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RESUMO: Objetivou-se ajustar um protocolo para a germinagéo in vitro de gréos de pdlen de pessegueiro. Para
tal, foram realizados cinco experimentos com a finalidade de se estabelecer a concentracdo ideal de sacarose, agar, nitrato
de célcio, acido borico, o melhor valor de pH, a temperatura para germinacdo de grdos de pdlen e o tempo de inicio de
emissdo do tudo polinico. Como material vegetal utilizou-se as cultivares Aurora 1 e Douraddo. Para a cultivar Aurora 1, a
maior germinacao de gréos de polen foi obtida com a utilizagdo de 48,29 g.L™" de sacarose, 10 g.L™ de agar, 400 mg.L™" de
acido borico e pH de 5,5. Para a cultivar Douraddo, a maior germinacao de grdo de pdlen foi obtida em meio contendo 90
g.L™ de sacarose, 10 g.L™* de agar, 400 mg.L™ de 4cido bérico, 369 mg.L™ de nitrato de calcio no meio de cultura e pH
6,5. A melhor temperatura para germinagéo de grdos de polen para ambas as cultivares foi 25°C, sendo que a porcentagem
de germinacéo de grdos de pdlen aumentou diretamente proporcional ao tempo de avaliagdo.

PALAVRAS-CHAVE: Palinologia. Pessegueiro. Cultura de tecidos. Meio de cultura. Reagentes.

INTRODUGCAO

Uma das técnicas utilizadas na obtengédo de
novas variedades de péssego tem sido a hibridacédo
controlada no campo com posterior avaliacdo das
progénies. Entretanto para se obter sucesso nos
cruzamentos é importante que se detecte antes de ir
para o campo a viabilidade do pdlen de espécies de
plantas frutiferas. Para tal, varias técnicas podem ser
utilizadas (GALLETA, 1983), sendo que as mais
utilizadas sdo aquelas in vitro, a exemplo da gota
pendente (SCORZA; SHERMAN, 1995) e os meios
com agar (EINHARDT et al., 2006). Assim varios
estudos tém sido conduzidos no sentido de
determinar qualitativa e quantitativamente 0s
componentes necessarios para a melhor composicao
do meio de cultura para a germinacdo de gréos de
polen (BARBOSA et al., 1991; NUNES et al, 2001,
PIO, 2003).

A sacarose utilizada no meio de cultura
proporciona o equilibrio osmético entre o pélen e o
meio de germinacdo, além de fornecer energia para
auxiliar o processo de desenvolvimento do tubo
polinico (STANLEY; LINSKENS, 1974). O agar é
utilizado para solidificacdo do meio de cultura. Com
relagdo a concentracdo, as respostas na germinagao
de grdos de pélen variam de acordo com a espécie

de frutifera._Algumas espécies germinam melhor em
meio com maior concentracdo de agar (FREITAS et
al., 2006b), enquanto outras, necessitam de
guantidades menores (CHAGAS et al., 2006a).

O emprego de célcio e boro no meio de
cultura é importante para promover a germinagdo e
alongamento do tubo polinico (KWACK;
BREWBAKER, 1963; SAHAR; SPIEGEL, 1980).
Entretanto, em nespereira (CAVALLARI et al.,
2006) e pereira (FREITAS et al., 2006a) constatou-
se que o requerimento de célcio e boro depende da
variedade utilizada.

O pH é também fator importante do meio de
cultura. Além de influenciar na disponibilidade de
nutrientes e fitorreguladores, o pH interfere no grau
de solidificacdo do agar (PASQUAL et al., 2002).

Outros fatores de grande relevancia que
influenciam significativamente na germinacdo dos
grdos de pdlen sdo, a temperatura e o tempo
necessario para sua germinagdo. O conhecimento do
inicio da emissdo do tubo polinico e de sua
estabilizacdo em trabalhos de palinologia é de
grande importancia, pois permite determinar o
tempo ideal para avaliacdo dos testes de viabilidade
apoés a inoculacdo o que proporciona melhor
qualidade das polinizagfes controladas.
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Germinagdo in vitro...

Neste contexto, objetivou-se ajustar um
protocolo para a germinacdo in vitro dos grdos de
polen de pessegueiro cultivares Aurora 1 e
Douradéo.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas anteras retiradas de flores
em estddio “baldo” das cultivares Aurora 1 e
Douradao, e colocadas em placas de Petri com papel
de filtro e mantidas a temperatura de 26°C, durante
12 horas, para a completa deiscéncia e liberacdo de
grdos de polen. O polineo (massa viscosa de gréos
de pdlen fortemente aderidos) foi utilizado para a
instalacgdo  dos  seguintes  experimentos: 1)
concentracdes de sacarose (0, 30, 60 e 90 g.L") e
agar (4, 6, 8 e 10 g.L™); 2) concentracdes de nitrato
de célcio (0, 200, 400 e 800 mg.L™) e 4cido bérico
(0, 400, 800 e 1200 mg.L™); 3) valores de pH (4,0;
4,5; 5,0; 5,5; 6,0 e 6,5); 4) temperaturas (20; 25; 30
e 35) e; 5) tempo de emissdo do tubo polinico (0, 1,
2,3,4,5,6e 12 horas ap6s a inoculacdo).

Para cada experimento, 20 ml de meio de
cultura, constituido pelos diferentes tratamentos de
acordo com cada experimento, foram vertidos em
placas de Petri. Apos solidificado, os polinios de
cada variedade foram distribuidos sobre a superficie
do meio com auxilio de um pincel, de modo a
promover distribuicdo homogénea. As culturas
foram mantidas a 27°C e fotoperiodo de 24 horas,
com excecdo do experimento de diferentes
temperaturas. Com auxilio de lupa binocular com
objetiva de 10 X, avaliou-se a porcentagem de
grdos de pdélen germinados, apds 24 horas de
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incubacdo, com excecdo do experimento cinco
(tempo de emissdo do tubo polinico), que foi
avaliado em intervalos pré-estabelecidos. Foram
considerados germinados os grdos de pdlen cujo
comprimento do tubo polinico tivesse o dobro do
seu préprio didmetro.

Em todos os experimentos, o delineamento
experimental utilizado foi inteiramente casualizado,
em esquema fatorial de acordo com cada
experimento para se estudar as interagcdes entre 0s
fatores testados, com quatro repeti¢fes e 100 grdos
de pdlen por parcela. Os dados foram submetidos a
andlise de variancia, as médias comparadas pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade e os dados
quantitativos submetidos a regressdo. As analises
foram realizadas pelo Programa Computacional
Sistema para Andlise de Variancia - SISVAR
(FERREIRA, 2000).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Concentragdes de agar e sacarose

Para a variedade Aurora 1, maior
germinacdo de grdos de pélen (55,42%) foi obtido
utilizando-se a concentracdo de 48,29 g.L” de
sacarose combinado com 10 g.L™ de agar (Figura
1A). Resultado semelhante também foi observado
utilizando-se 90 g.L™ de sacarose e 6 g.L™. Chagas
et al. (2007), estudando a germinacdo in vitro de
grdos de polen de pereiras, verificaram que a
concentracdo de 10 g.L™* de agar combinada com
47,78 g.L' para proporcionaram os melhores
resultados para a pereira ‘Taiwan Nashi-C’.
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Figura 1. Porcentagem de grdos de pdlen germinados in vitro de pessegueiro ‘Aurora 1’ (1A) e
‘Douraddo’ (1B) quando submetidas a diferentes concentracfes de agar e sacarose.
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Para a variedade Douraddo, melhor
resultado (71% de germinacdo) foi obtido com 90
g.L* de sacarose combinado com 10 g.L™ de agar.
Resultado semelhante foi obtido na germinacdo de
grdos de pdlen de porta-enxerto de pereira ‘Taiwan
Mamenashi’ (CHAGAS et al., 2007). A dose de 90
g.L" de desse carboidrato também proporcionou
bons resultados quando combinado com 4 e 8 g.L*
de agar. Por outro lado, a utilizacdo de 6 g.L™ de
agar proporcionou a menor porcentagem de
germinacdo de grdos de pdlen para todas as doses de
sacarose testadas (Figura 1B).

Concentracdes de nitrato de célcio e acido
bérico
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Verificou-se, de maneira em geral, que a
adicdo de nitrato de calcio afetou significativamente
a germinacao in vitro de grdos de pélen da cultivar
Aurora 1, sendo que os melhores resultados foram
observados na sua auséncia. Para esta cultivar maior
porcentagem de germinacdo foi constatada quando
adicionou-se 400 mg.L™ de 4cido bérico na auséncia
de nitrato de célcio (Figura 2A). Resultado
semelhante foi observado para a germinagéo in vitro
de grdos de poélen de pereira onde constataram que
ndo hé necessidade da adicdo desse reagente para a
germinacdo in vitro de grdos de pdlen dos porta-
enxertos ‘Taiwan Mamenashi’ e ‘Taiwan Nashi-C’
(CHAGAS et al., 2007).

A y Ong.Lt HBO, =-0,024x +20,15 R =0,70 ___

y 800 ng L1 HBO, =0,0041x - 0,3 R =0,94 -
258N y1200ngLtHBO,=-00146x + 1575 R =074 _____

y 400 ng.L1 H,BO, =0,00007x2 - 0,0686x +27,06 R=0,77___

Ntrato de Célcio (mg.L™?)
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B yOnmgLt HBO, =-0,0103 + 124 R =0,7116____
y 400 mg.L* H,BO, = -0,00005x2 +0,0369x +23,208 R2=0,8714____
y 800 gL H,BO, =-0,0213x + 21,2 R = 0,7389 -
y 12001 HBQ, =-00198x + 1825 R =07761

Germinagao (%)

Ntrato de Célcio (mg.L?)
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Figura 2. Porcentagem de germinacdo in vitro de grdos de polen de pessegueiro variedade Aurora 1 (1A)
e Douraddo (1B) quando submetidas a diferentes concentragcdes de nitrato de calcio e acido

bérico.

Para a cultivar Douradéo verificou-se efeito
semelhante. Exceto para a concentracdo de 400
mg.L™ de 4cido bérico que, quando combinado com
369 mg.L" de nitrato de célcio proporcionou o
melhor resultado na germinacdo in vitro de grdos de
polen (Figura 2B). Para todas as demais
concentracdes de acido bdrico testadas, houve um
decréscimo na porcentagem de germinacdo a
medida em que se elevava a concentragdo de nitrato
de calcio no meio de cultura (Figura 2B).

Ajuste do pH

Verifica-se através da Figura 3 que houve
um efeito positivo do pH na germinacdo in vitro das
cultivares de pessegueiro testadas. Para variedade
Douraddo, observou-se aumento na porcentagem de
grdos de polen germinado a medida em que se eleva
o valor de pH, até o valor maximo testado (6,5).

Para a variedade Aurora 1, o melhor ajuste
de pH foi de 5,5. Valores abaixo e acima desses pH
proporcionaram menores taxas de germinacgdo. HE
et al. (2005), também verificaram ao estudar a
viabilidade de grdos de polen de varias espécies de
Prunus que o melhor pH situou-se préximo de 5,8.

Segundo Pierik  (1987) o pH que
proporciona um crescimento adequado da maioria
das espécies, situa-se na faixa de 5 a 6,5. Valores
acima desses podem ocasionar uma paralisacdo do
crescimento e  desenvolvimento  in  vitro
(MURASHIGE, 1974). Chagas et al. (2006b),
observaram que o melhor ajuste de pH no meio de
cultura para germinacdo in vitro de grdos de polen
de nectarineiras foi de 6,5. No presente trabalho, de
modo geral, constatou-se que valores de pH entre
5,5 e 6,5 foram os que proporcionaram as maiores
taxas de germinacgdo para ambas as variedades.
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Figura 3. Porcentagem de germinacdo in vitro de grdos de polen germinados de pessegueiro ‘Aurora 1’ e
‘Douraddo’ quando submetidos a diferentes valores de pH.

Temperatura

Para as cultivares Aurora 1 e Douradao, as
melhores temperaturas para germinacéo de graos de
pélen foram aquelas situadas entre 20 e 30°C, as
quais ndo diferiram entre si. Para as cultivares
Aurora 1 e Douraddo, as maiores porcentagens de
germinacdo (62 e 48%) foram obtidas quando o

polen foi colocado para germinar em B.O.D. com
25°C, respectivamente. Entretanto, essa diferenca
ndo foi comprovada estatisticamente (Tabela 1).
Este resultado esta de acordo com os obtidos por
DU et al. (2006). Estes autores verificaram que a
melhor temperatura para germinacdo in vitro de
gréos de pdlen de Prunus mume foi a de 25°C.

Tabela 1. Porcentagem de grédos de pdélen de pessegueiro ‘Aurora 1’ e ‘Douraddo’ germinados in vitro em

funcdo de diferentes temperaturas.

Temperaturas Cultivares p

°c Aurora 1 Douradéo
Porcentagem de Germinagéo

20 48,25abAB 27,50 abB

25 62,00aA 48,00aAB

30 45,25abA 40,25 aA

35 31,75bA 16,75 bAB

* Médias seguidas da mesma letra em minudscula na coluna e mailsculo na linha, ndo diferem significativamente entre si pelo teste

Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

A temperatura de 35°C ndo foi adequada
para a germinacdo dos grdos de poélen das duas
cultivares testadas, proporcionando 0s menores
percentuais de germinacao (Tabela 1).

Weinbaum et al. (1984), estudando o efeito
da temperatura em varias espécies de Prunus,
verificaram que a maxima germinacdo de grdos de
poélen ocorreu quando os polens foram postos a
germinar em ambientes com temperaturas entre 16 e

23°C. Os mesmos autores ainda verificaram que em
péssego, cultivar ‘Okinawa’, a porcentagem de
grdos de polen germinados decresceu quando
submetidos a temperaturas acima de 28°C.

Tempo de emissdo do tubo polinico

Verificou-se que o inicio da germinacéo dos
grdos de poélen das cultivares testados ocorreu uma
hora apds a inoculagdo (Figura 4).
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Figura 4. Porcentagem de grdos de polen de nectarinas ‘Centenaria’ e ‘Colombina’ e pessegueiro ‘Aurora 1’ e
‘Douradao’ germinados in vitro em fun¢do do tempo de inicio de germinacéao.

Barbosa et al. (1990), afirmam que para
pessegueiro, a germinagao ocorre pouco tempo apos
a inoculacéo, por volta de 60 minutos. Observou-se
também que houve um crescimento linear da
porcentagem de germinacdo a medida que se
avancou no periodo de avaliacdo. Apds 12 horas da
inoculacdo, constatou-se uma porcentagem de 34,75
e 49,75% para as cultivares Douraddo e Aurora 1
(Figura 4). Esses dados estdo de acordo com
diversos trabalhos realizados com o género Prunus.
DU et al. (2006), também observaram que a
germinacdo e o crescimento de grdos de pdlen de
trés cultivares de umezeiro também ocorreram por
volta de 0 e 12 horas apds a inoculagao.

CONCLUSOES

Para a cultivar Aurora 1, maior germinacéo
de grdos de poélen foi obtido com a utilizagdo de
48,29 g.L™" de sacarose, 10 g.L™ de agar, 400 mg.L"
! de 4cido borico e pH de 5,5.

Para a cultivar Douraddo, maior germinacao
de grdo de polen foi obtido em meio contendo 90
g.L™ para ‘Douraddo’, 10 g.L™* de agar, 400 mg.L™
de 4cido bérico, 369 mg.L™ de nitrato de célcio no
meio de cultura e pH 6,5.

A melhor temperatura para germinacdo de
grdos de poblen para as cultivares Aurora 1 e
Douraddo foi 25°C, sendo que a porcentagem de
germinacéo de graos de polen aumentou diretamente
proporcional ao tempo de avaliacéo.

ABSTRACT: The objective was to adjust a protocol for peach pollen grains in vitro germination. For that, were
realized five experiments with the purpose of establish the ideal concentration of sucrose, agar, calcium nitrate, boric acid,
the best pH value, the germination temperature and the polinic tube emission time. As vegetal material, was used the
Aurora 1 and Douraddo cultivars. For the Aurora 1 cultivar, higher germination of pollen grains was obtained with the use
of 48,29 g.L* of sucrose, 10 g.L™ of agar, 400 mg.L™ of boric acid and pH 5,5. For the Douraddo cultivar, higher
germination was obtained on medium containing 90 g.L™* of sucrose, 10 g.L™* of agar, 400 mg.L™ of boric acid, 369 mg.L™
of calcium nitrate and pH 6,5. The best temperature for the germination of the pollen grains for both cultivars was 25° C,
being the pollen grains germination percentage raising proportionally directly to the evaluation time.

KEYWORDS: Palynology. Peach. Tissue culture. Culture medium. Reagents.
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	Figura 3. Porcentagem de germinação in vitro de grãos de pólen germinados de pessegueiro ‘Aurora 1’ e ‘Douradão’ quando submetidos a diferentes valores de pH. 

