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RESUMO

Objetivou-se avaliar o efeito da sacarose e pH na germinag&o in vitro de gréos de pdlen das cultivares Valéncia, Natal e Péra.
Paratestar o efeito da sacarose, os gréos de polen foram distribuidos uniformemente em placas de Petri contendo meio de cultura
bésico constituido de 10 gL de &gar, 800 mgL *de nitrato de calcio e 200 mgL* de &cido bérico, acrescido de sacarose (0, 50, 100, 150
€200 gLY). Paraverificagdo do pH satisfatdrio, os gréos de pdlen foram inoculados em meio de cultura contendo 10 gL *de &gar € 800 mgL-tde
nitrato de calcio, 200 mgL-*de &cido bdrico,100 gL * de sacarose e pH de 3,5; 4,0; 4,5; 5,0; 5,5; 6,0; 6,5. Apos inoculacdo, os gréos de
pélen foram incubados em BOD a 25°C por 12 horas. A porcentagem de germinacéo foi obtida com auxilio de microscopio éptico com
objetiva de 10 X. Para todas as cultivares estudadas, amaior porcentagem de germinacéo foi obtida com 100 gL de sacarose e 0 maior
numero de graos de pdlen germinados foi verificado em pH 6,5, sendo observado que maiores valores de pH aumentaram também a
quantidade de polens estourados para as cultivares Natal e Péra e diminuiram para Vaéncia.

Termos paraindexagdo: Citrus sinensis, Palinologia, Cultura de tecidos, Melhoramento genético.

ABSTRACT

Thiswork was carried out in order to evaluate the effect of sucrose and pH on in vitro pollen germination of cultivars Valencia, Natal
and Pera (Citrus sinensis Osheck). Pollens were distributed in Petri dishes containing culture medium with 10 gL* of agar 800 mgL™* calcium
nitrate, 200 mgL* boric acid, added of sucrose (0, 50, 100, 150 and 200 gL2) In order to verify the satisfactory pH, the pollen were inoculated
in culture middle containing 10 agar gL* and 800 mgL* calcium nitrate, 200 mgL-* acid bérico,100 sucrose gL* and pH vaues of 3,5; 4,0;
4,5; 5,0; 5,5; 6,0; 6,5. After inoculation, pollen were incubated at 25°C for 12 hours B.O.D. The largest germination percentage was
obtained with an aid of optical microscope with lens of 10 X. For all the studied varieties, the largest germination percentage was
obtained with 100gL * of sucrose and the largest number pollen germinated was verified at pH 6,5, being observed that for larger pH
the values of the amount of pollens burst also increased for the cultivars Natal and Pera and they decreased for Valencia

Index terms: Citrussinensis, Palinology, Tissue culture, Improvement varieties.
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Dados sobre aviabilidade e o desenvolvimento de  apropriado e observar em microscopio, depois de

gréos de polen sdo fundamentais para trabalhos de biologia
reprodutiva e melhoramento genético de citros, pois
permitem maior seguranga nos cruzamentos, que sao
realizados com a finalidade de gerar novos hibridos e/ou
aumentar a viabilidade. Varias pesquisas tém sido
conduzidas a fim de estabelecer e padronizar meios de
cultura e condicBes ambientais para avaliar a viabilidade
de polen em diversas espécies (NUNES et al., 2001).

A germinacdo de gréos de pdlen in vitro permite
verificar a sua viabilidade, sendo de grande importancia
em programas de melhoramento de frutiferas. O método
geral consiste em germinar uma peguena amaostra num meio

determinado periodo, 0 nimero de gréos que produzem
tubo polinico. A maior parte dos tubos polinicos tem seu
crescimento interrompido antes de obter o tamanho
normalmente alcangado no estigma. A composi¢do do meio
e 0 pH estéo entre os fatores que afetam a sua germinagéo.
Os gréos de pdélen das angiospermas invariavelmente
precisam de uma fonte de carbono, de boro e,
freglientemente, de outros nutrientes para promover a sua
germinagdo (GALLETTA, 1983).

Os principais componentes do meio de cultura para
a germinagdo de pdlen tém sido os diferentes tipos e
concentragBes de aglcares e distintas concentragdes de
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boro (MIRANDA & CLEMENT, 1990). O agticar enpregado
no meio de cultura tem por finalidade proporcionar o
equilibrio osmatico entre o pdlen e a solugdo de germinacao
e fornecer energia para auxiliar o processo de
desenvolvimento do tubo polinico (STANLEY &
LINSKENS 1974).

Kobayashi et al. (1991) observaram 50% de
germinacgdo de graos de polen de um hibrido de Citrus
sinensis x Poncirus trifoliata utilizando meio de cultura
contendo 20% de sacarose. Diferentes concentragtes
de glicose foram testadas em inimeras variedades de
Citrus, sendo que melhores resultados em germinagéo de
grao de polen foram obtidos com 150 gL* de glicose,
apresentando em média 59% de germinacdo (BUTT et .,
1993).

Objetivou-se neste trabalho testar concentragtes
de sacarose, bem como os niveis de pH para a germinagdo
de gréos de pdlen das variedades Péra, Natal e Vaéncia.

O trabalho foi realizado no Laboratdrio de Cultura
de Tecidos Vegetais do Departamento de Agricultura da
Universidade Federal de Lavras, UFLA. Foram coletadas
flores no estadio baldo de plantas sadias das cultivares
Valéncia, Natal e Péra (Citrus sinensis Osbeck) do Banco
de Germoplasma do Pomar da UFLA. As anteras foram
retiradas e colocadas em placas de Petri com papel de filtro
aumatemperatura de 26°C, durante 24 horas, paraa sua
completa deiscéncia.

Foram instalados e conduzidos dois experimentos,
sendo que no primeiro deles o meio de cultura utilizado foi

constituido de 10 gL de &gar e 800 mgL* de nitrato de
calcio, 200 mgL* de &cido borico e 100 gL de sacarose e
os tratamentos foram compostos de diferentes niveis de
pH (3,5; 4,0; 4,5; 5,0; 5,5; 6,0; 6,5).

No segundo, utilizou-se 0 mesmo meio de cultura
basico com pH gjustado para 6,5, acrescido de diferentes
concentrages de sacarose (0, 50, 100, 150 e 200 gL%). Apbs
preparo, os meios de cultura foram vertidos na quantidade
de 10 ml por placas de Petri.

Para ambos experimentos, o polen de cada variedade
foi distribuido sobre a superficie do meio com o auxilio de
um pincel de modo a promover uma distribui¢do uniforme
do material. Apds inoculagdo, os tratamentos foram
incubados em estufa tipo B.O.D. a 25°C e iluminagéo
constante de 24 horas de intensidade luminosa. O
delineamento experimental utilizado foi inteiramente
casualizado com quatro repeticoes, realizando-se a
contagem de 100 gréos de pdlen por repeticao.

Pararealizar a contagem e estimar a porcentagem
de gréos de pdlen germinados, utilizou-se microscopio
Optico com objetivade 10 X. Considerou-se germinados
0s gréos de pdlen cujo comprimento do tubo polinico
tivesse ultrapassado o diametro do préprio gréo de pdlen,
apos 12 horas de incubacso.

De acordo com o resumo da andlise de variéncia
detectou-se que houve diferenca significativa para os
diferentes niveis de pH e variedades, bem como ainteracdo
dos fatores estudados ao nivel de 1% de probabilidade,
conforme aTabela 1.

TABELA 1-Andlise de varincia para as variaveis graos de polen estourados e gréos de pélen germinados de cultivares

citricas submetidas a diferentes niveis de pH.

Quadrado médio

Causasdevariacao GL -
Germinados (%) Estourados (%)
cultivares 2 91,906* * 88,559* *
pH 6 44,653** 17,106**
Cul. X pH. 12 17,002** 42,019**
Residuo 63 6,091 2,963
CV. (%) 37,18 41,82
Meédia Geral (%) 6,638 4117

** ggnificativos ao nivel de 1% de probabilidade.
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Este experimento constituiu na determinaggo do nivel
de pH que expressasse a mais alta porcentagem de gréos de
polen que germinados, ou sgja, aqueles que tivessem seus
tubos polinicos emitidos. Foram considerados germinados
0s gréos de pdlen que apresentaram comprimento do tubo
polinico igual ou superior a0 diametro do proprio pélen
(PASQUAL et dl., 1982).

A Figura 1A representa o nimero de gréos de polen
germinados em diferentes niveis de pH, podendo-se notar
gue hatendéncia de crescimento linear a medida em que o
pH sobe até o nivel de 6,5, para as cultivares Pérae Natal.
Entretanto, para a cultivar Valéncia, melhores resultados A
foram obtidos com pH em torno de 5. A partir desses
resultados verifica-se que o nivel de pH estimulou
marcadamente o processo de germinagdo de pdlen
concordando com as observactes de Brewbaker & Kwack
(1963) e Stanley & Linskens (1974) os quais mostraram
que o pH do meio de cultura influencia o processo da
inducdo de germinacdo de pdlen.

NaFigura 1B, observou-se que o incremento de pH
aumentou a quantidade de gréos de pdlen estourados para
cultivares Natal e Péra, e diminuiu para Valéncia. Estes
resultados, de certaforma, validam os obtidos na variavel
germinagdo de polen.
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Y pera= 3,8,418+18,301x — 1,726x? R?*= 0,76
Y naw= 0,4375+1,0411x R®= 0,69
Y vajencia= 3,5804+ 2,2304x R?= 0,81

de pélen estourados

gréos

A importancia da determinacdo do pH ideal nos niveis de pH
processos fisiolégicos que envolvem os graos de pélen :
esté associada a maior porcentagem de germinagdo que ¢ Péra 4 naml = valéncia

estes possam oferecer, garantindo maiores chances de B
fertilizac8o e, conseguientemente, maiores frutificaces e
melhor indice de producdo no campo.

Para o experimento que testou diferentes

Y pera= 39,475-14,079x+ 1,3714x? R?= 0,75
Y naa= 14,634-7,4839x + 0,9607 x* R?= 0,64
Y vajencia= 19,814+ 12,769x-1,4619 x? R?= 0,63

concentragBes de sacarose, a andlise de variancia mostrou
que houve diferenca significativa para os fatores
estudados e suas interacOes, exceto para o fator cultivar.

FIGURA 1- Porcentagem de gréos de p6len germinados
(A) e estourados (B) de cultivares citricas em diferentes
niveis de pH. UFLA, 2003.

TABELA 2 - Andlise de variancia para as variaveis graos de pélen estourados e gréos de pélen germinados de
cultivares citricas submetidas a diferentes concentrac6es de sacarose. UFLA, 2003.

Quadrado médio

Causas devariacédo GL -
Germinados (%) Estourados (%)

cultivares 2 7,826 ns 148,336**
Sacarose 4 107,863** 67,165**
Cul. X Sac. 8 14,526** 17,731*
Residuo 45 3,545 8,091

C.V. (%) 42,03 55,63
Média Geral (%) 4,480 5,113

* e** gignificativos aos niveis de 5 e 1% de probabilidade respectivamente.
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As cultivares apresentaram um comportamento
semel hante, sendo que o melhor resultado foi obtido na
concentracdo de 100 gL ! de sacarose, a partir da qual
houve um decréscimo na porcentagem de gréos de pélen
germinados (Figura 2A). Estes resultados concordam
com amaioriados autores, que afirmam gque a sacarose
€ um dos componentes necessarios para a germinagéo
de pdlen e também exerce a funcdo de equilibrio osmético
da solugdo, além de fornecer energia necessaria para o
crescimento do tubo polinico (GALLETTA, 1983;
MIRANDA & CLEMENT, 1990; STANLEY &
LINSKENS, 1974). Kobayashi et al. (1991) utilizaram
concentracdo de 200 gL ! de sacarose para obter maior
germinacdo de gréo de polen de um hibrido de Citrus
sinensis x Poncirus trifoliata; Butt et al. (1993)
obtiveram melhores resultados em germinacéo de gréo
de polen com 150 gL ! de glicose para vérias espécies
de citros. Possivelmente essa diferenca de concentracéo
pode ser explicada por se tratar de gendtipos diferentes.
Em contrapartida, Bhattacharya & Mandal (1999),
trabalhando com cassia, obteve germinacdo de gréos
de pdlen utilizando meio de cultura com 100 gL de

sacarose. Derin & Eti (2001) observaram que maiores
taxas para germinacdo de romé foram obtidas em meio
de cultura contendo 10 gL de sacarose. De maneira
geral, pode-se dizer que, para as diferentes espécies, a
concentracdo paraagerminacgéo de gréo de pélen varia
entre 100 e 200 gL ! de sacarose.

Pela Figura 2B observa-se a porcentagem de
graos de péblen estourados em diferentes
concentracdes de sacarose. Pode-se observar uma
tendéncia bastante similar entre as variedades
analisadas. A menor porcentagem de grdos de pélen
estourados foi obtidacom a concentragéo de 100 gL,
de maneira semelhante a variavel analisada
anteriormente. Nas menores concentracfes de
sacarose, houve os maiores indices de gréos de pdlen
estourados, evidenciando a necessidade do ajuste da
concentracdo de sacarose para a germinacao in vitro
de pdlen de laranjeira. Segundo Akamine & Girolami
(1959), tubos polinicos se rompem devido, entre outros
fatores, a alta umidade e a variagcdo do meio, ocasionada
pelo aumento da pressdo osmética e pela baixa
resisténcia da parede celular.
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FIGURA 2 — Porcentagem de gréos de polen germinados (A) e estourados (B) de cultivares citricas em diferentes

concentragdes de sacarose. UFLA, 2003.
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Nas condi¢bes em que o trabalho foi realizado,
permite as seguintes conclusdes:

a) A medida que se eleva o valor do pH até o nivel
de 6,5, aumenta a quantidade de gréos de po6len germinados,
exceto paraa cultivar Péra.

b) A quantidade de gréos de pélen estourados é
maior em pH 6,5 para as cultivares Natal e Péra e menor
paraVaéncia.

¢) O meio de germinacédo contendo 100 gL de
sacarose proporcionou as maiores porcentagens de
germinacdo de gréos de pdlen para todas as cultivares
testadas.
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