencial
hidrogenibnico (pH); sdlidos sollveis (°Brix) e acidez titulavel (g de acido citrico 100 g* de
polpa). 3) Viabilidade e germinacdo de gréos de pdlen de cacarizeiro (Myrciaria dubia) in vitro.
O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado, em um esquema fatorial 2x7,
sendo 2 meios de cultura (com boro e sem boro), para 0 experimento de germinacdo e 2
condicdes de armazenamento (ambiente a 27+2°C e refrigerado a 5+2°C) para o experimento
de viabilidade, para 7 tempos de acondicionamento dos gréos de polen (0, 4, 8, 12, 16, 20 e 24
horas), com 4 repeticdes, para a analise da germinacdo dos grdos de pdlen e 3 repeti¢bes para a
analise da viabilidade dos grdos de pdlen, sendo que cada repeticdo foi composta por uma
lamina. As variaveis avaliadas foram: porcentagem de grdos de pdlen viaveis e ndo viaveis e
porcentagem de grdos de p6len germinados e ndo germinados. As varidveis avaliadas em cada
experimento foram submetidas a analise de variancia, sendo os efeitos dos tratamentos
quantitativos submetidos a regressao polinomial e os qualitativos pelo teste de Tukey, ao nivel
de 5% de probabilidade. As andlises foram realizadas através do programa computacional
SISVAR. Para as condigdes edafoclimaticas do Estado de Roraima a antese (estagio feminino)
das flores da ateira tem inicio as 00:00h, se estendendo até as 12:00h do mesmo dia, alcangando
0 estagio funcionalmente estaminado (masculino) a partir das 6 horas da manha do dia seguinte.
E recomendado que a polinizacdo artificial de ateira seja realizada no periodo da manhé, de
6:00 as 10:00h. Os gréos de pdlen de ateira e de cacarizeiro permanecem viaveis por até 12h
apos a coleta, quando armazenados em condi¢cdo ambiente (27£2°C).

Palavras-chave: Annona squamosa, Amazonia, Ata, Biologia floral, Camu-camu, Cacari,
Germinacdo, Myrciaria dubia, Melhoramento.
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species fruit under the conditions of Roraima. 2017. 60 p. Federal University of Roraima
(Dissertation — Master in Agronomy, Area of Concentration: Plant Production), Boa Vista-RR,
2017

ABSTRACT

Studies of viability and conservation of pollen grains to species of fruit are of fundamental
importance, both to inform the conduct of genetic improvement programs, to assist in the
definition of the management techniques appropriate to these cultures, especially the
pollination, artificial, aiming to ensure not only the increments of productivity, but also better
quality of the fruits. In this sense, aimed with this study to assess the viability and conservation
of pollen grains and pollination artificial species fruit under the conditions of Roraima. To this
end, the work was made up of the following experiments: 1) Study of the opening floral flower
sugar apple (Annona squamosa L.), comprising the following steps: observation of the
morphological characteristics of the flowers, for 46 hours, aiming at the determination of the
following stages: female (anthesis) and male. 2) The feasibility and germination of pollen
grains from the minutes submitted to different storage conditions. The experimental design was
the entirely randomized, in a scheme factorial 2x7, 2 in the conditions of storage environment
(25+£2°C and cooled to 5£2°C) and 7 times the wrapping of the pollen grains (0, 4, 8, 12, 16, 20
and 24 hours), with 4 repetitions, for the analysis of the germination of pollen grains and 3
repetitions for the analysis of the viability of the pollen grains, being that each repetition was
composed by a blade. The following variables were evaluated: percentage of pollen grains
viable and non-viable and the percentage of pollen grains germinated and no germinated. 2)
Pollination and artificial quality of the fruiting of sugar apple (Annona squamosa L.) in the
conditions of Roraima. The experimental design was entirely randomized, with 8 treatments
and 4 repetitions, being 40 flowers per plot. The treatments were composed of the following
zones of pollination artificial: 6, 7, 8, 9, 10, 16, 17 and 18 hours. The following variables were
evaluated: length and diameter of fruits (cm); firmness of the pulp (N); mass of fresh fruit (g)
mass of fresh bark and seeds (g); hydrogen-ionic potential (pH); soluble solids (°Brix) and
titratable acidity (g citric acid 100 g-1 of pulp). The variables evaluated in each experiment
were subjected to analysis of variance, the effects of the treatments quantitative submitted to
the polynomial regression and the qualitative by the test of Tukey at the 5% level of probability.
The analyses were performed using the computer program SISVAR. For the climate conditions
of the State of Roraima anthesis (stage female) of flowers on the sugar apple begins at 00:00,
extending until 12:00 the same day, reaching the stage functionally staminate (male) from 6
o'clock in the morning of the following day. It is recommended that the pollination artificial
ateira be held in the mornings, from 6:00 to 10:00. The pollen grains of sugar apple and
cacarizeiro remain viable for up to 12 hours after collection stored in the condition of the
environment (27+2°C).

Key words: Annona squamosa, Amazon, Sugar apple, Biology, floral, Camu-camu, Cacari,
Germination, Myrciaria dubia, Improvement.
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1 INTRODUCAO

Apesar dos notorios avancos da fruticultura brasileira, consolidados no aumento da
producdo, da produtividade e da melhoria na qualidade dos frutos, a participacdo da regido
Amazonica no cenario da fruticultura nacional ainda € pouco expressiva, em razao do seu
carater essencialmente extrativista (LEDERMAN et al., 2008).

Contudo, diversas dessas espécies frutiferas vém sendo alvo de intensa investigacdo
cientifica nas condi¢des do Estado de Roraima, a exemplo da ateira (Annona squamosa L.) e
do cacarizeiro [Myrciaria dubia (Kunth) Mc Vaugh], devendo assim serem apresentadas como
alternativas para o cultivo comercial e consequentemente contribuir para o avango do setor no
estado.

Para o sucesso das técnicas de polinizacdo artificial, o conhecimento do tempo de
viabilidade do pdlen e de receptividade do estigma é de fundamental importancia para se obter
a fecundacao da flor (ANTONIO, 2004). A receptividade dos estigmas € um fator fundamental
na determinacdo do melhor periodo de deposicdo do polen na flor. Normalmente o estigma,
produz substancias viscosas que facilitam a aderéncia do mesmo, garantindo, provavelmente, a
fertilizacdo com formacéo de frutos e sementes (SOUZA et al., 2002).

Muitos métodos tém sido usados para verificar a viabilidade do pdlen das plantas,
podendo ser determinada por método direto, com uso de técnicas de inducdo a germinacao in
vitro (P10 et al., 2007) ou in vivo (FERREIRA et al., 2007) e, por método indireto baseado em
parametros citolégicos, como a coloracdo (COLAS; MERCIER, 2000). Por meio da estimativa
da viabilidade pode se monitorar o vigor do grdo de pdlen durante a conservacdo, estudar a
interacdo podlen-pistilo, entre outros (DAFNI; FIRMAGE, 2000). A germinacdo do grdo de
polen depende de varios fatores, como a pressdo osmética, a concentracao e o tipo de aglcar, a
consisténcia, a temperatura, a umidade, a presenca de enzimas e fitormonios no meio de cultura
(ANTONIO, 2004).

De acordo com Tighe (2004), a conservacao de polen possibilita sincronia artificial entre
a dispersdo de polen com a receptividade floral, além de complementar a acdo de agentes
polinizadores pouco eficientes ou mesmo inexistentes.

A polinizagdo artificial € uma técnica de manejo de extrema importancia para o produtor
que destina sua producdo ao comércio in natura, pois em fungdo da eficiéncia da polinizag&o,
obtém-se, frutos de maior tamanho, melhor aparéncia e com melhores precos. A falta de
qualidade do polen pode frustrar as expectativas de resultados dessas polinizacdes artificiais
(GUIRADO et al., 2004).



Nesse sentido, estudos sobre viabilidade e conservagdo de grdos de pélen e polinizacao
artificial de espécies frutiferas, tornam-se imprescindiveis para subsidiar programas de
melhoramento genético, além de fornecer informacdes para os fruticultores sobre o manejo
adequado da polinizacao artificial nas condicdes do Estado de Roraima, visando maior

produtividade e melhor qualidade dos frutos.



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar a viabilidade e conservacao de grdos de polen de ateira e cacarizeiro e, o efeito

da polinizagé&o artificial na qualidade dos frutos de ata nas condi¢des de Roraima.

2.2 Objetivos especificos

Acompanhar a abertura floral (antese) das flores de ateira, visando a determinacdo dos

estagios feminino, masculino e senescéncia nas condi¢fes de Roraima.

Avaliar a viabilidade e germinacdo de gréos de pdlen de ateira submetidos a diferentes

condicdes de armazenamento.

Avaliar o efeito da polinizagdo artificial realizada em diferentes horarios, na fixagdo e
qualidade de frutos de ata nas condigdes de Roraima.

Avaliar a viabilidade e germinacdo de grdos de polen de cacarizeiro submetidos a

diferentes condicdes de armazenamento.



3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Aspectos gerais da cultura da ata

A ata (Annona squamosa L.) é uma das representantes mais importantes do género
Annona devido ao valor comercial de seus frutos, em fungéo do sabor bastante apreciado pelos
consumidores (ZUCARELI et al., 2007). Além das propriedades alimentares, as anonaceas
apresentam valor medicinal, propriedades farmacéuticas (SINGH, 2011; MADHU et al., 2012)
e, ainda, potencial como inseticidas (SEFFRIN et al., 2010).

De acordo com Brito et al. (2008) a ata também é conhecida como pinha ou fruta-do-
conde. E nativa das ilhas do Caribe, onde era chamada de andn pelos espanhdis, que se
encantaram com a sua polpa no século XVI. Chegou ao Brasil por meio do Conde de Miranda
que plantou o primeiro exemplar da arvore na Bahia, em 1626. Sua adaptacdo ao clima
brasileiro deve-se ao fato de preferir clima quente, com pouca chuva e estacdo seca bem
definida.

A importancia socioeconémica da ateira no Brasil tem aumentado nos ultimos anos. Seu
cultivo comercial tem sido efetuado com maior énfase na regido Nordeste e Centro-Oeste do
pais, em razdo de sua boa adaptacdo a baixa umidade relativa do ar. Na regido Nordeste, a Bahia
destaca-se, especialmente a microrregido de Irecé, com cerca de 3.000 hectares cultivados,
sendo a producdo caracteristicamente oriunda de agricultores familiares, pequenos e médios
produtores (SAO JOSE et al., 2014). Em funcéo das condicbes climaticas e da fenologia da
planta, existe forte tendéncia de a producdo concentrar-se entre 0s meses de janeiro e abril, e,
em menor quantidade, nos meses de outubro a dezembro (PELINSON et al., 2005).

A regionalizacdo dos pomares de anonaceas, além da adaptabilidade climética das
espécies, envolve os habitos alimentares regionais. Desse modo, a ata e a graviola (Annona
muricata L.) possuem destaque na regido Norte e Nordeste. Além da ata, o Sudeste brasileiro,
apresenta melhores condicdes para o desenvolvimento de atemoias (Annona cherimola Mill. x
Annona squamosa L.) e cherimoias (Annona cherimola Mill.) (NOGUEIRA et al., 2005).

A expansao do consumo de ata esta relacionada as propriedades medicinais e nutricionais,
bem como seu agradavel flavor. Tais propriedades devem-se a presenca de vitaminas A, B, C,
E, e K1, antioxidantes, acidos graxos poli-insaturados e presenca de minerais essenciais
prevenindo e auxiliando no combate doengas cardiacas, diabete, hipertireoidismo e cancer
(SENTHIL et al., 2014).

A ata é uma das frutas tropicais de maior aceitagdo comercial e a demanda de producéo

tém aumentado consideravelmente devido o consumo nacional e de outros paises. Apresenta



6timo potencial, com grandes perspectivas econdémicas para a comercializagdo, industrializacdo
e exportacdo, seja através do consumo in natura ou na forma de polpa (BITTENCOURT et al.,
2007).

A ateira € uma arvore de porte baixo, com 4,6 a 6,1 metros de altura, com uma ramificacéo
do tipo simpodial. As folhas s&o de coloracdo verde palida com 6,4 a 10,2 cm comprimento,
séo peludas quando jovens e suavizando de acordo com a maturidade, s&o finas, lanceoladas a
oblongas lanceoladas (CRANE et al., 2005).

De acordo com Manica (2003), as flores de Annona squamosa sdo hermafroditas,
axilares, com célice e corola carnosos, formando uma camara floral que funciona como abrigo,
fonte alimentar e/ou local de acasalamento para os visitantes florais. As flores apresentam
caracteristicas da sindrome de cantarofilia (polinizacdo por besouros), tais como peétalas
carnosas, de coloracdo clara e emissdo de odores fortes. A antese é crepuscular, iniciando por
volta das 17 horas e a duracdo das flores € de aproximadamente dois dias. As flores apresentam-
se na fase feminina nas primeiras 20 horas e na fase masculina nas 20 horas seguintes,
caracterizando a dicogamia protoginica. Carpophilus hemipterus, Carpophilus sp e Haptoncus
ochraceus (Nitidulidae) sdo os principais visitantes, sendo considerados como agentes
polinizadores desta anonacea.

A espécie é autocompativel, contudo, os testes de germinacdo indicam que as sementes
obtidas por polinizagdo cruzada apresentam maior viabilidade do que as resultantes de
geitonogamia (KILL; COSTA, 2003). O tempo de floracdo da ateira é de 3 a 6 meses, podendo
chegar a aumentar em casos de picos de floracdo mais extensos (CRANE et al., 2005).

Segundo Pefia et al. (2002), a auséncia de polinizadores resulta em uma produg¢do menor
que 5% da capacidade da planta. Dentre as técnicas de manejo para a cultura, a polinizagéo
artificial é definitivamente uma das mais importantes, uma vez que a autofecundacdo é
insignificante para o género Annona (PEREIRA et al., 2003). Taxas de até 66,7% de aborto
foram registradas por Kill e Costa (2003), resultantes de geitonogamia, os quais indicam que
mecanismos de acdo tardia ou incompatibilidade podem estar atuando na sua reproducao.
Assim, 0s autores acima citados recomendam que para garantir 0 sucesso reprodutivo, seja
utilizada a polinizagéo cruzada.

De acordo com Crane et al. (2005) os frutos séo agregados na forma de coracao, redondo,
ovais ou conicos, em geral, eles possuem de 5,1 a 12,7 cm de didmetro e pesam de 113 a 682
gramas. Os frutos sdo compostos por carpelos que sao facilmente retirados quando o fruto esta
maduro. A cor do fruto permanece constante, apenas perde o brilho ao decorrer do seu

desenvolvimento. A polpa é branca ou creme, com boa consisténcia, sabor agradavel e o tempo



de amadurecimento dos frutos é desuniforme, podendo a colheita ser realizada de 3 a 6 meses
na temporada. No género Annona, existe uma relacdo direta entre 0 nimero de sementes e 0
peso do fruto. Na ata, por exemplo, para cada 100 g de fruto existem aproximadamente 30
sementes (LEDERMAN; BEZERRA, 1997).

A ateira pode ser propagada por via sexuada (sementes) ou assexuada (vegetativa), sendo
que a forma mais empregada nos pomares é a sexuada. Esse fato torna os pomares muito
desuniformes em virtude da variabilidade genética entre as plantas. Essa variabilidade genética
garante a biodiversidade da espécie, mas por outro lado, implica em heterogeneidade dos
pomares (CORDEIRO; PINTO; RAMOS, 2000).

3.2 Aspectos gerais da cultura do cacari

O cacari também conhecido como camu-camu, aragd d’agua, ou sardo, ¢ uma espécie
pertencente a familia Myrtaceae, nativa das varzeas e lagos da Amazodnia (MAEDA et al.,
2007). Estéa entre as principais frutiferas nativas da Amazénia, com potencial econémico que
vém sendo pesquisadas no Estado de Roraima (CHAGAS et al., 2012; ROCHA-ARAUJO et
al. 2016; ABANTO-RODRIGUEZ et al. 2016). Foi descrito pela primeira vez em 1823 por
Humboldt, Bonpland e Kunth, como Psidium dubium HBK. Em 1963, Rogers McVaugh
reclassificou esta espécie para o género Myrciaria e, mais tarde, tornou-se conhecido como
Myrciaria dubia (Kunth) McVaugh (SILVA, 2012).

Segundo Villachica (1996) o cacarizeiro prefere solos aluviais inundaveis, a planta esta
adaptada a solos acidos de baixa fertilidade. Também pode apresentar a caracteristica incomum
de ser bem resistente e adaptavel a terrenos arenosos (VILLELA; SOUSA, 1996; I1AP, 1997)

O cacari esta disperso desde a regido central do Estado do Para até a Amazonia peruana,
sendo normalmente encontrado, em seu estado natural, a beira dos igarapés e rios ou em regides
permanentemente alagadas podendo permanecer até 4 meses submersas durante o periodo das
cheias (ZANATTA, 2005; IMAN et al., 2011). Entretanto, estudos estdo sendo conduzidos para
adaptar esta cultura a terra firme, ampliando as areas de plantio (CHAGAS et al. 2015; Araujo
et al. 2015).

De acordo com Bardales (2013) foram identificadas 16 populac6es naturais de cagarizeiro
em 9 municipios do Estado de Roraima nas margens dos principais lagos e rios do Estado de
Roraima.

A planta é um arbusto que alcanca de 3 a 8 metros de altura, podendo apresentar varias

ramificacOes. Pode assumir diversas formas, como o tipo taga, com um caule principal e muitos



ramos secundarios, que € a mais apropriada para producao de frutos, ou de varios caules com
muitos ramos secundarios. O caule apresenta consisténcia dura, porém flexivel, sendo
necessario o tutoramento das plantas quando carregadas de frutos, a fim de evitar a quebra dos
ramos por excesso de peso. As folhas sdo simples e opostas, de forma ovalada, elipticas ou
lanceoladas, com comprimento que variade 4 a 11 cm e largurade 2 a 4 cm.

As flores podem se apresentar individualmente ou em forma de inflorescéncia, e sdo
encontradas nas axilas das folhas, em toda a extensdo dos ramos superiores (YUYAMA et al.,
2010). As inflorescéncias apresentam varias flores de 1,0 a 1,5 mm de comprimento emergindo
do mesmo ponto. Possuem estilete de 10 a 11 mm de comprimento; pétalas em numero de
quatro, de cor branca, com 3 a 4 mm de largura; calice com sépalas diferenciadas, néo
persistentes (VILLACHICA, 1996), estames numerosos com anteras funcionais; graos de polen
com pouca variacdo no tamanho, com 17,3 a 23,4 um, faixa de tamanho considerada muito
pequena (CHAVE et al., 2001).

Bacelar-Lima (2009), estudando o sistema reprodutivo de trés acessos de cacari em terra
firme, demonstrou que M. dubia tem sistema reprodutivo misto, apresenta endogamia, alogamia
facultativa e apomixia, o que promove ainda mais variabilidade pelo cruzamento entre plantas.

Apresenta fruto bacéceo, globoso, com mesocarpo carnoso (gelatinoso) e esbranquicado,
de sabor citrico, verde-palido quando imaturo e variando de vermelho-escuro a purpuro-negro,
quando maduros; com comprimento de 1,4 a 2,7 cm, didmetro de 1,60 a 3,10 cm e peso médio
de 8,4 g. O nimero de sementes varia de 1 a 4 por fruto, com formato reniforme, com fibrilas
na superficie, apresentando boas caracteristicas agronémicas, tecnoldgicas e nutricionais
(MAEDA et al., 2006; YUYAMA, 2011).

Os principais atributos qualitativos do marketing comercial do cagari sdo os elevados
teores de acido ascorbico, visando principalmente o combate e prevencao de radicais livres,
aumentando a resisténcia imunoldgica e retardando o envelhecimento precoce ou natural
(SANTOS; SANTOS; ROCHA, 2009). Entretanto, um dos fatores que contribuem para a
restricdo do seu consumo sdo o sabor muito &cido da polpa e o amargor da casca, levando a
necessidade de pesquisas para 0 melhor aproveitamento do fruto (MAEDA et al. 2006).

Rodriguez (2016) estudando a relacdo entre os nutrientes minerais e o contetdo de
vitamina C em plantas de cacari cultivadas em solos de inundacdo de Ucayali no Peru,
concluiram que a concentracdo de acido ascorbico em plantas de cacari € melhor expressa
quando os solos possuem melhores atributos quimicos e boas condicGes de fertilidade natural.

A propagacdo do cacarizeiro, embora possa ser conduzida com utilizacdo de métodos

como estaquia, enxertia ou alporquia, € realizada basicamente por via sexuada através de



sementes (ENCISO NARAZAS; VILLACHICA, 1993; FERREIRA; GENTIL, 1997,
HARTMANN et al., 2002).

Em suas condi¢cdes naturais frutifica entre os meses de novembro e marco. Quando
cultivado em terra firme, produz flores e frutos durante o ano inteiro, com queda na producéo
nos meses de julho e agosto (RIBEIRO; MOTA; PADINHA, 2002).

3.3 Teste de viabilidade do polen

Dentre os fatores responsaveis pelo sucesso dos programas de melhoramento destaca-se
a selecdo de gendtipos e os cruzamentos cuja eficacia depende diretamente da viabilidade do
polen (TECHIO et al., 2006). A viabilidade polinica é um dos fatores que tém influéncia direta
sobre o sucesso da fertilizagdo. E recomendavel testar a viabilidade do pélen, antes de sua
utilizacdo (DANTAS et al., 2005; EINHARDT et al., 2006).

Dentre os métodos para avaliagdo da viabilidade do polen estdao: 1) germinagao “in vivo”,
2) avaliacdo microscopica seguida de coloracao dos grdos de polen germinados, 3) avaliacéo
“in vitro” do crescimento do tubo polinico. De acordo com Santos (2005) os métodos acima
citados tém sido usados para estudos com fruteiras.

A estimativa da viabilidade dos grdos de polen frescos ou fixados, e dos criopreservados,
pode ser feita através do emprego de diferentes técnicas, sendo que, as mais utilizadas séo a
coloracdo do citoplasma dos gréos e a germinacgdo in vitro, esta ultima muito empregada no
monitoramento de polen vivo armazenado (OLIVEIRA et al., 2001).

O sucesso da germinacdo in vitro depende de varios fatores como espécie vegetal, estado
nutricional das plantas, época do ano e horério de coleta, fotoperiodo, temperatura, método de
coleta, periodo de incubacdo e presenca de micro e macronutrientes no meio de cultura
(SOARES et al., 2008), além de ajustes da composicao dos meios de cultura para cada espécie
(CHAGAS et al., 2010; SINIMBU NETO et al., 2011).

A composic¢do do meio de cultura favoravel a germinacéo in vitro € diferente para cada
espécie, mas geralmente contempla um agente solidificante (agar ou gelatina, dentre outros),
acucar e, em certos casos, nutrientes em concentragdes especificas, devendo ser investigada
para cada especie (SOUSA et al., 2010). Sinimbu-Neto et al. (2011) avaliando a viabilidade in
vitro de gréos de polen de bacurizeiro (Platonia insignis Mart.) verificaram que o melhor meio

de cultura para a germinacao do pélen é com adicdo de 7,5 g L™ de sacarose ao meio.



Danner et al. (2011) estudando o modo de reproducgéo e as condi¢Oes para testes de
viabilidade in vitro de polen de trés espécies de jabuticabeira, constataram que a adi¢do de acido
borico no meio de cultura aumenta a germinagéo in vitro de polen.

A germinacao de poélen in vitro e in vivo permite a analise da capacidade de emisséo do
tubo polinico e uma correlacdo dessa taxa com a viabilidade do gréo de pélen (FERREIRA et
al., 2007). Entretanto, a determinacdo da viabilidade de gréos de pdlen por meio de corantes é
uma pratica comum em citogenética. Os métodos colorimétricos utilizam corantes quimicos
especificos que reagem com componentes celulares presentes nos gréos de pélen maduro, como
por exemplo, o lugol e o carmim acético (PAGLIARINI; POZZOBON, 2004).

Georgieva e Kruleva (1994), testaram a aplicagéo de reagdes baseadas na presenca de
enzimas funcionais. A reacdo de tetrazolio € um exemplo dessas reacdes. O teste baseia-se na
alteracdo da coloracdo dos tecidos, em presenca de solucdo salina de 2,3,5 - trifenil cloreto de
tetrazolio (TTC), o qual é reduzido pelas enzimas desidrogenages dos tecidos vivos, resultando
num composto chamado formazan, de coloragdo vermelha carmim. Tecidos mortos
apresentam-se descolorados. A atividade enzimatica do grdo de pdlen é associada a sua
capacidade de germinacdo (DERIN; ETI, 1999). Quando o TTC reage com o hidrogénio
produzido pela respiracdo celular d& ao poélen uma coloracdo vermelha (HOEKSTRA;
BRUINSMA, 1975).

Em estudos com o uso de tetrazolio para teste de viabilidade polinica em maracuja
silvestre (Passiflora miniata VVanderplank), Santos et al. (2016) verificaram que independente da
concentracdo do corante e métodos utilizados, a taxa percentual de viabilidade média geral
(80% de grdos de pélen corados em todos os tratamentos) foi considerada satisfatoria para
programas de melhoramento.

Corantes, como o carmim acético e a solucdo de Alexander, sdo também utilizados como
indicativos de viabilidade polinica (MULUGETA et al. 1994; DOMINGUES et al. 1999;
RIGAMOTO; TYAGI, 2002). Estudando a morfologia e viabilidade de grdos de polen de
acessos silvestres de abacaxi [Ananas comosus (L.) Merril], Soares et al. (2011) constataram
gue a maioria dos acessos apresentou viabilidade com carmim acético acima de 76%. Porém
para Baez et al. (2002) e Pline et al. (2002), estes testes refletem somente a integridade de
estruturas celulares, como nucleo e membrana plasmatica.

Alguns corantes sdo mais utilizados que outros, tais como o sal de Tetrazdlio, Solucédo de
Lugol, Solucdo de Alexander e Carmim Acético (EINHARDT et al., 2006). De acordo com
Damasceno Junior et al. (2008) a solucdo de Alexander é um corante que distingue bem os

gréos viaveis dos inviaveis nas maiorias das angiospermas, o Carmim Acético tambem é muito



utilizado em analises de rotina de laboratérios, contudo ha algumas limitaces na reacdo com
algumas especies (ZANOTTO et al., 2009)

Testes com outros corantes como Lugol e Sudan IV séo utilizados em alguns estudos
como indicativos de viabilidade polinica (SOUZA et al., 2002; HUANG et al., 2004). Hister et
al. (2016) avaliando a estimativa da viabilidade polinica de aracazeiro (Psidium cattleianum
Sabine) através de distintos métodos de coloragdo concluiram que a orceina acética 2%
superestimou a viabilidade polinica e que o reativo de Alexander é o mais preciso, devido a sua
dupla coloracéo.

Avaliando a viabilidade polinica de sete gendtipos de Theobroma cacao L., Cabral et al.
(2013) realizaram testes de viabilidade utilizando os corantes carmim acético e lugol. Como
resultado obtiveram uma média de viabilidade acima de 95% na estimativa com os dois
corantes.

Segundo Stanley e Linskens (1974), nenhum teste de viabilidade é completamente
satisfatorio, principalmente ap6s o pdlen ter sido armazenado, pelas seguintes razdes: o0s testes
guimicos usam corantes que reagem com constituintes quimicos ou estruturas cujas presencas
podem nao refletir a capacidade de o grdo de polen germinar; amostras de graos de polen que
germinam bem in vitro, podem ndo produzir suficiente elongacdo do tubo polinico para afetar
a fertilizacdo. Por outro lado, amostras de polen que parecem ndo-vidveis quando testadas in
vitro, podem produzir boa porcentagem de sementes in vivo; 0 pélen armazenado pode germinar
diferentemente em amostragens repetidas ou em diferentes meios.

Estudos sobre o pdlen servem de base para conhecer a biologia reprodutiva, além disso,
é importante para o melhoramento, conservacdo de recursos genéticos vegetais e para a
producdo de sementes hibridas (BIONDO; BATTISTIN, 2001; NASCIMENTO et al., 2003;
SEREJO et al., 2012).

3.4 Polinizacéo e conservagao de pdlen

A polinizacdo artificial é recurso de extrema importancia para o produtor que destina sua
producdo ao comércio in natura, pois em funcdo da eficiéncia da polinizacdo, obtém-se,
segundo Guirado et al. (2001), frutos de maior tamanho e melhor conformacgdo com melhores
remuneracdes para o produto. A polinizagdo artificial, aliada a técnica de inducdo floral, atraves
da poda de producéo € indispensavel para uniformizar a producéo, obter maior fixacdo e melhor
qualidade dos frutos, além de incrementar a produtividade (MOTA FILHO et al., 2012).



Em estudos sobre o efeito da polinizagdo natural, manual e da autopoliniza¢&o no nimero
de frutos fixados em ateiras, Campos et al. (2004) concluiram o que o uso da polinizacdo
artificial com pincel ou com bomba polinizadora aumentou em até 10 vezes o nimero de frutos
fixados em polinizagédo natural ou em autopolinizacéo.

Santos et al. (2014) estudando a influéncia da época de poda e tipos de polinizagdo no
florescimento e frutificacdo da ata (polinizagdo com pincel macio, realizada diretamente na flor,
e polinizacdo realizada com bomba polinizadora), constataram que os dois meétodos de
polinizacdo artificial aumentaram a porcentagem de fecundacdo de frutos (87,6% e 94,9%
respectivamente).

Sendo as plantas incapazes de deslocar para se reproduzir, elas utilizam intermediarios
que transferem os graos de pdlen para os estigmas das flores. Os agentes polinizadores podem
ser 0 vento (caso dos pinheiros, milho, trigo, arroz, etc.), a &gua (como em algumas plantas
aquaticas, chuva), a gravidade (caso de plantas com pdlen pesado) e seres vivos (insetos
passaros, etc.) como acontece com 80% de todas as plantas com flores (NABHAN;
BUCHMANN, 1997; KEVAN; IMPERATRIZ-FONSECA, 2002; FREITAS; IMPERATRIZ-
FONSECA, 2005).

A polinizacdo das anonéceas pode ser realizada por diferentes insetos, porém na maioria
delas, incluindo as anonas comerciais, como a ata, cherimoia, e atemdia, a polinizacao é feita
por restrito grupo de insetos, quase que exclusivamente pelos besouros nutidulideos, numa
sindrome de polinizacdo denominada cantarofilia (PAULINO NETO; OLIVEIRA, 2006). As
abelhas Melipona seminingra merrilae e Apis millifera foram consideradas polinizadores
efetivos do cacarizeiro. Representantes da ordem cleoptera: chrisomelidae e da ordem diptera:
syrphidae desempenham um papel secundario na polinizacdo (BACELAR-LIMA, 2009).

Sem os agentes polinizadores, a grande maioria das espécies de plantas ndo reproduziria
sexualmente e, consequentemente, ndo seria possivel produzir sementes, grdos, améndoas,
castanhas, frutas, vagens, folhagens, raizes, 0leos vegetais, esséncias, corantes naturais, etc.
utilizadas em larga escala pela sociedade humana (FREITAS; IMPERATRIZ-FONSECA,
2005).

Estudos feitos por Paulino-Neto (2013) analisando a polinizacgdo e biologia reprodutiva
de araticum-liso (Annona coriacea Mart.) concluiu que os principais e efetivos polinizadores
foram besouros Cyclocephala atricapilla e C. quatuordecimpunctata (Scaraaeidae: Dynastinae)
e que a polinizagdo por Cyclocephala é mais eficaz que autopolinizagéo e polinizagdo cruzada

manual.



Existem trés maneiras de se realizar a polinizacdo: a primeira forma é na propria flor,
chamada de autogamia ou autopolinizacdo; a segunda que recebe a denominagao geitonogamia,
ocorre entre flores diferentes da mesma planta; a terceira e Ultima maneira é a polinizacao
cruzada ou xenogamia, que acontece entre flores diferentes de plantas diferentes (FAEGRI,
VAN DER PIJL, 1979; DE JONG et al., 1993; FREITAS, 1995; SANTOS et al., 2008).

De acordo com Araujo (2003), vérios sdo os fatores que podem estar influenciando o
baixo pegamento nos casos de polinizacdo natural em ata, dentre eles destacam-se: a maturacéo
sexual em momentos distintos (dicogamia protoginica), assincronia de antese, anatomia das
flores com pétalas longas e base muito estreita, a lenta abertura das pétalas e a baixa incidéncia
de insetos polinizadores.

Avaliando a polinizacdo e protecdo de frutos de gravioleira no Estado da Bahia,
Vilasboas (2012) constatou que a polinizacéo artificial aumenta em quatro vezes o pegamento
de frutos nos cultivos de graviola e o ensacamento com papel ou tela demonstram ser os mais
adequados para a prote¢éo de frutos de graviola.

Segundo Tighe (2004), a conservacdo de polen possibilita sincronia artificial entre a
dispersdo de polen com a receptividade floral, além de complementar a acdo de agentes
polinizadores pouco eficientes ou mesmo inexistentes. Nesse sentido, investigacfes quanto a
conservacao de pélen tornam-se imprescindiveis dentro de um programa de melhoramento
visando a oferta de materiais mais produtivos e adaptados as diferentes regides brasileiras. Para
anonéaceas, além do fato de a polinizacdo natural ser ineficiente, o que justificaria por si s6
pesquisas de conservacao de polen, ainda héa outro problema que afeta a hibridacédo e a obtencéo
de novos hibridos, que é a curta viabilidade do pdlen depois de retirado da planta
(BONAVENTURE, 1999; PINTO-MAGLIO, 2003).

A conservacdo de polen € importante para pesquisas basicas, assim como para 0
intercambio e preservacdo de germoplasma (EINHARDT, 2006; FERES, 2009). O pdlen
conservado, no entanto, deve preservar sua viabilidade e por isso a necessidade de monitorar
essa capacidade antes, durante e depois da conservacdo. Dessa forma, pode-se estabelecer o
periodo maximo em que os grdos de pdlen podem permanecer conservados sem perder a
capacidade de germinar e fertilizar, tornando-se dessa forma uma importante ferramenta para o
melhoramento e para o intercdmbio do conhecimento (DAMASCENO JUNIOR et al., 2008).

O sucesso da conservagédo do polen, alem do periodo, depende principalmente de fatores
como o estagio fisiologico da flor, a temperatura e umidade relativa do ambiente de
armazenamento, e do grau de umidade do grdo de pdlen (AKIHAMA et al., 1979; GIORDANO
et al., 2003).



Resultados alcancados por Pio et al. (2007) com o polen de laranjas doces revelaram que
os grdos de polen armazenados em freezer (-10°C) apresentaram maior porcentagem de
germinacdo que em refrigerador (4°C). O emprego de baixas temperaturas, normalmente,
encontra-se ligado a reducdo do metabolismo do pélen, o que propicia maior longevidade.

Em estudos sobre 0 modo de reproducéo e as condicdes para testes de viabilidade in vitro
de pdlen de trés espécies de jabuticabeira, Danner et al. (2011) verificaram que a viabilidade
do pdlen é maxima apds 6 horas da antese. Os autores verificaram ainda que € possivel a
conservacdo do polen por até 90 dias em congelador (-18°C), desde que apresente alta
germinacao inicial (maior que 80%).

Dessa forma, estudos sobre técnicas e condi¢fes de armazenamento de polen que levem
ao estabelecimento de uma metodologia de conservacdo poderiam facilitar e otimizar o trabalho
de polinizacdo artificial e melhoramento da producdo de frutos. Outro beneficio com
desenvolvimento de protocolos adequados de conservacdo, seria a obtencdo de selecOes
potencialmente promissoras. Essas técnicas sdo ferramentas fundamentais em programas de

melhoramento genético.



4 MATERIAL E METODOS

4. 1 Determinacdo da antese, viabilidade e germinacdo de grdos de pdlen de ateira

(Annona squamosa L..) submetidos a diferentes condi¢des de armazenamento.

Inicialmente foi realizado o estudo da abertura floral de ateira visando determinar 0s
estagios feminino, masculino e senescéncia.

Essa etapa foi realizada em um pomar comercial de ata, implantado no Sitio Paricarana,
municipio do Cantad-RR (Latitude: 2° 36" 30" Norte, Longitude: 60° 35' 46" Oeste). O clima da
regido experimental é do tipo Aw, tropical chuvoso, de acordo com a classificacdo de Képpen
(ALVARES et al., 2013). Com temperatura média de 27,4 °C e 90 m de altitude, com
precipitacdo minima anual de 944,7 mm, perfazendo-se um total anual de 1678,6 mm e umidade
relativa do ar 70% (ARAUJO et al., 2001).

O pomar foi implantado no ano de 2009, num espacamento de 4 x 5 m. As plantas foram
conduzidas na forma de taca ou vaso aberto, foram podadas manualmente utilizando-se tesouras
de poda, em fevereiro de 2015 logo apds a colheita do ciclo anterior. Simultaneamente,
realizou-se a desfolha manual do &pice para a base dos ramos.

As plantas invasoras foram controladas nas entrelinhas com uso de grade ligada a tomada
de forca do trator, duas vezes durante o ciclo, na linha de plantio, na projecao da copa, o controle
foi realizado utilizando rogadeiras, quatro vezes durante o ciclo.

O tratamento fitossanitario consistiu em pulverizacdes de calda bordalesa para prevencéo
de possiveis ataques de antracnose no pomar. A calda foi constituida de sulfato de cobre (100
g) e cal agricola (100 g) para 20 litros de agua. As aplicaces foram realizadas a cada 15 dias,
a partir da poda de producéo até o inicio da abertura da primeira flor do pomar, utilizando um
pulverizador costal automatizado com capacidade para 13 litros.

As adubacbes foram realizadas de acordo com a recomendacédo de analise do solo e a
exigéncia da cultura seguindo a recomendacéo base da literatura cientifica consultada, apos a
poda de producdo. Aplicou-se 990 g de sulfato de aménia por planta como fonte de nitrogénio,
120 g de cloreto de potassio por planta como fonte de potassio, 250 g de superfosfato simples
por planta como fonte de fosforo, 40 g de bdrax por planta como fonte de boro, 20 g de sulfato
de zinco por planta como fonte de zinco. Sendo que o potéssio e nitrogénio foram aplicados de
forma parcelada em trés vezes, a cada 2 meses.

O sistema de irrigacéo foi desativado durante o estudo da abertura floral.



Durante o periodo de avaliagdo das flores de ateira foram coletadas a temperatura (°C)
media e umidade relativa do ar (%), conforme apresentado na Figura 01.

Figura 01 - Temperatura média (°C) e umidade relativa do ar (%) referente aos periodos de avaliacdo do
experimento. Canta-RR, 2015.

45 ¢ 4 100
40 | 1 90
L T 80 —~
_ S
£ 30 170 =
~ B [+
[3+] 4
S 5t 03
@ [
= 20 150 >
c I B
E 140 3
g 15 | ] 3 §
L =]
E 10 . 20 .é
5t {10 °
0 0

L RPN LT LTRSS ® Q S &
SO LS SO LSS S N N N
NSHENCHIN f\')’ @ @' N QQO SN \b‘ \b N m’)’ & 6" Qb‘ Nl Q°° \'\' \b‘

Periodos de avaliacdo (horas)

m Umidade == Temperatura

Para esta etapa do estudo foram marcados 100 botdes florais, completamente fechados,
escolhidos aleatoriamente em condi¢des homogéneas, duas horas antes do inicio das
observagdes com etiquetas fluorescentes de identificacdo para facilitar as observacdes durante
a noite. As observacdes e coleta de dados tiveram inicio no periodo em que as flores ainda
estavam fechadas as 16 horas. A partir de entéo, as leituras foram feitas de duas em duas horas,
durante 46 horas, quando todas as flores atingiram a fase de senescéncia.

Os dados coletados nesse periodo consistiram em anotagdes das modificacGes
morfoldgicas de cada flor durante o periodo de observagdo. Assim foi possivel determinar com
precisdo o periodo em que as flores alcancaram o estagio feminino, estagio masculino e
senescéncia.

Posteriormente foram realizados os testes de viabilidade e germinacao in vitro de graos
de pdlen no Laboratdrio de Cultura de Tecidos e Laboratério de Fitopatologia da Embrapa
Roraima.

Para o estudo da viabilidade e germinacdo dos grédos de poélen, foram coletadas, as 18
horas, 100 flores de ateiras escolhidas aleatoriamente, que se encontravam em condi¢cfes
homogéneas no inicio do estadgio feminino (pétalas levemente afastadas). As flores foram

levadas do campo para o laboratério de Cultura de Tecidos, acondicionadas em bandejas



plasticas, em camada Unica, a temperatura ambiente (em torno de 27+2 °C). A partir das 5:30h
da manhd do dia seguinte, periodo em que as flores se encontravam no estagio masculino, foram
separados os grdos de polen e divididos em partes iguais e acondicionado em recipientes
plasticos que, depois de fechados, foram identificados como ‘pélen refrigerado’ e ‘pdlen
ambiente’. O frasco identificado com ‘pdlen ambiente’ foi armazenado sob condi¢do ambiente,
em torno de 27+2 °C, enquanto que o ‘pdlen refrigerado’ foi mantido refrigerado em geladeira,
a uma temperatura de 5+2 °C. Imediatamente ap0s a separacdo e identificacdo dos tratamentos
de conservacdo, foram realizados os testes de viabilidade e germinacdo, sendo que a primeira
avaliacdo foi realizada (0 horas de acondicionamento), as 8h da manha, logo ap6s a coleta do
polen. As demais avaliacbes foram realizadas de 4 em 4 horas, ap6s o acondicionamento dos
grdos de polen, as 4, 8, 12, 16, 20 e 24 horas, tanto para o poélen submetido a temperatura
ambiente quanto para o polen armazenado sob refrigeracdo em geladeira.

Para a avaliacdo da viabilidade dos grdos de pélen, foi adaptada a técnica descrita por
Linsley e Cazier (1963), que constituiu na coloracdo dos grdos de pélen dispostos sobre lamina
de vidro, com azul-de-algodé&o a 1%.

No teste de germinacdo in vitro, foi utilizado o meio de cultura composto de 0,076 mg L"
! de Ca (NOs)2; 0,015 mg L de MgSO4; 0,017 mg L de KNOs; 0,029 mg Lt de H3BOs: 59
de Agar (adaptado de Brewbaker e Kwack, 1963). O meio foi distribuido em placas de Petri.
Ao meio de cultura foi adicionada sacarose a 10%, de acordo com a metodologia utilizada por
Loguercio (2002). Apds a inoculacdo do poélen, a placa de Petri foi deixada sob condicfes de
temperatura ambiente (27 °C), conforme recomendacdes de Lorenzon e Almeida (1997).

A placa inoculada foi lavada superficialmente com 15 gotas de &gua pura para o
desprendimento dos graos de polen. Logo ap6s, em uma lamina cavada foram misturadas uma
gota da solucdo contendo polen e uma gota de azul de algoddo em lactofenol. Em seguida foi
pipetada 1 gota dessa solucdo na camara de Neubauer que foi visualizada no microscopio.
Foram montadas 4 ldaminas de observacao por cada placa inoculada, facilitando a visualizacéo
para a contagem de pdlen germinado.

O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado, em um esquema fatorial
2x7, sendo 2 condicBes de armazenamento (ambiente a 27+2 °C e refrigerado & 5+2 °C) e 7
horérios distintos de acondicionamento dos grdos de polen (0, 4, 8, 12, 16, 20 e 24). O
experimento foi constituido de 4 repeticdes, sendo que cada repeti¢do foi constituida por uma
lamina formada a partir de cada Placa de Petri. Os grdos de pdlen de cada lamina avaliada

foram observados ao microscopio optico, utilizando-se as objetivas de 10x e 40x.



O método utilizado para testar a viabilidade do pélen foi uma adaptacéo da técnica do
tetrazolio (DAFNI, 1992). A cada 4 horas foram coletadas amostras de polen dos frascos com
polen em conservacdo para preparacao de laminas com 2, 3, 5 cloreto de trifenil tetrazolio
(TTC) na concentracdo de 1%, os grdos de polen foram distribuidos em 3 laminas por
tratamento e adicionados uma gota do corante em cada lamina. As laminas permaneceram por
quatro horas para verificagdo da coloracdo. Laminas que apresentaram 80% de graos de polen
corados de vermelho foram considerados como gréos de pélen viaveis.

Para os testes de viabilidade a primeira avaliagdo foi realizada (0 horas de
acondicionamento), as 8h da manh@, logo ap6s a coleta do polen. O delineamento experimental
foi o inteiramente casualizado, em um esquema fatorial 2x7, sendo 2 condi¢bes de
armazenamento (ambiente a 27+2 °C e refrigerado a 52 °C) e 7 horérios distintos de
acondicionamento dos grdos de polen (0, 4, 8, 12, 16, 20 e 24). O experimento foi constituido
de 3 repeticdes, sendo que cada repeti¢do foi composta por uma lamina inoculada. Os graos de
polen de cada lamina foram observados ao microscopio dptico, utilizando-se as objetivas de
10x e 40x.

As varidveis avaliadas foram submetidas a analise de variancia, sendo os efeitos dos
tratamentos quantitativos submetidos a regressao polinomial. As anélises foram realizadas pelo
programa computacional SISVAR (FERREIRA, 2011).

4.2 Polinizacdo artificial e qualidade da frutificacdo de ata (Annona squamosa L.) nas

condi¢bes de Roraima

Este experimento também foi realizado no pomar comercial de ata, implantado no Sitio
Paricarana, municipio do Canta-RR. As condicGes de clima e manejo da area foram 0s mesmos
descritos anteriormente.

Para este estudo foram selecionadas aleatoriamente 20 ateiras em condi¢des homogéneas.
Posteriormente, as flores no estagio feminino foram selecionadas e devidamente identificadas
de acordo com cada tratamento, com o uso de barbantes coloridos e etiquetas. A polinizagdo
artificial foi realizada em no maximo trés flores por ramo. Os tratamentos foram compostos dos
seguintes horarios de polinizacéo artificial: 6:00, 7:00, 8:00, 9:00, 10:00, 16:00, 17:00 e 18:00
horas.

Para os tratamentos do turno matutino foram identificadas também flores no estagio

masculino para a coleta do pélen. Estas foram retiradas das plantas e colocadas em uma bandeja



plastica forrada com papel. Em seguida, com auxilio de pincel nimero 2, o pdlen foi retirado
cuidadosamente, e depositado em uma placa de Petri. Posteriormente, o pélen foi depositado
sobre o estigma da flor no estagio feminino, de acordo com cada tratamento. Ja para 0s
tratamentos do turno vespertino (16:00, 17:00 e 18:00 horas), foram coletadas flores no estagio
feminino pela manha e armazenadas em placas de Petri sob temperatura ambiente (272 °C)
para posterior liberacdo do polen, quando estas atingiram o estagio masculino.

Apbs a realizacdo da polinizacdo artificial, as flores foram protegidas com auxilio de
sacos de papeéis, para evitar a contaminacdo com polen externo e assim comprovar de forma
efetiva o efeito da polinizacéo artificial e também evitar o ataque de insetos e/ou pragas.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com oito tratamentos e quatro
repeticdes, utilizando-se 40 flores por parcela.

Duas semanas apds a polinizacdo os sacos utilizados para a protecdo das flores foram
retirados e avaliados os percentuais de fixacdo dos frutos. Aproximadamente, quatro meses
apos a polinizacgdo artificial, quando os frutos apresentaram afastamento dos carpelos da casca
e a coloracdo verde amarelada dos tecidos entre os carpelos, foram colhidos. A colheita foi
realizada manualmente com o auxilio de uma tesoura de poda. Os frutos foram identificados e
acondicionados em bandejas de plastico e transportados para o Laboratério de Pds-colheita e
Cultura de Tecidos da Embrapa Roraima.

Os frutos foram armazenados no laboratério por aproximadamente trés dias em
temperatura ambiente (27+2 °C) e, quando atingiram a maturidade horticultural (ponto de
consumo), foram avaliados: a) Comprimento e diametro dos frutos (cm) — avaliados com auxilio
de paquimetro digital; b) Firmeza da polpa — avaliada com penetrémetro manual Effegi
equipado com ponteira de 8 mm, através da leitura em dois pontos opostos, na regido equatorial,
apos a retirada prévia da casca, e os resultados expressos em N; ¢) Massa fresca dos frutos (g)
— utilizando balanga semianalitica; d) Massa fresca da casca e sementes (g) — realizou-se a
determinacédo da massa fresca do fruto utilizando-se balanga de precisao semianalitica, preciséo
de 0,01 g. Posteriormente, os frutos foram despolpados manualmente para a avaliacdo da massa
da casca com pedunculo, da polpa e da semente. e) Sélidos Soluveis (SS): foi obtido pela
metodologia descrita pelo Instituto Adolfo Lutz (IAL), determinando a leitura em (°Brix) em
refratdmetro digital da marca Atagos com escala variando de 0 - 45°Brix, a determinacéo foi
realizada em temperatura ambiente (27+2 C°) (IAL, 2008); f) Acidez Titulavel (AT):
determinada por titulometria com solucdo de hidroxido de sdédio (0,01N), utilizando-se como
indicadora fenolftaleina 1%. Utilizou-se 5 g de amostra de polpa, diluidos em 100 ml de 4gua

destilada, sendo os resultados expressos em gramas de acido citrico (1AL, 2008).



As varidveis avaliadas foram submetidas a analise de variancia, sendo os efeitos dos
tratamentos comparados pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade. As analises foram
realizadas pelo programa computacional SISVAR (FERREIRA, 2011).

4.3 Viabilidade e germinacao de grédos de pélen de cagarizeiro in vitro

Os gréos de polen foram coletados de flores de cacarizeiro, com idade aproximada de
47 meses, do Campo Experimental Serra da Prata-CESP da Embrapa Roraima, localizada no
Municipio de Mucajai-RR (Latitude 2° 23°49” Norte; Longitude: 60° 58°40” QOeste). O clima
da regido é Ami, conforme o sistema de classificagdo de Kdppen (OLIVEIRA, 2006). As
chuvas nessa regiao de transicdo de florestas vao de abril a agosto, com precipitacdo total anual
de 1.844 mm.ano* (MOURAO JUNIOR et al., 2003).

Foram coletados ramos de cagarizeiro durante o periodo de floragdo, no més de janeiro
de 2017. Os ramos foram trazidos para o Laboratério de Cultura de Tecidos da Embrapa
Roraima em um Becker (2000 ml) com agua, e mantidos em observacéo a temperatura ambiente
(27£2 °C) até que os botdes iniciaram sua abertura. Em seguida foram acondicionados em sacos

de papel na regido em que se encontravam os botdes florais (Figura 02).

Figura 02 — (A) Ramos de cagcarizeiro (Myrciaria dubia) colhidos e deixados em dgua até a abertura dos botdes;
(B) Botdes florais isolados com saco de papel e (C) Flor totalmente aberta (inicio do desprendimento do pélen).
Boa Vista-RR, 2017.

Fonte: ARAUJO (2015)

Assim que os botdes abriram, o pélen foi coletado, constituindo “mixes” de amostras de

polen. Posteriormente, ¥4 desse mix de pélen foi identificado como ‘pdlen refrigerado’ e Va



‘pélen ambiente’ para o teste de viabilidade. A placa de petri identificada com ‘pdlen ambiente’
foi armazenado sob condicdo ambiente, em torno de 27+2 °C, enquanto que o ‘pdlen
refrigerado’ foi mantido refrigerado em geladeira, a uma temperatura de 5+2 °C. A outra metade
do mix de pdlen foi mantida a temperatura ambiente, em torno de 27+2 °C para o teste de
germinacdo em diferentes meios de cultura.

O teste de viabilidade do pdlen foi feito com a utilizacéo de solucéo de 2,3,5 cloreto de
trifenil tetrazélio (TTC) na concentracdo de 1% (DAFNI, 1992). Foram feitas trés laminas para
cada condicdo de acondicionamento e periodo de armazenamento. Os graos de polen imersos
na solugdo de TTC, foram cobertos com laminula e imediatamente protegidas da luz com papel
aluminio e deixadas em repouso por 4 horas, até o periodo de avaliacdo. Apds esse periodo, foi
realizada a leitura das laminas em microscopio 6ptico com objetivas de 10 x e 40 x para verificar
a viabilidade dos grdos de podlen. Foram considerados viaveis os grdos de polen que
apresentaram 80% de grdos corados em vermelho no campo observado de acordo com cada
horéario avaliado. Ap6s a contagem, as laminas foram fotografadas com camera digital de 8
megapixel.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado. Utilizou-se esquema fatorial
7 X 2, sendo sete periodos distintos de acondicionamento dos grdos de pélen (0, 4, 8, 12, 16, 20
e 24 horas) e duas condi¢fes de armazenamento (ambiente a 27+2 °C e refrigerado a 5+2 °C).
O experimento foi constituido de 3 repeti¢cdes, sendo que cada repeticdo foi composta por uma
l&mina inoculada.

Os dados foram submetidos a analise de variancia e as médias submetidas a regressao
polinomial, ao nivel de 5% de probabilidade. As analises foram realizadas pelo programa
computacional SISVAR (FERREIRA, 2011).

Para o estabelecimento do protocolo de germinacdo de grdos de pdlen de cacarizeiro in
vitro foi utilizado apenas pélen armazenado em condicdo ambiente (27+2°C). O delineamento
empregado foi o inteiramente casualizado. Utilizou-se esquema fatorial 7 x 2, sendo sete
periodos distintos de armazenamento dos graos de pélen (0, 4, 8, 12, 16, 20 e 24 horas) e dois
meios de cultura (com boro e sem boro) para germinacéo in vitro do pélen. O experimento foi
constituido de 4 repeticGes, sendo que cada repeticdo foi constituida por uma Iamina formada a
partir de uma porc¢édo de meio de cultura. A composi¢do dos meios de cultura utilizados foram:
(1) 10% de sacarose + 1% de agar e (2) 10% de sacarose + 1% de agar + 200 mg L™* de acido
borico (H3BO3).

Foram vertidos, 30 ml de meio de cultura em cada placa de Petri. Apés solidificado, o

meio de cultura foi cortado em retédngulos de 2 x 1,5 cm, com bisturi esterilizado e colocado



sobre laminas. Em seguida, o polen foi distribuido sobre a superficie do meio com auxilio de
um pincel (n° 2), de modo a promover distribuicdo homogénea dos gréos de polen. Apos a
inoculacdo do pdlen, a placa de Petri foi deixada sob condi¢des de temperatura ambiente (27+2

°C), conforme recomendaces de Lorenzon e Almeida (1997).

Os gréos de polen foram observados ao microscéopio dptico, utilizando-se as objetivas de
10x e 40x. Foram considerados germinados os gréos de polen cujo comprimento do tubo
polinico tiveram o dobro do seu préprio diametro. Apds a contagem, as laminas foram
fotografadas com camera digital de 8 megapixel.

Os dados foram submetidos a andlise de variancia e as médias submetidas a regressdo
polinomial, ao nivel de 5% de probabilidade. As analises foram realizadas pelo programa
computacional SISVAR (FERREIRA, 2011).



5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5. 1 Determinacdo da antese, viabilidade e germinacdo de grdos de pdlen de ateira

(Annona squamosa L..) submetidos a diferentes condi¢des de armazenamento.

A marcagéo dos botdes florais foi realizada as 16:00 horas do primeiro dia de avaliacéo.
A observacao visual das flores foi feita a cada 2 horas, perfazendo no total 46 horas de
avaliacdo. Durante o estudo foi verificado uma heterogeneidade no comportamento das flores
de ateira, havendo flores em estagio feminino e flores em estdgio masculino no periodo da
manhd. Esta informacdo permite recomendar que a préatica da polinizagdo artificial seja
realizada no turno matutino, entre 6:00 e 10:00 h.

As fases da flor de ateira (botdo floral fechado, antese (estagio feminino), estagio
masculino, flor em senescéncia) observadas durante as avaliagdes podem ser visualizadas na

Figura 03.

Figura 03 — llustragdo da sequéncia de desenvolvimento da flor de ateira (Annona squamosa L ) desde o botéo
floral fechado até a senescéncia nas condicdes de Roraima. Botéo floral fechado (A), Antese (estagio feminino)

(B), Flor totalmente aberta (Estagio masculino) (C) e Flor em senescéncia (D). Cantd — RR, 2015.

Fonte: ARAUJO (2015)

De acordo com as observagdes feitas em campo a antese teve inicio a 00:00 h (2° dia de
avaliacdo), em 53% das flores marcadas, se estendendo até as 12:00 h do mesmo dia, quando



100% das flores atingiram a antese (Figura 04). Esse resultado é semelhante ao obtido para
flores de araticum (Annona crassiflora Mart.), onde a antese é gradual e inicia nas primeiras
horas do dia e pode se estender até o inicio da madrugada do dia seguinte (ALMEIDA JUNIOR,
2015).

Figura 04 - Porcentagem de flores de ateira (Annona squamosa L.) nos estagios: Botdo floral fechado, estagio

feminino, estagio masculino e senescéncia em funcéo dos horéarios de observacgdo (h). Boa Vista-RR, 2015.
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A passagem do estagio feminino para o estagio masculino ocorreu entre 6:00 e 12:00
horas da manhd do dia seguinte (2°dia de avaliacdo). Nesse intervalo 100% das flores atingiram
0 estagio masculino, sendo que em parte das flores esse estagio se estendeu até as 8:00 horas
da manha do dia subsequente (3° dia de avaliacdo), conforme Figura 04.

Esta fase transitoria de flor feminina para masculina é caracterizada pela abertura
completa das flores e deiscéncia das anteras (RIBEIRO, 2006). Semelhantemente, Cavalcante
et al. (2000) estudando as flores de gravioleira verificaram que as mesmas abrem
gradativamente durante o dia e apresentam duracdo de quatro dias, sendo funcionalmente
feminina nos trés primeiros dias e masculina no quarto dia. Carvalho e Webber (2000) também
estudando a biologia de flores de anonaceas relataram que o estagio masculino nas especies
protoginicas ocorre entre 3 e 6 horas da manha com o inicio da liberagéo do pdlen.

Observou-se que o numero de flores em estagio feminino foi maior no periodo entre 0 h
e 6 h da madrugada, apresentando um decréscimo apds esse horario. A porcentagem maxima

de flores no estagio masculino foi observada no periodo entre 6:00 e 10:00 horas da manha.



Os dados obtidos neste trabalho sdo de extrema importancia para auxiliar os produtores
de ata do Estado de Roraima, indicando o horédrio mais adequado para realizarem a pratica da
polinizacdo artificial.

Para avaliacdo da viabilidade dos grdos de polen da ateira a analise de regressdo para
porcentagem de grdos de polen viaveis demonstrou efeito quadratico decrescente para o polen
armazenado em temperatura refrigerada (5+2 °C) a partir das 12 horas (Figura 05). Entretanto,
0 polen armazenado em condicdo ambiente (272 °C) se manteve viavel até 24 horas apds o
armazenamento. Estes resultados indicam que ndo se faz necessario 0 armazenamento em

condices refrigeradas para manter a viabilidade do polen de ateira.

Figura 05 - Porcentagem de grdos de pdlen vidveis de ateira (Annona squamosa L.)
armazenados em diferentes condicdes (polen ambiente: 27+2 °C e polen refrigerado: 5+2

°C e periodos de armazenamento (h). Boa Vista-RR, 2015.
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O desdobramento da equacdo de segundo grau indica que os grdos de polen podem
apresentar uma porcentagem de viabilidade de 99,35% num periodo de aproximadamente 28
horas de armazenamento em condicdo ambiente (27+2 °C). Apesar da alta porcentagem de
viabilidade inicial de grdos de pélen armazenados em ambiente refrigerado (52 °C), chegando
a 100% de viabilidade ap6s 8 horas de armazenamento, este ndo foi considerado um ambiente
adequado para o0 acondicionamento de graos de pdlen de ateira, indicando que o pdlen quando
refrigerado, deve ser utilizado até 8 horas apds o armazenamento, perdendo sua viabilidade

apos esse periodo.



Avaliando a viabilidade polinica de diferentes cultivares de mamona (Ricinus communis
L., Euphorbiaceae) fixados a 25 °C, através do método de coloragdo por carmim acético, Vargas
et al. (2009), concluiram que a porcentagem de graos de pdlen viaveis foi superior a 86%. Em
estudo sobre a viabilidade do polen de araticum (Annona crassiflora, Mart.), pelo teste do
carmim acético em condi¢do ambiente, Cavalcante et al., (2009) observaram uma porcentagem
de 93,83%, considerada alta. Esses resultados se assemelham com o encontrado no presente
estudo, com viabilidade acima de 95% para polen armazenado em condicdo ambiente (27+2
°C), utilizando a solucdo de 2, 3, 5 cloreto de trifenil tetrazolio TTC (Figura 05).

Avaliando a conservacdo de grdos de pélen de mamoneira (Ricinus communis L.)
Cuchiara et al. (2012) demostraram que o armazenamento do pélen a 4 °C ndo foi eficiente,
ocasionando reducéo drastica na viabilidade polinica quando comparado ao poélen fresco.

De acordo com Nascimento et al. (2012), graos de pdlen com baixa viabilidade resultam,
geralmente, em uma baixa fixacao de frutos. Por isso, a determinacéo da viabilidade dos graos
de pdlen é importante, pois contribui para a pratica da polinizacdo artificial, aumentando a
produtividade e qualidade da producéo.

A viabilidade polinica pode ser determinada por meio de um grande niumero de técnicas,
sendo a mais utilizada a germinacdo in vitro (SOARES et al., 2008). As estimativas de
viabilidade polinica sdo um dos instrumentos de grande significancia na avaliacdo qualitativa
dos materiais a serem utilizados nos cruzamentos (CUSTODIO, 2009). A Figura 06 mostra os
grdos de polen de ateira viaveis quando submetidos ao teste de coloragdo utilizando 2, 3, 5

cloreto de trifenil tetrazélio (TTC).

Figura 06 - Teste de viabilidade de grdos de pélen de Annona squamosa L. com 2, 3, 5 cloreto de trifenil
tetrazolio (TTC). Gréos de polen ndo vidveis. Boa Vista-RR, 2015.

Fonte: ARAUJO (2015)



Foram observadas diferencas significativas para porcentagem de germinagdo. Os gréos
de polen de ateira armazenados em condi¢cdes ambiente (272 °C) e refrigerado (52 °C)
apresentaram taxa de germinacdo acima de 45%, nas primeiras 4h de armazenamento,
ocorrendo queda significativa nos horarios posteriores. Os dados da germinacdo dos tubos
polinicos (Figura 07) apresentam uma queda significativa quando comparados aos dados de
viabilidade (Figura 06).

Figura 07 - Porcentagem de grdos de pdlen germinados de ateira (Annona squamosa L.)
armazenados em diferentes condicdes (pélen ambiente: 2742 °C e pélen refrigerado: 5+2 °C e

periodos de armazenamento (h). Boa Vista-RR, 2015
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Em concordancia com este estudo, Nietsche et al. (2009) nas condicbes de Janauba-MG,
relataram que a utilizacdo do pdlen de ateira logo apOs a coleta apresenta resultados
satisfatorios, acima de 46%, com a utilizacdo do meio de cultura descrito por Brewbaker e
Kwack (1963). Confirmando que a utilizacdo do pélen recém-coletado apresenta melhores
caracteristicas de viabilidade, culminando em altas taxas de fixacdo do fruto através da
polinizacao artificial.

Mendes et al. (2012) também obteve resultados semelhantes para a germinagdo de polén
de ateira in vitro. Avaliando a germinacdo de gréos de polen de ateira ‘Brazilian seedless’
utilizando meio de cultura padrdo (BREWBAKER; KWACK, 1963), os autores observaram
que a porcentagem de germinacdo in vitro alcangou 52,5%, & temperatura controlada de 25 + 1
°C armazenado por 6 horas. Corroborando com os resultados obtidos neste estudo, onde foi
utilizado o meio de cultura composto de 0,076 mg L de Ca (NOs)2; 0,015 mg L de MgSOy;
0,017 mg L de KNOs; 0,029 mg L de H3BOs. 59 de agar, obtendo uma porcentagem acima



de 45% para as 4 primeiras horas, tanto para grdos de p6len armazenados em condicéo ambiente
como refrigerada (Figura 07).

O sucesso da germinagdo in vitro de grdos de pélen depende de varios fatores tanto
enddgenos, quanto exdgenos tais como: o estado nutricional das plantas, horario e método de
coleta dos grdos de polen, fotoperiodo, temperatura, periodo de incubacdo e composi¢do do
meio de cultura (SOARES et al., 2008; RAMOS et al., 2008; CHAGAS et al., 2010; SOUZA
et al., 2014). Sendo importante também ressaltar que o fator meio de cultura é especifico para
cada espécie (DAFINI, 1992), por isso este € um componente que deve estudado a rigor para
que a germinacao in vitro acontega com sucesso,

O armazenamento de grdos de polen em ambiente refrigerado pode promover ou ndo boas
condicdes para germinacdo. Bettiol Neto (2009) nos testes de germinacdo in vitro e polinizagédo
em campo de cherimoia, ata e atemdia, verificou-se que amostras de pélen coletadas no periodo
umido e conservadas em geladeira, foram aquelas com os melhores indices de germinagao nas
condicBes do municipio de Pedra Bela-SP. Ja para o presente estudo com ateira nas condi¢des
do cerrado de Roraima, os grdos de polen de ateira sob armazenamento refrigerado (5x2 °C)
apresentaram uma porcentagem inferior a 45% ap0s 4 horas de armazenamento, diminuindo
drasticamente ap06s esse periodo, ndo sendo considerada uma porcentagem de germinacgao
satisfatoria apds esse periodo (Figura 07).

Apesar da existéncia de publicacbes nas quais testes colorimétricos sdo usados como
parametro de vigor polinico (NUNES et al., 2012; CABRAL et al., 2013), a colorimetria ndo
se deve usado como Unico indicativo de viabilidade polinica pois ela pode apenas apontar para
a presenca de conteudo celular, o que necessariamente ndo implica a formacao do tubo polinico
e posterior fecundacdo. Sendo necessarios testes in vitro de germinacdo do tubo polinico para
comprovar essa viabilidade de forma mais segura. A Figura 08 mostra o teste de germinacéo de

grdos de pdlen de ateira no presente experimento.



Figura 08 - Teste de germinacdo de grdos de p6len de ateira (Annona squamosa L.) in vitro. (A) Gréos de pélen

em tétrade - inicio de germinagdo. (B) Graos de pélen germinados. Boa Vista-RR, 2015.

Fonte: ARAUJO (2015)

5.2 Polinizagéo artificial e qualidade da frutificacdo de ateira (Annona squamosa L.) nas
condi¢bes de Roraima

De acordo com este estudo foi verificado que os frutos provenientes da polinizacéo
artificial (um total de 200 frutos) se apresentaram de maneira uniforme, carpelos bem
desenvolvidos e formato arredondado, com nenhuma deformidade (Figura 09). Quando a
polinizacdo é ineficiente os frutos tendem a apresentar desuniformidade. Com isso a polinizacéo
artificial realizada nas flores de ateira trouxe resultados satisfatorios quanto a formacdo de

frutos.



Figura 09 — (A) Fruto de ata (Annona squamosa L.) proveniente da polinizacéo artificial e (B) Fruto de ata

proveniente de polinizacdo natural. Boa vista — RR, 2015.

Fonte: ARAUJO (2015) Fonte: MOURA (2015)

De acordo com a andlise de variancia, observou-se que os tratamentos apresentaram
diferencas significativas a 5% de probabilidade, nos diferentes horérios de polinizacéo artificial

testados, para a porcentagem de fixacao dos frutos (Tabela 01).

Tabela 01 — Porcentagem de fixacao de frutos de ata em fungdo dos diferentes horarios de polinizacéo artificial

nas condigdes de Roraima Boa vista — RR, 2015.

Horarios de

Polinizagdo  g:00 07:00  08:00 09:00  10:00  16:00  17:00  18:00

Artificial (h)
Fixacao dos frutos
75ab  925a 70 ab 50b 65 ab Oc Oc Oc
(%)
C.V (%) 26,6

** Médias seguidas por letras mindsculas iguais na linha ndo diferem entre si pelo teste de Tukey, ao nivel de 5%
de probabilidade.

Para as condi¢cdes do Estado de Roraima, local em que o presente experimento foi
realizado, os horarios de polinizacéo artificial do periodo vespertino (16:00, 17:00 e 18:00), ndo
apresentaram fixacdo de frutos, sendo considerado a porcentagem igual & zero (Tabela 01).
Talvez as condicdes climaticas (temperaturas mais elevadas) do periodo vespertino tenham
prejudicado a germinacdo dos tubos polinicos e consequentemente, a fertilizacdo e fixacao de

frutos.



Durante o periodo experimental foram coletadas a temperatura méedia (°C) e umidade
relativa do ar (%) nos horérios que foram realizadas as poliniza¢@es artificiais das flores de

ateira, conforme apresentado na Figura 10.

Figura 10 - Temperatura média (°C) e umidade relativa do ar (%) nos horarios de polinizacdo artificial de
flores de ateira. Canta-RR, 2015.
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Semelhantemente aos resultados obtidos neste trabalho, Nietsche et al. (2003) concluiram
que a polinizacdo artificial de flores de ateira no periodo matutino proporcionou a melhor
porcentagem de fixacao de frutos, com média de 90%, quando realizada as 8 horas para a regiao
do Norte de Minas Gerais. Souza et al. (2006) em Ilhéus - BA, obtiveram resultados
semelhantes, em que a fixacdo de frutos com polinizacdo artificial foi sete vezes superior a
polinizacdo natural em gravioleira. Cavalcante et al. (2009) estudando a polinizacédo e formacéo
de frutos de araticum (A. crassiflora), nos municipios de Goiania e Vila Propicio, no Estado de
Goias, encontraram 39,46% e 31,11% de fixacdo para polinizacdo artificial, respectivamente,
enquanto a fixagdo natural se limitou a 0% e 4,65%. Os resultados obtidos com o presente
estudo concordam com os resultados obtidos pelos autores citados, demonstrando assim a
necessidade do uso da técnica de polinizacdo artificial para obtencdo de resultados superiores
quanto a produtividade e qualidade da producéo.

Fatores climaticos também podem ter influenciado a baixa porcentagem de fixacdo de
frutos de ata no periodo vespertino nas condi¢Ges de Roraima. Melo et al. (2002) estudando a
polinizagdo artificial em atemdia, no Estado de S&o Paulo verificaram que a época da
polinizag&o influenciou significativamente na porcentagem de frutos fixados, mostrando que a
temperatura e a umidade relativa do ar, aliadas a polinizacéo artificial, sdo fatores importantes

no aumento da produtividade. Os autores também observaram que, na polinizacdo artificial, a



porcentagem de frutos perfeitos foi de aproximadamente quatro vezes superior & de frutos
formados na polinizagéo natural.

Observou-se nos primeiros horarios da manhd, maior porcentagem de fixacdo de frutos
de ata (Tabela 01), quando as condic¢des de temperatura média apresentavam-se mais baixas e
a umidade mais elevada (Figura 10). As condic¢des climaticas mais favoraveis no periodo
matutino, aliado a maior viabilidade dos gréos de polen logo apds a coleta, proporcionou maior
fixacdo de frutos de ata nas condi¢cdes de Roraima. Nietsche et al. (2003) avaliando diferentes
horéarios de polinizacdo artificial na fixacdo e qualidade de frutos de ata na regido norte de
Minas Gerais, observaram que as menores médias de porcentagem de fixacdo de frutos
ocorreram no periodo vespertino de polinizagdo (15:00, 16:00 e 17:00 horas), demonstrando
que fatores climéaticos como altas temperaturas e umidade relativa baixa no momento da coleta
e armazenamento do pdlen, podem ter influéncia na baixa taxa de fixacdo dos frutos de ata.

Com relacdo as caracteristicas de qualidade dos frutos de ata, verificou-se que nao

houve diferenga significativa entre as variaveis fisicas, quimicas e fisico-quimicas analisadas
(Tabelas 2 e 3).

Tabela 2 — Efeito de diferentes horarios de polinizagdo artificial em aterias nas variaveis fisicas dos frutos: CF
(Comprimento do Fruto), DM (Didmetro do Fruto), MFF (Massa Fresca do Fruto), MFC (Massa Fresca da Casca),
MFS (Massa Fresca da Semente), MFP (Massa Fresca da Polpa), NS (NUmero de Sementes) e FRP (Firmeza da
Polpa), Boa vista — RR, 2015.

Horérios de

Polinizacio CF DF MFF MFC MFS MFP NS FRP
Artificial hy €™ (cm) ©) ©) ©) © (N)
06:00 62,8a 53,8a 134,6a 57,1a 13,3a 64,3a 46,0a 3,3a
07:00 58,8a 57,2a 117,9a 44,1a 13,7a 59,9a 51,4a 2,4a
08:00 49,6a 51,8a 87,7a 33,3a 10,3a 44,1a 40,0a 1,9a
09:00 58,6a 61,2a 125,7a 46,3a 15,1a 64,3a 54,0a 3,0a
10:00 61,3a 59,8a 139,5a 61,9a 17,9a 59,7a 55,4a 2,4a

C.V (%) 14,18 21,66 34,48 43,08 34,96 30,81 24,33 32,03
**Meédias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem estatisticamente, pelo teste de Tukey ao nivel de 5%

de probabilidade.

Resultados diferentes foram encontrado por Pereira et al. (2003), os autores estudando
a producdo de ateiras polinizadas artificialmente, em diversas horas do dia, encontraram
diferengas significativas para a massa dos frutos no horario de 10 horas da manh& para as
condi¢des do municipio de Nova Porteirinha- MG. Mesmo ndo tendo sido verificada diferenca

estatistica nas caracteristicas fisicas dos frutos de ata oriundos da polinizagédo artificial,



observou-se que os horarios das 06:00 e 10:00 da manha respectivamente, proporcionaram
frutos maiores, chegando a 134,6 e 139,5 (g) para massa do fruto.

Santos (2005) avaliando a polinizacdo em ateira e atemoeira constatou que a polinizagdo
realizada com pincel proporcionou frutos de ata com maior comprimento, massa, diametro,
namero de sementes e com melhor formato, maior massa dos frutos, da casca e das sementes,
com valores médios de 237, 112 e 16,2 g, respectivamente, para as condi¢des do municipio de
Nova Porteirinha- MG. Esses resultados foram superiores ao encontrado neste estudo.

Para firmeza da polpa ndo houve diferenca estatistica (Tabela 2). Resultados semelhantes
a este estudo foram encontrados por Nietsche et al. (2003), avaliando diferentes horérios de
polinizacdo artificial na fixacdo e qualidade de frutos de ata, concluiram que os horérios de

polinizacdo artificial ndo influenciaram na firmeza dos frutos.

Tabela 3 — Efeito de diferentes horérios de polinizacao artificial em ateiras nas
variaveis quimicas e fisico-quimicas dos frutos: SS (Sélidos Sollveis), AT
(Acidez Titulavel) e pH, Boa vista — RR, 2015.

Horarios de SS AT
Polinizagdo ] pH ) .
Avrtificial (h) (°Brix) (mg de &cido citrico 100g™)

06:00 28,1a 4,7a 210,5a

07:00 29,3a 5,4a 220,5a

08:00 29,7a 5,5a 200,4a

09:00 29,9a 5,5a 220,3a

10:00 28,2a 5,7a 200,0a

C.V (%) 18,7 13,01 11,86

** Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem estatisticamente, pelo
teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

Para as variaveis quimicas e fisico-quimicas testadas também ndo houve diferenca
estatistica.

Uma das variaveis analisadas no presente experimento foi o teor de sélidos sollveis, este
apresenta relacdo direta com a aceitacdo e comercializacao de frutos. Mesmo néo apresentando
diferenga significativa conforme observado na Tabela 3, os teores de solidos soluveis (SS)
foram superiores aos encontrados por Pereira et al. (2003), que obtiveram média maxima de
27,52 °Brix e Santos (2005) que obteve em média 22 °Brix, confirmando que os valores
encontrados neste trabalho sdo considerados satisfatdrios e mostrando o potencial do Estado de
Roraima para o cultivo de ata.

Vilasboas (2012) constatou que a polinizagéo artificial aumenta em 4 vezes a fixacdo de

frutos nos cultivos de graviola na Bahia, e 0 ensacamento com papel ou tela demonstram ser o0s



mais adequados para a protecdo de frutos de graviola, sendo que os frutos protegidos com o
saco de papel tendem a apresentar maiores teores de acido ascorbico e sélidos soluveis,

corroborando com os resultados obtidos nesta pesquisa.

5.3 Viabilidade e germinacao de gréos de polen de cagarizeiro in vitro

A andlise de regressdo para porcentagem de grdos de poélen viaveis (GPV%) de
cacarizeiro em funcdo dos diferentes periodos de armazenamento apresentou diferencas
significativas entre os tratamentos testados (Figura 11). Deste modo, para melhor explicitar os

resultados, foi realizado o desdobramento da equacao de segundo grau.

Figura 11 - Porcentagem de gréos de pdlen vidveis de cacarizeiro submetidos em diferentes
condicdes (pdlen ambiente: 2742 °C e pdlen refrigerado: 512 °C) e periodos de armazenamento
(h). Boa Vista-RR, 2017.
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Observou-se que os grdos de polen de cacarizeiro armazenados em temperatura ambiente
(27£2 °C) apresentaram maior porcentagem de viabilidade até o periodo de armazenamento de
12,85 horas, apresentando uma taxa de viabilidade de 72,23%, a partir desse tempo houve
decréscimo na porcentagem de grdos de poélen vidveis. Quando os grdos de polen foram
armazenados em ambiente refrigerado (52 °C) por um periodo de 4,98 horas, apresentaram
baixa porcentagem de grdos de polen viaveis 27,13%, mas a partir das 8 h de armazenamento
esse percentual tendeu a crescer, alcangando até 60% num periodo de 24 horas (Figura 11).

Santos et al. (2016), estudando o uso de tetrazolio para teste de viabilidade polinica em



maracuja silvestre concluiram que a taxa percentual de viabilidade foi acima de 70%,
considerando satisfatorio para programas de melhoramento. Semelhantemente aos resultados
obtidos com o presente estudo, onde a porcentagem de viabilidade obtida para gréos de pdlen

de cacarizeiro armazenados em temperatura ambiente (72,23%) foi considerada satisfatoria.

A Figura 12 mostra os grdos de polen de cagarizeiro corados (a) e ndo corados (b)
utilizando o corante 2, 3, 5 cloreto de trifenil tetrazélio (TTC).

Figura 12 — Teste de viabilidade de graos de pdlen de cacarizeiro (Myrciaria dubia) com 2, 3,

5 cloreto de trifenil tetraz6lio (TTC). Gréos de p6len vidveis (corados). Boa Vista-RR, 2017.

Fonte: ARAUJO (2017)

O uso de corante é importante para diferenciar os graos de pélen que estdo vivos ou nao.
Por isso, antes, durante e ap6s o periodo de conservacdo dos graos de pélen, é importante
monitorar a sua viabilidade. Dessa forma, pode-se estabelecer o periodo maximo em que 0s
grdos de pdlen podem permanecer conservados sem perder a capacidade de germinar e fertilizar
(DAMASCENO JUNIOR et al., 2008).

Espécies diferentes podem responder ao processo de conservacdo de forma distinta,
apresentando menor ou maior porcentagem de viabilidade dos gréos, entretanto, outros fatores
podem favorecer ou néo o resultado, tais como processo de coleta dos botdes florais, tipos e
concentracdes de corantes, tempo e tipo de armazenamento e entre outros. Deste modo, vale
ressaltar que ainda existe varios fatores que poderdo ser testados para o cacarizeiro, sendo
quesitos importantes para se obter melhores resultados e condi¢cdes no que diz respeito a
conservacao dos grdos de polen.

Santos et al. (2016) testaram diferentes concentragdes de 2,3,5 cloreto de trifenil tetrazélio
(TTC) (0,075% e 0,30%) e tempos de exposicao, onde o tempo de 12 e 24 horas de exposicao
proporcionaram 97,20 e 96,19% de grdos de polen viaveis em condi¢do de armazenamento



ambiente para grdos de pdlen de cana-do-brejo. Os resultados obtidos foram superiores ao
encontrado no presente experimento com grdos de pdlen de cagarizeiro que apresentaram
viabilidade abaixo de 75%.

Pinto (2012) utilizando teste histoquimico para determinar a viabilidade de graos de pdlen
da especie Passiflora setacea durante a antese floral constatou que a porcentagem de pdlen
viavel foi considerada alta em todos os momentos da coleta do polen, sendo que, a menor taxa
de pdlen viavel encontrada (81%) foi utilizando a solucdo de Alexander e Carmim Acético
(5%). Bacelar-Lima (2009) estudando a viabilidade do podlen de cacarizeiro, utilizando a
solucdo de 2,3,5 cloreto de trifenil tetrazélio, encontrou uma porcentagem acima de 80% de
grdos de polen corados de vermelho, considerados como pdlen vidveis no periodo de coleta
(fase de pré-antese).

No presente trabalho com grdos de polen de cacarizeiro utilizando a solucdo de 2,3,5
cloreto de trifenil tetrazolio (1%) foram alcancados resultados significativos, acima de 70% de
viabilidade em condigdes ambiente. Corroborando com os resultados de Oliveira (2015), que
avaliando o comportamento meidtico e analise polinica de Cerejeira-do-mato (Eugenia
involucrata), constatou que de um total de 2016 gréos de pdlen avaliados com auxilio do
método de coloragdo com Carmim acético 2%, obteve-se um percentual de viabilidade igual a
96%. No teste colorimétrico com Alexander observaram-se 2521 pélens, dos quais se obteve
um valor de viabilidade igual a 98% com graos de p6len em condi¢do ambiente.

Levando em conta essas informacdes, se fazem necessarios estudos comparando
diferentes tipos de testes colorimétricos para o cacarizeiro (Myrciaria dubia) visando estimar-
se com maior precisdo a viabilidade polinica dessa espécie.

A anélise de regressdo para porcentagem de grdos de pdélen germinados (GPG%) de
cacarizeiro nao apresentou diferencas significativas entre os tratamentos testados, apresentando
100% de gréos de pblen ndo germinados, tanto para os periodos de armazenamento (0, 4, 8, 12,
16, 20 e 24 horas), como para 0s dois meios de cultura utilizados (com boro e sem boro).

Nesse sentido, deve-se salientar que existem diversos fatores, tanto bioticos quanto
abioticos, no ambiente externo, como: temperatura, pH, polinizadores, pressdo, umidade, entre
outros, que interagindo podem causar baixa na viabilidade dos grdos de pélen (RAMOS et al.,
2008; CHAGAS et al., 2010). Assim como fatores inerentes ao meio de cultura, tais como
concentragdo de macro, micronutrientes e sacarose, sendo este ultimo uma das caracteristicas
mais importante, pois além de desempenhar papel nutritivo para que propicie 0 maximo de

germinacdo de pdlen, também atua no estabelecimento do equilibrio osmotico que facilita a



difusdo dos nutrientes para os gréos de polen (ALCARAZ et al., 2011). A Figura 13 mostra 0s
grdos de polen de cacarizeiro ndo germinados.

Figura 13 - Graos de pélen de cacarizeiro ndo germinados. Boa Vista-RR, 2017.

Fonte: ARAUJO (2017)

Alguns trabalhos testando a germinacao de gréos de pélen, também obtiveram resultados
pouco satisfatorios quando se testou meio de cultura com e sem boro. Nesse sentido, Franzon;
Raseira; Junior (2012) trabalhando com trés tipos de meios de cultura para germinacgdo de grao
de polen de guabirobeira utilizando na sua composicao a presenca ou nao de boro (Meio 1 =
10% de acUcar + 1% de agar; Meio 2 = 10% de acUcar + 1% de agar + 0,65 mM de acido bérico;
Meio 3 = 10% de agucar + 1% de agar + 1,3 mM de acido borico) verificaram que ndo houve
diferenca significativa entre os meios testados, apresentando porcentagem de germinagao acima
de 30%. Santos et al. (2011) obteve porcentagem de grdos de polen germinados de Musa
velutina acima de 50% quando utilizou a dose de 300 m.L™ de 4cido borico, entretanto, outros
autores observaram que para germinacao de p6len de macieira na auséncia ou presenca de acido
borico no meio, a germinacédo ndo é afetada (DANTAS et al., 2005).

A adicdo de boro é importante e suas respostas sdo variaveis, pois cada espécie requer
concentragdes de nutrientes distintos (SANTOS et al., 2011). O mecanismo de ac¢do do boro
consiste em interagir com o agucar e formar um complexo ionizavel aglcar-borato, o qual reage
rapidamente com as membranas celulares (BHOJWANI; BHATNAGAR, 1974), facilitando a
absorcéo e, consequentemente a germinacdo in vitro. De acordo com os resultados deste

experimento faz-se necessario novos estudos, visando definir o meio de cultura adequado para



testes de germinagdo in vitro de pdlen de cagarizeiro. Levando em conta que os gréos de pdlen

se mostraram vidveis, porém ndo germinaram.



6 CONCLUSOES

A antese das flores (estagio feminino) da ateira tem inicio as 00:00h, se estendendo até
as 12:00h do mesmo dia. As flores da ateira alcangcam estagio funcionalmente estaminado
(estagio masculino) a partir das 6 horas da manha do dia seguinte, nas condi¢6es de Roraima;

Os grdos de polen de ateira permanecem viaveis por até 12 horas ap0s a coleta, tanto os
grdos de pdlen armazenados em condicdo ambiente (27+2°C) quanto os grdos de pdlen
armazenados em ambiente refrigerado (5+2°C);

Gréos de polen de ateira apresentam porcentagem de germinacédo acima de 45%, quando
armazenados em condicdo ambiente (27+£2°C) por até 4 horas apos a coleta;

Para as condigdes do Estado de Roraima, ¢ recomendado que a polinizagdo artificial seja
realizada nos primeiros horarios da manha, entre 6:00 e 10:00 horas;

Os gréos de cacarizeiro permanecem viaveis por até 12 horas quando armazenados em
condicdo ambiente (27+2°C), com porcentagem de acima de 70%;

Faz-se necessario novos estudos sobre a defini¢do de um protocolo de germinagao in vitro

para a cultura do cagari.
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8 APENDICE

APENDICE A. Quadrado médio da anélise de variancia da interacdo entre os periodos de
acondicionamento do polen e condic¢des de armazenamento de Annona squamosa para gréos de
polen viaveis (GPV) e graos de polen ndo viaveis (GPNV). Vista — RR, 2017.

Quadrado Médio

FV GL
GPV GPNV
Periodos de o o
Acondicionamento (P) 6 2342.65 18.30
Condicdes de
Armazenamento (A) 1 500.59* 6.26**
PxA 6 3786.92** 27.01**
Residuo 28 32.50 0.10
vV (%) 7.38 3.86

** Significativo ao nivel de 1% de probabilidade
*Significativo ao nivel de 5% de probabilidade

APENDICE B. Quadrado médio da analise de variancia da interaco entre os periodos de
acondicionamento do polen e condi¢es de armazenamento de Annona squamosa para graos de
polen germinados (GPG) e grdos de polen ndo germinados (GPNG). Vista — RR, 2017.

Quadrado Médio

FV GL
GPG GPNG
Periodos de o o
Acondicionamento (P) 6 4946.57 4946.57
Condicdes de
Armazenamento (A) 1 330.28* 330.28*
PxA 6 620.49** 620.49**
Residuo 42 39.65 39.65
vV (%) 30.24 7.95

** Significativo ao nivel de 1% de probabilidade
*Significativo ao nivel de 5% de probabilidade



APENDICE C. Quadrado médio da anélise de variancia dos Horarios de Polinizacio de
Annona squamosa para Numero de Frutos Fixados (NFF) e Numero de Frutos Nao Fixados
(NFNF) nas condicdes de Roraima. Vista — RR, 2017.

Quadrado Médio

FV GL
NFF NFNF
Horarios de 4 955.00NS 955.00N
Polinizacéo
Residuo 15 351.66 351.66
v o) 26,60 63,57

NS N3o Significativo



APENDICE D. Quadrado médio e coeficientes de variacdo da analise de variancia dos diferentes horarios de polinizacéo artificial para

comprimento do fruto (CF), didmetro (DM), firmeza da polpa (FRP), massa fresca do fruto (MFF), massa fresca da casca (MFC), massa fresca da

semente (MFS), nimero de semente (NS), sélidos soltveis (°BRIX), potencial hidrogenionico (pH), acidez total (AT). Canta — RR, 2017.

QUADRADO MEDIO

F.V GL
CF DM FRP MFF MFC MFS NS "BRIX pH AT
HORARIOS DE
POLINIZAGAO 4 13066™  7864NS 155N  208365M 63470  3795M  18326N 334N 075N 649N
ARTIFICIAL
RESIDUO 20 68,19 151,44 0,71 1743,16 437,79 24,26 145,16 29,63 0,49 6,42
C.V (%) 14,18 21,66 32,03 34,48 43,08 34,96 24,33 18,7 1301 11,86

NS N&o Significativo.



APENDICE E. Quadrado médio da anlise de variancia da interacdo entre os periodos de
acondicionamento do polen e condicbes de armazenamento de Myrciaria dubia, para graos de
polen viaveis (GPV) e graos de pdlen ndo vidveis (GPNV). Vista — RR, 2017.

Quadrado Médio

FV GL
GPV GPNV
Periodos de o o
Acondicionamento (P) 6 107166 1071,66
CondicGes de
Armazenamento (A) 1 2578,57** 2578,57**
PxA 6 3766,95** 3766,95**
RESIDUO 42 46,43 46,43
16,15 11,78

CV (%)

**Significativo ao nivel de 1% de probabilidade



