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Inducdo da germinacao in vitro de graos de
polen de Musa velutina

Introducao

Atualmente, a criacdo de hibridos interespecificos representa uma possibilidade
altamente desejavel em relacao as flores e plantas ornamentais, considerando-se
que o surgimento de novos materiais com potencial ornamental é um importante
mobilizador do mercado destes produtos.

Porém, a obtencado de hibridos interespecificos é dificultada por barreiras pré-
zigbticas (como incompatibilidade entre graos de podlen e estigmas, crescimento
lento do tubo polinico, estilete muito longo, abscisdo precoce da flor, etc) ou pés-

zigbticas (a fertilizacdo ocorre, mas o embrido hibrido é abortado, devido a
degeneracao ou desenvolvimento anormal do endosperma).

A polinizacdo in vitro tem sido utilizada no resgate de hibridos raros, cujos
mecanismos de incompatibilidade impedem a hibridagdo natural entre espécies.
Esta técnica envolve a cultura de 6vulos isolados ou contendo a placenta, nos
quais sao depositados os graos de pdlen, em germinacdo ou nao. Esta intima
associacao elimina barreiras de incompatibilidade que possam estar no estigma,
estilete ou ovario. Sendo assim, os gametas masculino e feminino combinam-se
para produzir o zigoto, desenvolvendo-se posteriormente em embriao.

Portanto, o desenvolvimento de protocolos para a fertilizacdo /in vitro apresenta-se
como uma ferramenta de grande importancia para subsidiar trabalhos de
melhoramento.

A bananeira ornamental (Musa velutina H. WendIl. & Drude), também conhecida
como bananeira de jardim, é uma espécie da familia Musaceae. E um arbusto
perene, de textura herbacea, de porte ereto, que forma touceiras, rizomatosa, de
folhas largas verdes brilhantes, lisas com peciolos longos, com uso ornamental.
Sua inflorescéncia é ereta, curta, disposta no apice do pseudocaule, com bracteas
réseas também de uso ornamental. Seu cacho é ereto e exdtico, com bananinhas
rosadas, bastante valorizadas na confeccao de arranjos florais.

O objetivo deste trabalho foi determinar os meios de cultura mais adequados para o
estabelecimento e germinacao in vitro de graos de pdélen de M. velutina, considerando a
auséncia de trabalhos na literatura cientifica abordando este tema. Estudos realizados
com outras espécies mencionam a utilizacdo de pH 6,5, concentracdes de sacarose de
20 a 300 g.L", acido bédrico de 50 a 200 mg.L" e nitrato de célcio de 300 a 2.000
mg.L" para grdos de pélen de maracujazeiro (SILVA et al., 1999); 0 a 200 g.L" de
sacarose, 200 mg.L" de &cido bérico, 800 mg.L" de nitrato de célcio e pH de 3,5 a 6,5
para graos de poélen de citros (SALLES et al., 2006); 100 g.L" de sacarose e 100 mg.L"
' de 4cido bérico para graos de pélen de tomateiro (Silva et al., 2000); e 0 a 50 g.L" de
sacarose e 0 a 40 mg.L" para gréos de pélen de macieira (DANTAS et al., 2005).

Material e métodos

Foram coletados grdos de pélen de flores de M. velutina, no momento da antese, a
partir de plantas cultivadas na Embrapa Ronddénia, em Porto Velho. Estes graos de
poélen foram imediatamente inoculados em placas de Petri contendo 10,0 mL de meio
de cultivo sélido, contendo agar a 8,0 % e concentracdes varidveis de sacarose, acido
bérico e nitrato de célcio e com diferentes niveis de pH. A incubacéo foi feita a 24 41
°C, no escuro, no Laboratério de Cultura de Tecidos Vegetais da Embrapa Rondonia.
Foram conduzidos quatro ensaios, variando-se o pH e as concentracdes dos
componentes do meio de cultura, conforme demonstrado nas Tabelas 1 a 4.



2

Inducéo da germinacéo in vitro de grdos de pdlen de Musa velutina

Tabela 1. Ensaio 1 - meios de cultivo utilizados para
o estabelecimento e germinacao /in vitro de graos de
pdlen de M. velutina, variando o pH do meio.

Reagentes Concentragdes
Agar (%) 8,0
Sacarose (g") 100,0
H3BO3 (mg™') 200,0
Ca (NO3) . 4 H20 (mg™) 600,0
pH 4,0;5,0;60¢e 7,0

Fonte: Elaborado pelo autor.

Tabela 2. Ensaio 2 - meios de cultivo utilizados para
o estabelecimento e germinagao /in vitro de graos de
pélen de M. velutina, variando a concentracao de
sacarose do meio.

Reagentes Concentracoes
Agar (%) 8,0
Sacarose (g) 0,0; 50,0; 100,0; 150,0 e 200,0
H3BO3 (mg') 200,0
Ca (NO3) . 4 H20 (mg™) 600,0
pH 6,0*

pH que resultou em maior porcentagem de germinacdo no
ensaio 1.
Fonte: Elaborado pelo autor.

Tabela 3. Ensaio 3 - meios de cultivo utilizados para
o estabelecimento e germinacao /in vitro de graos de
pdlen de M. velutina, variando a concentracdao de
acido bérico do meio.

Reagentes Concentracoes
Agar (%) 8,0
Sacarose (g) 50,0*
H3BO3 (mg™') 0,0; 100,0; 200,0; 300,0 e 400,0
Ca (NO3) . 4 H20 (mg™) 600,0
pH 6,0

* Concentracdo de sacarose que resultou em maior porcentagem

de germinacdo no ensaio 2.
Fonte: Elaborado pelo autor.

Tabela 4. Ensaio 4 - meios de cultivo utilizados para
o estabelecimento e germinagao /in vitro de graos de
pélen de M. velutina, variando a concentracao de
nitrato de calcio do meio.

Reagentes Concentracoes
Agar (%) 8,0
Sacarose (g") 50,0
H3BOs (mg™) 300,0*
Ca (NO3) . 4 H20 (mg”) 0,0; 200,0; 400,0; 600,0; 800,0; 1000,0
pH 6,0

* Concentracéo de &cido boérico que resultou em maior porcentagem

de germinacéo no ensaio 3.
Fonte: Elaborado pelo autor.

Com auxilio de uma Ilupa (80x), foram feitas
observacdes da germinacdo in vitro dos graos de
poélen, de hora em hora, até 12 horas. A partir de
entdo, comecou a ocorrer degeneracdo dos tubos
polinicos, observando-se a perda da integridade destas
estruturas.

Todos os ensaios foram
repeticoes

realizados com quatro
(placas de Petri), em delineamento

inteiramente  casualizado, sendo a unidade
experimental composta por 100 graos de pdlen em
cada placa. Os resultados obtidos em cada ensaio
foram submetidos a andlise de regressao.

Resultados e discussao

A germinacao dos graos de pélen de M. velutina foi
gradualmente aumentada, do ensaio 1 ao 4, com a
adequacao crescente das condicdoes de cultivo. Nas
Fig. 1 a 4 estao apresentados os resultados referentes
a germinacado dos graos de podlen de M. velutina em
relacdo aos meios descritos nas Tabelas 1 a 4.
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Fig. 1. Germinacéo /n vitro de grdos de pélen de M. velutina, em
diferentes pH no meio de cultura, apds 12 horas de cultivo.

Letras diferentes indicam significancia pelo teste de Tukey, a 5 %.
Porto Velho: Embrapa Ronddnia, 2008.

Fonte: Elaborado pelo autor.

O pH teve efeito consideravel sobre a germinacéao
dos grdaos de pdélen. O pH 6,0 apresentou
porcentagem de germinacdo de 24 %, enquanto
que, nos pH 7,0, 5,0 e 4,0 foram observadas
porcentagens de germinacdo de 18%, 9% e 3%,
respectivamente. Estes resultados sao similares aos
obtidos por Salles et al. (2006), que testaram a
germinacao de graos de pélen de trés variedades de
citros em pH 3,5, 4,0, 4,5, 5,0, 5,5, 6,0 e 6,5,
obtendo a maior porcentagem de germinacao, em
torno de 12 %, com pH 6,5.
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Fig. 2. Germinacéo /n vitro de graos de pdlen de M. velutina, em
diferentes concentracoes de sacarose no meio de cultura, apés
12 horas de cultivo.

Letras diferentes indicam significancia pelo teste de Tukey, a 5 %.
Porto Velho: Embrapa Ronddnia, 2008.

Fonte: Elaborado pelo autor.



Utilizando o pH 6,0 (que resultou em maior
germinacdo no primeiro ensaio), foram entado
testadas cinco concentracdes de sacarose. Obteve-
se maior porcentagem de germinacdo na
concentracdo de 50 mg/L (41 %), enquanto que,
nas concentracbes de 100 mg/L, 150 mg/L e 200
mg/L obteve-se 25 %, 17 %e 25% de germinacao,
respectivamente. Quando nado se utilizou sacarose
no meio, obteve-se 22 %. O mesmo foi observado
por Silva et al. (1999), que testaram a germinacéao
de graos de pdélen de maracuja em concentracdes
de sacarose de 12,5 g.L"a 300 g.L", e obtiveram a
maior germinacdo, em torno de 47 %, com a
utilizacdo de 50 g.L' de sacarose. Resultados
diferentes foram obtidos por Dantas et al. (2005),
que utilizaram concentracées entre 0 g.L'' e 500
g.L" de sacarose na germinacido de grdos de pdlen
de macieira, observando maior germinacado na faixa
entre 150 g.L"e 250 g.L".
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Fig. 3. Germinacéao in vitro de graos de pdlen de M. velutina, em
diferentes concentracdes de acido bdérico no meio de cultura,
ap6s 12 horas de cultivo.

Letras diferentes indicam significancia pelo teste de Tukey, a 5 %.
Porto Velho: Embrapa Rondénia, 2008.

Fonte: Elaborado pelo autor.

No terceiro ensaio, observou-se o efeito de
concentracdoes de &cido bérico na germinacao de
graos de pdlen. A germinacao foi crescente, a partir
da auséncia de acido bérico, onde nao se observou
germinacdo, até atingir 51 % na concentracado de
300 mg/L. Nas concentracoes intermediarias, de
100 mg/L e 200 mg/L, obteve-se 25 % e 39% de
germinacdo. A concentragcao de 400 mg/L de acido
bérico resultou em apenas 11 % de germinacao.
Estes resultados diferem um pouco dos obtidos por
Silva et al. (1999), que utilizaram concentragdes de
50 mg.L"' a 200 mg.L"' de 4&cido bérico na
germinacao de grdaos de pdlen de maracujazeiro,
observando a maior germinacdo com a
concentracdo de 200 mg.L'. Pio et al. (2004),
avaliando a germinacado de graos de pélen de trés
variedades de citros, também obtiveram maiores
porcentagens de germinacdo de graos de pdlen de
citros com a concentracdo de 200 mg.L" de &cido
bérico, para duas variedades, e na auséncia deste,
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para uma das variedades. No trabalho de Dantas et
al. (2005), a auséncia ou presenca de acido bérico,
a 40 mg.L" no meio ndo afetou a germinacdo de
graos de pélen de macieira.
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Fig. 4. Germinacéao in vitro de graos de pélen de M. velutina, em
diferentes concentracoes de nitrato de célcio no meio de cultura,
apo6s 12 horas de cultivo.

Letras diferentes indicam significancia pelo teste de Tukey, a 5 %.
Porto Velho: Embrapa Rondénia, 2008.

Fonte: Elaborado pelo autor.

Em relacdo as concentracdes de nitrato de calcio
testadas, observou-se maior germinacdo (80 %)
com 400 mg/L. Acima disso, as porcentagens
diminuiram gradualmente, com 600 mg/L, 800 mg/L
e 1000 mg/L, nas quais obteve-se 53 %, 25 % e O
% de germinacao, respectivamente. No tratamento
onde nao se utilizou nitrato de calcio, ou com
apenas 200 mg/L deste, ndao se observou
germinacdao dos graos de podlen. Estes resultados
diferem dos obtidos por Pio et al., que avaliaram a
suplementacdo do meio com 400 mg.L" a 1.400
mg.L" de nitrato de célcio e obtiveram maior
porcentagem de germinacdo de graos de pdlen de
citros com a utilizacdo de 800 mg.L'. Diferentes
também sdo os resultados obtidos por Silva et al.
(1999), que avaliaram concentracdes de 300 mg.L™
a 2.000 mg.L"' deste composto, obtendo maior
germinacdo com 1.000 mg.L™".

Avaliando os quatro ensaios conjuntamente,
observa-se que a maior porcentagem de germinacao
obtida foi de 80 %. Esta porcentagem foi obtida
com a combinagcao do pH 6,0 com a suplementacao
do meio com 50 g.L" de sacarose, 300 mg.L" de
4cido bérico e 400 mg.L" de nitrato de célcio.

De acordo com estudos realizados com outras
espécies, sabe-se que o0s graos de podlen
binucleados apresentam maiores porcentagens de
germinacao /in vitro. Assim, se os graos de pélen de
M. velutina forem trinucleados no momento de
antese, talvez seja uma proposta interessante para
futuras pesquisas a coleta dos mesmos em fases
anteriores do seu desenvolvimento, quando ainda
seriam binucleados.
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Conclusoes

O pH mais adequado para a germinacao /in vitro de
graos de pélen de M. velutina é em torno de 6,0.

A concentracdo de 50 g.L" de sacarose estimula a
germinacao dos graos de pdlen.

A adicdo de acido bédrico é indispensavel para a
germinacao /n vitro de graos de poélen de M. velutina,
sendo mais eficiente em torno da concentracdo de
300 mg.L".

A suplementacdao do meio de cultivo com nitrato de
célcio, a partir de 200 mg.L" estimula a germinacéo
in vitro de graos de pélen de M. velutina, sendo que
o aumento da concentracdo, acima de 400 mg.L",
interfere negativamente na taxa de germinacao.

A combinacédo do pH 6,0 com 50 g.L" de sacarose,
300 mg.L" de &cido bérico e 400 mg.L" de nitrato
de célcio resulta em 80 % de germinacao.

O conhecimento dos procedimentos bdasicos para
manipulacdo do material vegetal envolvido na
fertilizacado in vitro serd uma ferramenta fundamental
na promocao de futuros trabalhos sobre fertilizacoes
interespecificas no género Musa.
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