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RESUMO - O caiaué, palmeira nativa das Américas, é essencial para o melhoramento genético do dendezeiro, sendo seu
polen indispensavel no desenvolvimento de hibridos. Em virtude da relevancia desta espécie para a palmicultura, objetivou-se
avaliar os efeitos da concentracdo de sacarose, quantidade de pélen e fotoperiodo na germinagédo de grdos de pdélen de caiaué
com vistas no estabelecimento de procedimentos adequados para a obtencdo da maxima expressdo da viabilidade. Foram
realizados trés experimentos que avaliaram o teor de sacarose (0, 5, 10, 15 e 20%) no meio de cultura para germinacgdo de
graos de poélen; nimero de grdos de polen para contagem (50, 100, 200, 300 e 400) em teste de germinacdo e um esquema
fatorial 2 x 2 para avaliar o efeito do fotoperiodo (luz e escuro) e do tempo de incubagdo (1 e 2 h) na germinacdo. A
percentagem ideal de sacarose no meio de cultura para que ocorra a germinagdo de grdos de pélen de caiaué é 8,1%. O nimero
ideal de gréos de pdlen a serem contabilizados é 50. A presenca ou a auséncia de luz ndo interferiram na germinagao e os gréos
de polen devem ser incubados por 2 h.

Palavras-chave: Elaeis oleifera (Kunth) Cortés, sacarose, viabilidade polinica.

In vitro GERMINATION OF AMERICAN OIL PALM POLLEN

ABSTRACT - The American oil palm, native palm tree, is essential for the genetic improvement of the oil palm, being its
essential pollutant for the development of hybrids. Given the considerable importance of this species for palm culture, the
objective was to evaluate the effects of sucrose concentration, amount of pollen and photoperiod on the germination of
American oil palm pollen grains, with a view to establishing adequate procedures to obtain maximum expression of viability.
Were evaluated three experiments that evaluated the sucrose content (0, 5, 10, 15 and 20%) in the culture medium for
germination of American oil palm pollen grains; Number of pollen grains for counting (50, 100, 200, 300 and 400) in
germination test and factorial design 2 x 2 to evaluate the effect photoperiod (light and dark) and of incubation time (one and
two hours) on germination. The ideal percentage of sucrose in the culture medium for germination of American oil palm pollen
grains is 8.1%; the ideal number of pollen grains to be counted is 50 grains; the presence or absence of light does not interfere
with germination; and the pollen grains should be incubated for 2 h.

Keywords: Elaeis oleifera (Kunth) Cortés, sucrose, pollen viability.

INTRODUCAO

O caiaué (Elaeis oleifera (Kunch) Cortés),
também conhecido como dendezeiro americano, € uma
palmeira oleaginosa nativa das Américas do Sul e Central
que pertence a0 mesmo género do dendezeiro africano (E.
guineensis Jacg.) (BARCELOS et al., 2015). O caiaué
ainda nao é explorado em cultivos comerciais devido,
principalmente, & sua baixa produtividade em éleo, quando
comparado ao seu parente africano. Entretanto, a espécie
americana tem menor porte em altura, garantindo maior
vida 0til para exploragdo comercial e destacando-se
também na resisténcia a doencas, particularmente ao
amarelecimento  fatal (AF), de etiologia ainda
desconhecida e que, representa 0 maior problema da
dendeicultura da América Latina (LOPES et al., 2012).

Além disso, essa palmeira apresenta outras
caracteristicas valiosas como: melhor qualidade de 0leo;
baixa atividade de lipases no mesocarpo dos frutos
maduros, 0 que permite um maior tempo entre a colheita e
0 processamento dos frutos; consideravel valor nutricional,

devido ao alto teor de vitamina A e E, alta adaptabilidade
ambiental, visto que apresenta maior tolerancia ao déficit
hidrico, solos encharcados e manejo deficiente, e apresenta
tolerdncia ou resisténcia a doengas e insetos-praga
(CORLEY; TINKER, 2015).

Diante do potencial da introdugdo de
caracteristicas de interesse do caiaué no germoplasma de
dendezeiro, programas de melhoramento genético tanto no
Brasil como em outros paises das Américas tém trabalhado
com a hibridacdo entre espécies (LIMA et al., 2017).
Sendo assim, a sustentabilidade da dendeicultura depende
de avancos na area do melhoramento genético, que por sua
vez, esta diretamente ligado ao caiaué, que devido a sua
ampla variabilidade pode gerar ganhos genéticos
suficientes para obtencdo de hibridos interespecificos
(HIEs) tdo produtivos quanto os hibridos intraespecificos
de dendé (LOPES et al., 2012).

Nesta perspectiva, a utilizagdo de polen de caiaué
com alta viabilidade torna-se indispensavel para o sucesso
do melhoramento genético, tanto para a obtencdo de
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hibridos intra como interespecificos de caiaué, sendo este
gltimo o doador de gametas masculinos, como o HIE,
conhecido como Brunca, onde o parental feminino é um
hibrido intraespecifico de caiaué resultante de cruzamentos
de materiais da Costa Rica, Panamd e Coldmbia
(ALVARADO et al.,, 2010). Além disso, recentemente
procedimentos especificos, com vistas no aumento da taxa
de germinagdo de sementes de caiaué estdo sendo
desenvolvidos (LIMA et al., 2017), a exemplo do que ja
vem ocorrendo para dendezeiro e HIE.

Assim, a andlise da viabilidade polinica, por meio
da germinacdo dos graos de pdlen, é fundamental para o
sucesso da realizagdo de cruzamentos, em programas de
melhoramento entre as espécies caiaué e dendé, sendo
recomendada uma viabilidade de no minimo 70% de
germinacao dos grdos de polen de dendezeiro (CUNHA et
al., 2007).

Nas palmeiras, as condicGes para germinagdo de
polen sdo consideradas amplas e resultados sdo obtidos
utilizando-se diversos agucares (REED, 1979). Geralmente
sdo utilizados meios de cultura semisélidos preparados
com &gar e sacarose, que além de fornecerem energia para
o desenvolvimento do tubo polinico, séo responsaveis pelo
equilibrio osmético entre o pdlen e o meio de cultura
(CHIA et al., 2009). Soares et al. (2008) apontam que a
germinacdo in vitro do poélen esta associada a diversos
fatores, como a espécie vegetal, o horario e 0 método de
coleta, o fotoperiodo, a temperatura, o periodo de
incubacéo e a presenca de nutrientes no meio. Chagas et al.
(2010) complementam destacando ainda a necessidade de
ajustes na composicao dos meios de cultura de acordo com
cada espécie.

Apesar da extensa literatura  abordando
germinacéo de poélen in vitro de diversas espécies florestais
e agricolas, para o caiaué, apenas alguns estudos
apresentam a viabilidade de seu pdlen, sempre em
comparacédo ou utilizando da metodologia para o polen de
dendezeiro, e fazendo uso de meios de cultura adaptados
para testes de germinacdo de pdlen para esta segunda
espécie (ALVARADO et al., 2000; CHIA et al., 2009).
Assim, até o momento, para o caiaué, as condicOes
adequadas para a realizacdo de testes in vitro de
viabilidade polinica, ndo estdo definidas.

Diante do exposto, objetivou-se com o presente
trabalho avaliar os efeitos da concentracdo de sacarose,
quantidade de pélen e fotoperiodo na germinagdo de gréos
de pélen de caiaué com vistas no estabelecimento de
procedimentos adequados para a obtencdo da méaxima
expressdo da viabilidade.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido na Embrapa
Amazbnia Ocidental, Manaus (AM). Os polens utilizados
foram originarios de plantas de caiaué, com idade superior
a 30 anos, pertencentes ao banco de germoplasma
existente no Campo Experimental do Rio Urubu,
pertencente @ Embrapa e localizado no municipio de Rio
Preto da Eva (AM).
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A inflorescéncia masculina foi isolada, utilizando-
se saco de lona, especifico para este género (n.8), em torno
de 10 dias antes da antese. Quando a inflorescéncia
apresentou dois tercos de suas flores no estadio de antese
completa foi realizada sua colheita, permanecendo
ensacada durante 4 h em sala climatizada. Apos este
periodo os pélens foram coletados em recipiente plastico,
anexado ao saco de lona. Em seguida foi submetido a uma
secagem de 18 h saobre silica gel, peneirado (peneira de
170 mesh) e submetido a mais uma secagem de 24 h sobre
silica gel. Depois de seco, os pélens foram transferidos
para microtubo tipo Eppendorf® e acondicionados a vacuo
em frascos tipo Castellani e armazenados em freezer a -
5°C (CUNHA et al, 2007).

Para realizacdo deste trabalho foram realizados
trés experimentos consecutivos e interdependentes onde
foram avaliados os efeitos dos tratamentos na germinagéo
do grdo de pdélen de caiaué. Em cada experimento foi
preparada uma suspensdo em 4gua destilada com
0,010 g mL™ de pélen de caiaué, 160 pL desta suspenséo
foi pipetada sobre a superficie do meio de cultura, em cada
placa de Petri e distribuida com o auxilio de uma alca de
Drigalsky.

Apos inoculagdo, as placas foram incubadas em
camara climatizada regulada para temperatura de
40°C £2°C, em escotofase continua por 2 h nos
experimentos um e dois. Para realizar a contagem e
estimar a percentagem de grdos de pdélen germinados,
utilizou-se microscopio oOptico com objetiva de 10x.
Considerou-se germinados os grdos de polen cujo
comprimento do tubo polinico tivesse ultrapassado seu
didmetro.

No primeiro experimento foi testado o teor de
sacarose presente no meio de cultura, que propiciasse a
obtencdo da melhor taxa de germinacdo dos grdos de
pélen. Utilizou-se o meio de cultura sacarose-agar (1,2 g
de agar em 100 mL de agua destilada) e sacarose nas
concentragdes de 0%, 5%, 10%, 15% e 20% (p/v). Apds o
preparo, os meios de cultura foram vertidos na quantidade
de 15 mL por placa de Petri de 90 mm de didmetro. Para
cada concentracdo foram realizadas quatro repeticGes,
sendo cada placa de Petri considerada uma unidade
experimental. A avaliacdo constou da contagem aleatéria
de 100 gréos de p6len em cada placa de Petri.

No segundo experimento foi determinada o
tamanho ideal da amostra de graos de polen a ser utilizada
no teste de determinagdo da viabilidade polinica. Foram
avaliadas cinco quantidades de grdos de poélen: 50, 100,
200, 300 e 400 graos de polen, por placa de Petri. O meio
de cultura adotado neste experimento baseou-se na melhor
combinacdo de concentracdo de sacarose obtida no
primeiro experimento: 1,2 g de agar, 8% de sacarose e
100 mL de agua destilada. Para cada quantidade de pélen
avaliada, foram realizadas quatro repetic8es, de forma que,
cada repeticdo foi representada por uma placa de Petri.

No terceiro experimento foi observada a
influéncia do tempo de incubagdo e o regime de luz na taxa
de germinacdo dos grdos de pdlen. O experimento foi
realizado em um esquema fatorial 2 x 2, onde foi testado o
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efeito do fotoperiodo (1 e 2 h de luz; 1 e 2 h de escuro) e 0
tempo de incubagdo (1 e 2 h em c@mara climatizada
regulada em temperatura de 40°C £ 2°C). Foi utilizado o
meio de cultura sacarose-dgar (1,2 g de agar, 8% de
sacarose e 100 mL de agua destilada) e realizada a
contagem de 50 grdos de pélen em cada placa de Petri,
como definido nos ensaios anteriores. Cada tratamento foi
composto por seis repeticdes, sendo, cada placa de Petri
uma parcela.

O delineamento experimental utilizado foi
inteiramente casualizado, os dados obtidos foram
submetidos a anélise de variancia sem transformagédo, uma
vez que, a pressuposi¢do de normalidade do desvio (g) foi
satisfeita pelo teste de Shapiro-Wilk nos trés experimentos.
No experimento um as médias foram submetidas a analise
de regressdo e nos experimentos dois e trés as médias
foram comparadas pelo teste de Tukey a 5% de

60
50
40
30
20 ¢

Germinacdo de graos de pdlen
(%)

307
CYSNE, A. Q. et al. (2018)

probabilidade de erro, com auxilio do programa estatistico
Sisvar 5.6 (FERREIRA, 2014).

RESULTADOS E DISCUSSAO

O percentual de germinacdo de pdlen para o0s
diferentes niveis de sacarose variou de 19 a 49% (Figura
1). O coeficiente de determinacdo (r?) foi de 0,91,
demonstrando um bom ajuste de dados ao modelo
polinominal de terceiro grau. A consideravel amplitude
observada entre 0 meio de cultura sem sacarose e 0
encontrado na concentracdo de 5% (49% de viabilidade do
polen) justifica a relevante necessidade deste componente
na composi¢do do meio, corroborando com Chia et al.
(2009), que associaram a sacarose a promocdao do
equilibrio osmético entre o pélen e 0 meio, 0 que, segundo
os autores, facilita a difusdo dos nutrientes para o grao de
polen, favorecendo a germinagéo polinica.

10 | Y =0,0154x3- 0,6953x% + 8,2442x + 19,74 R2=91%

0 1
0 5

10 15 20

Sacarose (%)

FIGURA 1 - Germinacgdo de graos de pélen de caiaué (%) em funcéo do teor de sacarose no meio de cultura.

Para Chagas et al. (2010), a adigdo de sacarose
como fonte de carboidratos visa suprir as necessidades
metabolicas do pdlen, participando na geragdo de energia
ou como fonte de esqueletos carbénicos para processos
biossintéticos envolvidos na diferenciacéo celular. Assim,
um aumento no percentual de germinagdo, devido a
elevacdo da concentragdo de sacarose, pode estar
associado a maior disponibilidade de energia na forma de
carboidrato.

Considerando o intervalo estudado, observa-se
que o ponto de méaxima da curva é de 8,1% de sacarose, ou
seja, é o teor de sacarose ideal a ser utilizado no preparo do
meio de cultura para anélise da germinacdo de grdos de
polen em caiaué, para que 0 mesmo expresse todo seu
potencial germinativo. Considerando a importancia da
sacarose para a germinacdo de grdos de pdlen, esta
determinacdo é de fundamental importancia na
caracterizacdo fidedigna da viabilidade polinica para
diferentes culturas.

Trabalhos séo realizados nesse intuito, como
verificado por Silva et al. (2017), que obtiveram uma
méaxima germinacdo de polen de espécies de fiséalis ao
utilizar meios de cultura que variavam de 5,63 a 7,82% de
sacarose; Nogueira et al. (2016), estudando taxa de

germinacdo de gréos de pélen em pereira, concluiram que
os melhores resultados foram obtidos em meio de cultura
contendo 11,1% de sacarose; e Nogueira et al. (2015),
verificaram que, para nespereira, 0 melhor meio de cultura
para germinacdo de polen continha apenas 5% de sacarose.

Apesar de serem palmeiras do mesmo género, a
concentragdo de sacarose ideal para o caiaué aqui
encontrada difere dos valores utilizados para a cultura do
dendé, uma vez que, Youmbi et al. (2015) observaram uma
germinacéo 6tima dos grdos de pélen ao utilizarem meios
de cultura com 15% de sacarose. J& Alvarado et al. (2000)
e Chia et al. (2009) utilizaram meio de cultura contendo
10% de sacarose para comparar a germinacdo de poélen
entre dendé, caiaué e seu hibrido. No entanto, Sinimbu
Neto et al. (2011), destacam que cada espécie requer um
ajuste proprio quanto a concentracdo de sacarose em meio
e Ramos et al. (2008) sdo mais especificos ainda, ao
afirmarem que esta especificidade pode ser requerida a
diferentes gendtipos em uma mesma espécie.

Ainda é possivel observar que a partir da
concentragdo de 8,1% de sacarose no meio de cultura até a
maior concentragdo de sacarose testada (20%), ha uma
reducdo gradativa da germinacdo dos grdos de pélen. Este
comportamento dos grdos de pélen em diferentes
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concentragBes de sacarose pode ser explicado pelo
desequilibrio osmotico entre o meio de cultura e o
contetdo dos graos de polen. Pio et al, (2004), apontaram
gue tanto o excesso como a deficiéncia dos constituintes
do meio, associado a temperatura e a alta umidade, podem
causar 0 aumento da pressdo osmotica e a reducdo na
resisténcia da parede celular, podendo resultar no
rompimento dos grdos de polen, impedindo sua
germinacdo. Assim, com estes resultados, se confirma a
necessidade de ajuste na concentracdo de sacarose para a
germinagdo in vitro de pdlen de caiaué.

Ao considerar o nimero de grdos de polen para
contagem em teste de germinacdo, ndo foi observada
diferenca significativa na germinacdo de grdos de polen

90 r

80

Germinacao de gréos de pdlen (%)
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nas quantidades de grdos avaliadas (Figura 2). ApOs a
contagem de diferentes quantidades de grédos de pdlen, foi
observado que a taxa de germinacdo variou de 76% a
79,7%. Sendo assim, pode-se contabilizar 50 grdos de
polen por placa de Petri e garantir um resultado mais
rapido e eficiente.

Segundo Stanley e Linskens (1974), para tornar o
teste valido é necessaria a contagem de dois campos
contendo 200 grdos. Antdnio (2004), testando diferentes
quantidades de pélen em cacaueiro, recomenda a utilizacdo
de 300 gréos de pdlen, quantidade esta que apresentou a
mesma propor¢do de grdos de polen viadveis quando
comparada a contagem de 600, 900 e 1200 graos.

- a a
a* a a
70 r
60 r
50 1 1 1 1
50 100 200 300 400

NUmero de grédos de pélen contabilizados

FIIGURA 2 - Germinacdo de grdos de polen de caiaué (%) em relacdo ao nimero de grdos de pélen contabilizados. *Letras
iguais ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade de erro.

Em espécies de palmeiras observa-se que s&o
utilizadas diferentes quantidades de polen. Em Jeriva
(Syagrus romanzoffiana Cham.), Sousa et al. (2010)
contabilizaram 200 grédos de polen, Oliveira et al. (2001)
chegaram a utilizar uma contagem de 500 grdos em
genoétipos de acaizeiro (Euterpe oleracea Mart.). Para
dendé a auséncia de padronizagéo é evidente, uma vez que,
Alvarado et al. (2000) contabilizaram 250 gréos de pdlen,
enquanto Tandon et al. (2007) contabilizaram 200 gréos de

polen por amostra e Sousa et al. (2016) apenas 100 gréos
para cada repeticdo do experimento.

Para o efeito do fotoperiodo e tempo de incubagdo
na germinacdo de grdos de polen, foi verificado que a
presenca ou auséncia de luz durante a incubacdo néo
influenciou a taxa de germinagdo (Tabela 1). Para tempo
de incubacdo  verificou-se  diferenca  estatistica
significativa, sendo que os grdos incubados por 2 h
apresentaram maior percentagem de germinacdo (34,7%)
do que aqueles incubados por apenas 1 h (28,2%).

TABELA 1 - Germinagdo de grdos de p6len de caiaué (%) em funcdo do fotoperiodo e do tempo de incubagdo.

Tempos de incubagdo

Regime Luminoso h h Meédias
Luz 28,5 Aa* 34,8 Ab 31L,7A
Escuro 27,8 Aa 34,5 Ab 31,2 A
Médias 28,2a 34,7b

*Letras minGsculas iguais na linha e maiusculas iguais na coluna ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey (p <0,05).

Quanto ao fotoperiodo, o pdlen demonstrou nao
ser sensivel ao efeito da presenga/auséncia da luz,
diferentemente do observado em pdlen de cubiu (Solanum
sessilifforum Dunal.), que para germinacdo polinica
necessita de 16 h de luz (LUZ et al., 2008), ou para
germinacdo do polen de mandioca (Manihot esculenta

Crantz.), que segundo Vieira et al. (2012), em sua
metodologia utilizaram 24 h de escuro, assim como Sousa
et al. (2016) na germinagdo de grdos de pélen de dendé.

Entretanto, em relacdo ao tempo de incubacdo dos
grdos de polen em camara climatizada, os resultados
corroboram em parte com a metodologia utilizada por Chia
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et al. (2009) ao manter as amostras de gréos de polen de
dendé e caiaué por 2 h a 40°C.

Ressalta-se mais uma vez que, atualmente, ndo ha
uma padronizacdo para o teste de viabilidade polinica
especifica para o caiaué. Assim, de forma pioneira, foram
aqui definidas teor de sacarose no meio, fotoperiodo,
tempo de incubacdo em camara climatizada e tamanho da
amostra, condi¢des bésicas e ideais para maximizar a
germinagdo dos gréos de pélen, embasando futuros estudos
voltados a programas de melhoramento genético
interespecifico de caiaué versus dendé, em virtude da
importancia do desenvolvimento desses hibridos para a
sustentabilidade do cultivo da palma de 6leo no Brasil.

CONCLUSOES

A percentagem ideal de sacarose no meio de
cultura para que ocorra a germinagao de gréos de p6len de
caiaué é 8,1%.

O nlmero ideal de grdos de polen a serem
contabilizados é 50.

A presenca ou a auséncia de luz ndo interferiram
na germinacdo e os grdos de pdlen devem ser incubados
por 2 h.
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