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In vitro viability of banana pollen grain under different concentrations of boric acid and sucrose
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RESUMO

Neste trabalho, objetivou-se avaliar a germinagédo do gréo de pdlen e o comprimento do tubo polinico das bananeiras
dipléides M53, 8987-01 e 9197-03, Calcuta, Lidi e 86B79-12. O delineamento utilizado foi inteiramente casualizado com cinco
doses de sacarose (0, 5, 10, 15, 20%) e seis concentragdes de acido bdrico (0, 100, 200, 300, 400 e 500 Mg L) com quatro
repeticdes. Foram utilizados gréos de pélen retirados da inflorescéncia masculina dos dipl 6ides Musa acuminata (AA). O pélen
foi distribuido em placas de Petri, contendo o seguinte meio de cultura: 1,27 mM de Ca(NO,),.2H,0, 0,87 mM de MgSO,.7H.0,
0,99 mM de KNO,, 0,7% de &gar com pH ajustado para 7,0, variando as concentragfes de sacarose e de acido borico. As avaliagbes
foram realizadas 24 horas apds a distribui¢do do pélen no meio de cultura. O meio de cultura padréo para germinacdo de gréos de
pélen suplementado com 15% de sacarose proporcionou umamaior percentagem de germinagdo para os dipl éides de bananeira
avaliados. A concentragdo de &cido bdrico adicionado ao meio de cultura para a germinacdo de gréos de pdlen de bananeira dipl6ide
é dependente do gendtipo.

Termos para indexagéo: Musa acuminata, dipléides, germinagéo, tubo polinico.

ABSTRACT

The objective of thiswork wasto eval uate the germination of pollen grain and pollen tube length of banana diploids
(M53, 8987-01 e 9197-03, Calcutta, Lidi and 86B79-12). Five concentrations of sucrose (0, 5, 10, 15 and 20%) and six
concentrations of boric acid (0, 100, 200, 300, 400 and 500 mg L) were used, in a completely randomized experimental
design, with four replicates. The pollen was distributed in Petri dishes containing the following culture medium: 1.27 mM
Ca(NO3),.2H,0, 0.87 mM MgSO,.7H,0, 0.99 mM KNO,, and 0.7% agar; pH adjusted to 7.0, varying the sucrose and boric
acid concentrations. The evaluations were performed 24 hours after the distribution of the pollen in the culture medium. The
standard culture medium for germination of pollen grainswith 15% sucrose provided the highest germination percentage for
the banana diploids. The concentration of boric acid added to the culture medium for pollen grain germination of diploid
banana is dependent on the genotype.

Index terms: Musa acuminata, diploids, germination, pollen tube.

(Recebido em 13 dejaneiro de 2009 e aprovado em 6 de julho de 2010)
INTRODUCAO A germinagdoin vitro é o método mais utilizado em
testes de viabilidade de pdlen (Marcellan & Camadro, 1996).
Entretanto, o desenvolvimento desse método é influenciado
por diferentes fatores, entre eles: os congtituintes do meio
de cultura, atemperatura e o tempo deincubacdo. A cultura

A transferéncia de genes de interesse em espécies
cultivadas, muitas vezes, € limitada em virtude das barreiras
existentes durante o processo de polinizacdo, fertilizacdo

e embriogénese (Zenkteler, 1990).

A fertilidade do gréo de polen é condigéo preliminar
indispensavel a0 melhoramento genético cléssico, umavez
que dados sobre a viabilidade e o desenvolvimento de gréos
de pdlen sdo fundamentais para os estudos da biologia
reprodutiva e para 0 desenvolvimento de programas de
melhoramento genético, pois permitem obter maiores
sucessos nos cruzamentos realizados (Flanklin et al., 1995).

de tecido vem sendo utilizada no intuito de melhorar os
meios de culturasin vitro e suas varias fungdes (Camolesi,
et a., 2010). A viahilidade do pélen também é influenciada
pelo estédio de desenvolvimento da flor, quando da coleta
do pdlen, e pelas condi¢des de armazenamento (Stanley &
Linskens, 1974).

O meio basico usado nesses testes é constituido
de aclicar e de acido bérico, podendo variar ainda a
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combinagdo de outros nutrientes (Galletta, 1983, Miranda
& Clement, 1990). O aclcar promove o equilibrio osmético
entre o pdlen e o meio de germinagdo, e fornece energia
para o desenvolvimento do tubo polinico (Stanley &
Linskens, 1974). O boro estimula o crescimento do tubo
polinico e diminui a probabilidade destes se romperem
(Franzon & Raseira, 2006).

A adicéo de acido bérico, de um modo geral,
aumenta a eficiéncia da sacarose na germinagdo do polen
e no crescimento do tubo polinico (Almeidaet d., 1987). O
boro juntamente com o célcio sdo elementos essenciais
para o inicio do prolongamento da intina e formagéo do
tubo polinicoin vitro (Brewbaker & Kwack, 1963).

Pio et al. (2004), em algumas cultivares de Citrus,
observaram que 0 boro na concentragdo de 200 mg L
estimula a germinacdo de gréos de polen das cultivares
Pérae Natal. Silvaet a. (1999) concluiram que 200 mg Lde
acido bdrico forneceu as melhores condic¢des para
germinagao dos graos de pdlen do maracujazeiro amarelo.
Almeidaet a. (1987), trabalhando com gréos de pdélen de
algodéo mostraram que 300 mg L *de acido borico obteve
maior porcentagem de germinag&o.

A germinagdo de gréo de pdlen de citros, na
auséncia de boro resulta em maior rompimento das
membranas do tubo polinico, liberando o contelido
citoplasmético para 0 meio exterior (Pio et a., 2004).

A germinacdo in vitro de gréos de pdlen de
macieira ndo teve efeito positivo na presenca de acido
borico (Dantas et a., 2005). A adi¢do de boro ao meio de
cultura mostra respostas variaveis, conforme a espécie e
seu mecanismo de acdo, consiste em interagir com o aglicar
e formar um complexo ionizavel agucar-borato, o qual
reage mais rapidamente com as membranas celulares
(Pfahler, 1967; Askin et d., 1990).

Objetivou-se, neste trabalho, avaliar a germinacdo
de graos de pdlen e o comprimento do tubo polinico de
dipl6ides de bananeira em meio de cultura padréo com
diferentes concentracdes de sacarose e acido borico.

MATERIAL E METODOS

O trabalho foi conduzido no laboratério de
Biotecnologia Vegetal da Embrapa Mandioca e Fruticultura
Tropical. Como material vegetal foram utilizados gréos de
pdlen de bananeira de seis dipl 6ides gerados pelo programa
de melhoramento da Embrapa Mandioca e Fruticultura
tropical, resistentes a Sigatoka Negra.

Coletaram-se brécteas contendo flores masculinas
de cada gendtipo as 8 horas da manhd, que foram
encaminhadas para o laboratério para serem trabal has em
camara de fluxo laminar.

Os gréos de pdlen foram retirados das anteras, com
auxilio de um bisturi e misturados em placa de Petri, em
seguida, com um pincel foram distribuidos na superficie
do meio de cultura, de modo a promover uma distribui¢cdo
mais homogénea do material. Os graos de pdlen dos
dipl6ides M53, 9179-03 e 8987-01 foram distribuidos em
placas de Petri de 9 cm de didmetro, contendo 30 mL de
meio de cultura 300 mg L* de Ca(NQ,),.2H,0, 200 mg L
de MgSO,.7H,0, 100 mg L™* de KNO,, 1,62 mM de
H3BO3, 0,7% de Agar com pH ajustado para 7,0,
variando-se a concentragdo de sacarose (0, 5, 10, 15, 20%).
Os graos de pélen dos dipl 6ides Calcutd, Lidi, 86B79 -
12, 8987-01 e 9179-03 foram distribuidos em placas de
Petri de 9 cm de diémetro, contendo 30 mL de meio de
cultura[300 mg L de Ca(NQ,),.2H,0, 200 mg L* de
MgSO,.7H,0, 100 mg L™* de KNO,, 15% de sacarose 0,7%
de agar com pH ajustado para 7,0 variando seis
concentrag@es de acido bérico (0, 100, 200, 300, 400
€500 mg L ). Os meios de culturaforam autoclavados
a120° C por 15 min.

As placas foram mantidas em condicdes
controladas de temperatura (27+1° C), no escuro, antes de
serealizar a contagem dos gréos de pélen germinados e a
medicéo do comprimento do tubo polinico.

O delineamento utilizado foi o inteiramente
casualizado em arranjo fatorial, com 15 tratamentos, com
trés dipldides (M53, 8987-01 e 9179-03), cinco doses de
sacarose (0; 5; 10; 15 e 20%) e quatro repeticdes.

O segundo experimento seguiu 0 mesmo
delineamento, com 30 tratamentos, foi realizado com cinco
dipléides de bananeira (Lidi, 8987-01, 9179-03, Calcuta
e 86B79-12), seis concentracdes de &cido borico (0,0; 100;
200; 300; 400 e 500 mg L1) e quatro repeticoes.

As avaliagBes foram realizadas 24 horas apos a
distribuicdo do pélen no meio de cultura. Foram
considerados germinados os gréos de pélen onde o
comprimento do tubo polinico atingisse ou ultrapassasse
0 seu didmetro. Com auxilio de um estereomicroscopio
procedeu-se a contagem dos graos de pdlen germinados e
o comprimento do tubo polinico foi medido, utilizando uma
ocular micrométrica e os dados foram transformados para
milimetros. Foram contabilizados graos de pdlen
germinados e ndo-geminados, e para o comprimento foram
selecionados al eatoriamente dez tubos polinicos e
mensurados em cada repeticéo.

Os dados foram submetidos a analise de variancia
e os graus de liberdades entre os fatores, assim com de
suas interacBes, foram desdobrados vias teste de
comparagdes de médias e andlise de regressdo polinomial,
com nivel de significancia a 5% de probabilidade.
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RESULTADOSE DISCUSSAO

Houve diferencas significativas nos valores de
germinagdo dos gréos de pélen, tanto dentro das
concentragdes de sacarose quanto entre dipldides.

Observaram-se umagrande quantidade de gréos
de pélen estourados nos gendtipos em meio sem
sacarose (Figura 1). A germinagao desses genotiposfoi
muito baixa, variando de 0,25% do dipldide M53 a 6,62%
para o dipldide 8987-01 (Tabela 1). Segundo Stanley &
Linskens (1974), a sacarose promove o equilibrio osmético
entre o pdlen e o meio de germinagdo, e fornece energia
para o desenvolvimento do tubo polinico.

Em todas as concentracbes de sacarose, 0
dipl6ide 9179-03 apresentou 0 mais baixo percentual

de germinag&o (Figura 2), seus valores de germinagao variou
de 0,25% na concentracdo de 0% de sacarose a 6,7% na
concentracdo de 15% de sacarose demonstrando a baixa
eficiéncia de germinac&o dos gréos de polen desse gendtipo
(Tabelal).

O diploide 8987-01 apresentou niveis de
germinacdo, variando de 6,62% na concentragcdo 0% de
sacarose a 62,82% na concentracdo de 15% de sacarose
(Tabela1). O que demonstra umadiferenca siguinificativa
entre esses dois gen6tipos em relacdo a sua germinagdo e
esses dados sdo importantes e vém sendo usados para
orientar novos cruzamentos dentro do programa de
melhoramento de dipléides da Embrapa Mandioca e
Fruticultura Tropical.

Figura 1 — Gréos de polen do dipl6ide 9179-03 em meio de cultura padrdo sem sacarose.

Tabela 1 — Porcentagem de germinago de gréos de pdlen dos dipldides de bananeira 9197-03, M-53 e 8987-01 em meio
de cultura padrdo com diferentes doses de sacarose (0, 5, 10, 15 e 20%), Cruz das Almas - BA, Embrapa Mandiocae

Fruticultura Tropical, 2008.

Doses de Dipléide Dipléide Diploide
sacarose (%) 9179-03 (%) M-53 (%) 8987-01 (%)

5 2,38cB 16,47bC 43,07aB

10 4,93bA 33,45aB 34,89aB

15 6,72bA 69,33aA 62,82aA

20 1,66bB 55,31aA 57,02aA

0 0,25cC 1,17bD 6,62aC

Médias seguidas pelas mesmas letras mintscula na linha e maitiscula na coluna néo diferem entre si pelo teste Tukey a 5% de

probabilidade do erro.
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Dentre os dipl6ides avaliados, 0 M-53 teve o maior
indice de germinagdo (Figura 3), apresentando um alto
nivel de germinagdo 69% na concentragéo de 15% de
sacarose (Tabela 1). Dentre outras caracteristicas
favoraveis desse dipléide como resisténcia a doencas,
essa alta germinagdo € uma das mais importantes, pois,
este dipléide € muito usado em programas de
mel horamento dessa cultura. A viabilidade de seus gréos
de pdlen é fundamental para a transmisséo de suas
caracteristicas favoraveis.

Dentre as concentragdes de sacarose testadas, a
melhor resposta em germinagdo foi obtida na concentracéo
de 15% sacarose, umavez que, os diplides M53 e 8987-01
tiveram os maiores percentuais de germinacdo, 69,33%
e 62,82%, respectivamente, j4, o dipldide 9179-03 apresentou
baixos percentuais de germinacéo 6,72% (Tabelal).

A andlise de variancia dos dados da germinacdo de
gréos de pdlen e comprimento do tubo polinico de cinco
dipl6ides de bananeira e seis concentracGes de acido
bérico revelou diferencas significativas (P < 0,05) para
todos os fatores.

As médias de germinacéo de gréos de pdlen dos
dipléides de bananeira submetidos a diferentes
concentracdes de acido boérico sdo apresentadas na
Tabela2. Para essa varidvel, observa-se que na auséncia
de &cido bdrico, ndo houve diferengas entre os dipl 6ides

estudados, com taxas abaixo de 4%. As maiores
porcentagens de germinacdo foram obtidas para o
dipl6ide 8987-01, nas concentragdes de 200400 mg L e
para o dipl6ide 9179-03 na concentragdo de 300 mg L,
com valores de 87,71, 79,48 e 82,59%, respectivamente.
Valores semel hantes foram obtidos por Silva et a. (1999),
que concluiram que 200 mg L *de &cido bérico forneceu
as melhores condi¢des para germinagcdo dos gréos de
polen do maracujazeiro amarelo.

Com relagdo ao comprimento do tubo polinico,
os valores variaram, também, conforme o dipléide
estudado e as concentragdes utilizadas (Tabela 2). Para
a concentracéo de 300 mg L, o diploide Lidi foi
estatisticamente superior as demais, com 20,06 mm. Para
aconcentracdo de 500 mg L, os dipl6ides Lidi e 86B79-12,
ndo diferiram estatisticamente entre si, com valores
de 19,50 e 21,38 mm, respectivamente. Nao houve
diferencas significativas entre os diploides para as
concentracOes de 0 e 400 mg L-*. Dantas et a. (2005),
mostraram que o &cido bérico néo teve efeito positivo
para essa caracteristica em experimento com maca,
enquanto Milutinovic et al. (1996), obtiveram
resultados positivos utilizando acido boérico em
variedades distintas de macieiras, 64,2 e 88,3% de
germinagdo para as cultivares Jonathan e Golden
Delicious, respectivamente.

Figura 2 — Gréos de pdlen do dipl6ide 9179-03 em meio de cultura padréo com 15% de sacarose.
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Figura 3 — Gréos de pdlen do dipl6ide M53 em meio de cultura padréo com 15% de sacarose.

Tabela 2 — Valores médios de germinagdo de gréos de polen e comprimento de tubo polinico para os dipl6ides de
bananeira submetidas a diferentes concentrag@es de acido bérico (mg L) Cruz das Almas - BA, Embrapa Mandioca e
Fruticultura Tropical, 2008.

Concentragdes de acido borico

Variedades
0 100 200 300 400 500
Gréaos de pdlen germinados (%)

Cacutéa 0,1761 a 75,8256 a 25,9337 c¢c 36,4547 ¢ 66,1168 b 62,3547 a
Lidi 17951 a 79,0147 a 60,4389 b 65,7016 b 55,3873 ¢ 59,1242 a
9179-03 1,6265 a 29,5985 b 32,3935 ¢ 82,5949 a 36,8211 d 40,2662 b

8987-01 1,8243 a 74,4967 a 79,4844 a 41,3237 ¢ 87,7106 a 3,1344c
86B79-12 31344 a 31,7061 b 53,1434 b 68,4778 b 49,8704 d 68,0381 a

Comprimento do tubo polinico (mm)

Cacuta 8,0000 a 16,2500 a 11,5625 ¢ 12,8750 b 14,5625 a 13,9375b
Lidi 3,2500 a 10,5000 b 18,2500 a 20,0625 a 16,3750 a 19,5000 a
9179-03 3,2500 a 17,5000 a 15,1875 b 15,3125 b 15,3125 a 14,4375 b

8987-01 4,0833 a 20,1875 a 18,0000 a 16,6875b 17,5625 a 6,0000 c
86B79-12 6,0000 a 17,7500 a 21,1250 a 16,8125b 12,9375 a 21,3750 a

M édias seguidas pela mesma | etra nas colunas pertencem ao mesmo grupo pelo teste de Tukey 5% de probabilidade do erro.

Na Tabela 3, sdo apresentados as equacbes diferentes dipléides de bananeira em fung¢éo das
polinomiais gjustadas, com seus respectivos valores dos  concentragfes de é&cido borico (mg L?). Para a varidvel
coeficientes de determinaco e pontos de méximo, paraos  porcentagem de germinacdo dos gréos de pdlen para o
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Tabela 3 — Equagdes polinomiais, coeficientes de determinagdo (R?) e pontos de maximo de germinagao de graos de
polen e comprimento do tubo polinico para dipléides de bananeira submetidos a diferentes concentragdes de acido

bérico (mg L). Cruz das Almas - BA, Embrapa Mandioca e Fruticultura Tropical, 2008.

Variedades Equagdo R’ Ponto de maximo
Graos de pollen germinados (%)
Calcuta -0 - -

Lidi § ** =-0,0006x> +0,3617x + 17,887 0,5705 301,4167 Max.
9179-03 § ** =-0,0006x> + 0,3587x - 0,5803 0,6437 298,9167 Max.
8987-01 §** =-0,0011x> + 0,5564x + 10,479 0,6148 252,9091 Max.

86B79-12 § ** =-0,0004x> + 0,3021x + 4,93 0,8900 377,625 Max.
Comprimento do tubo polinico (mm)
Calcuta - - -

Lidi § ** =-0,0001x> + 0,088x + 3,5134 0,9136 440,0000 Max.
9179-03 § ** =-0,0001x* + 0,0734x + 6,0134 0,6657 367,0000 Max.
8987-01 ¥ ** =-0,0002x> + 0,1127x + 6,2202 0,8013 281,7500 Max.

86B79-12 - - -

Msem ajuste de equacdes significativas com significado bioldgico.

diploide Calcuta, ndo foi possivel o ajuste de equagdo
significativa e¢ com significado bioldgico. As
concentragdes que propiciaram a maxima germinagao para
os diploides 8987-01 ¢ 86B79-12 variaram de 252,91 a 377,
63 mg L', respectivamente. A variavel comprimento do
tubo polinico para os dipldoides Calcuta e 86B79-12, ndo foi
possivel o ajuste de equagao significativa e com significado
bioldgico. Os valores de acido borico para os diploides
8987-01 e Lidi que propiciaram o maior comprimento do
tubo polinico variaram de 281,75 a 440,00 mg L,
respectivamente.

Os resultados obtidos neste experimento sdo
semelhantes ao encontrados em outras espécies (Almeida
etal., 1987; Silvaetal., 1999; Pio et al., 2004).

CONCLUSOES

O meio de cultura padrio para a germinagdo de graos
de pdlen suplementado com 15% de sacarose, proporciona
uma maior percentagem de germinagao para os diploides
de bananeira avaliados.

A concentragdo de acido bérico adicionado ao meio
de cultura para a germinagao de graos de p6élen de bananeira
dipléide ¢ dependente do genotipo.
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