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Resumo

O objetivo do trabalho foi estabelecer meio de cultura e avaliar a germinacao de graos de pélen in vitro e apés a aplicacdo de boro
na panicula em cultivares de nespereira. Foi determinado o meio de cultura ideal para germinagdo dos graos de pdlen e avaliada
a porcentagem de germinacao utilizando pdlen da cultivar Mizauto. Também avaliou-se o melhor estagio de desenvolvimento
floral e hordrio do dia para coleta do pélen, bem como o tempo de incubacdo para sua germinacdo. Apés estabelecido o meio,
foi determinada a germinacdo de nove cultivares: Mizauto, Mizuho, Fukuhara, Parmogi, Centendria, Kurisaki, Néctar de Cristal,
Mizumo e Precoce de Campinas. Em campo, avaliou-se a aplicagcdo de acido bérico em paniculas de nespereiras Mizauto, nas
concentracdes 600 mg L', 1.200 mg L' e 1.800 mg L', além do controle sem aplicacdo. O meio de cultura estabelecido foi
de 200 g L' de sacarose, 1.200 mg L' de &cido bdrico, solidificado com 10 g L' de agar e pH 6, incubado por sete horas. O
melhor estagio do botdo floral foi na pré-antese, coletado entre 14 e 18 horas. A aplicacdo de 900 mg L' de 4cido bdrico em
campo elevou a germinacao dos graos de pdlen para 57,68%.

Palavras-chave: Eriobotrya japonica Lindl., melhoramento genético, viabilidade de pélen.

Pollen germination and boric acid applying in loquat flower buds

Abstract

This study aimed to establish a culture media and evaluate pollen grains germination in vitro and after boron applying in the
panicles of Loquat cultivars. Was established an appropriate culture media for pollen grains germination and evaluated the
germination percentage in Mizauto cultivar. Was also evaluated the best stage of floral growth and the best period of the day
to collect the pollen, beyond the evaluation of incubation time for their germination. After established the appropriate culture
media, it was determined the germination of 9 cultivars: Mizauto, Mizuho, Fukuhara, Parmogi, Centendria, Kurisaki, Néctar de
Cristal, Mizumo and Precoce de Campinas. On the field, was evaluated the applying of boric acid with different concentrations
600, 1200 and 1800 mg L™ and without applying on the panicles of Mizauto cultivar. The culture media established was
composed by 200 g L' of sucrose, 1200 mg L' of boric acid, solidified with 10 g L' of Agar and pH 6, and incubated during
seven hours. The best stage of floral bud was in pre-anthesis, collected between two and six pm. The applying of 900 mg L™
of boric acid on field raised the pollen grain germination to 57.68%.

Key words: Eriobotrya japonica Lindl., breeding programs, pollen viability.

1. INTRODUCAO

O aumento do consumo de nésperas estd relacionado
principalmente ao sabor peculiar dos seus frutos,
bem como as suas caracteristicas nutriterapéuticas. As
nésperas sio ricas em 4cido galacturdnico, mélico e
fumdrico, flavonoides, carotenoides e outros compostos
antioxidantes, localizados na casca e na polpa dos frutos
(Faria ecal., 2009; Ferreres et al., 2009). Além disso, possui

elevada concentragao de pectina, o que vem a favorecer

o processamento industrial na fabricacio de doces e
geleias, atividade ainda nao explorada comercialmente
(Hasegawa et al., 2010).

No Brasil, a nespereira é uma excelente op¢ao de cultivo
para a diversificagio de propriedades rurais, principalmente
na época de maturagio de seus frutos, que se concentra
entre os meses de julho e setembro, quando hd escassez
de outras frutas no mercado (Grassi et al., 2011).
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Apesar de a nespereira possuir algumas vantagens de cultivo
em relacio a outras frutiferas, a lucratividade ainda é baixa,
devido a problemas relacionados ao desempenho produtivo
das cultivares (Pio et al., 2007). A disponibilizacio de novas
selecoes avancadas ¢ primordial para o cultivo em Sao Paulo,
principalmente no que tange aos incrementos produtivos,
para assim se elevar a renda em unidades produtoras dessa
frutifera (Bettiol et al., 2010).

Em vista do exposto, nota-se que hd necessidade de se
intensificar o programa de melhoramento genético de nespereira
no Brasil, voltado para a selegao de cultivares altamente
produtivas e aptas a serem cultivadas principalmente em
Sao Paulo, maior produtor nacional. Buscando dar suporte
aos programas de melhoramento genético, o conhecimento
das caracteristicas florais no germoplasma disponivel, tais
como a viabilidade e a capacidade germinativa do pélen,
¢ de grande importancia para a sele¢io dos progenitores a
serem utilizados nas hibridacoes. A andlise da fertilidade
dos graos de pélen dos progenitores coletados a campo ¢é
condi¢do preliminar indispensdvel para os cruzamentos
(Chagas et al., 2010).

Na natureza, a Gnica maneira de verificar a viabilidade
dos graos de pélen é por meio da realizacio de cruzamentos
a campo e posterior avaliagio da frutificagio. Porém esse
processo é oneroso e demorado. Uma alternativa mais
rdpida ¢ a utilizagio de testes de germinagao in vitro dos
grios de pdlen. Existe uma relacio entre a porcentagem de
germinagio e a viabilidade do pélen (Bolat & Pirlak, 1999).

Sabe-se que vdrios compostos organicos e inorganicos
interferem na germinacio in vitro, dos quais o célcio e
0 boro sio os mais importantes (Chagas et al., 2010).
Figueiredo et al. (2013) ressaltaram que o 4cido bérico é
fundamental na germinacio dos graos de pélen de cultivares
de amoreira-preta e Nava et al. (2009), que a aplicagao de boro
no periodo de floragio aumentou a fixagio e produgio dos
frutos de pessegueiro. Assim, caso o dcido bérico influencie
na germinacio de graos de pélen in vitro da nespereira, a
aplicagio desse elemento nas paniculas pode aumentar o
ntmero de sementes e a fixagio de frutos, influenciando
no aumento da massa unitdria e no aumento da produgao
das nespereiras.

Os objetivos do presente trabalho foram: ajustar os
componentes basicos do meio de cultura para verificar a
capacidade germinativa dos grios de pélen de cultivares de
nespereira, quantificar o nimero de graos de pélen por antera
e por flor e, ainda, verificar a influéncia da pulverizagio de
boro nas paniculas sobre a germinagao de graos de pélen.

2. MATERIAL E METODO

O trabalho foi realizado entre os meses de janeiro e maio
de 2014 e foi dividido em trés etapas:

Definicao do meio de cultura e anadlise da
germinacao

Primeiramente foi feita a determinacio do meio de
cultura bdsico para a otimizagao da germinacio dos graos de
pélen da nespereira. Foram retiradas as anteras de dez botoes
florais da cultivar Mizauto coletados no final da tarde,
utilizando-se de uma pinga. As anteras foram armazenadas
em placas de Petri destampadas a temperatura controlada
(27 °C) por 12 horas na auséncia de luz, para que ocorresse
aantese, completa deiscéncia e liberagao dos graos de pdlen
(Ramos et al., 2008).

Apés a coleta dos grios de pélen, foram realizadas as
seguintes etapas do experimento:

1) Concentragoes de dgar (4 gL', 6 gL, 8 gL e

10 g L") e pH do meio: 4, 5, 6 ¢ 7;

2) Concentragoes de sacarose (0 gL, 25 gL, 50 gL,
75¢gL1,100g L, 125 gL, 150 g LY, 175 g L
e200gL™);

3) Concentrages de nitrato de cilcio — Ca(NO,),
(0 mg L', 200 mg L', 400 mg L' ¢ 800 mg L);

4) Concentragées de dcido bérico — H,BO, (0 mg L™,
400 mg L, 800 mg L ¢ 1.200 mg L);

5) Tempo de emissio do tubo polinico (germinacio):
0,1,2,3,4,5,6e¢7 horas apés inoculagao.

A determinagio do meio de cultura foi realizada de
maneira seqiiencial (etapas 1 a 5), sempre utilizando o melhor
resultado do experimento anterior para a montagem dos
tratamentos subsequentes, conforme Figueiredo etal. (2013).

Apés determinar o melhor meio de cultura e tempo
de incubagio para germinacio do pélen (emissio do tubo
polinico), foi determinado o estdgio de coleta do pdlen e
a hora de coleta:

1) Estdgio de desenvolvimento floral para coleta das
anteras: botao totalmente fechado, pré-antese (botao
ainda fechado e com as pétalas evidentes) e antese
(flor completamente aberta);

2) Horiario de coleta dos botoes: botoes florais coletados

a5 6, 10, 14 e 18 horas do dia.

O meio foi incubado em laboratério sob condicoes
controladas (temperatura média de 27 °C), de acordo com
metodologia descrita em Chagas etal. (2010) e Figueiredo etal.
(2013). Para cada teste, o pélen foi distribuido, por meio de
um pincel, sobre a superficie das placas de Petri contendo
20 mL de meio de cultura, de modo a promover uma
distribui¢ao homogénea. Apds aproximadamente seis horas
de incubagio, com excegio do experimento de diferentes
periodos de emissio do tubo polinico, foram contados, com
auxilio de lupa monocular com objetiva de 10x, os griaos de
pélen germinados ou nao. Foram considerados germinados
os grios de pélen cujo comprimento do tubo polinico
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ultrapassou o dobro do préprio didmetro (Figueiredo et al.,
2013).

Esses experimentos foram conduzidos em delineamento
inteiramente casualizado, com quatro repeti¢oes, sendo cada
repeti¢io um quadrante da placa de Petri e cada repetiio
constituida pela média de oito campos de visdo.

Apbs o estabelecimento do meio de cultura basico paraa
germinacdo do pdlen da nespereira e a determinagio do tempo
de emissdo do tubo polinico, estigio de desenvolvimento
floral para coleta das anteras e hordrio de coleta dos botoes,
os grios de pélen de nove cultivares de nespereira foram
submetidos & germinacdo in vitro, para avaliacio de sua
capacidade de germinacio. As cultivares utilizadas foram:
Mizauto, Mizuho, Fukuhara, Parmogi, Centendria, Kurisaki,
Néctar de Cristal, Mizumo e Precoce de Campinas. Os
botées florais foram coletados na colegio de nespereira do
Nucleo de Produgao de Mudas de Sio Bento do Sapucai, SP,
da Coordenadoria de Assisténcia Técnica Integral (Cati) e o
experimento foi realizado na Universidade Federal de Lavras.

Esse experimento foi conduzido em delineamento
inteiramente casualizado, composto por nove tratamentos,
representados pelas cultivares de nespereira, com quatro
repeti¢oes, sendo cada repeticio um quadrante da placa
de Petri e cada repeti¢io constituida pela média de oito
campos de visdo.

Verificacao do nimero de graos de pélen
por antera e por flor

Para o experimento de contagem do nimero de graos
de pdlen por antera e por flor foram coletados seis botoes
florais no estdgio pré-antese de cada cultivar, sendo contado
o numero de anteras por flor. Em seguida separaram-se
cinco anteras de forma aleatéria e cada conjunto de anteras
foi entdo armazenado em tubos Eppendorf destampados a
temperatura controlada (27 °C) por 24 horas, na auséncia
de luz, para ocorréncia da deiscéncia e, assim, da liberacao
dos grios de pélen (Ramos et al., 2008). Passada 24 horas
foi acrescentada aos tubos uma solucio de 1.000 pl de
4cido ldctico. Apés 48 horas, uma amostra de 10 pl de cada
Eppendorf foi colocada em uma limina de leitura (Neubauer)
para a realizagio da contagem do nimero de graos de pélen,
com auxilio de microscépio éptico (objetiva de 100x). Esse
experimento foi conduzido com cinco repetigoes, sendo
cada repeti¢do constituida por oito leituras na limina de
Neubauer.

A quantidade de graos de pdlen por antera foi calculada
multiplicando-se a média do niimero de grios de pélen de cada
amostra pelo volume do dcido ldctico da solugao (1.000 pl)
e dividindo-se esse valor pelo produto entre o volume de
4cido ldctico da amostra (10 pl) e o ndmero de anteras de
cada tubo (cinco). O nimero de graos de pélen por flor foi
calculado pela multiplicacio da estimativa média de graos
de pélen por antera pelo nimero médio de anteras por flor.

Pulverizacao das paniculas com acido
bérico

Para o experimento em campo com 4cido bérico foram
selecionadas e identificadas paniculas em estdgio inicial
de desenvolvimento dos botdes florais. O experimento
consistiu na aplicagio de quatro concentragoes de 4cido
bérico diretamente nas paniculas: 600 mg L™, 1.200 mg L™
e 1.800 mg L', além do controle sem aplicagio. Apds o
completo desenvolvimento dos botdes florais foi avaliada a
viabilidade polinica dos graos de pdlen oriundos das paniculas
pulverizadas com as diferentes concentragoes de dcido bérico.
Os botoes florais foram removidos no estdgio pré-antese,
entre as 14 e as 18 horas. O pélen foi distribuido, por meio
de um pincel, sobre a superficie das placas de Petri contendo
20 mL do meio de cultura previamente estabelecido. O
delineamento estatistico foi inteiramente casualizado, com
quatro repeticoes, sendo cada repeticaio um quadrante da
placa de Petri e cada repeti¢io constituida pela média de
oito campos de visio.

Os dados obtidos foram submetidos 4 andlise de variancia,
sendo as médias quantitativas submetidas a regressao linear
ou quadrdtica, ao nivel de 5% de probabilidade, e as médias
qualitativas avaliadas pelo teste de comparagio de médias
Scott-Knott. As andlises foram realizadas pelo Programa
Computacional Sistema para Andlise de Variancia — SISVAR
(Ferreira, 2011).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Definicao do meio de cultura e analise da
germinacao

Quanto ao experimento realizado para estabelecer
um protocolo adequado de meio de cultura para a
germinagio dos graos de pdlen, observou-se que o menor
pH desfavoreceu a germinagio. Em pH 5 se obteve apenas
4,64% de germinagio em meio solidificado com 8 gL' de
dgar (Figura 1a). Ramos et al. (2008) afirmam que ocorre
aumento na germinacio de grios de pdlen, em citros, com
o aumento do pH no meio de cultivo.

Quando se aferiu pH 6, houve aumento linear da
porcentagem de geminagdo a medida que se se aumentou
a concentracio de dgar, chegando-se a obter 17,88% de
germinagdo com a adi¢do de 10 g L' de 4gar. Uma possivel
explicago para a porcentagem de germinagio mais alta ter
ocorrido na concentragio de 10 g L' de 4gar ¢ que a alta
concentragio desse agente solidificante possibilitou uma
maior consisténcia do meio de cultura, o que promoveu o
equilibrio do potencial osmético do meio e, assim, favoreceu
a germinagio dos grios de pélen. E um fator importante para
o meio de cultura que o pH seja aferido adequadamente,
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pois ele influencia diretamente na solidificagio do meio
(Chagas et al., 2009).

Com relagio a adicio de sacarose ao meio de cultura,
a medida que se aumentou a
concentragio ao meio bdsico, chegando a ser registrado

46,6% de germinacio com a concentragio de 200 g L'

ocorreu aumento linear

de sacarose (Figura 1b). Aumento linear na porcentagem
de germinacio dos graos de pélen a medida que se elevou
a concentragdo de sacarose também foi constado por
Chagas et al. (2010) em trabalhos realizados com pereira
(Pyrus spp.) e de Figueiredo et al. (2013) em trabalhos com
amoreira-preta (Rubus ssp.). Segundo esses autores, o efeito
da adi¢do de sacarose na germinagio de graos de pélen deve
estar relacionado com o fornecimento de energia metabdlica
e esqueletos carbonicos para a biossintese de compostos
organicos necessdrios para o crescimento das células.

A pH4Y=0,199x -0,153 R? = 0,64

® pH5Y=-0,2369%* + 3,17x -5,95 R?=0,99

O mesmo nio ocorreu com a adi¢do de nitrato de célcio
a0 meio, ocorrendo decréscimo linear da germinagao
medida que se aumentou a concentragio de nitrato de cdlcio
no meio (Figura 1c), corroborando resultados obtidos por
Figueiredo etal. (2013). Porém, o 4cido bérico foi fundamental
para o estimulo da germinacio dos graos de pélen, obtendo-se
55,15% de germinagio com a concentragio de 1.200 mg L™
de dcido bérico (Figura 1d), incremento de 15,74% em relagio
a auséncia desse elemento ao meio de cultura. O boro na
presenca de sacarose forma o complexo ionizdvel sacarose-
borato, o qual reage mais rapidamente com as membranas
celulares, facilitando o desenvolvimento in vitro. A adicio
de boro também foi benéfica na germinagio dos graos de
pélen de pereira (Chagas et al., 2010) ¢ amoreira-preta
(Figueiredo et al., 2013). Os resultados demonstram que
apenas a presenca do boro foi satisfatéria para a germinacio
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Figura 1. Porcentagem de germinacio in vitro de griaos de pélen da nespereira Mizauto submetidos a diferentes pH e concentragoes de
agar (g L") no meio de cultura (a), diferentes concentragoes de sacarose (g L) (b), diferentes concentragées de nitrato de célcio (mg L)
(c), diferentes concentragdes de dcido bérico (mg L) (d) e diferentes tempos de incubagio para germinacio do grao de pélen (e).
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de graos pélen. De acordo com Franzon & Raseira (2006),
o boro estimula o crescimento do tubo polinico e diminui
a probabilidade de o pélen se romper.

Quando avaliado o tempo de emissdo do tubo polinico,
pode-se observar que a germinagio dos grios de pélen teve
inicio apés uma hora da inocula¢io no meio, concordando
com os resultados obtidos em pereira por Chagas et al.
(2010). Houve aumento na porcentagem de grios de pélen
que emitiram tubo polinico até sete horas pés-inoculagio
(40,63% de germinagio) (Figura le). Segundo Gaaliche et al.
(2013) e Zambon et al. (2014), hd aumento na porcentagem
de germinagio dos graos de pdlen no decorrer do tempo
de incubagio.

Quanto ao estdgio de desenvolvimento floral para coleta
das anteras, nio houve diferenca entre a germinagio dos
graos de pdlen oriundos de botées nos estdgios pré-antese
e antese, que se sobressairam em relagdo a germinagao dos
graos de pélen coletados de botdes totalmente fechados
(Figura 2a). Recomenda-se coletar botdes na fase de pré-
antese, para evitar contaminagao varietal devida & presenca
dos agentes polinizadores. Quanto ao hordrio de coleta dos
botées, quando esses foram extraidos das plantas entre as
14 e 18 horas do dia houve maior germinacio dos graos de
pélen (Figura 2b). Segundo Bonaventure (1999) a melhor

germinagao de grios de pdlen estd associada principalmente

@ Porcentagem de germinagao

50 45,71 a
45
40 +
35 A
30 +
25 4
20 +
15 A
10 4

40,71 a

20,56 b

Botdo Pré-antese Antese

aumidade relativa do ar e & temperatura, sendo que a melhor
germinacdo de graos de pélen de muitas espécies costuma
ocorrer nas primeiras horas da manha, contudo variagoes
podem ocorrer conforme o grau de tolerincia do grao de
pélen a dessecagio. Segundo Oliveira et al. (2012), o ambiente
também influencia o hordrio de maior intensidade de voos
das abelhas, com maior intensidade nas horas mais quentes
do inverno e primavera.

Franchi etal. (2011) classificaram como ortodoxos graos
de pdlen com maior capacidade de resisténcia ao ambiente,
como os verificados em nespereira. Dessa forma, os grios
de pédlen da espécie podem apresentar maior viabilidade
nesse periodo, atuando como estratégia ecolégica da espécie.

Botoes florais coletados na fase da pré-antese entre as 14
e 18 horas do dia cujos graos de pélen foram colocados para
germinacdo no meio de cultura acrescido de 200 g L' de
sacarose e 1.200 mg L' de 4cido bérico, com pH aferido para
6 e meio e solidificado com 10 g L™ de dgar diferiram entre
as cultivares de nespereira estudadas. A maior porcentagem de
germinagio foi observada com a cultivar Mizauto (51,74%),
seguida das cultivares Mizuho, Parmogi, Centendria e
Kurisaki (Tabela 1). As demais cultivares apresentaram
menor germinagio dos grios de pélen. Sharafi etal. (2011)
também verificaram diferenca na capacidade de germinacao
entre cultivares de nespereira.

@ Porcentagem de germinagdo
51,33 a

44,62 a

6 horas 10 horas 14 horas 18 horas

Figura 2. Estdgio de desenvolvimento floral para coleta dos grios de pélen (a) e hordrio de coleta dos botoes para a germinagio do grio de

pélen (b) da nespereira Mizauto.

Tabela 1. Porcentagem de germinagdo média, nimero de anteras por flor, nimero de grios de pélen por antera e por flor em diferentes

cultivares de nespereira

Cultivares Porcentagem de
germinacao (%)
Mizauto 51,74 a
Mizuho 4338 b
Fukuhara 25,19 ¢
Parmogi 41,51 b
Centenaria 37,98 b
Kurisaki 39,19b
Néctar de Cristal 29,57 ¢
Mizumo 2371 c
Precoce de Campinas 18,55 ¢
C.V. (%) 22,71

Nimero de anteras

Numero de pélen Numero de pélen

por flor por antera por flor
18,67 ™ 1.448,00 a 27.228,00 a
20,67 1.058,33 ¢ 22.024,34 c
20,33 943,00 d 19.055,00d
20,67 933,00 d 19.040,00d
22,00 1.273,00 b 27.504,00 a
20,83 1.121,00 ¢ 23.094,00 b
21,17 1.143,34 ¢ 23.781,34 b
21,00 1.255,34 b 26.480,00 a
20,33 884,00 d 18.020,00d

4,88 12,41 11,06

(1) Médias seguidas pela mesma letra no diferem entre si pelo teste Scott-Knott (p < 0,05); ns - néo significativo.
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Figura 3. Porcentagem de germinagio de graos de pélen da nespereira Mizauto em cachos florais (paniculas) pulverizados com diferentes

concentragoes de dcido bérico.

Verificacao do nimero de graos de pélen
por antera e por flor

Nao houve diferenga entre o niimero de anteras por flor
entre as cultivares (Tabela 1). Outros trabalhos com frutiferas
da familia Rosaceae demonstraram que o niimero de estames
por flor pode apresentar variagio entre diferentes cultivares.
Contudo, um maior ndmero de anteras nio é indicativo de
uma maior quantidade de pélen por flor (Albuquerque et al.,
2010). No presente trabalho, o niimero de pélen por antera
variou signiﬁcativamente entre as cultivares, sendo que a
cultivar Mizauto apresentou maior valor (Tabela 1), mas
menor nimero de anteras, apesar de néo ter ocorrido diferenca
estatistica entre as demais cultivares. As cultivares Mizauto,
Centendria e Mizumo apresentaram maior niimero de pélen
por flor e a Mizuho, a menor quantidade, 5.479,66 a menos
em relacio a cultivar Centendria (Tabela 1).

Segundo Gaaliche et al. (2011), o ntimero de graos de
pélen por antera e por flor pode influenciar no aumento
da produgio.

Pulverizacao das paniculas com acido
bérico

Devido ao elemento boro ter promovido melhorias na
germinacdo dos graos de pélen, conforme apresentado na
figura 1d, aplicaram-se as diferentes concentragoes de dcido
bérico. Pelo desdobramento da equagio de segundo grau,
a concentragio de 900 mg L' de dcido bérico aplicada nas
paniculas quando os botoes estavam no estdgio inicial do
desenvolvimento propiciou 57,68% de germinacio dos
grios de pélen (Figura 3), acréscimo de 24,3% em relagao
a nao pulveriza¢io com 4cido bérico. Segundo Nava et al.
(2009), a aplicagio de boro no periodo de floragao aumentou
a fixagdo e produgio dos frutos de pessegueiro.

Esse crescimento da germinagio dos grios de pélen pode
ser significativo no aumento da fixa¢io dos frutos e também
no aumento de sua massa unitdria, o que poderd elevar os
indices produtivos das nespereiras brasileiras relatados por
Bettiol et al. (2010) e Pio et al. (2007).

4. CONCLUSAO

O protocolo de meio de cultura para germinagio de graos
de pélen de nespereira é 200 g L' de sacarose e 1.200 mg L™
de dcido bérico solidificado com 10 g L™ de agar e pH aferido
para 6 e deve ser avaliado com sete horas de incubagio;

Os botoes florais devem ser coletados em estdgio de
pré-antese entre 14 ¢ 18 horas;

O ndmero de graos de pélen por antera e por flor varia
entre os cultivares de nespereira;

A aplicacio de 900 mg L' de dcido bérico em paniculas
de nespereira Mizauto proporciona aumento na germinacio
de graos de pélen.
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