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Resumo

Métodos répidos e féceis para avaliar a qualidade do pdélen sdo essenciais em programas de melhoramento
genético, especidmente em maracujazeiro. O objetivo deste trabalho foi investigar a viabilidade polinica
mediante a germinagdo in vitro de podlen, bem como a emissdo do tubo polinico em meio de cultura contendo
diferentes concentracOes de sacarose. O pdlen foi coletado de flores em antese e inoculado em meio de cultura
0,03% de Ca(NOs).4H,0, 0,02% de Mg(SO,).7H,0, 0,01% de KNOs;, 0,01% de H3BO3, solidificado com 0,8%
de &gar e pH gustado para 7,0, variando-se a concentracdo de sacarose. O delineamento utilizado foi
inteiramente casualizado com quatro acessos de maracujazeiro (BGM 172, BGM 046, BGM 148 e BGM 002) e
guatro doses de sacarose (0O, 5, 10, 15, 20%) com quatro repeticdes. As avaliacOes foram redlizadas 24 horas
apos ainoculagdo do pdlen no meio. A concentragcdo de 15% acrescida no meio de cultura proporcionou maior
percentagem de germinagdo e comprimento do tubo polinico. O acesso BGM 172 apresentou a mais alta taxa de
germinacdo na concentragdo de 15% de sacarose, embora ndo diferindo estatisticamente dos acessos BGM 046 e
BGM 002.

Introducédo

Com a recente inclusdo de espécies de passifloras silvestres ao prospero mercado de plantas
ornamentais, tornam-se essenciais informagBes a cerca da viabilidade polinica, principamente para a
identificacdo de genitores masculinos para posterior utilizacdo em programas de hibridagdo. Para dessa forma,
contribuir para conservar e explorar 0s recursos bioldgicos existentes nos programas de pesquisa da Embrapa
Mandioca e Fruticultura.

Existem vérias técnicas para estimar a viabilidade dos gréos de pélen, como coloracdo com corantes
quimicos (Kearns and Inouye 1993); germinagdo in vitro (Cruz et a. 2008) e in vivo pela observacdo do
crescimento do tubo polinico sobre o estigma e o pistilo, e formagdo de sementes ap06s a polinizagdo (Ferreira et
al. 2006). Entretanto, a germinagdo in vitro é o méodo mais utilizado para determinar a fertilidade do polen, ja
que simula as condi¢des do estilo-estigma, induzindo a germinagdo do tubo polinico. Cada espécie requer um
protocolo especifico de meio de cultura para a obtencdo de boa germinacdo de polen.

A maioria dos trabalhos na literatura vem apontando, por sua vez, a sacarose como ingrediente
estimulador necess&rio a germinacdo do pdlen além de ser considerado como fonte de energia para o
crescimento do tubo polinico (Baloch et al. 2001, Sales et a. 2006). Mesmo em meios com concentragoes
adequadas de aglicar e/ou complementados com alguns elementos estimulantes, nem sempre € possivel obter a
maximizagdo da germinacdo do polen maduro. Desta forma, o objetivo do trabalho foi avaliar a germinagéo de
gréos de pdlen e comprimento do tubo polinico de quatro espécies silvestres de passiflora em meio de cultura
com diferentes concentragcdes de sacarose.

Material e M é&odos

Os gréos de pdlen de quatro espécies silvestres de passiflora P. racemosa, P. edmundoi, P. giberti e P.
cincinnata (Figura 1) provenientes da colecdo de germoplasma da Embrapa Mandioca e Fruticultura foram
distribuidos em placas de Petri de 9 cm de didametro, contendo 35 mL de meio de cultura 0,03% de
Ca(NO3;).4H,0, 0,02% de Mg(SO,).7H,0, 0,01% de KNOs;, 0,01% de H3BOs, solidificado com 0,8% de égar e
pH gjustado para 7,0, variando-se a concentracéo de sacarose (0, 5, 10 e 15%) no meio.

Com auxilio de um pincel, o pélen coletado de flores na antese (momento em que a flor esta
completamente aberta, permitindo a liberagdo do pdlen), foi distribuido sobre 0 meio de cultura de modo a
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promover uma distribuicdo mais homogénea do materia. Utilizou-se para cada placa uma amostra composta de
polen oriundo de cinco flores de cada espécie.

Figura 1. Aspecto geral das flores de passifioras silvestres: A) BGM 002 (P. cincinnata Mast.); B) BGM 172
(P. racemosa Brot.); C) BGM 046 (P. edmundoi Sacco); D) BGM 148 (P. giberti N. E. Br.).

O delineamento utilizado foi inteiramente casualizado em arranjo fatorial, com 16 tratamentos, com
quatro acessos silvestres (BGM 002; BGM 172; BGM 046 e BGM 148) e quatro doses de sacarose (0; 5; 10 e
15%) e sai's repeticoes.

Para a percentagem de germinacdo in vitro (GIV) de pdlen foram contabilizados todos os graos da
placa, enquanto para 0 comprimento do tubo polinico foram mensurados aeatoriamente 5 tubos em cada placa
de Petri, totalizando 40 tubos polinicos de cada genétipo estudado. O comprimento do tubo polinico (CP) foi
medido em micrémetros, utilizando-se estereomicroscépio e lamina micrométrica e os dados foram
transformados em milimetros. Foram considerados germinados os gréos de pdlen que possuiam tubo polinico
com tamanho igual ou superior ao didmetro do proprio polen.

Os dados de porcentagem foram transformados para arc sen (Vx/100) antes da andise estatistica. Em
seguida foram submetidos a andlise de variancia e os graus de liberdades entre os fatores, assm como suas
interacOes, foram desdobrados via teste de comparagfes de médias e andlise de regressdo polinomial, com nivel
de significancia a 5% de probabilidade.

Resultados e Discussdo

Houve diferencas significativas (p<0,01) nos vaores de germinacdo dos gréos de pblen e crescimento
do tubo polinico, tanto dentro das concentragdes de sacarose quanto entre 0s acessos de passifloras, ocorrendo
também a interagdo entre os fatores estudados. Observaram-se uma grande quantidade de gréos de pdlen
estourados nos gendtipos em meio sem sacarose (Figura 1a). A germinacdo desses gendtipos foi muito baixa,
variando de 0% do acesso BGM 148 para 16,90% no acesso BGM 172 (Tabela 1). Muitos traba hos na literatura
rdlatam a eclosdo dos gréos de pdlen in vitro cultivados em meio contendo apenas &gua ou em baixas



concentragcOes de sacarose. Segundo Loguercio (2002), os tubos se rompem devido entre outros fatores ao
aumento da pressdo osmdtica e a baixa resisténcia da parede celular, ocorrendo um répido influxo de agua no
polen, causando perda de substancias e ions solGveis no citoplasma, o que € conhecido como inibition damage.

Dentre acessos avaliados 0 BGM 172 apresentou ligeiramente os mais altos percentuais de germinacéo
com 71,30% de pdlens germinados na concentragdo de 15% de sacarose (Figura 1b), embora ndo difera
estatisticamente dos acessos BGM 046 e BGM 002 (Tabela 1). Por outro lado, os mais baixos valores de
germinacdo nessa concentracdo de sacarose foram registrados para 0 acesso BGM 148 com 13,30% (Figura 1c).

Na avaliagdo da melhor dose de sacarose, 0s acessos apresentaram comportamento semel hante, sendo o
melhor resultado obtido na concentragdo de 15% de sacarose. Resultados de pesquisa mostram que maior
porcentagem de germinagd com a elevagcdo da concentragdo de sacarose pode ser explicada pela maior
disponibilidade de energia na forma de carboidrato.

A adicdo de sacarose como fonte de carboidratos visa a suprir as necessidades metabdlicas dos
explantes, participando na geracdo de energia ou como fonte de esqueletos carbbnicos para 0s processos
biossintéticos implicados na diferenciacdo celular. Maior porcentagem de germinacdo com a elevagdo da
concentracdo de sacarose pode ser explicada pela maior disponibilidade de energia na forma de carboidrato.
Resultados semelhantes foram obtidos com outras espécies no gjuste de diferentes componentes do meio de
cultura, que observaram um acréscimo na porcentagem de germinacdo de gréos e pélen com o aumento da
concentragdo de sacarose (Xie et al. 2004, Chagas et al. 2010).
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Figura 1. Comportamento dos gréos de polen in vitro: A) Graos de pdlen estourados (seta); B) Alta
percentagem de germinagéo do acesso BGM 172; C) Baixa percentagem de germinagdo do acesso BGM 148.

Tabela 1. Percentagem de germinacdo dos gréos de pdlen de maracujazeiro cultivados em meio de cultura com
diferentes concentragtes de sacarose.

Concentragéo de sacarose (%)

Gendtipos 0 5 M) 15
BGM 172 (P. racemosa) 16,90 aC 21,30aC 36,30 aB 71,30 aA
BGM 046 (P. edmundoi) 3,65bC 11,55 abBC 19,80 bB 69,90 aA
BGM 148 (P. giberti) 0,83 bAB 1,57 cB 7,55 bAB 13,30 bA
BGM 002 (P. cincinnata) 0bC 4,55 cBC 16,30 bB 64,55 aA
CV (%) 18,04

Médias seguidas pela mesma letra mintscula na coluna e maitscula na linha ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade.

Com relacéo ao comprimento do tubo polinico, os valores variaram conforme os acessos estudados e as
concentragOes de sacarose avaliadas (Tabela 2). O acesso BGM 172 apresentou maior comprimento do tubo
polinico com 3,36 mm quando o pdlen foi cultivado em meio suplementado com 15% de sacarose. Por outro
lado, 0os menores tubos polinicos foram observados no meio isento de sacarose. Para Scorza and Sherman
(1995), um bom pédlen deve apresentar 50 a 80% de germinagdo, com tubos bem desenvolvidos.

Os resultados obtidos no presente trabalho confirmam observacfes em outras culturas, de que a sacarose
€ um dos componentes necessarios para a germinacdo de pdlen e também exerce a fungdo do equilibrio
osmético da solucdo, além de fornecer energia necess&ria para o0 crescimento do tubo polinico (Stanley and
Linskens 1974).



Tabela 2. Comprimento do tubo polinico de maracujazeiro cultivados em meio de cultura com diferentes
concentragOes de sacarose.

Concentracgéo de sacarose (%)

Gendtipos 0 5 M) 15
BGM 172 1,05aC 1,69aC 2,49 abB 3,36 aA
BGM 046 0,89 abB 1,46 aB 2,63 aA 2,47 bA
BGM 148 0,26 bcB 0,69 bB 1,84 bcA 2,35bA
BGM 002 0,00 cC 1,26 bBC 1,74 cAB 2,39 bA
CV (%) 72,00

M édias seguidas pela mesma letra mindscula na coluna e maiUscula na linha ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%
de probabilidade.

Conclusdes

Existe variabilidade no percentua de pdlen germinado e comprimento do tubo polinico em relagcdo as
concentracOes de sacarose utilizadas no estudo;

A adicdo de 15% de sacarose no meio de cultura favorece maior germinacdo de pdlen e o
desenvolvimento do tubo polinico;

Para utilizagdo como parental masculino em programas de hibridagdo a maioria dos acessos estudados, a
excecdo do BGM 148 mostra-se aptos ja que apresentam uma taxa de germinagdo acima de 60%, e tubos
polinicos bem desenvolvidos.
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