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RESUMO

Sete diferentes meios de cultura foram testados para a
germinacéao in vitro dos grdos de pdlen das cultivares de
cebola Aurora e Petrolini. Os meios foram compostos por:
acucar, acido boérico e nitrato de calcio em diferentes
composicoes. O experimento foi conduzido no Laboratério
de Melhoramento Genético da Embrapa Clima Temperado,
em Pelotas-RS. O melhor meio, dentre os testados, foi o
composto por 200 g.L" de acticar, 50 mg.L" de acido bérico
e 1g de agar, para a germinacdo dos pélens de ambas as
cultivares estudadas. N&o houve influéncia diferenciada
deste meio na germinacao do pélen das cultivares avaliadas.

Palavras-chave: aclicar, acido bérico, nitrato de calcio, meio
de cultura.

ABSTRACT: IN VITRO GERMINATION VIABILITY OF ONION
POLLEN (Allium cepa L.)

Seven different culture media for in vitro germination
test of onion pollen cvs. Aurora and Petrolini were tested.
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The media included: sugar, boric acid, calcium nitrate in
different concentrations. The experiment was carried out in
the Breeding Laboratory of Embrapa Clima Temperado. The
best medium, among the ones tested, contained: 200 g.L’
sugar, 50 mg.L"' boric acid and 1 g of agar. There wasn 't
differentiated influence of this culture medium on pollen
germination of the evaluated cultivars.

Key words: sugar, boric acid, calcium nitrate, culture media.

INTRODUCAO

A partir do conhecimento da
viabilidade dos grdos de pélen, através de
testes adequados para sua determinacéo,
entre eles o teste de germinacao in vitro,
amostras do mesmo podem ser avaliadas
antes de serem utilizadas em cruzamentos,
bem como apdés um determinado periodo
de armazenamento.

Fatores importantes comc aqueles
intrinsecos ao proprio polen, composicao
do meio de cultura, densidade de pdlen no
meio, temperatura de incubagdo, periodo
de coleta do pélen (Stanley & Linskens,
1974), entre outros, podem influenciar a
germinacao in vitro do pdlen de algumas
espécies.

Mann & Woodbury (1969), ao avalia-
rem diversas composi¢gdes do meio de cul-
tura para germinacgao in vitro do pélen de
duas linhagens de cebola (A/fium cepa L.),
coletado as nove e as quatorze horas e
trinta minutos, verificaram que os niveis
ideais de sacarose e de acido bérico vari-
aram de 10 a 15% e 50 a 100 mg.L ", res-
pectivamente, em meio composto por 1%
de agar ou 1% de gelatina. A porcentagem
média de germinagéo obtida ficou em torno
de 70 a 80% nao havendo diferenca entre
a germinagcdao dos podlens coletados nos
dois horérios do dia. A adigdo de 300 mg.L
1 de Ca(NO3)2.4H20, em meio com 1% de
gelatina, aumentou a porcentagem de
germinacao da espécie para 100%.

Entretanto, Chang & Struckmeyer, em
1976, demonstraram que as condicoes
6timas para a germinacao do pélen de
duas linhagens macho-férteis em cebola foi
em meio com 10% de sacarose, 100
mg.L' de H3BO3, 300 mg.L' de Ca(NOs).
4H:0, 100 mg.L' de KNOs, 200 mg.L" de
MnS04.H20 e 1% de agar, com incubacéo
a 24° C. Nessas condicées nao houve dife-
renca significativa na porcentagem de ger-
minacao do pélen colhido as nove, ao meio
dia e as quatorze horas (50,4%, 49,7% e
50,0%, respectivamente).

A capacidade germinativa da linhagem
macho-fértil de cebola, cultivada em abril e
maio de 1990, foi estudada nos seguintes
meios de cultura: a) solugdo com 5% de
sacarose; b) solugdo com 10% de sacaro-
se e c) solucdo com 10% de sacarose, 50
mg.L"' de acido bérico e 0,5 g de agar. A
incubacdo do meio de cultura foi feita a
temperatura ambiente (aproximadamente
de 20 a 25° C) e em incubadora com con-
trole de temperatura (25° C). A porcenta-
gem de germinacdo do pélen, da linhagem
cultivada em abril, foi de 90% em meio de
solugdo com acido bérico e incubacao a
temperatura ambiente (aproximadamente
22° C). Porém, a mesma linhagem cultiva-
da em maio, apresentou germinacao infe-
rior a 30% em todos os meios testados.
Mesmo baixa, a germinabilidade desta
linhagem destacou-se, também, em meio
de solucdo com &cido bérico (Lorenzon &
Almeida, 1994).
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Este trabalho teve por objetivo
determinar a composicdo do meio de
cultura, adequado para a germinacao in
vitro do pdlen das cultivares de cebola
Aurora e Petrolini.

MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi realizado no
Laboratério de Melhoramento Genético da
Embrapa Clima Temperado, em Pelotas-RS.

Para os ensaios experimentais, foram
utilizadas as cultivares comerciais de
Allium cepa L., Aurora e Petrolini, oriundas
de campos de producdo de sementes da
Embrapa Clima Temperado e da Estacdo de
Pesquisa e Producdo de Rio Grande,
pertencente a Fundacdo Estadual de
Pesquisa Agropecuaria (FEPAGRO).

Para cada cultivar, foram coletadas,
ao acaso, seis a sete umbelas com, aproxi-
madamente, 50% das flores em estadio de
flor aberta, nas plantas dos campos de
producao de sementes e levadas ao
laboratério.

A fim de facilitar a deiscéncia da na-
tera e a coleta dos graos de pdlen, os es-
capos florais com as suas respectivas um-
belas, foram colocados em beakers com
agua e mantidos, por um maximo de 72
horas, a temperatura ambiente (20°-25°
C). Apds este periodo, as anteras secas e
deiscentes foram removidas para caixinhas
de papel e, dai, para os recipientes de
armazenamento. Essa transferéncia foi
feita com auxilio de um pincel fino (nimero
0) de pélo de camelo.

Os meios para germinacao foram
colocados em laminas especiais, adaptadas
para o teste de germinacao in vitro. Esta
adaptacao consistiu de dois anéis de cano
PVC (aproximadamente 16 mm de didme-
ro, 2 mm de espessura e 5 mm de altura)
colados com cola tipo Super Bonder, em
\amina para microscopia. Cada anel delimi-

tou uma camara onde foi colocado o meio
de cultura para a germinacdo dos pdlens
{(Mendes, 1994).

Os elementos componentes do meio
de cultura foram dissolvidos em &gua
destilada e aquecidos em forno microondas
até a dissolucao completa do agar. Cerca
de quatro a cinco gotas do meio, ainda
quente, foram colocadas nas duas camaras
das laminas. Apds a solidificacao do meio,
os graos de pélen foram espargidos sobre
o mesmo, com auxilio de um pincel. Cada
camara da lamina foi coberta com laminu-
la e o conjunto colocado em placa de Petri,
com fundo revestido com papel absorvente
umedecido, que constituiu a cdmara umida
para incubacdo, sendo as placas
conservadas por trés horas, em estufa tipo
BOD, a temperatura de 24° + 1° C.

A fim de verificar qual o meio de
composicdo mais adequada para a
germinacao dos graos de pdlen, foram
avaliados aqueles descritos na Tabela 1.

Apds o periodo de secagem, os pélens
foram polvilhados sobre os diferentes
meios de cultura, colocados nas laminas
adaptadas, para avaliacdo da porcentagem
de germinacao in vitro.

A contagem do numero de graos de
pélen foi feita com auxilio de microscépio
otico, utilizando-se o método de varredura,
a fim de obter-se uma amostra ao acaso.
Foram contados todos os pdlens
encontrados desde a parte superior
esquerda da lamina. Registrou-se, em um
contador manual, os germinados e 0s nao
germinados até totalizar 100 unidades em
cada anel da lamina adaptada. Quando se
observou uma grande diferenca entre as
duas contagens essas foram realizadas
mais uma ou duas vezes. Foi considerado
como germinado o grao de pdlen que
apresentou um comprimento de tubo
polinico maior ou igual ao didmetro do grao
{(Mann & Woodbury, 1969).
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Tabela 1. Composigdo dos meios de cultura para a
germinacio i# vitro dos pélens das

cultivares de cebola Aurora e Petrolini
Meio H:BO: CalNOs).4H:0 Acucar
N°) imgL") (mgL") Cristal
gl
1 - - 150
2 50 - 150
3 100 - 150
4 100 300 150
5 200
6 50 - 200
7 100 - 200

Todos os meios tém 1 g.L ' de agar.

O experimento fatorial foi conduzido
em esquema inteiramente casualizado, com
quatro repeticoes, tendo como fatores mei-
os de cultura, em sete niveis e cultivares,
em dois niveis (Aurora e Petrolini). Para
identificacao do efeito dos diferentes
componentes dos meios na germinacao
dos polens, foi realizada uma andlise de
contrastes.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A andlise de variacao para a porcenta-
gem de germinacdo dos pélens de cebola,
cvs. Aurora e Petrolini, mostrou diferencas
altamente significativas (< = 0,01) entre
os meios de cultura. Dos sete meios testa-
os, o de melhor resultado foi aquele com-
posto por 200 g.L'de acucar cristal, 50
mg.L' de acido bérico (HiBO3) e 1% de
agar (Tabela 2). A porcentagem média de
germinacdo neste meio foi significativa-
mente superior (c= 0,05) aos demais.

Pela andlise dos trés contrastes de
interesse (Ci1, C2 e C3), constatou-se que,
com relacdo ao efeito das doses de agucar
cristal (C1), a dose maior (200 g.) foi mais
adequada para a germinacdo do pdlen de
cebola; que a adigao de boro ao meio de
cultura (Cz2), através do &cido bdrico,

também estimulou a germinacao e a
inclusdo de calcio (C3), através de nitrato
de célcio hidratado, ndao melhorou a
germinacdo do pdlen desta espécie.

Segundo Raseira (1997), ap6s testes
realizados na Embrapa Clima Temperado,
verificou-se que o efeito da sacarose p.a. e
do acticar cristal, na germinacéo /n vitro do
pélen de pessegueiro, € o0 mesmo, uma vez
que estes agucares se diferenciam apenas
pelo processo de refinamento. Deste
modo, com relacdo a dose de achcar, os
resultados estdo de acordo com os de
Ganeshan (1986) e com Kwan et al.
{1969), que utilizaram no meio de cultura,
para a germinacao do pélen desta espécie,
200 g.L'de sacarose. Entretanto, Mann &
Woodbury (1969) verificaram que os niveis
ideais de sacarose, para a germinacao do
polen de cebola in vitro, variaram de 10 a
15%, sendo que O0S mMesSmMOs Nao
estudaram niveis superiores a 150 mg.L"
de sacarose.

O acicar, portanto, por sua
propriedade osmotica e por ser uma fonte
de energia para o crescimento do tubo
polinico (Visser, 1955 e Kwack, 1965
citados por Galletta, 1983), provou ser
importante para a germinacdo do pélen das
duas cultivares testadas.

Pelos resultados obtidos, o boro cons-
tituiu-se num elemento essencial para a
germinacao do pélen das cultivares estuda-
das, estando os resultados de acordo com
os obtidos por Mann & Woodbury (1969)
e Kwan et al. (1969 a), os quais constata-
ram que as concentragcoes ideais deste
mineral, para a germinacao /n vitro do
polen de Allium cepa, variaram de 50 a
100 mg.L'. Segundo Snyder & Clausen
(1974), a importancia deste elemento esta
na sua acao catalitica na germinacao e no
crescimento do tubo polinico, sendo o
mesmo negativamente correlacionado com
a concentracao de acucar (Galletta, 1983).
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Tabela 2 - Porcentagem média de germinacéio in vitro. nos sete meios de cultura, do pélen das

cultivares de cebola Aurora e Petrolini

Ne. Meios de cultura Germinacao (%)
6- 200 mg.L ' acicar+50 mg.L' H2BOs 48,44 a
7- 200 mg.L" agiicar+ 100 mg.L' H:BO; 4035 b
3- 150 mgL" agicar+100 mg.L"' H:B0: 38,48 be
5- 200 mgl’ acicar 35,66 bed
2- 150 mg.L" agicar+50 mg.L' H2BOs 3485 cd
4- 150 mgL "' agiicar+100 mg.L’ HzB0:+300 mg.L" CalNO:).4H:0 32,33 d
1- 150 mgL' agicar 20,52 e

Médias seguidas por letras distintas diferem entre si pelo teste de Duncan, com a= 0,05).

Observou-se que a adicdo de 50
mg.L" de acido bérico no meio de cultura
com 200 g.L'' de acucar, foi suficiente
para a boa germinacdo dos pélens de
ambas as cultivares.

O caélcio foi incluido porque, quando
adicionado ao meio de cultura, prende-se
nas regioes de pectina da parede celular do
tubo polinico, aumentando a rigidez desta,
prevenindo o rompimento do tubo polinico
durante o seu crescimento (Galletta,
1983). Porém, a adicao de nitrato de caélcio
hidratado, ao meio para germinagdo do
pélen de cebola, ndo produziu resultados
superiores aqueles meios sé com boro e
acucar cristal, contrariando os resultados
obtidos por Mann & Woodbury (1969),
que utilizaram um meio de composicao
idéntica ao de n°. 4, composto por 150
g.L" de acgucar, 100 mg.L' de H:BO: e
300 mg.L" de Ca(NOs3)2.4H20, tendo
apenas usado gelatina no lugar de agar.

Chang & Struckmeyer (1976) tam-
bém adicionaram 300 mg.L' de nitrato de
célcio hidratado ao meio de germinacéo
para o pdlen de cebola e, embora tenham
utilizado outros componentes, além de
uma fonte de acucar e boro, esta concen-
tracao foi benéfica para a germinagdao do
pélen de A. cepa.

Raseira & Raseira (1996) verificaram
um efeito negativo na germinacgao do pélen
de aracazeiro, pela inclusao de diferentes
concentragoes de célcio ao meio composto
por sacarose e acido bédrico. Os autores

concluiram que os resultados obtidos, pela
adicao deste mineral ao meio, ndo foram
superiores aqueles meios s6 com sacarose
e boro.

Para Snyder & Clausen (1974),
geralmente, nao s&do necessarios outros
minerais, além da sacarose e do &cido
bérico, para os testes de rotina de
germinagao /in vitro, entretanto, a adicdo
ou nao de outros elementos depende muito
da espécie estudada.

CONCLUSOES

O meio composto por 200 g.L' de
acucar cristal, 50 mg.L"' de acido bérico e
1% de agar é o mais adequado, para a
germinacao dos grdos de pélen das
cultivares de cebola Aurora e Petrolini.
Nao houve influéncia diferenciada deste
meio na germinacao do pdlen das cvs.
avaliadas.
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