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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi verificar qual 0 meio de cultura e as condicdes que deveriam ser utilizadas em
testes de germinag&o in vitro do pdlen de guabirobeira (Campomanesia xanthocarpa Berg), bem como verificar a
possibilidade de armazenamento em freezer (-18°C). O pélenfoi coletado defloresem estadio debal&o e defloreslogo
apos a antese. Os meios de cultura testados foram o padréo (testemunha) (10% de aglcar e 1% de &gar em &gua
destilada) e este acrescido de duas concentragdes de H,BO, (0,65 mM e 1,3 mM). Foram testadas astemperaturas de
incubacdo de 25 e 30°C. No geral, 3 horas a 25°C, em meio de cultura padr&o, proporcionaram boas médias de
germinagdo in vitro. O polen coletado de flores logo apds a antese apresentou maiores médias de germinagéo
(55,8%) em relagéo ao coletado de flores em estédio de bal o (27,6%). O boro ndo influenciou na germinagao
média do pdlen, mas este apresentou perda quase total da viabilidade apds 90 dias de armazenamento em
freezer, caindo de 43,8% para 1,0%.
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ABSTRACT

GERMINATION OF Campomanesia xanthocarpa BERG POLLEN IN VITRO

The objective of the present work was to determine the best mediaand conditions for the in vitro germination
of guabirobeirapollen (Campomanesia xanthocarpa Berg). The possibility of storagein afreezer was also studied.
The pollen was collected from flowers at the ball oon stage or right after anthesis. Thetested mediaincluded: standard
(10% sucrose plus 1% agar dissolved in distilled water), the standard plus 0,65 mM of boric acid and the standard plus
1,3mM of boric acid. Incubation temperatures of 25 and 30°C weretested in combination to the treatments. In general,
good germination was achieved after 3 hoursincubation at 25°C. Pollen grains collected from just opened flowershad
achigher average germination percentage (55.8%) than those collected from flowers at the balloon stage (27.6%).
Boron did not influence the average pollen germination rate. The guabirobeirapollenlost itsviability after 90 days of
storagein afreezer, decreasing from 43.8%to 1.0%.
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INTRODUCAO

A guabirobeira, frutifera pertencente a familia
Myrtaceae, € nome comum de varias espécies, em
diferentes locais do Brasil. Aquela que ocorre no sul
do Brasil € Campomanesia xanthocarpa Berg, e o
nomeindigenaéwa’bi rob, que significafruto amargo
(Donadio et al., 2002).

Esta espécie, assim como outrasfrutiferas nativas
do sul do Brasil, apresenta grande potencial para
exploragcdo econdmica e pode constituir-se em nova
alternativa, principal mente em nichos de mercado dvidos
por novidades. Entretanto, trabal hos de melhoramento
genético ndo sdo conhecidos tanto para guabirobeira
como para a maioria das frutiferas nativas do Sul do
Rio Grande do Sul.

Em um programade melhoramento genético, um dos
fatores importantes € o conhecimento daviabilidade do
polen aser utilizado em hibridagdes. H& quatro métodos
parase estimar aviabilidade de pdlen (Galletta, 1983): a)
testes de germinacao in vitro, b) avaliagdo com o uso de
corantes, ¢) testes de germinacdo in vivo, avaliando o
crescimento do tubo polinico no estigmae/ou no pistilo,
ed) aformagéo de sementes apds polinizacdo normal de
um genitor feminino selecionado.

O uso de corantes € o método mais rapido, porém
pode superestimar esta viabilidade, pois, muitas vezes,
graosde pdleninviaveis podem aindacorar, por possuir
quantidade suficiente de enzimas, amido, ou aindaoutras
substancias. Ja os dois Ultimos métodos sdo bastante
trabalhosos, necessitando de maior tempo para se
obterem osresultados (Galletta, 1983).

A germinacdo in vitro é o mais conveniente e
seguro método usado para se testar a viabilidade de
graosdepdlen, erevelao verdadeiro estado dasreservas,
a condicdo das membranas e a conversdo das reservas
para o gréo de pélen germinar (Marcellan & Camadro,
1996). Este €, também, o método mais utilizado nos
programas de mel horamento genético.

A germinacéo in vitro de pélen é influenciada
por diferentes fatores, dentre eles a espécie, 0 meio
de cultura, a temperatura e o tempo de incubacéo, o
estadio de desenvolvimento da flor quando da coleta
do podlen, além das condi¢6es de armazenamento
(Stanley & Linskens, 1974).

O meio padr&o usado nos testes de germinaco in
vitro de pélen é constituido de aglcar e de &cido bdrico
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(Miranda & Clement, 1990), podendo variar ainda a
combinac&o de outros nutrientes (Galletta, 1983). A
adicéo de aglicar ao meio de culturatem por objetivo o
equilibrio osmético entre o pdlen e o meio de germinagéo,
bem como fornecer energia para auxiliar o processo de
desenvolvimento do tubo polinico (Stanley & Linskens,
1974). Ja a presenca de boro no meio estimula o
crescimento do tubo polinico, sendo arespostavariavel
de acordo com aespécie. O boro interage com o agUicar
formando um complexo aglcar-borato, o qual reage mais
rapidamente com as membranas celulares (Pfahler, 1967).

A Embrapa Clima Temperado, em Pelotas, RS,
iniciou, ha alguns anos, pesquisas visando fornecer
subsidios a implantacdo de futuro programa de
mel horamento genético de espéciesfrutiferasnativasdo
sul do Brasil, para o seu aproveitamento em cultivos
comerciais. Entretanto, para a maioria destas espécies,
nao hainformagdes sobre condi¢desideais parasetestar
aviabilidade de pdlen através da germinacdo in vitro.

Para espécies frutiferas da familia Myrtaceae
nativas do sul do Brasil, como a guabirobeira
(Campomanesia xanthocarpa Berg), ha poucos
trabalhos sobre germinagao in vitro de pélen. Em
pesquisa de literatura, apenas alguns estudos com
algumas espécies do género Psidium foram
encontrados (Hirano & Nakasone, 1969; Teaotiaet al.,
1970; Raseira& Raseira, 1996).

Osobjetivos deste trabalho foram verificar o meio
de cultura e condi¢des que deveriam ser utilizados em
testes de viabilidade do pdlen de guabiraobeira, através
da germinacao in vitro, bem como verificar a
possi bilidade de armazenamento em freezer.

MATERIAL E METODOS

O pdlenfoi coletado defloresem estadio de balao
edefloreslogo apds aantese em plantas do Banco Ativo
de Germoplasmade fruteiras nativas da Embrapa Clima
Temperado, no municipio de Pelotas, RS.

As anteras foram destacadas e colocadas para
secar em bandejas de papel natemperaturaambiente
(20 a 25°C), por dois atrés dias, até que todas elas
estivessem deiscentes. Apds os testes iniciais, 0
pélen foi armazenado em frascos de vidro, mantidos
em dessecador, com silica como substancia
higroscoépica, em freezer, atemperaturade-18 a-15°C
e baixaumidaderelativado ar.
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Foram testados os seguintes meios de culturapara
germinacéo in vitro de pdlen:

Meio 1 = 10% de aglcar* + 1% de agar** (meio de
cultura padré&o)

Meio 2 = 10% de agUcar + 1% de &gar + 0,65 mM de
acido borico (H,Bo,***)

Meio 3 = 10% de acUcar + 1% de agar + 1,3 mM de
acido borico (H,Bo,)

* AcUcar cristal

** Merk n°®1.01615.1000

*** Vetec

Foi adotado como meio de cultura padréo aquele
utilizado em testes de rotina no Laboratério de
Melhoramento Genético de Frutiferas da Embrapa
ClimaTemperado.

Os elementos constituintes dos meios de cultura
foram dissolvidos em &gua destilada e aquecidos em
forno de microondas até a completa dissolucéo do
agar. O meio de cultura foi distribuido em laminas
preparadas paraeste fim (I1&minas para observagdo em
mi croscopio éptico, adaptadas com doisanéisde PVC
de 21mm de didmetro e 3mm de altura), em substituicéo
as l&minas escavadas. Na avaliacé@o dos resultados,
cada anel de PVC, em cada uma das laminas,
representou uma repeticéo.

O pdlen foi aspergido sobre 0 meio, e aslaminas
foram enté&o colocadas em camara umidasimul ada (placas
de Petri (& = 8,5 cm)) com papel absorvente, umedecido
com agua destilada e levadas para incubacéo em estufa
tipo BOD com temperaturacontrolada (25 ou 30°C). Apds
trés horas de incubacgéo, foi realizada a contagem da
percentagem de grdos de pdlen germinados, sob
microscépio éptico binocular (Carl Zeiss, Modelo
Standart 044 BR C), consi derando-se germinados aquel es
gue apresentavam o comprimento do tubo polinicoigual
ou superior ao didmetro do proprio gréo de pélen. Foi
contado um total de 100 gréos de pdlen por repeticao.

O delineamento estatistico foi completamente
casualizado, em arranjo fatorial, com quatro repeti¢des.
Os dados foram submetidos a andlise de variancia e as
médias comparadas pelo teste de Duncan, a 5% de
probabilidade. Para andlise, os dados foram
transformados em arco seno (/x/100 ).

Todas as andlises estatisti cas foram efetuadas pelo
progranaSANEST —SistemadeAndlise Estatisticapara
Microcomputadores (Zonta& Machado, 1984).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Houveinterac&o entre os fatores origem do pdlen
e temperatura de incubagdo. A germinagéo in vitro
médiade pdlen de guabirobeira coletado de floresem
estadio de baldo diminuiu com o aumento de
temperatura, o que ndo ocorreu com aquele coletado
deflores apés aantese (Tabela 1). Observa-setambém
que, em ambas as temperaturas de incubacéo (25 e
30°C), a germinacdo média foi maior para o pdlen
coletado de flores apés antese.

Tabela 1 — Percentagem (%) média de germinacao in vitro
de pdlen de guabirobeira, coletado de flores em dois estadios
de desenvolvimento, ap6s trés horas em diferentes
temperaturas de incubagdo

Temperatura Origem do pélent

de incubacéo (°C)

Flor em estadio de baldo

334 aB
222 b B

Flor apés antese

54,6 a A
57,0 aA

25
30

* Médias seguidas por letras distintas, mintsculas na coluna e maiusculas na
linha, diferem entre si pel o teste de Duncan de comparagéo de médias (p=0,05).

Os diferentes meios de cultura testados n&o
influenciaram a germinagcao média de polen de
guabirobeira, sendo estade 42,0%, 42,5% e 39,5%, nos
meios 1, 2 e 3, respectivamente.

Apbs trés horas de incubaggo, verificou-se que o
comprimento dos tubos polinicos era pelo menos 25
vezes maior do que o didmetro do gréo de polen, bem
como umarazodvel percentagem média de germinagéo
(40,0%). Em testes de germinag&o in vitro de pdlen,
considera-se germinado aquele que apresentar o
comprimento do tubo polinico igual ou superior ao
diametro do préprio gréo de pdlen. Destaforma, o periodo
detréshorasdeincubacdo foi suficiente paraestimar com
boa precisdo a viabilidade do p6len de guabirobeira
através da germinagdo in vitro.

Na literatura, ndo sdo encontradas referéncias
sobre testes de germinacao in vitro de pélen de
guabirobeira. Entretanto, alguns trabalhos demonstram
gue o tempo de incubag&o necessario para iniciar a
germinacdo in vitro variade acordo com aespécie, e até
mesmo entre cultivares da mesma espécie.

Para o aracazeiro (Psidium cattleyanum Sabine),
outra mirtacea frutifera nativa do sul do Brasil, ha
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diferencasno que serefereacondicdo ideal paraavaliar
agerminagdo in vitro de pdlen. Verificou-se que houve
periodos deincubacéo de 4 a6 horasa 25°C (Raseira&
Raseira, 1996), bem como relato de que o tubo polinico
desta mesma espécie apareceu 13 horas apos a
inoculag&o no meio de cultura(Teaotiaet al., 1970). Um
periodo maisprolongado também foi utilizado por Hirano
eNakasone (1969), que avaliaram agerminacdo do pdlen
de diferentes espécies do género Psidium,
aproximadamente 12 horas ap6s ainocul agdo no meio.

Foram observadas, neste estudo, pequenas
diferencas na germinag&o de pdlen de guabirobeiranas
diferentes temperaturas de incubacéo testadas. O pdlen
coletado de flores em estadio de balao apresentou
menores médias a 30°C do que a 25°C, o que nao
aconteceu com o poélen coletado de flores logo apds a
antese. Embora essa diferenca seja estatisticamente
significativa, ela é pequena. As melhores médias foram
obtidas com incubagédo a25°C.

Temperaturas de incuba¢do em torno de 25°C sdo
citadas na literatura para uma grande quantidade de
espécies. Para pélen de ameixeira, pessegueiro,
damasqueiro, cerejeira européia, pereira e macieira,
24°C é atemperaturaapropriada (Thompson & Batjer,
1950). Paranogueirainglesa, 27°C é o ideal (Hall &
Farmer, 1971) e, para germinacdo de pdlen de
abacateiro, 25°C (Loupassaki et al., 1997). Pelos
resultados obtidos neste presente trabalho, a
temperatura de 25°C é apropriada para testes de
germinacgdo in vitro de pdlen de guabirobeira.

Nos testes ap6s 90 dias de armazenamento, houve
interacao significativa entre os fatores origem do pdlen
e periodo de armazenamento. Antes do armazenamento,
agerminacgdo foi maior para o pélen coletado de flores
logo apds a antese, conforme discutido anteriormente.
No entanto, apds 0 armazenamento observou-se grande
perdade viabilidade do pdlen, tanto aquel e coletado de
flores em estadio de baldo quanto aquele coletado de
flores logo apds a antese, ndo havendo diferenca
estatistica significativa entre estes (Tabela 2). A
germinacdo médiacaiu de 43,8% para1,0%.

A adicéo de boro ao meio de culturan&o influenciou
novamente nagerminacao média, quefoi de 15,2%, 17,1%
e 15,9%, paraos meios 1, 2 e 3, respectivamente. 1sso
demonstra que este elemento ndo é um fator limitante
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Tabela 2 — Percentagem (%) média de germinac&o in vitro de
pélen de guabirobeira, coletado de flores em dois estadios de
desenvolvimento, a zero e 90 dias de armazenamento

; Origem do pélen?
Periodo de armaze-

namento (dias)

Flor em estadio de baldo
00 33,4 aB? 54,6 aA
90 06bA 15bA

1 Médias de germinagéo obtidas ap6s 03 horas de incubagdo a 25°C.
2 Médias seguidas por letras distintas, mintsculas na coluna e mailsculas na
linha, diferem entre si pelo teste de Duncan de comparagéo de médias (p=0,05).

Flor apés antese

para testes de germinacgéo in vitro de polen de
guabirobeira. Entretanto, sabe-se que, para algumas
espécies, pequenas quantidades de boro adicionado ao
meio de culturamelhoram agerminagéo e o crescimento
do tubo polinico e diminuem a probabilidade destes
estourarem (Luza & Polito, 1985), sendo a resposta
variavel entre espécies. O boro, no meio de cultura,
interage com o aglcar formando um complexo aglcar-
borato, o qual reage maisrapidamente com asmembranas
celularesdo grao de pélen (Pfahler, 1967).

A maturagdo do pdlen é um dos estadios de
desenvolvimento no ciclo de vida das plantas. A
germinacéo do pdlen ndo ocorre dentro da antera, mas
este deve estar pronto para germinar logo apés a sua
deiscéncia(Lin & Dickinson, 1984), desde que encontre
condicBes favoréveis. Em programas de melhoramento
genético é fundamental coletar o pélen em estadio
adequado de maturagdo, para que ele mantenha a
viabilidade e a capacidade de germinar quando for
realizadaahibridag&o.

Visando verificar o melhor momento paraacoleta
do pdlen, foi testada a germinacéo de pdlen coletado
de flores em estadio de baldo e logo apés a antese. A
germinagdo média foi maior para pélen coletado de
flores ap6s a antese (55,8%), em relacéo ao coletado
de flores em estadio de bal&o (27,6%). Diferencas
ainda maiores do que as aqui encontradas foram
obtidas em nogueira inglesa (Luza & polito, 1985).
Pélen coletado de flores um adois dias antes da antese
apresentou 0,6% de germinagado contra45,2% do pdlen
originario de flores apés a antese.

Embora o pdlen coletado de flores logo apés a
antese tenha apresentado maiores médias de
germinacdo, devem-se tomar a guns cuidados durante
asua coleta. Deve-se ter a garantia de que o polen a
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ser utilizado em hibridagbes seja puro, sem
contaminag&o por outras fontes.

Em casos de viabilidade baixa de pdlen coletado
deflores em estadio de bal&o, sendo necessariaa coleta
de pdlen de flores apds a antese, alguns procedimentos
podem ser tomados. Umaalternativa € ensacar asflores
ainda em estadio de baldo, na planta, utilizando sacos
de papel encerado, para evitar que, em caso de chuva,
estes sedesmanchem. Outra alternativa € coletar ramos
com floresem estadio de bal&o elevé-los paraumasala
ou laboratério, ou qualquer lugar abrigado de ventos
e insetos, mantendo-os em frascos com agua para
evitar a desidratacédo e permitir que as flores abram
normal mente, procedendo-se entdo a coleta do pélen
logo apbs a antese.

O pdlen de guabirobeira apresentou grande perda
deviabilidade apds 90 dias de armazenamento em freezer.
Em programas de melhoramento genético, o
armazenamento de polen é de extremaimportancia, pois
€ necessario que este mantenha viabilidade até o
momento em que serd utilizado em hibridacdes. A
manutencéo da capacidade de germinacéo do pdlen
depende, além das caracteristicasintrinsecas daespécie,
das condicdes de armazenamento.

A germinacdo de pdlen de diversas cultivares de
ameixeira manteve-se por mais de trés anos quando
armazenado a—20°C, entretanto, a—1°C, aviabilidade
reduziu-se drasticamente aos 11 meses de
armazenamento (Leeet al., 1981).
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