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RESUMO

CASTRILLON, Rafaela Graziele, M.Sc., Universidade do Estado de Mato
Grosso, Janeiro de 2018. Estudos reprodutivos em Cucurbita spp:
comportamento pos - meidtico, viabilidade polinica e efeito da temperatura
no crescimento do tubo polinico. Orientador: Sergio Alessandro Machado
Souza. Co-orientadora: Ana Aparecida Bandini Rossi.

A escassez de informacdo sobre os aspectos reprodutivos de Cucurbita,
referente aos estudos e efeito da temperatura sobre os atributos reprodutivos,
levaram-nos a desenvolver o presente estudo com o objetivo de verificar a
regularidade no comportamento pés - meiotico, viabilidade polinica, efeito da
temperatura sobre a germinacédo e morfologia do gréo de poélen em espécies de
Cucurbita. Os gendtipos utilizados sédo oriundos da Colecdo Ativa de
Germoplasma de Cucurbita da Universidade do Estado de Mato Grosso
(UNEMAT) - Campus Alta Floresta. O estudo foi realizado com um genétipo de
Cucurbita maxima e 10 gendtipos de Cucurbita moschata. O indice mei6tico (IM)
foi desenvolvido com o corante Carmim acético 1%, para identificacdo dos
produtos pds-meidticos. A viabilidade polinica foi realizada com base na
coloracdo tripla de Alexander, onde os graos de podlen foram classificados
baseados na coloracdo como viaveis (cor lilas) e inviaveis (cor verde). A
germinacao in vitro dos graos de podlen foi desenvolvida com meio de cultura a
base de sacarose e agar, testado anteriormente e classificado como melhor meio
de cultura para essa analise. A morfologia do grao de pdlen foi realizada com a
utilizacdo de hidréxido de sédio 10% e posteriormente houve a caracterizacao
da estrutura polinica. Os resultados obtidos no indice meiético foram regulares e
houve associagéo entre didmetro e comprimento do bot&o floral com as fases
pos-meidticas. Na viabilidade via teste colorimétrico, ocorreu alta viabilidade
polinica. A germinagéo in vitro apresentou elevada frequéncia de polens férteis.
Também foi possivel estabelecer a temperatura minima, temperatura maxima e
temperatura 6tima de germinacao das espécies analisadas. A morfologia do grao
de podlen evidenciou estrutura apolar, porado, tamanho gigante e em sua maioria
com formato oblato-esferoidal, ndo apresentando variagbes quanto ao tipo de

abertura e ornamentacao da exina.

Vii



Houve concordancia entre os dados obtidos nas analises e as informacgdes

poderao servir de base para novos estudos.

Palavras - chave: p6len, morfologia polinica, abdbora.
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ABSTRACT

CASTRILLON, Rafaela Graziele, M.Sc., Universidade do Estado de Mato
Grosso, december de 2017. Reproductive studies in Cucurbita spp: meiotic
post behavior, pollen viability and temperature effect on pollen tube growth.
Adviser: Sergio Alessandro Machado Souza. Co-adviser: Ana Aparecida Bandini
Rossi.

The scarcity of information on the reproductive aspects of Cucurbita, concerning
the studies and the effect of temperature on the reproductive attributes, led us to
develop the present study with the objective of verifying the regularity in the
postmethiotic behavior, pollen viability, temperature effect on the germination and
morphology of the pollen grain in Cucurbita species. The genotypes used are
from the Cucurbita Germplasm Collection of the Mato Grosso State University
(UNEMAT) - Campus Alta Floresta. The case study was carried out with a
genotype of Cucurbita maximus and 10 genotypes of Cucurbita moschata. The
meiotic index (IM) was developed with 1% acetic Carmine dye for identification of
the post-meiotic products. The pollen viability was performed based on the
Alexander triple coloration, where the pollen grains were classified based on
coloration as viable (lilac color) and infeasible (green color). The in vitro
germination of the pollen grains was developed in a culture medium with a
sucrose and agar base, previously tested and classified as the best culture
medium for this analysis. The pollen grain morphology was carried out using 10%
sodium hydroxide and the characterization of the pollen structure was carried out
posteriorly. The results obtained in the meiotic index were regular and there was
an association between diameter and length of the floral bud with the post-meiotic
phases. In viability through colorimetric test, high pollen viability occurred. In vitro
germination showed a high frequency of fertile pollen. It was also possible to
establish the minimum temperature, maximum temperature and optimum
germination temperature of the analyzed species. The morphology of the pollen
grain showed apolar structure, porous, giant size and mostly with oblato-
spheroidal shape, showing no variations as to the type of opening and
ornamentation of exina. There was agreement between the data obtained in the

analyzes and the information could serve as a basis for further studies.



Key words: pollen, pollen morphology, pumpkin.



1. INTRODUCAO

Entre as hortalicas, as plantas da familia Cucurbitaceae compreendem
cerca de 118 géneros e 825 espécies, com uma distribuicdo predominantemente
tropical. Aproximadamente 30 destas espécies sao utilizadas com fins
econdmicos, destacando-se as aboboras, as melancias, os melfes e 0s pepinos
(Barbieri et al., 2006), que ocupam uma parcela significativa do agronegocio
brasileiro, estimado em R$ 300 milhdes anuais (Ferreira e Diniz, 2007).

Assim como ocorre para outras espécies de importancia econdmica, a
implementagédo de atividades de coleta, caracterizagdo, avaliagdo desses
materiais e monitoramento de fatores intrinsecos ao ambiente, sera possivel a
manutencao da variabilidade genética do género Cucurbita, o qual corresponde
as abodboras e a disponibilizacdo dessa variabilidade para programas de
melhoramento de abdbora.

O conhecimento da fertilidade das espécies envolvidas num programa
de melhoramento é importante para que o melhorista tenha chance de ser bem-
sucedido nos cruzamentos a serem realizados. Segundo Defani-Scoarize et al.
(1995), o sucesso da hibridagéo, tanto intra quanto interespecifica, em termos
genéticos, também é determinada por uma meiose regular, para que resulte na
formagdo de gametas viaveis, resultando sucesso nos programas de
melhoramento.

Além do desenvolvimento de novas cultivares através da hibridacéo
interespecifica, um novo desafio para o melhoramento é a atual preocupac¢ao
com o aquecimento global e a obtencéo e identificacdo de cultivares tolerantes
a altas temperaturas. O quinto relatério do Painel Intergovernamental sobre
Mudancas Climaticas (IPCC, 2013), com base na revisdo de milhares de
pesquisas realizadas nos ultimos cinco anos, mostra que a temperatura do
planeta podera aumentar até 4,8°C neste século, o0 que deve gerar grande
impacto nos ecossistemas de todo o planeta.

Pequenos aumentos na temperatura podem interferir na viabilidade

polinica, na capacidade germinativa e nas taxas de crescimento do tubo



polinico (Hedhly et al., 2008). Os estudos reprodutivos em abdboras, ainda séo
incipientes, dessa forma, ampliar essas analises pode ser de fundamental
importancia para ampliar as pesquisas de melhoramento nessa cultura.

Diferentes ferramentas estdo disponiveis para avaliar o efeito da
temperatura sobre o desenvolvimento reprodutivo das plantas, e incluem a
avaliacao do estigma, receptividade do 6vulo e o comportamento meiotico, bem
como a germinacdo do polen e o comportamento do tubo polinico e sua
influéncia sobre a subsequente frutificacdo (Hedhly et al., 2008).

A escassez de informag&o sobre 0s aspectos reprodutivos de Cucurbita
tanto referente a estudos basicos, quanto ao efeito da temperatura sobre os
atributos reprodutivos, indica a necessidade de estudos relacionados a esses
eventos, principalmente na regido conhecida como Amaz6nia matogrossense,
gue esta localizada em uma area denominada de arco do desmatamento,
susceptivel as intensas acfes antrépicas da fronteira agricola, em especial
gueimadas e a conversdo mecanizada de floresta e cerrado em pastagens e
lavouras. Sendo assim, este trabalho teve como obijetivo, verificar a regularidade
no comportamento pés - meidtico, viabilidade polinica, efeito da temperatura

sobre a germinacao e morfologia do grao de pélen em espécies de Cucurbita.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Centro de origem, domesticacado e aspectos botanicos do
género Cucurbita

O género Cucurbita, que inclui as abdboras (C. moschata), as morangas
(C. maxima) e as abobrinhas (C. pepo) é nativo das Américas (Whitaker e
Robinson, 1986) e fazia parte da alimentacdo da civilizacdo Olmeca, depois
incorporadas pelas civilizacbes Asteca, Inca e Maia. Registros arqueoldgicos
associam essas espécies ao homem ha cerca de 10.000 anos (Ferreira, 2007) e
sugerem que as plantas do género Cucurbita foram uma das primeiras a serem
domesticadas. O valor nutritivo e a palatibilidade das sementes foram,
provavelmente, a principal atracdo para os primeiros coletores e, mais tarde, para
a domesticacdo (Nee, 1990).

As aboboras sdo classificadas na divisdo Magnoliopyta, classe
Magnoliopsida (Dicotiledéneas), subclasse Dilleniidae, ordem Violales, familia
Cucurbitaceae pertencentes ao género Cucurbita (Whitaker e Robinson, 1986).
As espécies mais conhecidas do género Cucurbita sdo: Cucurbita moschata, que
engloba as abdboras conhecidas popularmente como “de pescogo”; Cucurbita
pepo, formada pelas abdboras arredondadas, abobrinha e mogangos, e
Cucurbita maxima, as morangas (Pereira, 1999).

As espécies mais cultivadas do género Cucurbita (C. maxima,
C.moschata e C. pepo) sdao mondicas de fecundacdo predominantemente
cruzada, todas com 20 pares de cromossomos (Whitaker e Robinson, 1986). O
alto numero de cromossomos indica que o género pode ser de origem polipldide,
havendo evidéncias para origem alotetrapléide (Weeden, 1984). Apesar da
indicacdo de poliploidia, a espécie comporta-se como diploide, o que também ja
esta registrado em outras espécies alopoliploides (Singh, 1993).

As flores femininas séo grandes, solitarias, axilares, opostas as gavinhas
e com calice estrelado, corola campanulada, gamopétala, a cor variando de
amarelo a amarelo-alaranjado. O ovério € infero, os estigmas sao grandes com

cerca de dois cm, com trés lébulos. As flores masculinas



possuem pedicelos delgados e surgem primeiro € em maior nimero que as
pistiladas (Whitaker e Robinson, 1986).

O fruto é uma baga indeiscente, com polpa que pode variar de coloracdo
branca, amarela a laranja-escuro possuindo uma média de 100 a
300 sementes (Whitaker e Robinson, 1986). A existéncia de varia¢do no formato

e no tamanho dos frutos também € uma caracteristica do género Cucurbita.

2.2 Recursos genéticos

No que se refere a conservacdo da base genética, a importancia da
biodiversidade para a seguranca e para a dindmica do sistema agroalimentar é
evidente, jA que o0s recursos genéticos sdo a base da atividade agricola
(Pessanha, 2005).

O Brasil possui a maior diversidade de plantas nativas e plantas
cultivadas no mundo. Este patrimdnio genético constitui a base alimentar e a
fonte de matéria-prima para inUmeras atividades de populacdes locais e se
constitui também elemento organizador de contextos culturais especificos
(Oliveira et al., 2006). Dentre tantos, o Brasil destaca-se como detentor de
estimada variabilidade genética da cultura da abobora, porém existe alta
probabilidade de perda desses genes devido a varios fatores (QUEIROZ, 1993).

Segundo Kokopelli (2011), a diversidade genética dessa espécie é
consideravel quanto a forma de seus frutos e de suas sementes, aos ciclos de
crescimento, a resisténcia as doencas virais e a capacidade de conservacao. A
variabilidade disponivel € de extrema importancia para melhorar os materiais ja
domesticados ou promover a insercdo daqueles de qualidade superior
(Rubenstein et al., 2006).

Os recursos genéticos podem ser conservados ex situ, em bancos de
germoplasma mantidos por instituicbes de pesquisa, ou in situ, em unidades de
conservacgao. A conservacao on farm, que consiste na conservacao de recursos

geneéticos realizada pelos agricultores, permite a dinamica de



interacdo entre planta, homem e meio, propiciando a manutencdo e
enriguecimento da diversidade genética e cultural, e a manutencdo de processos
ecoldgicos (Eyzaguirre e lwanaga, 1995).

A seguranca alimentar, no contexto de controle e acesso a base
genética, interage em alguns elementos dado as preocupac¢des ambientais, pois
requer a implementacdo de politicas voltadas ao conhecimento, a conservagao

e ao controle publico do acesso a biodiversidade (Pessanha, 2005).

2.3 O gréo de pdlen

O grao de pdlen é um corpusculo que abriga o gametofito masculino
tanto de angiospermas quanto das gimnospermas (Moore e Webb, 1978),
constituindo-se em um elo entre cada geracdo e estando, portanto, envolvido
com a reproducdo e perpetuacao das espécies. A reproducao sexual das plantas
com flores comeca com a entrega do nucleo espermético ao 6vulo. Esse
processo tem inicio com a deposi¢do do grao de pdlen, seja por insetos, vento
ou outros meios, no estigma da planta (Krichevsky et al., 2007).

A formacao do grdo de poélen ocorre dentro das anteras e compreende
dois eventos: a microsporogénese e a microgametogénese (Mascarenhas, 1992;
Horner e Palmer, 1995). Durante esses dois processos independentes, a célula-
mae do grdo de pdlen ou microsporoécito presente nos sacos polinicos sofre
meiose apoés a citocinese, dando origem a quatro micrOsporos ou aos graos de
pélen jovens (microsporogénese) (Rodrigues et al., 2004). O micrésporo sofre,
entdo, uma divisdo mitética, resultando em dois nucleos, o reprodutivo e o
germinativo. Posteriormente, ocorre a segunda divisdo mitética, que envolve,
apenas, o nucleo germinativo. Essa divisdo da origem a duas células alongadas
e em forma de meia-lua, denominadas células espermaticas
(microgametogénese) (Santos e Zanettini, 2002).

De acordo com Mascarenhas (1992) e Horner e Palmer (1995), a

literatura relata varios genes que atuam durante a pré-meiose, a meiose e a



pos-meiose, e qualquer anormalidade, durante o processo de formacgao dos
graos de pélen, pode resultar no surgimento de p6lens anormais ou inviaveis.

Existem dois tipos de grdos de pdlen, os binucleados e os trinucleados.
Graos de polen binucleados contém uma célula generativa e uma vegetativa, e,
nesse caso, a célula generativa se divide durante o crescimento do tubo polinico,
dando origem a dois gametas masculinos. O grdo de pdlen trinucleado € formado
guando a divisdo da célula generativa ocorre antes do crescimento do tubo
polinico (Brewbaker, 1957).

O tubo polinico € um prolongamento celular do grdo de polen formado
apos a germinacéo, no estigma da flor. A funcéo do tubo polinico é transmitir os
gametas do poélen até o ovario, permitindo que isso ocorra a longas distancias,

varios centimetros em alguns casos (Cresti et al., 1992).

2.4 Caracterizacdo palinoldgica

De acordo com Erdtman (1972), palinologia é a ciéncia que retrata a
parede celular externa dos grdos de pdllen e esporos, referindo a sua
ornamentacéo, tamanho, formato e aberturas. E uma ciéncia Gtil ndo apenas
para palinologistas, mas também para sisteméticos e ecologistas (Mullins e
Emberlin, 1997).

No desenvolvimento do grdo de pdlen, pode ocorrer uma fase de
dispersdo onde o grédo de podlen é transportado por centimetros ou quildbmetros
de distancia até alcancar o estigma, podendo durar segundos ou dias,
dependendo do ambiente onde a planta se desenvolve e as circunstancias de
polinizacéo (Dafni e Firmage, 2000).

A parede celular do gréo de pélen é importante no auxilio do cumprimento
de funcbes intrinsecas a essa estrutura (Klein, 2007). Designada de
esporoderme, consiste de dois estratos principais: uma camada mais interna e
leve, a intina, e outra camada mais densa, a exina (Erdtman, 1972). A exina
compreende duas camadas: a ectexina — camada externa geralmente
esculturada de forma especifica — e a endexina — camada interna nao
esculturada (Mariath et al., 2006).



As caracteristicas mais dessemelhantes do gréo de pélen sdo o tamanho
dos grdos maduros, numero de poros e a escultura da exina (Erdtman, 1972). O
padréo da exina é determinado pelo esporofito, enquanto o tamanho do grao de
polen é determinado por ambos genotipos esporofitico e gametofitico (Nepi et
al., 1995; Kalinowski et al., 2005).

A constituicdo da cobertura do polen ndo € universal, fazendo dele um
carater taxonémico importante, que desempenha relevante papel nas interagées
polen-pistilo (Dickinson et al., 2000).

Segundo Erdtman (1972) a familia Cucurbitaceae é apontada como
euripolinica. Possuindo gréos de pdlen colpados, colporados, rugosos, porados,
ou forados, variando na forma de oblato a prolato e no tamanho (comprimento
do eixo maior) de 18 pm (Sicydium tamnifolium) a 180 pm (Cucurbita).
Geralmente a exina € mais espessa que a intina, reticulada com muro

simplibaculado.

2.5 Viabilidade polinica

A germinacao e viabilidade do gréo de pdlen tém recebido consideravel
atencao devido a sua aplicacdo no melhoramento de plantas, na conservacao e
no entendimento da resposta fisiologica durante a fertilizacdo (Khan e Perveen,
2006). Os programas de melhoramento genético vegetal estdo fundamentados
na obtencao de cultivares superiores, a partir da manipulacdo genética existente
no germoplasma de determinada espécie, e dentre os fatores responsaveis pelo
sucesso desses programas, destacam-se a selecdo de gendtipos e o0s
cruzamentos cuja eficicia depende, diretamente, da viabilidade do p6len (Techio
et al., 2006).

A capacidade de germinacdo do poélen pode interferir na taxa de
frutificacdo (Mondal e Ghanta, 2012), visto que qualquer falha do gréo de podlen
para germinar e, posteriormente, para fertilizar um 6vulo significa um resultado
mal sucedido de um evento de polinizacdo (Dafni, 1992). Assim, a viabilidade
polinica é, geralmente, considerada como indicativo da capacidade do gréo de



polen de realizar sua funcéo de liberar as células espermaticas no saco
embrionério, permitindo que ocorra a fertilizagéo (Shivanna et al., 1991)

Considerando-se a funcdo do grdo de pdlen no ciclo de vida de uma
planta, uma maneira de testar a viabilidade polinica seria realizar a polinizacao
e, posteriormente, analisar a frutificagdo. No entanto, devido ao tempo que essa
atividade leva, outros métodos sao, frequentemente, utilizados (Karakaya, 2011).
Existe uma grande variedade de técnicas que podem ser usadas para a
avaliacdo da viabilidade do grédo de pdlen (Oliveira et al., 2001). Os métodos
diretos incluem a inducéo da germinacao do pdlen in vivo ou in vitro, e os indiretos
sdo baseados em parametros citolégicos, como a reacdo a corantes e
fluorocromos (Shivanna e Johri, 1985; Dafni, 1992; Shivanna e Rangaswamy,
1992, Kears e Inouye, 1993).

Os métodos colorimétricos utilizam corantes quimicos especificos, que
reagem com componentes celulares presentes no gréo de pélen maduro. Dentre
esses testes, destacam-se os testes com lugol, carmim acético e a solucao tripla
de Alexander (Pagliarini e Pozzobon, 2004).

As substancias que compdem a solucao tripla de Alexander reagem de
maneira diferente para cada estrutura do gréo de pélen. O verde de malaquita
interage com a celulose da parede celular, enquanto a fucsina acida reage com
o protoplasma, resultando a coloracédo verde para pélen inviavel e lilas para gréo
de pdlen viavel (Alexander, 1969).

Entretanto, nesse método, a viabilidade pode ser superestimada, pois,
algumas vezes, graos de poélen inviaveis podem ser corados, devido a presenca
suficiente de enzimas, amido ou outras substancias (Rodriguez-Riano e Dafni,
2000).

Apesar dos testes de coloracdo ser procedimentos simples, eles nao
fornecem informacgdes sobre a capacidade germinativa do pélen, o que pode ser
avaliado através de testes de germinacao in vitro (Techio et al., 2006). Esse tipo
de teste é considerado um dos melhores como indicativo da viabilidade
(Shivanna et al., 1991) e consiste em fazer germinar uma amostra de pélen em
um meio de cultivo e observar, ao microscépio, a percentagem de gréos que

originam tubos polinicos (Stanley e Linskens, 1974).



Os testes de germinacdo sdo considerados métodos seguros, pois
partem do pressuposto de que o grdo de pdlen é capaz de germinar e produzir

um tubo polinico in vitro e fertilizar o évulo (Dafni, 1992).

2.6 Germinagéo in vitro

O teste de germinacao in vitro tem, por principio, a reproducdo das
condic¢des naturais do estigma e estilete, nas quais o pdlen germina, visto que,
em condicfes naturais, o estilete supre o grédo de pdlen com agua, acucares e
aminoacidos, promovendo a germinacgao do tubo polinico (Kears e Inouye 1993).

Os meétodos de germinagdo in vitro sdo Uteis em estudos sobre a
fisiologia, bioguimica da germinacdo dos graos de podlen, programas de
melhoramento e armazenamento do polen (Mercado et al., 1994). No entanto, a
taxa de germinacdo do pélen in vitro depende da determinacdo de um meio
6timo, que deve ser considerado como critério para viabilidade (Heslop- Harrison
et al., 1987).

Existe uma correlagdo entre a citologia do pdlen e a perda da sua
viabilidade (Brewbaker, 1957). Os grdos de polen trinucleados perdem a
viabilidade rapidamente e, dificilmente, germinam em meio artificial, ao contrario
dos graos de polen binucleados.

Alguns fatores podem afetar a manutencdo da capacidade germinativa
do grao de pdélen, como a umidade relativa, a temperatura ambiente (King, 1961;
Gill et al., 1992; Shivanna e Rangaswamy, 1992), o vigor e o estadio fisioldgico
da planta e a idade da flor (Johri e Vasil, 1961; Shivanna e Johri, 1989). Em
muitas espécies, baixas temperaturas e baixa umidade sao favoraveis para a

longevidade do polen (Adhikari e Campbell, 1998).

2.7 Efeito da temperatura no gréo de polen

A fase reprodutiva das plantas € altamente sensivel tanto ao calor quanto

ao frio. Apenas um unico dia muito quente ou uma Unica noite muito fria



podem ser fatais para 0 sucesso do processo reprodutivo (Zinn et al., 2010).
Dados indicam que o0 estresse da temperatura, sofrido durante o
desenvolvimento do gameta, a fase entre a polinizagao e o desenvolvimento do
zigoto e a fase de desenvolvimento do embrido, reduz a frutificacdo e 0 nimero
de sementes (Hedhly et al., 2008).

Alguns processos sdo afetados, negativamente, pelas altas
temperaturas como: a meiose; o desenvolvimento do endotécio na antera,
resultando na reducdo da deiscéncia da antera e liberacdo do pdlen; o niumero
de gréos de polen retidos no estigma; a germinacao do pdlen; o crescimento do
tubo polinico; a viabilidade do 6vulo; o processo de fertilizacdo e pés- fertilizacao;
e o crescimento do endosperma e o do embrido (Kinet e Peet, 1997), sendo
alguns estagios mais sensiveis do que outros (Giorno et al., 2013).

O desenvolvimento reprodutivo masculino € altamente organizado e
mais sensivel a varios estresses ambientais, incluindo altas temperaturas (Endo
et al., 2009). Trabalhos abordando o efeito da temperatura sobre a morfologia
dos grdos de polens, deiscéncias das anteras (Koti et al., 2005), composicéo
guimica e metabolismo do grao de polen (Aloni et al., 2001) tém sido realizados.
Além disso, testes de viabilidade em plantas expostas a estresse de temperatura
podem ser usados para uma triagem de tolerancia ao calor, permitindo uma
diferenciacdo entre plantas suscetiveis e tolerantes ao calor (Gaur et al., 2013).

Young et al. (2004) demonstraram a maior suscetibilidade do polen a
altas temperaturas, em relacao aos 6rgaos reprodutivos femininos, ao realizar
cruzamentos reciprocos em Brassica napus. Os autores observaram que a
frutificacdo foi reduzida em 88% quando as plantas doadoras de polen foram
submetidas a altas temperaturas, enquanto que a reducgéo foi, apenas, de 37%
guando as plantas receptoras foram tratadas com altas temperaturas.

Um dos mais suscetiveis estadios fenologicos a altas temperaturas € o
estadio de polinizacédo (Hatfield, 2013), visto que, embora diferentes gendtipos
nao respondam de forma igual a esse estresse, trabalhos tém demonstrado que
a falta de viabilidade do polen é o principal fator para a néo frutificagéo (Kafizadeh
et al., 2008).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Material de estudo

Os 11 genotipos de Cucurbita moschata e maxima avaliados neste
estudo (Tabela 1), foram adquiridos de uma populacdo em um experimento
localizado no municipio de Paranaita (9°43'20,47” S, 56°31°20,87” O) norte do
Estado de Mato Grosso, entre os meses de janeiro e fevereiro de 2017. Os
gendtipos utilizados sdo oriundos do Banco Ativo de Germoplasma da
UNEMAT/Campus Alta Floresta.

As andlises foram conduzidas no Laboratorio de Genética Vegetal e
Biologia Molecular da Universidade do Estado de Mato Grosso, Campus de Alta

Floresta.

Tabela 1 — Descricdo dos genétipos conservados na Colecdo Ativa de Germoplasma da
Unemat/Campus Alta Floresta

Municipio (origem

Genotipo Espécie Nome popular da semente)
Unemat 015 Cucurbita moschata Duch. Abobrinha Alta Floresta
Unemat 016 Cucurbita moschata Duch.  Abébora de Mato Grosso Paranaita
Unemat 017 Cucurbita moschata Duch. Abdbora Paranaita
Unemat 018 Cucurbita moschata Duch. Moranguinha Paranaita
Unemat 020 Cucurbita moschata Duch. Abdbora comum Paranaita
Unemat 022 Cucurbita moschata Duch. Abdbora pescocinho Paranaita
Unemat 023 Cucurbita moschata Duch. Abobora paulista Terra Nova do Norte
Unemat 024 Cucurbita moschata Duch. Abdbora pescogo Terra Nova do Norte
Unemat 025 Cucurbita moschata Duch. Abdbora paulistinha Carlinda
Unemat 026 Cucurbita moschata Duch. Abodbora menina Paranaita
Unemat 027 Cucurbita maxima L. Moranga Terra Nova do Norte

3.2 Analise dos produtos pos - meibdticos

Nesta analise, botdes florais em diferentes fases de desenvolvimento,

foram coletados em bulk de 40 plantas de cada genoétipo descrito na Tabela 1 e
11



fixados em etanol 70%. Em seguida, as amostras foram armazenadas em freezer
a—10 C° até o preparo. Os botdes florais foram dissecados tendo as trés anteras
retiradas e maceradas em uma gota (30 pl) de carmim acético 1% para liberacéo
das células. Em seguida, as laminas foram confeccionadas e analisadas em
microscopia de campo claro em microscopio optico (Bioptika B50) em uma
magnitude de 400x pelo método de varredura. As imagens obtidas em
microscopio foram capturadas em camera digital acoplada ao equipamento,
utilizando o programa ISCapture.

Para a analise de relacao entre tamanho do botéo floral e produto pos-
meiobtico, o comprimento e didmetro de cada bot&o floral foi mensurado com o
auxilio de um paquimetro.

Para a estimacédo do indice meiético (IM), quantificou-se o nimero de
produtos pés-meioticos, denominados: moénade, diade, triade, tétrade e poliade.
Para o célculo, utilizou-se a expressédo proposta por Love (1951), onde IM =
[(nimero total de tétrades normais) / (numero total de ménades + diades +
triades + tétrades + poliades)] x 100.

3.3 Estimativa da viabilidade polinica

Botbes florais, em fase de desenvolvimento proximo a antese, foram
coletados em bulk de 40 plantas de cada gendétipo descrito na Tabela 1 e fixados
em etanol 70%. Posteriormente as amostras foram armazenadas em freezer a —
10 C° até o preparo das laminas para analise.

Para avaliar a viabilidade polinica, as anteras foram depositadas sobre a
lamina e maceradas com 50 pl da coloracdao tripla de Alexander para a liberagéo
dos graos de polen.

O numero de graos de poélen viaveis (lilas) e nao viaveis (verde) foram
contabilizados em microscopio 6ptico (Bioptika B50) em uma magnitude de 400x
pelo método de varredura. As imagens obtidas em microscopio foram capturadas
em camera digital acoplada ao equipamento, utilizando o programa ISCapture.

Foram analisados 250 graos de pélen por lamina, totalizando 2000 graos

de pdlen por variedade.
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Os dados foram submetidos a analise de intervalo de confianca ao nivel
de 5% de probabilidade, as anélises foram executadas com auxilio do programa
Genes (Cruz, 2013).

3.4 Determinacdo do meio de cultura para germinacao dos graos
de pélen

Foram testadas trés concentragfes de sacarose (0, 5, 10%) e quatro de
acido barico (0; 7,5ppm; 15ppm; 30 ppm), em arranjo fatorial com 12 tratamentos
(3x4) e duas repeticdes. Flores em antese inicial, dos gendtipos descritos na
Tabela 1, foram coletadas pela manha, entre 08:00 e 09:00 horas.

No momento do preparo das laminas, o meio de cultura (100 pl) foi
depositado na lamina com auxilio de uma micropipeta. Os graos de polen foram
distribuidos sobre laminas, contendo 100 pl das diferentes concentracdes
testadas, de forma independente, e as mesmas foram alocadas em uma camara
Umida e mantidas a temperatura ambiente (~25° C).

As avaliacBes de germinacao do polen foram realizadas através da razdo
entre 0 numero de polens germinados e o nimero total de polens observados.
Foram analisadas duas laminas por tratamento, sendo contabilizados 150 graos
de pdélen por lamina, perfazendo um total de 300 graos de
pélen/gendtipo/tratamento. Foram considerados germinados os graos de pélen

cujo comprimento do tubo polinico fosse superior ao diametro do gréo de podlen.

3.5 Germinacéao in vitro
Os grédos de pélen, dos genotipos descritos da Tabela 1, foram coletados

de flores isoladas um dia antes da antese (Figura 1). Para evitar discrepancias,

o pélen de uma unica flor, por genétipo, foi utilizado na analise.
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Figura 1 — (A) Botao em pré-antese; (B) Botéo isolado um dia antes da antese.

Para a avaliacdo da germinacdo, utilizou-se o meio de cultura que
apresentou melhor resultado entre os meios testados, sendo sacarose a 5% e
agar a 0,05gL1t. Com auxilio de uma micropipeta, foram distribuidos 100 ul do
meio sobre uma lamina, e em seguida os graos de polen foram depositados
sobre o mesmo, uniformemente. Para a analise, foram preparadas quatro
laminas/gendtipo, acondicionadas em camera Umida e em seguida, depositadas
em uma camara incubadora B.O.D. (Demanda Bioquimica de Oxigénio) com
controle de temperatura e fotoperiodo (Eletrolab — EL 202/4) em temperatura de
25°C, 30°C, 35°C e 40°C, de forma independente, por um periodo de uma hora.
Apbs este periodo foram contabilizados 250 grédos de pélen em cada lamina em
microscopia optica (Bioptika B50) com magnitude de 400x pelo método de
varredura, totalizando 1000 grdos de polen para cada genétipo. Foram
considerados germinados os polens que desenvolveram tubo polinico com
tamanho igual ou superior ao diametro do pélen.

Os dados de germinacao in vitro, em resposta a temperatura, foram
submetidos a analise de regressdo. O ajuste de cada equacéo de regressao,
descrevendo a resposta da germinacéo do poélen a temperatura, foi comparado
pela variacdo explicada pelo coeficiente de determinacéo (R?) e pelo erro padrdo.
O mais alto R? e o menor erro padrdo foram utilizados para selecionar o modelo
de regressdo mais adequado aos dados, as andlises foram realizadas com o
auxilio do programa estatistico SigmaPlot 12.0.
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As temperaturas cardinais, minima (Tminima), Otima (Tétima) € Maxima
(Tmaxima) foram estimadas de acordo com o modelo de regressdo. O modelo
guadrético foi o que mais se ajustou aos dados, onde foi transformado em
equacao de segundo grau, sendo obtidas duas raizes, a de menor valor indicou
a temperatura minima e a de maior valor, a temperatura maxima de germinacao.
A temperatura Otima foi determinada através da estimativa do veértice da
parabola, o qual indica, exatamente, onde a curva deixa de ser cbncava e passa

a ser convexa.

Germinacédo do grdo de pélen=a+ bx+cx2=0

—b
Temperatura dtima = B
c

—b —/ b2 —4ar
2a

Temperatura maxima =

—b ++b?* — dac
2a

Temperatura minima =

3.6 Morfologia polinica

No preparo das amostras para analise, bot6es florais proximo a antese,
foram coletados em bulk de 40 plantas de cada genétipo descrito na Tabela 1 e
fixados em solucdo etanol-acido acético, na propor¢cdo 3:1 e mantidos sob
refrigeracdo (4° C), por no minimo 24 horas. Posteriormente, foram retiradas
duas anteras por botéo e colocadas em microtubos de 1 ml, contendo 500 ul de
acido acético 100% ficando em repouso por 15 minutos. Os tubos foram
centrifugados a 3000 rotagbes por minutos, durante 5 minutos, e o sobrenadante,
descartado.

O preparo da amostra dos grdos de poélen ocorreu através da solucao
aquosa de hidréxido de sédio a 10%, eliminando seu conteudo celular para

observagéo da parede externa do polen (exina).

15



Os gréos de pélen ficaram imersos na solucéo de hidréxido de sodio, em
temperatura ambiente durante 8 minutos. Os tubos com as amostras foram
centrifugados novamente e, depois da centrifugacdo, a mistura acetolitica foi
retirada, permanecendo, apenas, 0s grdos de polen. Em cada tubo foi
acrescentado 1 ml de agua destilada mais 2 gotas de alcool etilico, sendo
centrifugado novamente e decantado. Posteriormente, foi acrescentado, em
cada tubo, 1 ml de &gua destilada e glicerina na propor¢cdo de 3:1,
permanecendo por, no minimo, duas horas.

Para observacdo dos grdos de pdlen, foram confeccionadas laminas
contendo duas gotas da amostra glicerinada. Em seguida, colocou-se uma
laminula sobre a amostra e a lamina foi observada ao microscopio 6ptico
(Bioptika B50) em uma magnitude de 400x.

As mensuracdes dos gréos de poélen foram realizadas no mesmo dia da
preparacdo das laminas, evitando possivel dilatacdo, que pode ocorrer com o
passar do tempo (Melhem e Matos, 1972; Salgado-Labouriau, 1973), visto que
os graos de podlen tendem a aumentar o tamanho depois de submetidos ao
processo de acetolise (Faegri e Deuse, 1960).

Foram obtidas medidas dos diametros polar e equatorial em vista
equatorial (posicdo em que o grao de poélen estd perpendicular a vista polar) e
do didmetro equatorial em vista polar (posicdo em que o grédo de pdélen esta com
uma area polar voltada para o observador) dos grdos de pdlen, além das
medidas das aberturas, da espessura das camadas da exina (sexina e nexina) e
do apocolpo (Milward-Azevedo et al., 2010). Foram realizadas 25 medicbes de
cada caracteristica do pélen, aleatoriamente, em diferentes laminas, sendo
mensurados, no minimo, cinco pélens por lamina, em um total de 25 grdos de
poélen.

Para classificar os grédos de pdlen, de acordo com seu formato, foi
utilizada a relacdo entre o eixo polar e o eixo equatorial (P/E) em vista equatorial
descrita por Erdtman (1952) (Tabela 2).
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Tabela 2 — Classificagdo dos gréos de pélen com base na razéo entre o eixo polar e o eixo
equatorial (P/E), segundo Erdtman (1952)

Classes de Pélen

P/IE Denominacao

0,50 Peroblato
0,50-0,74 Oblato
0,75-0,87 Suboblato
0,88 — 0,99 Oblato-esferoidal

1,00 Esférico Subesferoidal
1,01-1,14 Prolato-esferoidal
1,15-1,33 Subprolato
1,34 - 2,00 Prolato

> 2,00 Perprolato

Em relacdo ao seu tamanho, os graos de polen foram classificados de
acordo com Erdtman (1945), baseando-se no comprimento do eixo maior, nas
seguintes classes: muito pequenos (< 10 ym), pequenos (10-25 ym), médios (25-
50 um), grandes (50-100 pm), muito grandes (100-200 ym) e gigantes (> 200
Mm).

A forma das aberturas foi determinada de acordo com a relagao entre os
dois diametros da mesma (Erdtman, 1952). Aberturas dos graos de pélen séo
classificadas como poro quando sdo mais ou menos circulares e cuja relacéo
entre os dois diametros for inferior a 2. Por outro lado, aberturas do tipo colpo
séo aberturas alongadas cuja relacéo entre os dois diametros for superior a 2 e
guando a abertura for a fusdo das duas formas é classificado como colporo.

Posteriormente as descricdes polinicas, as terminologias adotadas
foram baseadas no glossario de Barth e Melhem (1988), Barth (1964) e Punt et
al. (2007).

Os gréos de polen foram examinados sob microscopia Optica (Bioptika
B50), e as imagens capturadas, analisadas e medidas, utilizando-se o Anati
Quanti 2® UFV (AGUIAR et al., 2007).

Para os graos de pdlen em vista equatorial das espécies, foram
estimados média, desvio padrao da meédia, coeficiente de variacdo e intervalo de

confiancga.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Indice meiético

Os gendtipos estudados apresentaram indice meiético (IM) superior a
90% (Tabela 3), ainda que tenha ocorréncia de produtos poOs-meibticos
irregulares. Segundo Love (1951), gendtipos que apresentam indice meiotico
abaixo de 90%, podem acarretar disfuncdes reprodutivas, restringindo o uso no
melhoramento genético devido a instabilidade citogenética.

Os genotipos Unemat 017 e Unemat 023 apresentaram maior valor de
IM (99,65%). E o0 gendtipo Unemat 027, menor valor de IM (93%), devido a
presenca de células mbnade, diade, triade e poliade (Figura 2) durante a analise,
ocorrendo 0 mesmo nos genotipos Unemat 015 e Unemat 023. Nos gendtipos
Unemat 016 e Unemat 017 houve a presenca de células diade e triade. Para os
gendtipos Unemat 018, Unemat 022 e Unemat 025, presenca de células
monade, diade e triade e nos gendtipos 020 e Unemat 024, a ocorréncia de

triades.

Tabela 3 — indice mei6tico (%) e média do didametro e comprimento do boto floral

Tamanho do Botdo (mm)

Genotipo indice Meiotico (%) (diametro x comprimento)
Unemat 015 99,45 6,04 x 11,83
Unemat 016 99,35 6,25 x 14,25
Unemat 017 99,65 5,87 x 12,21
Unemat 018 97,05 5,11 x 11,80
Unemat 020 98,35 6,51 x 14,99
Unemat 022 98,90 5,73x 13,74
Unemat 023 99,65 5,93 x 13,72
Unemat 024 98,40 5,46 x 11,98
Unemat 025 99,35 6,46 x 15,70
Unemat 026 99 6,05 x 11,94
Unemat 027 93 4,56 x 11,29
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Figura 2 — Irregularidades meiéticas e indice meiético em C. maxima. A) Ménade; B) Diade; C)
Triade; D) Tétrade; E) Poliade. Barra = 20 um.

Com base na média entre diametro e comprimento do botao floral dos
genotipos de Cucurbita, pode-se estabelecer que existe uma associacao entre o
tamanho do botédo floral e as fases meiédticas. Foi observado produtos poés-
meidticos em botBes florais cujo estagio de desenvolvimento variaram, em
média, de 4,56 a 6,51 mm de diametro (Figura 3) nas duas espécies avaliadas.
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Figura 3 — Tamanho do botéo floral e produto pos-meiéis ege()tipos de Cucurbita.
Barra preta = 5 mm; Barra Vermelho = 20 ym.
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Nascimento Janior et al. (1990), relatam que a identificacdo de
alteracbes genéticas entre as populacdes, dentro de uma espécie em estudo, €
um aspecto basico nos programas de melhoramento.

Damasceno Junior et al. (2010) orientam que sejam introduzidos em
pesquisas de melhoramento genético, que envolvam cruzamentos, genotipos

gue previamente tenham sugerido médias altas em indice meibtico.

4.2. Viabilidade Polinica

A viabilidade polinica, com a solucdo de Alexander, apresentou
resultados com alta porcentagem. Apontando médias entre 80,05% a 96,80%,
com excecao do genoétipo Unemat 020 (Tabela 4). Dois gendtipos apresentaram
resultados bem distintos, o acesso Unemat 022 apresentou alta porcentagem de
viabilidade de podlen (96,80%), enquanto o acesso Unemat 020, destacou-se pela
baixa porcentagem de gréos de pélen viaveis (71,15%). Nepi e Pacini (1993)
observaram que em Cucurbita pepo, a viabilidade dos grdos de podlen é de
aproximadamente 92% no momento em que os botdes florais iniciam antese. Ja
para os gendtipos de C. maxima e C. moschata, avaliados neste estudo, botdes
florais em antese inicial apresentaram viabilidade polinica de aproximadamente
84% e 88%, respectivamente.

Dentre o0s gendétipos estudados, somente o genédtipo Unemat 020,
apresentou meédia baixa, com limite inferior de 61,60% e limite Superior de 78%.

Tabela 4 — Porcentagem de viabilidade polinica de 11 gendétipos de Cucurbita

Gendtipo Média Desvio Limite Stlp)n;Ltizr Coefici~ente de

Padréao Inferior (L) (LS) Variacéo (CV)
Unemat 015 80,05 18,14 47,30 106,63 22,66
Unemat 016 93,40 3,43 87,19 98,43 3,67
Unemat 017 89,05 3,16 83,33 93,69 3,55
Unemat 018 80,95 3,30 74,98 85,79 1,66
Unemat 020 71,15 5,28 61,60 78,89 7,43
Unemat 022 96,80 1,57 93,95 99,10 1,62
Unemat 023 90,20 7,90 75,93 101,78 8,76
Unemat 024 85,35 10,09 67,12 100,13 11,82
Unemat 025 93,80 6,09 82,79 102,72 6,49
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Unemat 026 93,35 3,49 87,04 98,46 3,74
Unemat 027 84,10 1,22 81,88 85,89 1,45

De acordo com Alexander (1980), através dos testes com a solucao tripla
de Alexander, € possivel diferenciar os grdos de polen invidveis dos viaveis. O
autor ainda diz que, graos de polen inviaveis ndo possuem o nucleo e apenas a
celulose contida na parede celular, apresentara coloragao.

Os gréos de polen que possuiam protoplasma e parede celular integros,
indicado pela coloragéo lilas do protoplasma e contorno verde da parede celular
foram considerados vidveis. Os graos de poélen invidveis apresentaram
tonalidade verde claro (Figura 4) no interior da célula, indicando auséncia de

material genético.

— pm Sk — pm . — pum
= .

Figura 4 — Gréos de pdlen C. moschata corados com Solucao de Alexander. Grao de polen

viavel (seta inteira) e gréo de polen inviavel (seta pontilhada). Barra = 20 pm.

Na viabilidade do genoétipo Unemat 027, a média encontrada foi de
84,10%, considerado um valor alto. Esses dados corroboram os obtidos por
Nicodemo et al. (2007), que realizou estudo de viabilidade polinica com a mesma
espécie Cucurbita maxima Duch, utilizando a solucéo tripla de Alexander,
obtendo média de 91,2%.

Loguercio e Battistin (2004), afirmam que por meio de estudos sobre a
viabilidade polinica, podem-se obter informacdes da fertilidade das espécies e/ou
cultivares, obtendo-se uma visao prévia da infertilidade das plantas estudadas,
como também conhecer o potencial reprodutivo de uma populacdo e das
adversidades da fertilidade que possam ocorrer.

A alta porcentagem de viabilidade polinica, semelhante a encontrada no
presente estudo com utilizagdo da solucéo de Alexander, também foi observada
por Souza (2008) e Martins (2010) ao avaliar espécies de
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Capsicum, com média geral em 95% e 93,65%, grdos de podlen viaveis,
respectivamente. Munhoz et al. (2008), analisaram a viabilidade do gréo de polen
de Carica papaya L. com a solucéo de Alexander, resultando 92,6% dos gréos
de polen viaveis.

Techio et al. (2006) ao analisar a viabilidade polinica em acessos de
capim — elefante, relataram que o Reativo de Alexander apresenta dados com
maior distincdo na coloracdo do grdo de podlen. Isso ocorre devido a acdo
simultanea do verde de malaquita, que interage com a celulose da parede
celular, e a fucsina &cida que interage com o protoplasma.

A alta viabilidade polinica encontrada nos genoétipos de Cucurbita €
resultante de uma meiose regular e um indice meiotico estavel, como relatado
nos resultados da andlise anterior. De acordo com Defani-Scoarize et al. (1995),
0 comportamento meidtico de uma espécie esta relacionado ao seu grau de
fertilidade e as alteracdes durante a divisédo celular, refletindo na viabilidade dos

graos de poélen.

4.3. Germinacao do tubo polinico

Os dados de germinacdo in vitro dos gendtipos de Cucurbita,
evidenciaram alta frequéncia de polens férteis. Nos gendtipos Unemat 018 e
Unemat 022 foram observados o maior percentual de germinabilidade entre os
doze gendtipos avaliados (Tabela 5), estabelecendo 98,9% de graos de poélen
germinados na temperatura de 35°C.

Ao avaliar diferentes temperaturas na germinacao dos graos de polen de
algodao, Kakani et al. (2005) observaram que houve diferencas significativas
entre as cultivares testadas, sendo que a temperatura que mostrou maior
percentual de germinacdo foi a 33 °C. Segundo Scorza e Sherman (1995) a
germinacao do poélen deve resultar de 50 a 80% de graos de polen com tubo

polinico devidamente desenvolvido.
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Tabela 5 — Porcentagem de germinagéo in vitro (%) dos 11 genétipos de Cucurbita avaliados em
diferentes temperaturas

. Temperaturas

Genaotipos

25°C 30°C 35°C 40°C
Unemat 015 81,3 77 83,8 62,8
Unemat 016 72,7 92,3 90,2 61,8
Unemat 017 83,7 77,1 84,5 65,1
Unemat 018 78,3 98,6 98,9 79,2
Unemat 020 83,2 85,7 81,8 65,1
Unemat 022 98,1 98,6 98,9 70,4
Unemat 023 50,3 90,4 96,6 68,4
Unemat 024 84 69,9 69,6 70,4
Unemat 025 70,6 88,2 92,0 80,1
Unemat 026 16,5 45,8 62,8 67,6
Unemat 027 80,5 88,7 91,7 70,5

A menor média de germinacao foi encontrada no genétipo Unemat 026
nas temperaturas 25°C e 30°C, respectivamente 16,5% e 45,8%. A taxa de
germinabilidade foi crescente, porém foram as mais baixa entre os genétipos
avaliados, dentre as temperaturas de 25°C a 35°C (Tabela 5).

Entre os quatro tratamentos, o maior indice de germinacao foi a 35°C,
para os genétipos Unemat 015, Unemat 017, Unemat 018, Unemat 022,
Unemat 023, Unemat 025 e Unemat 027, com médias entre 83,8% a 98,9% de
germinacao. E o menor indice germinativo foi & 40°C, nos genétipos Unemat 015,
Unemat 017, Unemat 016, Unemat 020, Unemat 022 e Unemat 027, com médias
entre 61,8% a 70,4% de germinacao.

Apbs submeter os dados de germinacao in vitro, a analise de regressao,
constatou-se que a temperatura minima variou de 3,20°C a 22,54°C e a
temperatura maxima de 33,52°C a 58,04°C (Tabela 6). Ja a temperatura 6tima
entre 29,63°C a 40,27°C. As temperaturas minimas e méaximas permitem
identificar o intervalo toleravel em que o grédo de pdélen possui capacidade de

germinacdo. E a temperatura 6tima, onde a taxa de germinacdo sera maior.
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Tabela 6 — Temperatura minima, maxima e étima na germinacao do grdo de pdlen de
Cucurbita

Gendtipos Temperaturas (°C)

Minima Maxima Otima
Unemat 015 7,28 54,46 30,87
Unemat 016 17,75 45,79 31,77
Unemat 017 3,20 58,04 30,65
Unemat 018 16,67 48,47 32,57
Unemat 020 8,21 51,31 29,76
Unemat 022 10,81 48,46 29,63
Unemat 023 21,31 33,52 33,52
Unemat 024 * * 37,5
Unemat 025 15,79 52,55 34,17
Unemat 026 22,54 58 40,27
Unemat 027 13,79 50,24 32,01

*Temperatura ndo identificada.

O gendtipo Unemat 026 apresentou a maior temperatura 6tima (40,27°C)
e 0 gendtipo Unemat 020 apresentou a menor temperatura 6tima (29,63°C).

O gendtipo Unemat 017 foi o que obteve menor valor de temperatura
minima e maior temperatura maxima, 3,20°C e 58,04°C, respectivamente. Houve
uma oscilacédo da taxa de germinacédo, como mostra a Figura 6 — D.

De acordo com Freitas (2013), a exposicao de plantas em alta ou baixa
temperatura pode ter efeito prejudicial em todas as fases de desenvolvimento da
planta. Hedhly et al. (2008) complementa que, a fase reprodutiva é uma das
fases mais afetadas pela temperatura, pois seus efeitos comprometem tanto os
orgaos masculinos quanto os femininos. Podendo ser essa uma das causas da
oscilacdo germinativa do genétipo Unemat 027.

Alguns autores ao estudar o efeito da temperatura, em outras espécies,
tem constatado a reducdo na germinacao nas condi¢des in vitro e no crescimento
do tubo polinico quando submetidas em temperaturas elevadas, obtendo
resultados semelhantes aos obtidos neste estudo. Beer (1963) ao analisar
amendoim comum (Arachis hypogaea L.), concluiu que temperaturas superiores
a 33 °C reduzem a viabilidade e germinacdo do grdo de pdlen. O estresse de
temperatura causado a cultura do tomate, torna-os incapazes de produzir pélens

viadveis, reduzindo assim, a frutificacéo (Sato et al., 2000).
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Kumar et al. (2013), avaliaram gréo de bico (Cicer arietinum L.) e observaram um
declinio na viabilidade polinica, na germinag&o do pélen, no crescimento do tubo
polinico. Sendo assim, temperaturas elevadas pode ser um fator prejudicial na
producéo de olericolas.

Nos genotipos Unemat 016, Unemat 018, Unemat 023, Unemat 025 e
Unemat 027, a germinacao iniciou baixa e foi aumentando gradualmente até o
valor maximo na temperatura de 35°C, que foi a temperatura considerada 6tima
para germinacdo do grdo de pdlen (Tabela 6), acima desse valor houve nova
reducdo da germinacéo (Figura6 — A, D, G, |, L).

Capistrano (2015), ao avaliar amendoim forrageiro, observou que a
germinacao in vitro decresceu ap0s a utilizacdo de temperaturas superiores a

30°C e obteve a menor taxa germinativa aos 40°C.
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Figura 6 — Porcentagem de gréos de pélen germinados in vitro em diferentes temperaturas. A
—Unemat 015; B—Unemat 016; C — Unemat 017; D — Unemat 018; E — Unemat 020; F — Unemat
022; G —Unemat 023; H — Unemat 024; | — Unemat 025; J — Unemat 026; L — Unemat 027.

A utilizacdo do meio de cultura composto por sacarose (5%) e agar
(0,05gL1) proporcionou boa germinacdo e crescimento adequado do tubo
polinico (Figura 7).

Figura 7 — Graos de pélen germinados dos enétipos de Cucurbita. Tubo polinico (seta inteira)
e grao de pdlen invidvel (seta pontilhada).

De acordo com Karni e Alone (2002), o desenvolvimento e a germinacao
do polen dependem da captacdo e metabolismo de acgucar pelo mesmo. Com
isso, trabalhos tém sido desenvolvidos para verificar como a temperatura
interfere nesses processos e, consequentemente, nas porcentagens de
germinacao in vitro e frutificagdo (Aloni et al., 2001). O que torna importante a
adequacao de estratégias para o desenvolvimento adequado de espécies com
importancia econdémica.

A identificacdo do polen (viavel/inviavel) realizada com base no teste
colorimétrico, de viabilidade polinica, foi observada como complementacdo na
resposta dos genétipos aos diferentes regimes de temperatura na germinacao in

vitro.
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4.4. Morfologia do podlen

As espécies de Cucurbita apresentaram grdos de pdlen apolar, com
tamanho variando entre grande a gigante e de ambito circular. Na espécie
Cucurbita maxima, o genoétipo Unemat 027 apresentou tamanho gigante, com
forma oblato-esferoidal e com valor médio do diametro equatorial e polar,
respectivamente, 256,14um e 292,29 um (Tabela 7). Observou-se que o valor do
didmetro polar ndo ficou dentro do intervalo de confianga em 95% de

significancia.

Tabela 7 — Mensuracao do diametro equatorial e do eixo polar em vista equatorial dos gréos de
pélen dos genétipos de Cucurbita

Vista Equatorial

Genéiti Didmetro Equatorial Diametro Polar
endtipo

X * SX IC (95%) CV (%) X % SX IC (95%) (%/:/) (ﬁﬁ)
Unemat 015 291,41 -10,59 286,71-29565 3,63 | 287,42-11,03 282,52-291,83 3,84 0,98
Unemat 016 261,05- 28,41 248,43-272,41 10,88 | 253,13-31,62 241,09-267,78 12,39 0,97
Unemat 017 275,37 -21,96 265,62-284,16 7,67 | 264,52-36,78 248,19-279,24 13,90 0,95
Unemat 018  154,51-7,33 151,25-157,44 4,74 148,50 - 8,39 144,77 - 151,86 5,65 0,95
Unemat 020 311,66 - 82,07 275,21 -344,49 26,33 | 273,81-94,99 231,63-311,81 34,69 0,87
Unemat 022 85,28 - 3,34 83,79 - 86,61 3,91 83,08 - 3,41 81,56 - 84,44 4,11 0,97
Unemat 023 280,14 - 21,60 270,55-288,78 7,71 | 277,97-21,73 268,32-286,67 7,82 0,98
Unemat 024 277,60 - 32,55 263,14-290,62 11,72 | 273,69-33,17 258,97 -286,96 12,11 0,98
Unemat 025 214,37-9,28 210,24 - 218,08 4,33 211,05-7,10 207,89-213,89 3,36 0,98
Unemat 026 251,08 - 16,82 243,61-257,81 6,70 | 247,51-16,95 239,98-254,29 6,85 0,98
Unemat 027 256,14 - 21,41 246,63 - 264,71 8,36 252,29 -20,90 243,01-260,65 8,28 0,98

x = média; s = desvio padréo; IC = intervalo de confianga; CV= coeficiente de variagao; P/E = eixo polar/eixo equatorial.

Os gréos de polen da espécie Cucurbita moschata mostraram os maiores
valores médios dos eixos equatorial e polar, exceto o genétipo Unemat 022.

Segundo Barbosa (2009), o tamanho do grédo de pdlen difere na
guantidade de nutriente presente na célula, fazendo com que polens maiores
tenham maior reserva de nutrientes e principalmente amido, que permite durante
a germinacao, que tubos polinicos cresgcam através de estigmas profundos, o

gue ndo ocorre em graos de polen pequenos. Essa afirmacgéo
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pode justificar o alto indice da emissdo do tubo polinico, em determinadas
temperaturas, na analise de germinacao in vitro. O tamanho do polen pode ter
influenciado positivamente no resultado.

Os resultados obtidos para os tamanhos e classificacbes dos graos de
poélen, estdo de acordo com o proposto por Erdtman (1952). O formato dos gréos
de pdlen, obtidos pela razdo P/E, variou de oblato — esferoidal a perprolato
(Tabela 8). A maioria dos genotipos possui formato oblato — esferoidal, exceto
Unemat 020, que apresentou formato suboblato. Nos gendtipos Unemat 018 e
Unemat 022, os tamanhos do grao de pélen diferiram da maioria com tamanho
gigante, possuindo, respectivamente, tamanho muito- grande e grande. Essa
diferenca constatada entre os genoétipos Unemat 018 e Unemat 020, apesar de
serem da mesma espécie, pode ser causada por fatores abioticos, intrinseco ao

ambiente.

Tabela 8 — Caracterizacdo morfopolinica dos gendtipos de Cucurbita avaliados

Genétipo Formato Tamanho Ambito
Unemat 015 Oblato-esferoidal Gigante Circular
Unemat 016 Oblato-esferoidal Gigante Circular
Unemat 017 Oblato-esferoidal Gigante Circular
Unemat 018 Oblato-esferoidal Muito - grande Circular
Unemat 020 Suboblato Gigante Circular
Unemat 022 Oblato-esferoidal Grande Circular
Unemat 023 Oblato-esferoidal Gigante Circular
Unemat 024 Oblato-esferoidal Gigante Circular
Unemat 025 Oblato-esferoidal Gigante Circular
Unemat 026 Oblato-esferoidal Gigante Circular
Unemat 027 Oblato-esferoidal Gigante Circular

Resultados semelhantes foram obtidos por Barbosa (2009), que ao avaliar
linhagens e cultivares da espécie Cucurbita moschata, obteve graos de pdlen
gue variou de oblato — esferoidal a prolato — esferoidal.

Perveen et al. (2008), estudando espécies da familia Cucurbitaceae,
encontrou graos de polen com formato variando de oblato a prolato.

De acordo com Iwanaimi e Yoshio (1988), a analise dos descritores
polinicos, em uma caracterizagcdo morfologica, serve para distinguir e relacionar

espécies, devido as caracteristicas como formato, nUmero e tipo de aberturas,
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posicdo e ornamentacdo da exina dentre outras, que sao determinadas
geneticamente.

Os graos de pélen foram encontrados de forma isolada, sem
aglomeracdo, em ambas as espécies de Cucurbita, apresentaram varias
aberturas arredondadas, denominadas poro. Morfologicamente, todos o0s
genodtipos sao iguais, possuindo grdos de pdélen com ambito circular,
pantoporado, com poros operculado e exina com ornamentacdo espinhosa

(Figura 8), distinguindo apenas pelo tamanho e formato.

k ; ‘ il
Figura 8 — Microscopia 6ptica dos gréos de pélen de Cucurbita. A — Unemat 015; B — Unemat
027; C —Unemat 016; D — Unemat 017; E — Unemat 018; F — Unemat 020; G — Unemat 021; H
— Unemat 023; | — Unemat 024; J — Unemat 025; K — Unemat 022; L — Unemat 026. Barra: 10
pm.

Observou-se variacado na média do diametro dos poros dos genotipos

avaliados (Tabela 9), porém todos dentro do intervalo de confianca em 95% de
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significancia. O genétipo Unemat 022 apresentou a menor média e desvio padréao
e Unemat 015 apresentou a maior média para o diametro do poro. O niumero de
aberturas encontradas nos graos de pélen variou de 6 a 10 poros, distribuidos

por todo gréao de pélen, por isso denominado pantoporado (Figura 9).

Tabela 9 — Mensuracéo do diametro do poro encontrado no gréo de pdlen dos genotipos de
Cucurbita

Diametro do Poro

Genotipo Exina (um)
X + SX IC (95%) CV (%)
Unemat 015 57,07 - 4,66 55,17 - 58,77 7,47 5,06
Unemat 016 45,76 - 7,31 42,51 - 48,68 15,97 3,45
Unemat 017 47,96 - 5,33 45,59 - 50,10 11,12 5,68
Unemat 018 24,73 - 3,10 23,35 - 25,98 12,56 4,24
Unemat 020 47,00 - 14,29 40,65 - 52,71 30,41 5,21
Unemat 022 14,22 -1,34 13,62 - 14,75 9,44 8,26
Unemat 023 41,43 - 5,62 38,94 - 43,68 13,56 1,97
Unemat 024 48,37 - 5,54 45,91 - 50,59 11,46 4,52
Unemat 025 34,03 - 3,20 32,61 - 35,31 9,41 3,60
Unemat 026 45,22 - 6,65 42,27 - 47,89 14,71 3,25
Unemat 027 56,43 - 6,91 53,36 - 59,20 12,25 3,94

Figura 9 — Morfologia do grdo de pdlen avaliado de C. maxima (Imagem A) e C. moschata
(Imagem B). A — B: Vista equatorial (Barra: 15 um); C: Gréo de pdlen isolado (Barra: 10 um); D:
Poro com opérculo integro (seta inteira) e poro rompido (seta pontilhada). Barra: 15 pm.
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Foi possivel observar a exina com ornamentacdo hegemonicamente
espinhosa (Figura 10), variando apenas na espessura (Tabela 9). O gendtipo
Unemat 023 e Unemat 022 possuiram a menor e maior espessura de exina,

respectivamente.

Figura 10 — Microscopia 6ptica dos grdos de pélen de C. moschata: A — C: exina com
ornamentacao espinhosa; B: exina fina; D: exina espessa. Barra: 10 pm.

Dajoz et al. (1991) nos esclarece que certas caracteristicas
morfopolinica, como o nimero de poros, acomete suas propriedades fisioldgicas,
guando expostas a determinadas condi¢cdes ambientais. Franchi et al. (2002)
complementa que o nimero de poros nao esta relacionado com o teor de agua,
porém, os poros normalmente desdobram-se, tornando-se local primacial para
perda de agua.

Nesse sentido, o numero de aberturas pode influenciar no desempenho
e vida util do gréo de poélen, quando exposto ao ambiente e em determinadas

temperaturas.
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5. CONCLUSOES

Os gendtipos utilizados apresentaram um indice meiotico regular,
indicando iminéncia em possiveis cruzamentos. O diametro e o comprimento do
botéo floral estabeleceu associacdo com relacéo as fases meioticas.

A viabilidade polinica pelo teste colorimétrico foi alta, tornando a solugéo
de Alexander um bom aliado para teste de viabilidade. Portanto, sugere-se a sua
utilizacdo para estimar a viabilidade polinica de espécies de C. maxima e C.
moschata, em analises laboratoriais corriqueiras.

A germinagéo in vitro apresentou elevada frequéncia de polens férteis.
Também foi possivel estabelecer a temperatura minima, temperatura maxima e
temperatura 6tima de germinacao das espécies de Cucurbita.

Os graos de pdlen estudados ndo apresentaram variacdo morfologica
guanto ao tipo de abertura e ornamentacdo da exina. Pesquisas na area de
palinologia se fazem necessarias, principalmente no género Cucurbita.

A partir dos resultados obtidos, foi possivel estabelecer continuidade e
complementacdo dos dados. Havendo concordancia entre os resultados da
caracterizacao polinica e estudos reprodutivos em Cucurbita.

Desta forma, os resultados apresentados neste estudo, poderéo auxiliar
em novas pesquisas desenvolvidas na regido da Amazo6nia matogrossense em

espécies de C. maxima e C. moschata.
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