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TECNICA PARA GERMINACAO DO POLEN DE CUPUACUZEIRO, EM LABORATORIO.

Isaac Cohen Antoniol, Nelcimar Reis Sousal, Cley Donizeti Martins Nunes? e Sergio de Araujo Silva3.

INTRODUCAO

O conhecimento da biologia reprodutiva pode ser um importante fator para auxiliar no
programa de melhoramento genético. Quando se utilizam técnicas de polinizacdo artificial, o
conhecimento da viabilidade do pdlen é de fundamental importdncia na determinacdo dos
procedimentos mais especificos, para se obter com sucesso a fecundacdo da flor. O sucesso da
germinacgéo do grdo de polen depende de vérios fatores como a pressdo osmotica; a concentracdo e o
tipo de aculcar, a consisténcia, a temperatura, a umidade, a presenca de enzimas e fitohorménios no
meio, que podem ser observados nos trabalhos de Brown (1960), Darlington & La Cour (1969), Lee
(1967), Gongalves et al. (1982), Paiva et al. (1983), Hong-Qi & Croes (1983), Pélfi & Kdves (1984),
Sousa (1988), Miranda & Clement (1990), Barbosa et al. (1991), Lacerda et al. (1995) e Neves et al.
(1997)

Antonio et al. (2000), testaram 54 solucdes e encontraram um excelente meio para
germinacgdo do poélen do cupuaguzeiro, constituido de Lactose 5 %, mais agar 1 % e acido bérico a 0,01
%. Este trabalho tem como objetivo descrever a técnica inédita do preparo da solu¢do e do meio para a
germinacgéo do pdélen de cupuaguzeiro usada por Antonio et al. (2000).

MATERIAL E METODOS

Devido a inexisténcia de uma técnica para germinacdo do pdlen de cupuacuzeiro,
foram feitos varios testes no Laboratorio de Fisiologia da Embrapa Amaz6nia Ocidental, sem contagem
dos grédos germinados, usando os agucares lactose a 2,5 % com e sem &cido bérico, com &cido bérico e
agar a 0,1 %; lactose a 3% e 4 %; lactose, glicose, galactose e sacarose nas concentragdes de 5% e 10
% com e sem acido bérico a 0,01 %, com e sem agar a 0,25% e misturando com uma solucao estoque,
na propor¢cdo de 1:1. Todas as solugBes foram preparadas com &gua bidestilada e deionizada. As
observacdes ao microscopio otico foram feitas apds 2 e 5 horas.

As amostras foram preparadas em placas de Kline, que eram colocadas sobre papel
de filtro umedecido dentro de placas de Petri de vidro, com tampas. Para contagem dos graos de pdlen
germinados, definiu-se o tempo de germinagdo em torno de 2 horas, que foi o tempo suficiente para o
tubo polinico desenvolver-se. Acima de 2 horas, o tubo pode desenvolver-se muito, formando um
emaranhado que dificulta a contagem. A contagem, foi efetuada usando microscopio 6tico, com objetiva
10/0.30 e ocular P16 " 12.25, em faixas alternadas, segundo a metodologia de ANTONIO (1985).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A solugdo base usada por Antonio et al. (2000) para a germinacdo do pdlen de
cupuacuzeiro, pode proporcionar até 100 % de germinacéo. E elaborada da seguinte forma: 1- Pesa-se
em balanca com precisdo de 1 mg: 5 g de lactose, 1 g de agar e 10 mg de &cido boérico. 2- Em seguida,
adiciona-se o agar em um Elenmeyer com aproximadamente 90 ml de 4gua destilada e deionizada,
coloca-se em uma placa aquecedora elétrica (Figura 1), sem deixar a agua ferver, até completa diluicdo
do 4gar. 3- Adiciona-se a lactose e o acido borico a solugéo, completa-se o volume até 100 ml e agita-se
com um bastdo magnético, em um aquecedor e agitador magnético, até a completa diluicdo do acucar e
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do acido. Estad solucdo pode ser conservada em geladeira por volta de 90 dias, sem perder suas
propriedades e mantendo seu pH de 6,1.

Os procedimentos para a preparacao do meio para a germinacéo dos graos de polen
sdo os seguintes: 1- Aquecer a solucao de lactose 5% + agar 1 % + H3BO3 em aquecedor elétrico até
liquefacdo da solucao (Figura 1). 2- Enquanto a solucdo esta sendo aquecida para liquefagéo, colocar
uma Placa de Kline sobre um papel de filtro umedecido dentro de uma placa de Petri, apoiadas nas
extremidades por quatro laminas de microscopio, sobreposta, sendo duas de cada lado da Placa de
Kline (Figura 2). 3- Com auxilio de uma pipeta, colocar em cada uma das escavacao da placa de Kline,
2 a 3 gotas da solucao liquefeita de lactose 5% + agar 1 % + H3BO3 (Figura 3). 4- Esperar a solugédo
esfriar e solidificar na Placa de Kline. Com o auxilio de uma pin¢a de ponta fina, retirar cuidadosamente
o0 estame com polen liberado na antera (Figura 5) de botdes florais no estddio A a E descritos por
Antonio et al. (2000), que devem ser usados no teste de germinacdo, até duas horas depois de
coletados da planta (Figura 4). 5- Com auxilio de um bastéo, efetuar ligeiras batidas na pinca com o
estame, para que o pollen se desprenda da antera e caia sobre a solucao sélida e fria (Figura 6). Cada
amostra deve ser constituida por pélen de todas as 5 anteras do bot&o floral, devido variagbes na
germinacdo de botdes, encontradas por Antonio et al. (2000). 6- Esperar cerca de duas horas em
ambiente com temperatura entre 279 a 300 C, para fazer a verificacdo da germinacdo em microscopio
otico (Figura 7).
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Figura 1 — Solugédo recomendada por Antonio et al. (2000) pré-aquecendo para uso.

Figura 3 — Adicéo de 2 a 3 gotas da solucéo de Antonio et al. (2000) pré-aquecida, para germinagéo do

polen.

e e
Figura 2 - Placa de Kline dentro da placa de Petri, sobre papel de filtro umedecido e laminas de
microscopio.
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planta.

Figura 5 - Retirada do estame com pdlen liberado na antera.
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Figura 6 — Desprendimento do pdlen obre a solugéo sélida e fria nas escavacdes da Placa de Kline.

Figura 7 — Graos de pdélen de cupuacuzeiro germinados, depois de 2 horas no meio de germinagao.

CONCLUSAO

Usando esta técnica para germinacao in vitro do pdlen de cupuaguzeiro, pode-se obter até 100 %
de germinacgdo, quando se usa pdlen advindo de plantas sadias e bem nutridas, coletados de botbes
maduros e usados até 2 horas depois de coletados da planta, em meio contendo solu¢gédo de germinagéo
gue esteja preparada e conservada sob refrigeracdo por até 90 dias.
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