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GERMINACAO IN VITRO E ARMAZENAMENTO DO POLEN DE Eugenia involucrata DC
(MYRTACEAE)!

RODRIGO CEZAR FRANZON? & MARIA DO CARMO BASSOLS RASEIRA?

RESUMO - O objetivo do presente trabalho foi o de estabelecer condi¢des adequadas para testes de germinacéo in vitro do pdlen de cerejeira-do-
rio-grande (Eugenia involucrata DC), bem como verificar a possibilidade de armazena-lo em freezer (—16,5°C). O pdlen foi coletado de flores em
estadio de baldo e logo apds a antese. Os meios de cultura testados foram o meio padrao (10% de agucar e 1% de agar em agua destilada) e este
acrescido de duas concentragdes de H,BO, (0,65mM e 1,3mM). Foram testadas as temperaturas de incubagéo de 25 € 30°C. O periodo de incubagdo
foi de trés horas, para todos os tratamentos. A incubagio a 25°C, em meio de cultura-padrdo, proporcionou boas médias (61,4%) de germinagao in
vitro. Polen coletado de flores apds a antese apresentou maiores porcentagens de germinagdo. O boro ndo influenciou na germinagdo média do
poélen. O polen de cerejeira-do-rio-grande manteve sua viabilidade (60,0%) ap6s 90 dias de armazenamento a—16,5°C. Entretanto, ap6s 220 e 280 dias,
esta foi reduzida para 40,6% ¢ 24,2% e, apds 530 dias, houve perda total de viabilidade.

Termos para Indexacio: Myrtaceae, viabilidade de pélen, armazenamento, boro.

IN VITRO POLLEN GERMINATION OF RIO-GRANDE-CHERRY (Eugenia involucrata DC)

ABSTRACT - The objective of the present work was to determine a suitable medium and conditions for in vitro germination of Rio-Grande-Cherry
(Eugenia involucrata DC) pollen. Possibility of storage in freezer (—16,5°C) was also studied. The pollen was collected from flowers at balloon stage
and right after anthesis. The tested media were: the standard (10% sucrose, plus 1% agar dissolved in distilled water), and the addition of two H,Bo,
(0.65mM and 1.3mM) to this medium. Temperatures of incubation of 25 and 30°C were tested. Independent of the treatment the incubation period was
three hours. Incubation at 25°C in the standard medium provided good germination (61.4%). Boron did not influence the pollen germination. Pollen
collected from flowers right after anthesis showed high germination percentage. The Rio-Grande-Cherry pollen conserved the viability (60.0%) after
90 days of storage at—16,5°C. However, after 220 and 280 days it was reduced to 40.6% and 24.2% and, after 530 days, there was total loss of viability.

Index Terms: Myrtaceae, pollen viability, storage, boron.
INTRODUCAO

A cerejeira-do-rio-grande (E. involucrata DC.), da familia
Myrtaceae, € nativa do Sul do Brasil, ocorrendo desde Minas Gerais até
o Rio Grande do Sul (Donadio et al., 2002). Esta espécie tem potencial
para aproveitamento comercial, e seu fruto pode ser consumido in
natura, ou ser utilizado para o processamento na forma de doces, geléias
e sucos. Além disso, pode ser utilizada como planta ornamental, tendo
em vista sua bonita forma e aparéncia.

A Embrapa Clima Temperado (CPACT), em Pelotas-RS, mantém
um Banco Ativo de Germoplasma de espécies frutiferas nativas do Sul
do Brasil. Futuramente, o objetivo ¢ iniciar o melhoramento genético
destas espécies. Neste sentido, um dos pontos importantes a ser
estudado refere-se ao pélen. Até o momento, para a maioria delas, ndo
sd0 conhecidas as condigdes adequadas para testes de viabilidade.

A germinagdo in vitro ¢ o método mais utilizado em testes de
viabilidade do polen em programas de melhoramento genético (Marcellan
& Camadro, 1996). Entretanto, este método ¢ influenciado por diferentes
fatores. Existem diferencas entre espécies quanto as condi¢des exigidas
para a germinagdo do polen, envolvendo, principalmente, os constituintes
do meio de cultura, a temperatura ¢ o tempo de incubago. Além disso, a
viabilidade do polen também ¢ influenciada pelo estadio de
desenvolvimento da flor, quando da coleta do polen, e pelas condi¢des
de armazenamento (Stanley & Linskens, 1974).

O meio basico usado nestes testes é constituido de acticar e
de acido borico (Miranda & Clement, 1990), podendo variar ainda a
combinagdo de outros nutrientes (Galletta, 1983). O agtcar promove o
equilibrio osmético entre o polen e o meio de germinagdo, e fornece
energia para o desenvolvimento do tubo polinico (Stanley & Linskens,
1974). Ja o boro estimula o crescimento do tubo polinico e diminui a
probabilidade de estes se romperem.

Em pesquisa de literatura, para espécies nativas do Sul do
Brasil, apenas alguns estudos com polen de aragazeiro (Psidium
cattleyanum) foram encontrados (Hirano & Nakasone, 1969; Raseira &

! (Trabalho 120/2005). Recebido: 16/08/2005. Aceito para publicagdo: 23/02/2006.

Raseira, 1996).

O objetivo do presente trabalho foi o de estabelecer condigdes
adequadas para testes de viabilidade do podlen de cerejeira-do-rio-
grande, através da germinagdo in vitro, bem como verificar a
possibilidade de armazenamento em freezer.

MATERIAL E METODOS

O pdlen foi coletado de flores em estadio de baldo e de flores
logo apos a antese, de plantas do Banco Ativo de Germoplasma de
fruteiras nativas da Embrapa Clima Temperado — CPACT, no municipio
de Pelotas-RS, na floragdo de 2003.

As anteras foram destacadas e colocadas para secar em
bandejas de papel, a temperatura ambiente (20 a 25°C), por trés dias, até
que o poélen estivesse seco. Parte do pdlen foi utilizado nos testes
iniciais, e o restante foi armazenado em freezer, a temperatura de—16,5°C
(£1,5°C)e baixa umidade relativa do ar, mantidas em dessecador com
silica como substancia higroscopica.

Foram testados os seguintes meios de cultura para germinacao
in vitro do pdlen de cerejeira-do-rio-grande, coletado nas fases de baldo
e apos antese:

1. 10% de agucar + 1% de agar (testemunha — meio de cultura
padrio utilizado em testes de rotina no Laboratorio de Melhoramento
Genético Vegetal do CPACT);

2. 10%de agucar + 1% de dgar + 0,6 5mM de acido borico (H,Bo,);

3.10% de agticar + 1% de dgar + 1,3mM de H,Bo,.

Os elementos constituintes dos meios de cultura foram
dissolvidos em agua destilada e aquecidos em forno de microondas até
a completa dissolugdo do agar. O meio de cultura foi distribuido em
laminas preparadas para este fim (l&minas para observacdo em
microscopio optico, adaptadas com dois anéis de PVC de 21mm de
diametro e 3mm de altura), em substituicdo as laminas escavadas. Na
avaliagdo dos resultados, cada anel de PVC, em cada uma das laminas,
representou uma repeticao.

2 Eng® Agr°, M.Sc., Aluno do Programa de P6s-Graduagdo em Agronomia — area de concentragdo em Fruticultura de Clima Temperado, Universidade Federal de

Pelotas, Pelotas-RS. Bolsista CAPES. E-mail: rcfranzon@hotmail.com

3 Eng® Agr®, Ph.D., Pesquisador Embrapa Clima Temperado — CPACT, Cx.P. 403, CEP: 96001-970, Pelotas, RS. E-mail: bassols@cpact.embrapa.br

Rev. Bras. Frutic., Jaboticabal - SP, v. 28, n. 1, p. 18-20, Abril 2006



GERMINACAO IN VITRO E ARMAZENAMENTO DO POLEN DE Eugenia involucrata DC (MYRTACEAE) 19

O pélen foi aspergido sobre o meio de cultura, e as laminas
foram colocadas em cdmara umida simulada (placas de Petri com papel
absorvente umedecido) e levadas para incubagdo em estufa tipo BOD,
nas temperaturas constantes de 25 ou 30°C. Decorridas trés horas de
incubagdo, na auséncia de luz, foi realizada a contagem da porcentagem
de graos de polen germinados, sob microscopio Optico binocular,
considerando-se germinados aqueles que apresentavam o comprimento
do tubo polinico igual ou superior ao diametro do proprio grao de pdlen.
Foi contado um total de 100 graos de pdlen por repetigdo.

O delineamento estatistico foi o completamente casualizado,
em arranjo fatorial 2x3x2, sendo dois estagios de desenvolvimento das
flores (baldo e apds antese) no momento da coleta do pélen, trés meios
de cultura e duas temperaturas de incubacdo (25 ¢ 30°C), com quatro
repeticdes. Os dados foram submetidos a analise de variancia e as médias
comparadas pelo teste de Duncan (p=0,05). Para a analise, os dados de

porcentagem foram transformados para arc-sen (m)
RESULTADOS E DISCUSSAO

Nos testes iniciais, a porcentagem de germinagdo in vitro de
polen de cerejeira-do-rio-grande coletado de flores apos a antese foi
maior em relagdo aquele coletado de flores em estadio de baldo (Tabela
1). A germinag¢ao média do polen ndo diferiu nos diferentes meios de
cultura e temperaturas de incubagdo testados. Nao houve interacao
significativa entre os diferentes fatores estudados.

Apos trés horas de incubagdo, o comprimento dos tubos
polinicos apresentou mais de 30 vezes o didmetro do grao de pélen, e a
porcentagem média de germinagao foi alta (58,3%), indicando que esse
periodo ¢ suficiente para testar a viabilidade de polen desta espécie
através da germinagdo in vitro, uma vez que se considera germinado
aquele que apresentar tubo polinico igual ou superior ao seu proprio
didmetro.

TABELA 1 - Porcentagem de germinagao in vitro de pdlen de cerejeira-
do-rio-grande, coletado em dois estadios de
desenvolvimento da flor.

Origem do pélen Médias de germinacio* (%)

Flor em estadio de baldao 46,71
Flor ap6s antese 69,5 a
Meio de cultura ns

10g agtcar 61,4
10g acucar + 0,65mM H;Bos 57,7
10g agucar + 1,3mM H;Bo; 55,9
Temperatura de incubacio ns
25°C 59,7
30°C 57,0
Média geral 58.,3%
Coeficiente de varia¢ao 8,47%

"'médias seguidas por letras distintas diferem entre si, pelo teste de Duncan
(p=0,05); ns = ndo significativo pelo teste de Duncan (p=0,05); * avaliado
apos trés horas de incubagdo, na auséncia de luz.

Entretanto, periodos de incubag@o maiores, desde quatro até
13 horas de incubagdo, foram observados para o poélen de aragazeiro
(Hirano & Nakasone, 1969; Teaotia et al., 1970; Raseira & Raseira, 1996).
Avaliando o pdlen de duas cultivares de macieira, Nunes et al. (2001)
observaram que duas horas de incubagdo ndo foram suficientes para
germinacdo in vitro, sendo necessario um periodo de cinco horas. Estas
referéncias confirmam que o tempo de incubag@o necessario para iniciar
a germinagdo in vitro varia de acordo com a espécie, ¢ até mesmo entre
cultivares da mesma espécie.

Nao houve diferengas entre as porcentagens de germinagdo
nas temperaturas de incubagdo de 25 e 30°C, indicando que ambas
podem ser utilizadas para testes de germinagdo in vitro de pdlen de
cerejeira-do-rio-grande.

Temperaturas de incubag@o em torno de 25°C sdo citadas em
literatura para diversas espécies. Thompson & Batjer (1950) usaram
24°C para polen de ameixeira, pessegueiro, damasqueiro, cerejeira
européia, pereira e macieira. Loupassaki et al. (1997) afirmam que 25°C ¢é
a ideal para germinagdo de polen de abacateiro, ¢ Nunes et al. (2001)
utilizaram esta mesma temperatura para macieira.

O polen de cerejeira-do-rio-grande manteve a viabilidade (60%
de germinag@o média) apds 90 dias de armazenamento a—16,5°C (Tabela
2). Entretanto, apos 220 ¢ 280 dias, a porcentagem de germinagao reduziu-
se para 40,6% ¢ 24,2%, respectivamente, ¢, apos 530 dias, houve perda
total da viabilidade. Novamente a adi¢do de H,Bo, ao meio de cultura
ndo influenciou na porcentagem de germinagdo do pélen.

A germinagdo média de pdlen coletado de flores apos antese
foi maior em relag@o a de pélen coletado de flores em estadio de baldo,
em todos os periodos de avaliagdo, exceto aos 530 dias de
armazenamento, onde ndo houve germinagdo do polen (Tabela 2).

A maturagdo do pélen é um dos estadios de desenvolvimento
no ciclo de vida das plantas. A germinag@o do p6len ndo ocorre dentro
da antera, mas este deve estar pronto para germinar logo apés a
deiscéncia da mesma (Lin & Dickinson, 1984), desde que encontre
condi¢des favoraveis. Em programas de melhoramento genético, ¢é
fundamental coletar o pdlen em estadio adequado de maturagdo, para
que o mesmo mantenha a viabilidade e capacidade de germinar quando
for realizada a hibridagao.

Diferengas ainda maiores do que as aqui encontradas foram
obtidas por Luza & Polito (1985), em noz inglesa. Pdlen coletado de
flores um a dois dias antes da antese apresentou 0,6% de germinagio,
contra 45,2% de pdlen originario de flores ap6s a antese.

Embora o pdlen coletado de flores logo apds a antese tenha
apresentado maiores porcentagens de germinagao, deve-se tomar alguns
cuidados durante a coleta do mesmo, para ter a garantia de que o polen
a ser utilizado em hibridagdes, em programas de melhoramento genético,
seja puro, sem contaminagao por outras fontes de polen. Uma alternativa
¢ ensacar as flores ainda em estadio de baldo, na planta, utilizando
sacos de papel encerado, para evitar que, em caso de chuva, estes se
desmanchem. Outra alternativa é coletar ramos com flores em estadio
de baldo ¢ leva-los para um lugar abrigado, mantendo-os em frascos
com agua para evitar a desidratagdo e¢ permitir que as flores abram

TABELA 2 - Porcentagem de germinacgao in vitro de polen de cerejeira-do-rio-grande, coletado em dois estadios de desenvolvimento da flor,
em diferentes periodos apos o armazenamento em freezer (—16,5°C).

Médias de germinacio (%)

Periodos de armazenamento (dias)

Origem do pélen

Flor apos antese Flor em estadio de baldo Média
00 70,9 a A 48,0 a B 59,5a
90 68,6 a A 51,3aB 60,0 a
220 430bA 382bB 40,6 b
280 28,7cA 19,7¢cB 242 ¢
530 0,0dA 0,0dA 0,0d

Média 42,2 A 314B
Coeficiente de variacio 10,14%

"' médias seguidas por letras distintas, minusculas na coluna e maiusculas na linha, diferem entre si, pelo teste de Duncan (p=0,05); * avaliado ap0s trés horas

de incubacdo, na auséncia de luz.
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normalmente, procedendo-se entdo a coleta do polen.

O polen de cerejeira-do-rio-grande manteve sua viabilidade
até os 90 dias de armazenamento em freezer (—16,5°C). Entretanto, a
partir dos 220 dias, houve perda significativa de viabilidade. Em
programas de melhoramento genético, o armazenamento de polen € de
extrema importancia, pois ¢ necessario que este mantenha viabilidade
até o momento em que sera utilizado em hibrida¢des. A manutengao da
capacidade de germinacdo do pélen depende, além das caracteristicas
intrinsecas da espécie, das condigdes de armazenamento.

Leeetal. (1981) relatam que a germinagao de pélen de diversas
cultivares de ameixeira manteve-se por mais de trés anos quando
armazenado a —20°C; entretanto, a —1°C, a viabilidade reduziu-se
drasticamente antes dos 11 meses de armazenamento. Para o pdlen de
aragazeiro, Raseira & Raseira (1996) observaram consideravel perda de
viabilidade ap6s 21 dias de armazenamento, nas mesmas condigdes
testadas no presente trabalho para cerejeira-do-rio-grande.

CONCLUSOES

1. O polen de cerejeira-do-rio-grande apresentou boa
viabilidade, com germinagéo inicial média de 58,3%.

2. A viabilidade do pdlen de Eugenia involucrata pode ser
avaliada adequadamente através da germinagdo in vitro, em meio de
cultura constituido por 10% de actcar e 1% de agar, dissolvidos em
agua destilada, trés horas apos a inoculagdo, e incubagao a temperatura
constante de 25°C.

3. O periodo ideal para coleta de pdlen de E. involucrata é
logo apos a antese.

4. O armazenamento de polen de E. involucrata pode ser
realizado satisfatoriamente por até 220 dias quando mantido em freezer
(-16,5°C). Houve reducdo significativa depois deste periodo.
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