677

EFEITO DA CONCENTRACAO DE SACAROSE NA
GERMINACAO in vitro DO POLEN DE CINCO ACESSOS
DE BACURIZEIRO (Platonia insignis MART.)!

VALDOMIRO AURELIO BARBOSA DE SOUZA?", ELLEN DE MOURA VALE?,
SULIMARY OLIVEIRA GOMES*, MARIA DO PERPETUO SOCORRO DAMASCENO COSTA’,
ALANE ROSANE CASTRO GUIMARAES*

RESUMO - O bacurizeiro ¢ uma das espécies fruteiras nativas de maior importancia socioecondmica das
regides Norte e Meio-Norte do Brasil. No entanto, ainda hé caréncia de conhecimentos cientificos sobre
a espécie, especialmente sobre sua biologia floral, mecanismos reprodutivos e viabilidade do pdlen. O
conhecimento sobre a viabilidade do pdlen ¢ fundamental para o melhoramento genético, especialmente
quando se tem em mente a realizacao de hibridiza¢des controladas. O objetivo deste trabalho foi avaliar
o efeito da sacarose e de acessos na viabilidade do polen de bacurizeiro por meio da germinagao in vitro.
Avaliaram-se cinco acessos (BGB 6, BGB 11, BGB 48, BGB 32 e BGB 16) de bacurizeiro combinados com
um tratamento-controle, sem sacarose, € quatro concentra¢des de sacarose (5; 7,5; 10 € 20%), em delineamento
inteiramente ao acaso, em arranjo fatorial 5 x 5, com oito repeti¢des. Na maioria dos acessos, a germinagao
in vitro do pdlen atingiu um maximo (71,1 e 63,0%) entre as concentragdes de sacarose de 9,4 ¢ 9,7% e, a
partir dai, caiu de forma drastica até atingir um percentual inferior a 10% de germinacdo na concentracdo
de 20% de sacarose. Foram encontrados bons percentuais de germinagao (entre 63,0 e 77,1%) para todos os
acessos, com exce¢do do acesso BGB 16, que ndo alcangou 50%.

Palavras-chave: Clusiaceae, viabilidade do pdlen, melhoramento genético, meio de cultura, pélen fresco.

EFFECT OF SUCROSE CONCENTRATION ON POLLEN IN VITRO
GERMINATION OF FIVE BACURY (Platonia insignis MART.) ACCESSES

ABSTRACT - The bacury tree is a native fruit species of great socio-economic importance of North and
Mid-North regions of Brazil. However, there is insufficient scientific knowledge on the species, especially
on its floral biology, reproductive mechanisms and pollen viability. Knowledge about pollen viability is
essential for the genetic breeding, especially for controlled hybridizations. The aim of this study was to
evaluate the effect of sucrose and of access on the viability of bacury pollen by in vitro germination. Five
bacury accessions (BGB 6, BGB 11, BGB 48, BGB 32 and BGB 16) and five sucrose concentrations (0, 5,
7.5, 10, and 20%) were evaluated in a completely randomized design in a 5 x 5 factorial arrangement, with
eight replications. In the majority of the accessions, pollen germination in vitro reached a maximum (71.1
to 63.0%) sucrose concentrations between 9.4 and 9.7% and from then fell dramatically until a percentage
lower than 10% germination at a concentration of 20% sucrose. Showed good germination percentages
(between 63.0 and 77.1%) for all accessions, except access BGB 16 did not reach 50%.

Index terms: Clusiaceae, pollen viability, breeding, culture medium, fresh pollen.
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INTRODUCAO

O bacurizeiro (Platonia insignis Mart.) é
uma espécie frutifera e madeireira originaria da
Amazodnia, mas com dispersao nas regides adjacentes
do cerrado dos Estados do Maranhao e Piaui (SOUZA
et al., 2013). Apresenta elevado potencial de uso
na alimentacdo das populagdes das regides Norte e
Nordeste Ocidental dada a grande apreciagdo de seus
frutos, que podem ser utilizados tanto para consumo
in natura quanto para processamento. Estimativas
indicam que somente na cidade de Belém-PA, sao
comercializados, anualmente, em torno de sete
milhdes de frutos, com valor total de US$ 1,61 milhao
(CARVALHO et al., 2002).

O fruto do bacuri é usado na fabricacdo
principalmente de sucos e doces, e das sementes ¢
extraida uma banha que, ao ser aquecida, solubiliza-
se e ¢ usada na medicina popular para o tratamento de
varias doengas (AGRA et al., 2007). Ja sua madeira,
considerada como madeira de lei, apresenta boas
propriedades, podendo ser utilizada na construgdo
civil e naval (SARAIVA et al., 2013).

Obacurizeiro ¢ uma planta predominantemente
alégama, com autoincompatibilidade esporofitica
que apresenta flores grandes, actinomorfas,
hermafroditas, com cinco pétalas carnudas, androceu
com numerosos estames, gineceu sincarpico, estigma
ramificado (SARAIVA, et al., 2013), e seu polen ¢
pegajoso, o que dificulta a polinizagdo anemdfila.

A analise da fertilidade do pdlen ¢ um
dos fatores importantes para se estabelecer as
estratégias de um programa de melhoramento para
a espécie, como, por exemplo, numero de genotipos
a serem envolvidos nos cruzamentos, quantidade
de cruzamentos, condi¢des e necessidade de
armazenamento do polen, técnica, ou técnicas, de
polinizagdo a ser empregada, entre outros. Esse
conhecimento da viabilidade do polen também ¢
importante em testes de procedéncia e de progénie.

Por isso, diversos estudos sobre a viabilidade
polinica em diferentes espécies frutiferas, como
pessegueiro (RASEIRA; NAKASU, 2002), cerejeira
(FRANZON; RASEIRA, 2006), guabirobeira
(FRANZON et al., 2006), pitangueira (FRANZON
et al., 2007), romanzeiro (PRAKASH et al., 2010)
e bacurizeiro (SINIMBU NETO et al., 2011), e
ndo frutiferas, como espinheira (SHARAFI, 2010)
e pinhdo-manso (LYRA et al., 2011), vém sendo
realizados, e a analise da viabilidade do polen tem
sido empregada com o objetivo de subsidiar, direta
ou indiretamente, os programas de melhoramento.

Segundo Galletta (1983), diversos métodos
que podem ser empregados para determinar a

viabilidade do polen, sendo a germinagdo in vitro
capaz de determinar a real capacidade de germinagao
do pélen em condi¢des adequadas, e por isso, muito
utilizada para determinar a viabilidade do p6len em
programas de melhoramento genético. Esse método,
porém, pode softrer influéncia de varios fatores, como,
por exemplo, espécie, meio de cultura, temperatura,
tempo de incubagdo, condi¢des de armazenamento
do polen e, ainda, estadio de desenvolvimento da flor
quando da coleta do pélen (ALMEIDA et al., 2011).

O principal componente do meio de cultura
para a germinacdo do pdlen sdo os agticares (LYRA
et al., 2011), que, além de desempenhar papel
nutritivo para a germinagdo de polen, atuam no
estabelecimento do equilibrio osmoético que facilita
a difusdo dos nutrientes para os graos de pdlen
(TAYLOR; HEPLER, 1997; ALCARAZ etal.,2011).

O objetivo deste trabalho foi avaliar a
viabilidade de pélen de cinco acessos de bacurizeiro,
utilizando a técnica de germinagdo in vitro com
diferentes concentragdes de sacarose.

MATERIAL E METODOS

O polen foi coletado em flores de cinco
acessos de bacurizeiro do Banco de Germoplasma
da Embrapa Meio-Norte, provenientes de diferentes
areas de coleta, do Maranh@o e Piaui (Tabela 1), logo
apos a antese. Depois de coletadas, as flores foram
acondicionadas em sacos plasticos e levadas para o
laboratorio, onde foram depositadas em bandejas de
isopor. O estudo foi desenvolvido no Laboratorio de
Cultura de Tecidos Vegetais da Embrapa Meio-Norte,
em Teresina-PI.

A germinagdo foi realizada em placas de
Petri, utilizando-se de polen fresco dos seguintes
acessos de bacurizeiro: BGB 6, BGB 11, BGB
16, BGB 32 ¢ BGB 48. Esses acessos foram
recentemente caracterizados quanto a divergéncia
genética através de marcadores moleculares (ISSR)
por Souza et al. (2013).

Os meios de cultura utilizados na germinagao
in vitro do pélen foram: (1) 0,5% de Agar, sem
sacarose (controle); (2) 0,5% de Agar + 5% de
sacarose; (3) 0,5% de Agar + 7,5% de sacarose; (4)
0,5% de Agar + 10% de sacarose e (5) 0,5% de Agar
+20% de sacarose.

Os componentes do meio de cultura foram
dissolvidos em agua destilada e aquecidos em forno
micro-ondas até a dissolugio por completo do Agar.
Devido a elevada oleosidade, o polen foi espalhado
sobre a superficie das placas de Petri com o auxilio
de um pincel, antes da distribui¢do do meio de
cultura nestas. Utilizou-se, aproximadamente, de
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10 mL de meio por placa. Em seguida, as placas
de Petri contendo o pélen foram colocadas sobre
bandejas de isopor com papel-filtro umedecido, e
transferidas para sala de crescimento, a temperatura
de 25°C + 2°C, sob intensidade luminosa de 1.000
lux, por trés horas.

A avaliag@o da germinagdo foi realizada em
microscopio Optico, com objetiva de aumento de
10x, por meio da contagem dos grdos de polen. As
contagens foram feitas em oito campos de visao,
focalizados ao acaso, onde se contaram o nimero
total de graos de poélen e o nimero de graos de pélen
germinados. Para efeito de contagem, consideraram-
se apenas campos de visdo com, no minimo, 30
graos de poélen, sendo que cada campo constituiu
uma repeticdo. Foram considerados germinados os
grdos de pélen cujo comprimento do tubo polinico
ultrapassava o diametro do proprio grao de polen.
O delineamento experimental foi o inteiramente ao
acaso, em arranjo fatorial 5 x 5, com oito repetigoes.

Os dados foram submetidos a analise de
variancia, para avaliagdo dos efeitos de acesso ¢ de
concentragdo de sacarose, bem como da interagdo
entre esses dois fatores, sendo as médias de
acessos comparadas pelo teste de Duncan, a 5% de
probabilidade. Em seguida, o efeito de concentragdo
de sacarose foi avaliado por meio da analise de
regressao polinomial, mais apropriada para esse fim.
As analises foram realizadas, utilizando o programa
SAS (SAS Institute, 2001), sendo os graficos obtidos
com o auxilio dos programas TableCurve 2D, versdo
2.0 e Excel, versao 2007.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A analise de variancia indicou efeitos
significativos (P<0,01) de acesso ¢ de concentragdo
de sacarose, bem como da intera¢do entre eles, na
germinacdo in vitro do pdlen dos cinco acessos de
bacurizeiro estudados (Tabela 2).

Os resultados médios da germinacdo in
vitro do pblen para cada um dos cinco acessos,
nos diferentes niveis de sacarose, bem como a
germinagdo com base na média dos cinco acessos,
estdo apresentados na Figura 1. Observa-se, com base
nas equagdes de predicdo, que o efeito da sacarose
na germinagdo in vitro do pdlen mostrou efeito
quadratico, indicando que ha um ponto de maxima
para a concentracdo de sacarose, que maximiza a
germinacdo do pélen, e a partir do qual a germinacao
decresce até o limite em que a germinagdo ¢
completamente inibida.

Em todos os acessos, exceto BGB 16, e,
também, na média destes, a germinagdo do poélen

aumenta, atingindo um maximo com a concentra¢ao
de sacarose a 9,4 ¢ 9,7% e, a partir dai, cai de forma
drastica até atingir um percentual de germinacdo
inferior a 10% na concentragdo de 20% de sacarose.
No acesso BGB 16, a germinagdo maxima foi obtida
na concentragdo de 12,7% de sacarose, € o limite a
partir do qual ndo havera mais germinagao do pélen
deve ser atingido entre 25 e 26% de sacarose. Nos
demais acessos e na média destes, esse limite deve ser
atingido numa concentragdo muito proxima de 20%.
O acesso BGB 16 foi 0 Ginico em que a germinagao
do polen ficou acima de 30% na concentragdo de
20% de sacarose, percentual esse que €, pelo menos,
trés vezes superior aos obtidos nos demais acessos
e na média destes (Figura 1). Em damasco, Asma
(2008) obteve maiores médias de germinagdo in vitro
do polen de oito cultivares com 15% de sacarose.
Em Jatropha L., Lyra et al. (2011) encontraram o
maior indice de germinag¢do em 10% de sacarose,
ndo observando germinagdo na concentragdo de
30%. Ja em roma, Prakash et al. (2010) obtiveram
as maiores médias de germinacdo do polen na
concentracdo de 15% de sacarose, porém esses
autores obtiveram germinagao inferior a 50%. Estes
resultados evidenciam que a exigéncia de sacarose,
para que o polen germine corretamente, pode variar
entre espécies e até mesmo dentro da mesma espécie
(ROSELL et al., 1999).

Os coeficientes de determinagdo (R?) das
equagdes de predigao da germinagao in vitro do polen
variaram de 0,85 (acesso BGB 32) a 0,97 (acesso
BGB 6), sendo de 0,98 na equagdo que representa a
germinacdo com base na média dos acessos (Figura
1), indicando ajustes muito bons dos modelos aos
dados.

Na Figura 2, sdo apresentados os resultados
da germinacdo in vitro do pélen dos cinco acessos de
bacuri, em cada concentragdo de sacarose. Observa-
se que a sacarose influenciou na porcentagem de
germinagdo in vitro do poélen e, também, como o
comportamento dos acessos foi diferenciado dentro
de cada nivel de sacarose, evidenciando a interagao
acesso x concentragdo de sacarose.

Na auséncia e na presenga de 20% de
sacarose, a germinacdo in vitro do pdlen foi, em
média, muito pobre (10,5 ¢ 12,8% de média dos
acessos, respectivamente) (Figura 2), confirmando
a importancia da adequagdo da concentragdo de
sacarose no meio para o desenvolvimento do tubo
polinico. O ajuste da concentragdo de sacarose para
a germinacdo do podlen ¢é essencial, pois, além de
seu papel osmotico, ela também atua na indugdo
de modificagdes fisiologicas e metabodlicas, como
o aumento da permeabilidade do tubo polinico
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(RODRIGUEZ-ENRIQUEZ et al., 2013), que podem
levar desde o crescimento do tubo polinico, até o
rompimento dos graos de polen.

Na concentra¢do de 5% de sacarose, 0s
maiores percentuais de germinagao in vitro do pdlen
foram obtidos para os acessos BGB 11 (66,7%) ¢
BGB 48 (62,0%), os quais nao diferiram entre si,
porém, diferiram dos demais acessos. O acesso BGB
6, com 54,7% de germinagdo, também apresentou
um nivel satisfatorio de viabilidade do polen nessa
concentragdo de sacarose.

As concentragdes de 7,5 ¢ 10% proporcionaram
os maiores percentuais de germinagdo in vitro do
pélen (73,1 ¢ 77,1%), respectivamente, para o acesso
BGBI11. O acesso BGB 32, com médias de 66,84 ¢
64,11% em 7,5 ¢ 10% de sacarose, respectivamente,
teve a segunda melhor performance de germinagao
in vitro do pélen nessas concentragdes, dentre os
acessos avaliados (Figura 2). Por sua vez, no caso
do acesso BGB 48, apenas a concentracao de 7,5%
de sacarose permitiu ao polen alcangar seu melhor
desempenho, com 65,98% de germinagdo. De
acordo com Garcia et al. (2012), a sacarose ¢ um
dos componentes essenciais a germinagdo do polen,
fornecendo energia para o crescimento do tubo
polinico com a sintese de novas células da parede
celular.

Esses resultados indicam que os acessos de
bacuri estudados, a exce¢do do BGB 16, apresentam
pélen com indice satisfatorio de viabilidade, posto
que um grao de polen de boa qualidade apresenta
germinacdo acima de 50% (SCORZA; SHERMAN,
1995; RASEIRA; NAKASU, 2002). De acordo com
Nascimento et al. (2012), graos de pdélen com baixa
viabilidade resultam, geralmente, em um pobre
pegamento de frutos. Os percentuais de germinagao
in vitro obtidos no presente estudo sdo similares
aos encontrados na literatura para cerejeira-do-rio-
grande (FRANZON; RASEIRA, 2006) e superiores
aos encontrados em pitangueira (FRANZON et
al., 2007), romanzeira (PRAKASH et al., 2010) e
bacurizeiro (SINIMBU NETO et al., 2011). Neste
ultimo, as médias de germinagdo nao alcangaram
50%, mesmo utilizando as concentra¢des de 7,5 e
10% de sacarose no meio de cultura. Esses resultados
reforgam que a resposta do polen a germinagdo pode
sofrer influéncia de outros fatores, como o proprio
genotipo utilizado, ja que, utilizando as mesmas
condigdes descritas aqui, esses autores tiveram uma
germinacdo muito inferior.

Essa grande diferenga na porcentagem de
germinagao do podlen encontrada por Sinimbi Neto
et al. (2011), quando comparada ao encontrado
no presente trabalho, pode ser devido a grande

variabilidade genética encontrada para esta espécie.
Souza et al. (2013), estudando a diversidade genética
de 72 genotipos de bacurizeiro provenientes do
banco de germoplasma da Embrapa Meio Norte,
identificaram grande variabilidade genotipica,
mesmo entre gendtipos provenientes do mesmo local
de coleta. Tal fato pode ser observado entre o genétipo
BGB 16 (44,2%) e os gendtipos BGB 6 e 11 (63,0 ¢
77,1%, respectivamente) que, embora provenientes
do mesmo local de coleta (Barras-PI), apresentaram
grande variagdo na porcentagem de germinagdo
utilizando a mesma concentragdo de sacarose:10%.
Ainda segundo esses autores, as plantas provenientes
da cidade de Barras-PI, obtiveram os maiores indices
de diversidade intrapopulacional.

O acesso BGB 48 mostrou-se bem mais
sensivel a alteragdes nos niveis dessa fonte de
carbono que os demais acessos, havendo grande
alteragdo na germinacdo do pdlen quando o mesmo
foi submetido a 5 ¢ 10% de sacarose. Por outro lado,
o pblen do acesso BGB 16, cuja média de germinacao
in vitro (33,11%) obtida na concentragdo de 20%
de sacarose ndo difere muito daquelas obtidas nas
demais concentragdes, aparentemente mostra menor
sensibilidade a altera¢des nos niveis de sacarose
(Figura 2). Contudo, os percentuais médios de
germinacdo do polen deste acesso obtidos no presente
trabalho indicam que seu p6len tem baixa viabilidade,
0 que pode trazer problemas para o emprego desse
acesso em cruzamentos.

Deve-se notar, contudo, que além dos efeitos
genéticos, € possivel que outros fatores, por exemplo,
o tempo de incubagdo, tenham contribuido para
o baixo percentual de viabilidade do polen para o
acesso BGB 16. De acordo com Franzon ¢ Raseira
(2006) e Franzon et al. (2007), o tempo de incubagio
necessario para o polen de germinagdo in vitro varia
com a espécie ¢ mesmo dentro de cada espécie.
O tempo de incubacdo de trés horas, utilizado no
presente estudo, foi escolhido com base em testes
iniciais, que mostraram que a germinagao in vitro dos
graos de pdlen de bacuri tem inicio apoés uma hora
de incubag@o ¢ que, apds duas horas de incubacdo,
os tubos polinicos podiam alcangar, na maioria dos
casos, o comprimento de, pelo menos, 3-4 vezes o
diametro do grdo de polen. Isto indica, portanto, que
trés horas de incubag@o, ¢ tempo longo o suficiente
para determinar a viabilidade do pélen desta espécie.
No entanto, como a germinag@o de poélen também
pode variar dentro da espécie, como ja mencionado
por Franzon e Raseira (2006) e Franzon et al. (2007),
¢ possivel que, no caso do acesso BGB 16, o tempo
requerido pode ser de mais de trés horas.

Rev. Bras. Frutic., Jaboticabal - SP, v. 35, n. 3, p. 677-684, Setembro 2013



EFEITO DA CONCENTRACAO DE SACAROSE NA GERMINACAO in vitro...

70

60

50

40

30

Germinagio (%)

20

G=17,57 + 10,66 CS - 0,56 CS *
R?=0,96
C.V. (%) = 12,51

70

60

50

40

30

Germinagio (%)

20

70

60

50

40

30

Germinacio (%)

20

0 5 10 15 20

Concentragio de Sacarose (%)

BGB 32

G =5,98+10,32 CS - 0,55 CS? + 0,002CS?
R*=0,85
C.V. (%) =29,91

T T T T T T T 1
0 5 10 15 20

Concentragio de Sacarose (%)

G = 15,67+ 9,68 CS - 0,50 CS*
R?=0,97
C.V. (%) =19,82

0 5 10 15 20

Concentraciio de Sacarose (%)

Germinagio (%)

Germinagio (%)

Germinagio (%)

90

80

70

60

50

45

40

70

60

50

40

30

20

681
B
G=13,14+13,39 CS - 0,69 CS*
R2=095
C.V (%) =1583
0 5 10 15 20
Concentraciio de Sacarose (%)
G=3,60+6,85CS -0,27 CS*
R?=0,86
C.V. (%) =19,34
L
0 5 10 15 20
Concentraciio de Sacarose (%)
F
Média
G=12,33+11,09 CS - 0,57 CS*
R*=0,98
C.V. (%) = 28,57
T T T T T T T 1
0 5 10 15 20

Concentragiio de Sacarose (%)

FIGURA 1 - Germinagdo in vitro de cinco acessos de bacurizeiro em fungdo da concentracdo de sacarose.
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FIGURA 2- Efeito de acesso dentro de concentragdo de sacarose na germinagao in vitro do poélen de ba-
curizeiro.

TABELA 1- Locais de coleta de acessos de bacurizeiro analisados no presente estudo.

Acesso Localizacio da coleta (coordenadas)
BGB 6 Barras-PI (04°14°49S; 42°17°45”W)
BGB 11 Barras-PI (04°14°49”S; 42°17°45”W)
BGB 16 Barras-PI (04°14°49”'S; 42°17°45”W)
BGB 32 Timon-MA (05°05°38”S; 42°50°13”W)
BGB 48 Santa Quitéria-MA (03°30°57”’S; 42°32°49”W)

TABELA 2- Resumo da analise de variancia dos dados de germinagdo in vitro do pélen de bacurizeiro.

Fonte de Variacao GL QM
Acesso (A) 4 3606,683**
Concentracdo de sacarose (CS) 4 26089,389%**
AxCS 16 1388,171%**
Rep 7 56,486
Residuo 160 35,353
Total 191 -

**Significativo a 1% pelo teste F.
CV (%) = 16,11
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CONCLUSOES

1-A germinagao in vitro do polen da maioria
dos acessos de bacuri analisados aumenta, atingindo
um maximo com a concentragdo de sacarose de 9,4 ¢
9,7% e, a partir dai, cai de forma drastica até atingir
um percentual de germinacao inferior a 10% na
concentragdo de 20%.

2-Com excec¢do do acesso BGB16, todos
os acessos avaliados apresentam polen com boa
viabilidade, porém os acessos BGB 11, BGB 32 ¢
BGB 6 sd0 os que tém pdlen com as melhores taxas
de germinacao in vitro.

3-As combina¢des envolvendo os acessos
BGB 11 em meio com 10% de sacarose, € 0s acessos
BGB 11, BGB 32 ¢ BGB 48, em meio com 7,5%
de sacarose, resultaram nas maiores médias de
germinacgao in vitro do polen de bacuri.

4-Mesmo sob as mesmas concentragdes de
sacarose, a porcentagem de germinacdo do pdlen
pode variar de acordo com o acesso utilizado.
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