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1. INTRODUCAO

Na germinagdo de pélen in vitro, dois fatores sao de primordial
importancia: meio de cultura que possibilite 0 maximo de germinagao e
ambiente propicio a sua ocorréncia. Portanto, esta pesquisa objetiva
encontrar 0 meio de cultura apropriado e a condigao satisfatoéria para se
obter a germinacao de graos de pélen de Lycopersicon esculentum, cv.
Santa Cruz Kada.

CHARLES e HARRIS (3) estudaram o efeito das temperaturas de
10; 12,8; 18,3; € 26,7°C na germinagdo do pSlen e ZAMIR et alii (9),a5 e
a 15°C, no escuro. MAISONNEUVE e DEN NIIS (4) estudaram a
germinacao do pélen de quatro grupos de duas linhas puras de variedades
de tomate a 10, 14 e 22°C, sob luz natural e a cerca de 100% de umidade.

PRASAD ¢ BATHAM (6) estudaram a germinacao do pdlen de
16 linhagens e de quatro cultivares de tomateiro, a temperatura ambiente,
em solugOes de sacarose a 35, 10, 15 e 20%. TRABELSI (8) elaborou o

! Parte de tese de mestrado em Entomologia apresentada & Universidade Federal de Vigosa.
Aceito para publicacdo em 12.11.1994,

* Campus Experimental de Caruaru- IPA - Empresa Pernambucana de Pesquisa
Agropecudria. Cx. Postal 125. 55000-000 Caruaru, PE. Bolsista da CAPES

? Departamento de Matemética, Universidade Federal de Vigosa. 36571-000 Vicosa, MG.

* Departamento de Biologia Vegetal, Universidade Federal de Vigosa.

> Departamento de Biologia Animal, Universidade Federal de Vicosa.



VOL.XLII,N®241,1995 309

estudo a 20°C, com 80% de umidade, nos meios de cultura contendo dgar
a 1%, associado a sacarose (5, 10, 12 ¢ 15%) e ao H3BO; (100, 120 ¢
150 ppm), como também o fez na mesma temperatura ¢ umidade, no meio
com 4gar a 1% associada a sacarose a 10% , ao H;BO; (100 ppm), ao
KNO; (100 ppm), ao Ca(NO3), . 4H,0 (300ppm) e ao Mg2S04 (200ppm).

2. MATERIAL E METODOS

Tomateiros cv. Santa Cruz Kada cultivados em casa de vegetacio
do Departamento de Biologia Animal da Universidade Federal de Vigosa,
em Vicosa, Minas Gerais, serviram de fonte de pdlen necessario ao
desenvolvimento desta pesquisa.

Mantiveram-se as plantas a temperatura de 18 a 23°C, ideal para o
desenvolvimento do tomateiro (J5).

O pélen utilizado neste estudo foi coletado de flores, quando no
estadio ‘K’ do seu desenvolvimento, ideal para a coleta de pdlen a ser
germinado, no qual cada flor se apresenta com 19 mm de comprimento,
totalmente aberta, com sépalas e pétalas totalmente reflexas; as pétalas
possuem nervura central que se sobressai, por sua tonalidade verde-
brilhante, do restante do limbo, de cor amarelo-limdo. Tais cores
contribuiram para atrair uma abelha, ndo se identificou a espécie, e que
provavelmente seja um agente polinizador desta cultura. O inseto, em
inflorescéncias com variados estadios de desenvolvimento, s6 visitava as
flores do estadio ‘K’. Neste estaddio, o androceu € totalmente exposto; as
anteras possuem a mesma tonalidade amarela das pétalas e iniciam a
deiscéncia e a liberagdo do pélen, que se encontra pulverulento e em
grande quantidade. O estigma encontra-se receptivo e fértil, ja4 com graos
de pélen sobre ele, alguns em inicio de germinagdo, portanto com o
aparelho reprodutor funcional. |

Em Vicosa(MG), ha grande oscilagdo de temperatura ambiente, o
que poderia mascarar os resultados do presente trabalho. Optou-se, entdo,
por germinar o pélen em estufa incubadora a temperatura controlada de
22 + 2°C, considerada ideal para a germinagio (7) e para o crescimento do
tubo polinico do tomateiro (4).

Estudou-se, preliminarmente, durante 24 horas, e com leituras a
intervalos de uma hora, a germinagio do pélen em solugdes de sacarose a
5, 10, 15, 20, 25, 40 e 60% de concentragao, em laboratério, sob luz difusa
e a temperatura ambiente. | |

Em etapa posterior, estudou-se a germina¢ao do pdlen em oito
meios de cultura sélidos (Quadro 1), por um periodo de 36 horas e com
leituras a intervalos de 12 horas, nas seguintes condi¢des de germinagao:
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1 - a temperatura ambiente e sob luz difusa;

2 - a temperatura ambiente e sob luz fluorescente de 40 W, a 40 cm de

distancia da placa de Petri com o meio de cultura; e |

3 -em estufa incubadora, & temperatura de 22 * 2°C (5), e sob luz

fluorescente de 40 W, a 40 cm de distancia da placa de Petri com o meio.
No laboratério de Epidemiologia, autoclavaram-se estes meios de

cultura a 121°C por 20 minutos. Em Cimara de Fluxo Translaminar, a

QUADRO 1 - Meios de cultura testados para a germinagdo do polen
do tomateiro, Lycopersicon esculentum Mill. cv. Santa

Cruz Kada

Meio Agar  Acido borico Cloreto de Sacarose

| calcio /s

%o (H3:BO3) - ppm _ (CaCly) - ppm
A, 0,5 50 0 0,0
Aj 0,5 50 0 2,5
Ay 0,5 50 0 5,0
A4 0,5 50 0 10,0
B, 1,0 60 30 0,0
B, 1,0 60 30 2,5
B, 1,0 60 - 30 3,0
B, 1,0 60 30 10,0
* MAISONNEUVE e DEN NI1JS (4

24 + 1°C, verteram-se os meios para placas de Petri de 4,5 cm de didmetro
por 2 cm de altura, previamente lavadas e esterelizadas a 120°C, por 210
minutos. Nessas placas e sobre o meio de cultura, espalhou-se o pdlen com
o auxilio de fino pincel de pélos, imediatamente ap6s o mesmo haver sido
manualmente retirado das anteras, com o auxflio de duas agulhas de
injecdo previamente flambadas e acopladas a duas seringas descartaveis.

Ambas as opera¢Oes foram realizadas sob lupa binocular da marca
Wild Heerbrugg, 3 temperatura ambiente. Deixou-se, entdo, o pélen a
germinar nas condi¢des ja descritas.

O pélen empregado foi coletado de flores de tomateiros cultivados
em casa de vegetagdo, a temperatura de 18 a 23°C, ideal para o
desenvolvimento dessas plantas quando cultivadas para a producgdo de
pélen, segundo MINAMI e HAAG (5).

As 12, 24 e 36 horas de incubagio, observou-se a percentagem de

germinacio do pélen, colocando-se pequenas quantidades de cada meio,
corado com Azul de Aman em laminas, e observaram-nas ao microscopio
éptico, no aumento 63. Considerou-se germinado o grio de pélen que
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emitiu tubo polinico de, no minimo, 3,2 tm de comprimento.

Com base nas maiores percentagens de germinacio e nos tempos de
incubagao, selecionaram-se o meio de cultura mais favordvel e a melhor
condigdo para a germinagao do pdlen.

Paralelamente, testaram-se os efeitos dos meios de cultura, dos
nivels de sacarose e dos tempos de incubagao sobre a germina¢io do pélen
do cv. Santa Cruz Kada, por meio de andlise de varidncia e ajustamento de
equacOes de regressdo dos dados observados, usando as varidveis
quantitativas, niveis de sacarose, tempos de incubagdo e a varidvel
qualitativa meio de cultura. Para esta ultima foi utilizada a varidvel
"dumnmy" ou zero-um (J, 2), em que se ajusta um tinico plano de regressio
e dele se extraem equagdes pela substitui¢do da varidvel qualitativa por
variaveis: codificadas quatitativamente. Este método permite o uso de
regressao em presenga de variaveis discretas. Foi utilizado um modelo que
permite variagOes simultineas nas declividades e nos interceptos das

curvas. O modelo usado para o ajustamento das equagbes aos dados
obtidos foi o seguinte:

Yi = bo + blxn + nggi + b3d1 + b4diX1i + bsdiXm +. bﬁdix]jXZj +€j, €m que

y; = percentagem de germinagdo do pélen (varidvel dependente);

b, = constante de regressao;

b; (1 = 1...6) = coeficientes da regressido;

X;; = niveis de sacarose (variavel independente e quantitativa);

X = tempo de incubag¢do do pdlen (varidvel independente e quantitativa);

d; = variavel "dummy" para o intercepto dos meios de cultura;

dix;; = variavel "dummy"” que modifica a declividade de x;; nos meios de
cultura;

dixz = vanavel "dummy" que modifica a declividade de x, nos meios de
cultura; | |

dixi;x2; = varidvel "dummy" que modifica a declividade de x;;Xy nos

mei0s de cultura; e
e; = erro aleatono, pressuposto normal e 1independentemente
distribuido, com média zero e varidncia o '

O grau de ajustamento do modelo aos dados foi avaliado pelos

coeficientes de determinagio R*
Para o teste de interceptos, declividade e interceptos e declividade

simultaneamente, de cada condi¢do de germinagdo, em relagdo ao modelo

geral da equacao de regressao, utilizou-se a estatistica F:

NN
SW-Sr m |
F(n] 1,112) et A . y em que

Sr ni
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A
SW = soma dos quadrados dos desvios da regressao, baseada na equagao

de regressdo estimada, quando se retira uma varidvel "dummy” do
A  modelo completo;
Sr=soma dos quadrados dos desvios da regressdao, baseada no
modelo completo;
n, = ndmero de restri¢es independentes pela hipdtese do modelo; e
n, = graus de liberdade do modelo completo.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O pélen do cv. Santa Cruz Kada ndo germinou nas solugdes de
sacarose A temperatura ambiente e sob luz difusa. Todavia, dependendo da
linhagem ou do cultivar estudado, foi conseguido até 70,8% de
germinacdo de pdlen de L. esculentum, em solugio de sacarose a 10% (6).

A germinagdao do pdlen nos meios de cultura solidos encontra-se
expressa em percentagem no Quadro 2. O pélen germinou mais (até 96%)
no meio de cultura com 0,5% de agar, 50 ppm de HiBO; e 10% de
sacarose, e incubado em estufa a 22 + 2°C, sob luz fluorescente de 40 W a
40 cm da placa de Petri com o meio.

Tem sido verificada a interferéncia da temperatura sobre a
germinagdo do pélen de L. esculentum, que variou de 0 a 10°C, a 98%, a
183 e a 26,7°C (3) e de até 30%, a 10°C, para até 40%, a 14°C (4),
dependendo da selegdo utilizada. ZAMIR et alii (9) verificaram redugao
de 89 a 100% na germinagao do pélen a 5°C.

QUADRO 2 - Percentagem de germinacao dos grdos de pdélen nos
meios de cultura "A" ¢ "B" em 12, 24 e 36 horas de
incubacgdo, sob luz difusa e luz fluorescente a

temperatura ambiente e sob luz fluorescente a 22 +

2°C.
_Temperatura ambiente 22+2°C
Meio Luz difusa Luz fluorescente Luz fluorescente
12h 24h 36h 12h 24h 36h 12h 24h 36h

A, 3 4 6 4 8 7 7 12 13
A, 30 47 43 57 67 48 67 72 88
Aj 17 40 27 53 55 50 65 78 81
Ay 55 48 62 76 57 65 78 75 96
B, 14 30 53 50 63 48 11 5 4
B, 39 44 58 33 40 45 26 34 24

B, 35 49 50 45 52 60 40 34 25
By 35 48 40 31 35 45 49 58 36
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MAISONNEUVE e DEN NIIS (4) obtiveram até 40% de
germinacdo do pdlen de quatro variedades de L. esculentum no mesmo
meio de cultura utilizado nesta pesquisa, a 14°C e em seis horas de
incubacgido. Essa diferenca na percentagem de germinacgio, em relagido a
verificada nesta pesquisa, pode ser explicada pelas diferencas em relagio
as variedades, a temperatura e aos tempos de incubacdo, além da
inobservincia do estadio ideal de coleta do pélen. Esse também nio foi
considerado por TRABELSI (8), que em 24 horas, a 20°C, obteve no
maximo 60% de germinacdo de L. esculentum, em meio de cultura com os
mesmos componentes utilizados nesta pesquisa, em diferentes
‘concentragdes. STANLEY e LINSKENS (7) afirmam que é necessdria
uma taxa de germinagdo do pdlen de tomateiro superior a 60% para se
obter uma boa frutifica¢do. Pelos nossos resultados, o cv. estudado
ultrapassa esta taxa, 0 que nos leva a concluir que o pélen nao é o fator
limitante na producdo das plantas.

Os coeficientes de regressao estimados e os de determinacio para
equagoes alternativas, bem como a andlise de variancia da regressao dos
dados de percentagem de germinagio do pélen do tomateiro, a temperatura
ambiente e sob luz difusa, encontram-se no Quadro 3. Nota-se que ha
influéncia i1solada do nivel de sacarose, a 1% de probabilidade, na
diferenca das respostas da percentagem de germinacdo do pdlen. A
concentracao de sacarose no meio de cultura, 10%, € considerada 6tima
para a germinacao in vitro do pélen do tomateiro (4).

A analise estatistica dos dados de percentagem de germinacgdo do
polen do tomateiro, a temperatura ambiente e sob luz fluorescente,
encontra-se no Quadro 4. Observa-se a influéncia do meio de cultura, em
maior grau quando associado aos niveis de sacarose e aos tempos de
incubacdo, e em menor grau, quando sé associado aos niveis de sacarose, a
1% de probabilidade, na diferenca das respostas da percentagem de
germinagcdo do pdlen. Os niveis de sacarose influem, em mesmo nivel de
probabilidade, nas respostas da germinagdo do pdlen em maior grau
1soladamente € em menor grau, quando em associacao com os meios de
cultura e os tempos de incubagio estudados.

Os coeficientes de regressdo estimados, os de determinacgdo para
equagOes alternativas e a analise de varidncia dos dados do nidmero de
graos de pélen do tomateiro transformados, de pélen incubado em
estufa a 22 + 2°C e sob luz fluorescente, estdo no Quadro 5. Verifica-se, a
1% de probabilidade, influéncia isolada do meio de cultura e do meio
associado aos niveis de sacarose, na diferenca das respostas da
percentagem de germinagio do polen. Os nivers de sacarose nfluem, no
mesmo nivel de probabilidade, isoladamente e¢ também quando em
conjunto com os meios e com os tempos de incubacio, na germinacido do
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polen. Quando em associagdo com os niveis de sacarose, o tempo de
incubacio influiu nas respostas da percentagem de germinag@do do poélen.

4. CONCLUSOES

1. O polen do tomateiro cv. Santa Cruz Kada germinou melhor no meio
de cultura com 0,5% de agar, SO ppm de H3;BO; e 10% de sacarose e
incubado em estufa, a 22+ 2°C, sob luz fluorescente de 40 W a 40
cm da placa de Petr1 com o meio.

2. A temperatura ambiente ¢ sob luz difusa, verificou-se a influéncia dos
niveis de sacarose, a 1% de probabilidade, na diferenga das respostas da
percentagem de germinagdo do pélen do mesmo cultivar.

3. A temperatura ambiente e sob luz fluorescente de 40 W a 40 cm da
placa de Petri com o meio de cultura, houve influé€ncia do melo
associado aos niveis de sacarose ¢ aos tempos de incubagdo; do meio
associado aos niveis de sacarose, e¢ dos niveis de sacarose;
isoladamente, a 1% de probabilidade, na diferenca das respostas da
germinagao do pélen do mesmo cultivar.

4. Quando incubado em estufa a 22 = 2°C, e sob luz fluorescente de
40 W a 40 cm da placa de Petri com o meio, o pélen do mesmo
cultivar sofreu influéncia do meio de cultura, isolado e em conjunto
com os niveis de sacarose: dos niveis de sacarose isoladamente; e
associados aos meios de cultura e aos tempos de incubagdo ou
associados somente aos tempos de incubagdo, a 1% de probabilidade,
na diferenga das respostas da percentagem de sua germinagao.

5. RESUMO

Na germinac¢do de pélen in vitro, dois fatores sdao de primordial
importancia: um meio de cultura que possibilite 0 maximo de germinagao,
e o ambiente propicio a sua ocorréncia. Com o objetivo de encontra-los,
foi feita esta pesquisa. Observou-se a taxa de germinagdo de pélen de
plantas do cv. Santa Cruz Kada em solugdes de sacarose a varias
concentragGes, em laboratdrio, sob luz difusa e a temperatura ambiente
com leituras de hora em hora por 24 horas; em oito meios de cultura
s6lidos, por 36 horas e com leituras a intervalos de 12 horas; a temperatura
ambiente, sob luz difusa e sob luz fluorescente de 40 W a 40 cm da placa

de Petri com o meio; € em estufa incubadora a 22 =+ 2°C e sob luz
fluorescente de 40 W a 40 cm da placa com o meio. O pdlen foi coletado
quando fértil e viavel. Paralelamente, testaram-se os efeitos dos meios de
cultura, dos niveis de sacarose e dos tempos de incubacdo sobre a
germinacdo do pdlen, por meio de andlise de vanancia e ajustamento de
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equagOes de regressao dos dados, usando as varidveis quantitativas niveis
de sacarose, tempos de incubagfo ¢ a varidvel qualitativa meio de cultura.
Para esta, utilizou-se a varidvel "dummy" em que se ajusta um plano de
regressdo ¢ dele se extraem equagdes, substituindo-se a varidvel
qualitativa por varidveis codificadas quantitativamente. O pélen germinou
mais (até 96%) no meio com 0,5% de agar, SO0 ppm de H:BO; e 10% de
sacarose € incubado em estufa, a 22 + 2°C, sob luz fluorescente de 40 W a
40 cm da placa com o0 meio. Nesta condi¢do, o polen do mesmo cultivar
sofreu influéncia do meio de cultura isolado e em conjunto com os niveis
de sacarose; dos niveis de sacarose isoladamente e associados aos meios e
aos tempos de incubagdao ou sé associados aos tempos de incubagao, a 1%

de probabilidade, na diferenga das respostas da percentagem de sua
germinagao.

6. SUMMARY

This study emphasizes the need of a culture medium, good
temperature and light as indispensable factors for in vitro pollen
germination of the tomato cultivar Santa Cruz Kada. It was observed that
the ideal medium 1s composed of 0.5% agar, 50 ppm boric acid and 10%
saccharose, stove- incubated at 22 + 2°C, under 40 W fluorescent light.
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