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Germinacao in vitro do polen de jeriva (Syagrus romanzoffiana (S.) Cham)
In vitro pollen germination of Jerivd (Syagrus romanzoffiana (S.) Cham)

Valderés Aparecida de Sousa!, Eduardo Antonio Schemberg? e Ananda Virginia Aguiar!

Resumo

O jeriva é uma palmeira nativa do Brasil, com potencial ornamental, apicola e para a manutengéo da fauna
silvestre, devido aos seus frutos carnosos, nutritivos e abundantes. Face a exploracao indiscriminada das
florestas nativas e a importancia ecoldgica da espécie no seu ambiente natural, medidas relacionadas a
sua conservagao sao necessarias. O armazenamento do pdlen pode ser utilizado como uma importante
ferramenta na conservacao ex situ e no melhoramento genético florestal, sendo essencial para isso a
avaliagao correta da sua viabilidade. O presente trabalho visou definir o meio de cultura adequado para
a germinagao do pdlen de jeriva, por meio da aplicagdo de diferentes doses de nutrientes estimulantes
da germinacgao (Ca, B, Mg e K), empregando-se o meio de Brewbaker e Kwack modificado para Ca e B,
além de sacarose (100 g.L-" ) e de agar (3 g.L"). Os valores obtidos para a porcentagem de germinagao
foram submetidos a analise de variancia e, as médias comparadas por meio do teste de Tukey, ao nivel de
1 % de probabilidade. Conclui-se que a adi¢cdo de nutrientes ndo influenciou positivamente a germinagao
in vitro, de forma que o meio contendo apenas agar e sacarose € indicado para avaliar a germinagéao do
polen de Syagrus romanzoffiana.

Palavras-Chave: Conservacao ex situ, Teste de viabilidade de pdlen, Meios de cultura, Armazenamento
de pdlen

Abstract

Syagrus romanzoffiana (jeriva) is a native palm species from Brazil with potential as ornamental, for api-
cultural and for the maintenance of the wild fauna, because it produces nutritious and abundant fruits. As
a consequence of the indiscriminate native forests exploitation and due to its ecological importance in the
natural environment, measures related to its conservation are needed. Pollen storage can play an impor-
tant tool not only for ex situ conservation but also for tree breeding programs. The knowledge to evaluate its
pollen viability is lacking. The present work aimed at identifying adequate culture media for jeriva pollen ger-
mination, taking into consideration different nutrient concentration (B, Ca, Mg and K) within the Brewbaker
and Kwack medium modified for Ca, B, sucrose (100 g.L-") and agar (3 g.L”' ). Germination percentages
(%) were submitted to variance analysis and the average compared by the Tukey test at 1 % level. Accord-
ing to this study, nutrient addition did not increase significantly in vitro germination. Therefore the medium
composed only by sucrose and agar is indicated to evaluate Syagrus romanzoffiana pollen viability.
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INTRODUCAO

O Jeriva (Syagrus romanzoffiana (S. Cham) é
espécie nativa do Brasil, pertencente a familia
Arecaceae. Ocorre naturalmente nas latitudes de
14° S, na Bahia, a 33° 50’ S, no Rio Grande do
Sul e em todas as formacoes florestais no Estado
do Parand (Floresta Ombréfila Densa, Floresta
Ombréfila Mista e Floresta Estacional Semide-
cidual). Apresenta grande importancia apicola,
na alimenta¢do animal e humana, como planta

medicinal e ornamental em ecossistemas da Flo-
resta Ombréfila Mista (CARVALHO, 2006).

A espécie pode atingir entre 10 a 15 metros de
altura e estipe tinico de 30 a 50 cm de didmetro
(LORENZI, 2002). De acordo com Reis (2006),
é uma espécie hermafrodita, que apresenta in-
florescéncia em cacho pendente, ramificado, de
80 a 120 cm de comprimento, com centenas de
raquilas (LORENZI, 2002). A floragao ocorre
quase 0 ano inteiro, com maior intensidade en-
tre os meses de setembro a marco, enquanto a

1Pesquisadora da Embrapa Florestas - Estrada da Ribeira - km 111 - Colombo, PR - E-mail: valderes@cnpf.embrapa.br;

ananda@cnpf.embrapa.br

2Bi6logo - Rua Francisco Caetano Coradin, 34 - Colombo, PR - E-mail: eduardoschemberg@gmail.com

Sci. For., Piracicaba, v. 38, n. 86, p. 147-151, jun. 2010




Sousa, Schemberg e Aguiar - Germinagao in vitro
do pélen de jeriva (Syagrus romanzoffiana (S.) Cham)

maturacao dos frutos é registrada principalmen-
te entre os meses de novembro a janeiro. Apre-
senta frutos lisos globosos, com polpa fibrosa e
carnosa de cor amarela (VILAMADA, 2009).

Com a reducio das florestas nativas, devido
a expansao das lavouras, explora¢ao indiscrimi-
nada da madeira e ocupagdo humana, as popu-
lagdes naturais desta espécie vém sendo grada-
tivamente reduzidas juntamente com as demais
espécies desse bioma. Portanto, praticas para
resguardar os remanescentes florestais tornam-se
cada vez mais necessdrias. A conservacao in situ é
a forma de manter as populagoes remanescentes,
bem como propiciar o potencial evoluciondrio
das espécies. No entanto, os remanescentes flo-
restais existentes sao insuficientes para a conser-
vacao do germoplasma atual, devido a pressao
antropica. Nesse sentido, a conservacao ex situ é
uma ferramenta complementar ao propésito da
conservacio, podendo ser implementada a partir
de plantios ou a conservagao de propagulos in
vitro, em condicoes de laboratério.

O armazenamento de pdlen é um tipo de
conservacao in vitro Gtil aos programas de me-
lhoramento genético, em cruzamentos contro-
lados de plantas com defasagem de floragao
(ASSIS et al., 1993), podendo ser adotado tam-
bém na conservagao ex situ de recursos gené-
ticos. A vantagem deste tipo de conservacao
é demandar um pequeno espacgo fisico para
a manutencao de cole¢des (SOUSA-LANG e
PINTO JUNIOR, 1997). Todavia, para o suces-
so do armazenamento a médio e longo prazos,
é necessario o dominio de técnicas de coleta,
secagem, armazenamento e testes de viabilida-
de do polen. Para isso, metodologias referentes
a estas técnicas devem ser desenvolvidas, visto
que cada espécie se porta diferentemente fren-
te aos referidos processos, o que pode compro-
meter a viabilidade do podlen.

Dentre as varias metodologias empregadas
de avaliacdo de viabilidade de pélen, destaca-
se a germinacao in vitro, capaz de distinguir os
graos viaveis dos inviaveis. Esse tipo de teste
busca reproduzir as condi¢des naturais do esti-
lete e estigma, onde o pdlen germina e se de-
senvolve. Em condigOes naturais, dgua, agliicares
e aminodcidos sdao supridos pelo estilete, para
nutrir o crescimento do tubo polinico (KEARNS
e INOUVE, 1993). Além disso, outros elemen-
tos quimicos (STANLEY e LINSKENS, 1974)
sao reconhecidamente importantes nesse pro-
cesso, destacando-se como o boro (B), célcio
(Ca), além de magnésio (Mg) e potdssio (K) em

menor grau. A germinacao in vitro é estimulada
pela adicao desses elementos ao meio de cultu-
ra, submetendo o pélen a uma condigdo seme-
lhante a encontrada no estigma.

A composi¢ao do meio de cultura favoravel a
germinacao in vitro é diferente para cada espécie,
mas geralmente contempla um agente solidifi-
cante (agar ou gelatina, dentre outros), agucar e,
em certos casos, nutrientes em concentragoes es-
pecificas, devendo ser investigada para cada es-
pécie. Desta maneira, Kordan (1981) observou a
habilidade do dgar em promover o crescimento
do tubo polinico de Impatiens holstii, na con-
centracao de 20 g.I!, mesmo sem a adicao de
agticares ou nutrientes. Para Araucaria angusti-
folia, as maiores taxas de germina¢ao ocorreram
entre as concentragoes de 5 e 10 g.L!, especial-
mente na concentra¢do de 8 g.L' (SOUSA-LANG
e PINTO JUNIOR, 1997).

Os acticares desempenham papel funda-
mental no meio de cultura e varios trabalhos
apontam a sacarose, como agente estimulante
da germinacao do poélen, sendo empregada por
varios pesquisadores. Dafni (1992) ressalta que
as concentracoes ideais de sacarose, em testes de
germinacao para os diferentes tipos de podlen,
devem ser testadas no intervalo de 0 e 500 g.L'".
Embora a concentracao ideal para se promover a
germinacao in vitro varie entre as espécies, a sua
amplitude encontra-se nesse intervalo indicado
por Dafni (1992).

O presente trabalho visou determinar a via-
bilidade do pélen de jeriva em diferentes meios
de culturas, empregando-se diferentes doses de
nutrientes, através da modificacio do meio de
Brewbaker e kwack para boro e cilcio, visando
fornecer subsidios para os trabalhos de conser-
vacao, melhoramento e biologia de reproducao
desta espécie.

MATERIAL E METODOS

Coletou-se pélen de seis drvores de Jeriva em
uma populagdo natural do municipio de Co-
lombo, PR. Diversas raquilas das inflorescéncias,
contendo botdes florais e flores recém abertas
foram retiradas, permanecendo em laboratério,
com suas extremidades imersas em dgua até sua
antese. As flores foram entao retiradas, secas em
estufa a 30 °C por 24 horas e armazenadas no
congelador (-18 °C) até o procedimento do teste
de germinagdo, periodo esse inferior a um meés.

Ao ser retirado do congelador, o pélen foi
reidratado por 24 horas, em ambiente satura-
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do de agua, em germinador, sob temperatura
constante de 25 °C. O teste de germinacao in
vitro seguiu a metodologia de Stanley e Linskens
(1974), onde o pdlen foi depositado no meio
de cultura sobre laminas de microscopia dtica.
A concentracao de 3 g.I'! de agar foi adotada
como ideal a partir de ensaios prévios com con-
centracoes de 2 g .L'!, 3 gL', 6g.L!, 8 gL' e
10 g.L!, pelos presentes autores. A concentracao
de sacarose de 100 gL' também foi definida a
partir de testes preliminares com concentracoes
entre 0e500g.L%

No presente trabalho foram empregados cin-
co meios de cultura, considerando variacoes na
concentracao de boro e calcio: 1- Testemunha -
com 3 g.L'' de dgar e 100 g.L'! de sacarose (meio
padrao); 2- meio padrao com Brewbaker e Kwa-
ck completo (100 mg.L' de H,BO,, 300 mg.L"!
de Ca (NO,),.4H,0, 200 mg.L"* de MgS0,.7H.0
e 100 mg.L'' de KNO,); 3- meio padrao com
Brewbaker e Kwack (1963) modificado para
B (200 mg.L" de H,BO,); 4- meio padrao com
Brewbaker modificado para B (300 mg.L! de
H,B0,) e Ca (400 mg.L' de Ca (NO,),.4H,0; e
5- meio padrao com Brewbaker e Kwack modi-
ficado para B (200 mg.L"' de H,BO,) e Ca (400
Ca (NO,),.4H 0).

Os ensaios de germinagdo foram conduzi-
dos em blocos ao acaso, com quatro repeticoes,
durante 24 horas, no germinador com umidade
relativa de 99 % e temperatura constante de 25
°C. ApOs esse periodo, utilizou-se a safranina
para a melhor visualizacao dos graos de polen e
a interrupc¢ao do crescimento do tubo polinico.
A avaliagao consistiu da contagem de 200 graos
de pdlen total, germinados e ndo germinados
por repeticao, seguindo critério de Goddard e
Matthews (1981). O grao foi considerado ger-
minado quando o seu tubo polinico atingiu
comprimento maior que seu didametro, confor-
me a metodologia sugerida por Cook e Stanley
(1960), citados por Sprague (1977).

Os dados de germinacgdo (%) obtidos para
cada repeticao foram submetidos a anilise de
variancia e as médias comparadas por meio da
aplicagao do teste de Tukey ao nivel de 1 % de
probabilidade. Por apresentaram natureza bino-

mial, os dados foram transformados em arc sen

N%/100.

RESULTADOS E DISCUSSAO

De acordo com a andlise de variancia houve
diferenca significativa ao nivel de 1 % de proba-
bilidade entre os tratamentos. Com base no tes-
te de Tukey (Tabela 1), verificou-se que o meio
padrao (testemunha) e o meio com a adigao de
boro (200 mg.L"' de H,BO, ppm) destacaram-se
dentre os demais tratamentos, proporcionando
as maiores porcentagens de germinacao, 86,00
% e 81,75 %, respectivamente. Para os tratamen-
tos onde o Ca foi incrementado de 300 para 400
mg.L" de Ca (NO,),.4H,0, houve um decréscimo
na germinac¢ido, embora n3o tenha sido detec-
tada estatisticamente a diferenca. O acréscimo
do Ca é importante especialmente para o cres-
cimento do tubo polinico, todavia Pio et al.
(2004) observaram que elevadas concentragdes
deste elemento proporcionaram maior porcen-
tagem de graos de polen rompidos, ao examinar
a viabilidade de pélen de variedades de citros.
Pode ter ocorrido que, no presente ensaio, a con-
centracao 400 mg.L"! tenha sido excessiva para
germinar a totalidade do polen dessa espécie.

O meio de cultura basico completo desen-
volvido por Brewbaker e Kwack (1963), para
germinacgao de pélen é composto por 100 mg
L' de H,BO,, 300 mg .L" de Ca (NO,),.4H,0,
200 mg .L"' de MgSO,.7H,O e 100 mg .L* de
KNO,. Apesar do meio de cultura de Brewbaker
e Kwack ser basico para varias espécies, peque-
nas modificacdes na concentracao de sacarose,
nutrientes e dgar devem ser testadas para viabi-
lizar a germinacao do pélen. Tais modificagoes

Tabela 1. Germinacgdo do pdlen de Jeriva em diferentes meios de cultura.

Table 1. Jeriva (Syagrus romanzoffiana (S.) Cham) pollen germination on different culture media.

N. Composicao Germinacgao (%)

1 3g.L"de agare 100 g. L' de sacarose (meio padrao) 86,00 a

3 meio padréo com Brewbaker e Kwack (1963) modificado para B (200 mg. L' de H,BO,) 81,75 a

4 meio padrdo com Brewbaker modificado para B (300 mg. L' de H,BO,) e Ca (400 mg. L 7395 b
de Ca (NO,),.4H.0) ’

5 meio padrdo com Brewbaker e Kwack modificado para B (200 mg. L' de H,BO,) e Ca 73.00 b
(400 mg. L de Ca (NO,),.4H.,0) ’

5 meio padrao com Brewbaker e Kwack completo (100 mg. L' de H,BO,, 300 mg. L' de Ca 67.25 b

(NO,),.4H,0, 200 mg. L' de MgS0,.7H,0 e 100 mg. L' de KNO,)

Médias seguidas por letras distintas diferem estatisticamente no teste de Tukey a | % de probabilidade.
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sdo importantes para incrementar a germinacao
do polen viavel, mas foram determinadas para
poucas espécies, como: Eucalyptus spp (SOUSA-
LANG e PINTO JUNIOR, 1997); LOGUERCIO
(2002) para Nicotiana tabacum (tabaco) L.; PLI-
NE et al. (2002) para Gossypium hirsutum L. (algo-
dao); DAHER (2009) para Arabidopsis thaliana;
KAHAN e PERVEEN (2008) para Morus alba).

A importancia da adi¢do de nutrientes para
a maxima germina¢io do pdlen em meio de
cultura é reportada na literatura. Dentre esses,
o calcio e o boro desempenham papel funda-
mental na germinacao e crescimento do tubo
polinico. Varios pesquisadores tém empregado
esses elementos individualmente (FAN et al.
(2001) para Arabidopsis; DANTAS et al. (2005)
para Malus spp.; GEETHA et al. (2004) para
Zea mays; FRANZON e RASERA (2006) para
Eugenia involucrata;, FRANZON et al. (20006)
para Campomanesia xanthocarpa; BREWBAKER e
KWACK (1963) para Ornithogalum virens; PIO
et al. (2004) para diferentes espécies de citros)
como estimulantes da germinacao de pdlen.

A literatura nao traz registro do comporta-
mento do pélen de jerivd em meio de cultura.
Porém, de uma forma geral, a literatura mos-
tra que, para diferentes espécies de palmeiras,
a viabilidade polinica é geralmente alta. Oli-
veira et al. (2003), utilizando corantes especi-
ficos, registraram uma viabilidade de 89,5 %
para o pélen da palmeira tucuma (Astrocaryum
vulgare Mart.), onde foram observados tecidos
vivos para identificar polens vidveis e nao via-
veis. Para o jerivd, Moro et al. (1999) obtive-
ram indices de até 87,27 % de graos de pdlen
viaveis, utilizando o corante de Alexander, para
avaliar a viabilidade polinica. Deve-se ressaltar
que o uso de corantes especificos tende a su-
perestimar a viabilidade do pélen (STANLEY e
LINSKENS, 1974) ja que pode ocorrer a colora-
¢ao de pdlens imaturos e abortados incapazes
de germinar. Sendo assim, o meio de cultura
utilizado no presente ensaio propiciou uma
elevada germinacao do podlen in vitro, podendo
ser utilizado com seguranca para avaliar a via-
bilidade do pélen de jeriva.

CONCLUSAO

O meio de cultura ideal para germinagao
in vitro do pélen de jeriva deve ser composto
por 3 g.L' de agar e 100 g.L* de sacarose, nao
sendo necessaria a adicao de micronutrientes
a esse meio.
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