ESTUDO DA GERMINACAO DO POLEN DO ALGODAO, GOSSYPIUM HIRSU-
TUM L., IN VITRO: | — EFEITOS DO AGAR, DA SACAROSE E DO CALCIO

RESUMO

Estudos em germinagdo do polen do algoddo,
Gossypium hirsutum L, in vitro foram conduzidos
visando melhor adequar os niveis de agar, sacarose e
nitrato de calcio. Os niveis de agar (0,8;1,0; 12;
1,5%), sacarose {10; 15; 20; 25%) e nitrato de célcio
(0,055; 0,060; 0,065; 0,070%)} foram testados, partin-
do-se de um meio bdsico contendo em solugdo aquosa
1% de agar, 15% de sacarose, 0,090% de sulfato de
manganés, 0,030% de dcido bérico, 0,060% de nitrato
de calcio e pH ajustado para 7. Nos niveis estudados,
para o agar, o aumento da concentracdo resultou em
melhor desempenho do processo germinativo do p6-
fen. Vinte e cinco por cento de sacarose determinou
uma taxa de germinag¢do e um tubo polinico mais lon-
go. O nitrato de cdlcio ndo exerceu influéncia sobre o
crescimento do tubo polinico, entretanto, com con-
centragées acima de 0,065%, a germinagdo de podlen
é reduzida.
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The effects of agar, sucrose, and cal-
cium nitrate upon pollen germination
and tube growth of cotton, Gossyipium
hirsutum L, were studied. The levels of
agar (0.8; 1.0; 1.2; 1.5%), sucrose (10:
15; 20; 25%) and calcium nitrate (0.05;
0.060; 0.065; 0.070%) were started from
a basal medium containing, in aquous so-
lution, 1% agar, 15% sucrose, 0.090%
manganous sulfate, 0.030% boric acid,
0.060% calcium resulted a better perfor-
mance of the pollen germination process.
Twenty five percent sucrose was found
to induce a higher percentage of pollen
germinated and the longest pollen tube.
The data presentes for calcium nitrate
indicated no effect in pollen tube
growth, whereas concentrations higher
than 0.065% reduced the rate of germi-
nation and significantly increased the
pollen eclosion.

INTRODUGAO

A viabilidade do pélen pode ser me-
dida através da polinizacdo direta no es-
tigma da flor (in vivo) e por germinacdo
em meio artifical especifico (in vitro).
Segundo alguns autores (JANSEN &
HERMSENS8 VISSER et aliil7 e BAR-
NABAS & RAJKI2) existe uma correla-
¢ao positiva entre a habilidade do po6len
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germinado em meio artificial e a forma-
¢do de semente /n vivo.

Agar, sacarose e nitrato de calcio sdo
algumas das substancias comumente uti-
lizadas no processo de germinacdo do p6-
len in vitro (SHARMA et alii13;
BARROWS3; PFAHLER et aliit1 e AL-
MEIDA1). A presenga do agar, no meio
de cultura, para a germinagdo do polen,
reduz a ocorréncia da eclosdo e aumenta
consequentemente a taxa de germinacao.
BREWBAKER & MAJUNDER4 consta-
taram que o agar também concorre para
um acentuado aumento de vigor de tubo
polinico.

Estudos tém demonstrado a existén-
cia de uma correlagdo positiva entre a
concentracdo de sacarose e a percenta-
gem de germinacdo de polen, bem como
um positivo efeito putricional do aclcar
para o crescimento do tubo polinico
(VASIL15), Além do mais a sacarose es-
tabelece o equilibrio osmotico entre o
polen e o meio de cultura (REMY12,
citado por GARCIA & IBANEZ 6).
NYGAARD10 conclui que, durante a
germinacao do podlen, o agucar é utiliza-
do como substrato respiratorio e mate-
rial para a formacdo do tubo polinico.

O objetivo deste trabalho foi estudar
o efeito do agar, da sacarose e do calcio
na germinagio e desenvolvimento do
tubo polinico do algodao.

MATERIAL E METODOS

O desenvolvimento deste estudo foi
realizado nos Laboratdrios de Citogené-
tica e Tecnologia de Sementes do Depar-
tamento de Fitotecnia do Centro de
Ciéncias Agrarias da Universidade Fede-
ral do Ceara, onde a temperatura do ar
variou de 26 a 28°C e a umidade relativa
de 65-80%. A coleta das fiores do algo-
ddo (cv. IAC-13) foi feita diariamente,
de 7: 30 as 8: 30 h da manhad, e transpor-
tadas imediatamente para o laboratorio.

Trés experimentos foram realizados
no periodo de fevereiro a maio de 1985,
nos quais niveis de agar (0,8; 1,0; 1,2;
1,5%), sacarose (10; 15; 25%) e nitra-

to de célcio (0,055; 0,060; O0,065;
0,070%) foram testados partindo-se de
um meio bdsico proposto por ALMEI-
DA1, contendo 1% de agar, 15% de saca-
rose, 0,090% de sulfato de manganés,
0,030% de acido borico, 0,060% de ni-
trato de célcio e pH ajustado para 7.

O meio nutritivo de germinagdo,
apds preparado, foi adicionado as |ami-
nas com o auxilio de uma micropipeta
(para cada tratamento 3 gotas) e, entdo,
armazenadas por um periodo de aproxi-
madamente 12 horas, em condi¢des de
laboratorio. Doze a 15 flores foram cole-
tadas e uma massa homogénea de pélen
foi formada em uma placa de petri. A
poliniza¢do das laminas foi feita com um
pincei artistico N.© 4 e, em condigbes de
laboratério, estas ficavam encubadas por
24h. Apbs esse periodo, o percentual de
germinagao e eclosdo do poélen, bem
como o comprimento do tubo polinico,
foram obtidos utilizando-se um micros-
copio de fabricagdo ‘’Nikon”’, equipado
com uma ocular micromeétrica.

O grao de polen foi considerado
como germinado se o comprimento do
seu tubo polinico fosse pelo menos igual
ao seu didmetro. A percentagem de ger-
minag¢do foi calculada sobre uma popula-
¢do tomada ao acaso, na objetiva do mi-
croscopio. Para medir o compri-
mento do tubo polinico, 20 grdos de p6-
len, também selecionados ao acaso, por
cada tratamento, sendo 4 repeticGes de 5
pblens, foram medidos e seus valores re-

RESULTADOS E DISCUSSAQ

Agar

Pelos resultados contidos na TABE-
LA 1, observa-se que as concentragOes de
agar estudadas (0,8; 1,0; 1,2 e 1,5%)
mostravam diferencgas significativas no
comportamento germinativo do grao de
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pélen. O aumento da concentragdo de
agar resultou em acréscimo da percenta-
gem de germinagdo e do comprimento
do tubo polinico. A melhor taxa de
germinacdo foi obtida com 1,2%
de agar (FIG. 1) e o maior comprimento
do tubo polinico com 1,5% (FIG. 2).
Estes resultados estdo em consonancia
com os encontrados por BREWBAKER &
MAJUMDER4. O agar na concentragdo
de 0,8% apresentou a menor percenta-
gem de germinacdo e o menor compri-
mento do tubo polinico. ALMEIDA1
observou que uma elevacdo acima de
1,0% da percentagem de agar proporcio-
nava um decréscimo tanto na taxa de
germinagdo como no comprimento do
tubo polinico. Provavelmente, a auséncia
de calcio e manganés, no meio pesquisa-
do pelo autor, deve ter alterado o equili-
brio osmético entre o pblen e 0 meio.

As andlises de variancia (TABELAS
2 e 3) mostram que houve predominan-
cia do efeito linear para germinacéo e o
crescimento do tubo polinico, o qual foi
significativo ao nfvel de 1,0% de probabi-
lidade.

Na concentragdo 0,08% de agar foi
observada a maior taxa de eclosdo do po-
len (TABELA 1), que por sua vez, apre-
sentou a menor percentagem de germina-
¢do, enquanto que a menor taxa de eclo-
sdo foi obtida na concentracdo 1,2% que
apresentou a maior percentagem de ger-
minagdo.

A andlise de varidancia (TABELA 2)
mostra que houve efeito linear para taxa
de eclosdo do pdlen, ao nivel de 1,0% de
probabilidade.

Os resultados deste estudo mostram
uma tendéncia de reducdo da eclosdao
com a adicao de agar até o nivel de 1,2%,
ao meio de cultura, o que concorda com
as conclusoes de MOLISCH9 e ESSERS5,
citados por VISSER16.

Sacarose

Os resultados apresentados na TA-
BELA 4 mostram que a taxa de germina-
¢do e eclosdo do polen, bem como o
comprimento do tubo polinico do algo-

ddo, foram afetados pelas concentracdes
de sacarose. Quando a sacarose foi
adicionada na concentracdo de
25,0%, o pblen apresentou maior taxa
de germinag¢do e um tubo polinico mais
longo (FIG. 3 e 4). Em semethantes con-
di¢cdes experimentais, TAYLOR14 obte-
ve 0os mesmos resultados, demonstrando
que a sacarose tanto influenciou o equi-
Iibrio osmoético como serviu de substrato
nutritivo para o crescimento do tubo po-
Iinico. Nas concentra¢cdes com 15,0 e
20,0% de sacarose, a diferenca ndo foi
estatisticamente significativa para germi-
nacdo e eclosdo do polen. Com relacdo
ao desenvolvimento do tubo polinico, as
concentracdes 15,0; 20,0 e 25,0% n3o
diferiram estatisticamente entre si.
BARROWS3 observou que a sacarose, até
0 maximo de 58,1% (1,7 M), ndo afetava
0 processo germinativo do p6élen do algo-
dao.

Na TABELA 4, pode-se observar,
ainda, que a eclosdo do poélen decresceu
com o aumento da concentracao de saca-
rose. Possivelmente, o desequilibrio os-
motico em nivel abaixo de 25,0% provo-
cou a maior taxa de eclosao de p6len.

As analises de varidncia mostram
que, a exemplo do que ocorreu com o
meio de cultura com agar, o efeito linear
para germinacao e eclosdo do pélen (TA-
BELA 5) e crescimento do tubo polinico
(TABELA 6) foi 0 mais importante.

Nitrato de célcio

Nas condi¢cdes em que foi realizado
este experimento, as concentracoes de
nitrato de calcio superiores a 0,0656% re-
duziram a germinagdo e aumentaram sig-
nificativamente a eclosao do pélen do
algoddo (TABELA 7). Nessa TABELA,
observa-se, ainda, que as diferentes con-
centragOes de nitrato de célcio n3o afeta-
ram de maneira significativa o compri-
mento do tubo polinico, embora o seu
melhor desenvolvimento tenha sido al-
cancado com 0,060% (FIG. 5).

As andlises de varidncia revelaram
efeitos significativos do nitrato de célcio
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para germinacdo e eclosdo do pélen (TA-
BELA 8) e ndo significativo para o cres-
cimento do tubo polinico (TABELA 9).
A subdivisdaao dos graus de liberdade
para as diferentes concentragdes de nitra-
to de calcio, em relagdo a percentagem
de germinagdo e eclosdo do poélen, reve-
lou, ao nivel de 1,0% de probabilidade,
significancia estatistica para o compo-
nente linear.

A comparacgao das médias da percen-
tagem de germinacao e eclosdo do pdlen,
mostrou que ndo houve diferenca signifi-
cativa entre as concentragGes 0,055,
0,060 e 0,065% de nitrato de célcio (TA-
BELA 7). A concentracdo 0,070% apre-
sentou a mais baixa taxa de germinacdo
{21,4%) e a mais alta em eclosdo
(56,3%). Estas concentracdes diferiram
significativamente das demais, ao nfvel
de 5,0% de probabilidade.

Sendo esperado aumento mais signi-
ficativo para a percentagem de germina-
¢a3o e menor taxa de eclosdo, com a adi-
¢do de nitrato de céalcio ao meio de cul-
tura, os resultados obtidos neste estudo
podem estar relacionados com a auséncia

de sulfato de magnésio e de nitrato de

potassio no meio de cultura, como veri-
ficaram GOVILA & RAQ7.
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Figura 1 — Germinagdo do pélen (43,3%) do algoddo num meio artificial com 1,2% de agar. 32X.

Figura 2 — Comprimento do tubo polinico (1.148,7 um) do algoddo num meio artificial com 1,5%
de agar. 32X.
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Figura 3 — Germinagdo do pélen (67,4%) do algoddo num meio artificial com 25,0% da sacarose. 32X.

Figura 4 — Comprimento do tubo polinico (1.380,0 um) do algoddo num meio artificial com 25,0% de saca-
rose. 100 X.
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Figura 5 — Germinagdo do pdlen (36,7%) e comprimento do tubo polinico (992,5 um) de algoddo num meio
artificial com 0,060% de nitrato de cédlcio. 32X.

TABELA 1

Germinagdo, Eclosdo e Comprimento do Tubo Polinico do Algoddo em Fun¢do de Quatro ConcentragSes
de Agar. Fortaleza, Ceara, Brasil, 19865.

Agar Germinacao Eclosdo Comprimento do Tubo
(%} de polen (%) do pélen (%) polinico (i m}

0,8 204c 578a 696,2b

1.0 319b 51,2 ab 887,5b

1,2 43,2 a 35,2b 881,2b

1.5 359b 39,8 ab 1.148,7 a

Médias seguidas da mesma letra na coluna ndo diferem estatisticamente, ao nivel de 5% de probabilidade pelo
teste de Tukey.

TABELA 2

Andlise de Varidncia Relativa @ Percentagem de Germinagdo e Eclosdo de Pélen em Quatro Concentragdes de
Agar. Fortaleza, Ceara, Brasil, 1985.

Causa da G.L. Quadrado Médio
Variagdo - e o e
Germinag¢do Eclosdo

Tratamento 3 548,09 ** 640,25 **
Regressao linear 1 1.004,22 ** 1.467,20 **
Regressao quadratica 1 537,52 ** 185,04 ns
Regressao clbica 1 102,52 ** 268,50 n.s
Residuo 20 13,33 138.89

b

significativo ao nivel de 1% de probabilidade
n.s = ndo significativo.
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TABELA 3

Andlise da Varidncia Relativa ao Crescimento do Tubo Polinico de Algoddo em Quatro ConcentragGes de Agat
Fortaleza, Ceard, Brasil, 1986.

Causa da Variagdo G. L. Quadrado Médio
Tratamento 3 138.468,27 *
Regressdo linear 1 365.175,31 **
Regressdo quadrética 1 5.814,06n.s.
Regressdo cubica 1 44.415,31n.s
Residuo 12 23.369,26

* = significativo ao nivel de 5% de probabilidade
**= significativo ao nivel de 1% de probabilidade
n.s. = nao significativo

TABELA 4

Germinagdo, Eclosdo e Comprimento do Tubo Polinico de Aigoddo em Fungdo de Quatro ConcentracGes
de Sacarose, Fortaleza, Cear4, Brasil, 1985.

3

Sacarose Germinagéo do Eclo§56 E Comprimento do - tu-
(%) pélen (%) polen (%) bo polinico { u m)

10,0 19,1 ¢ 66,7 a 840,0 b

15,0 346b 425b 1.160,0 ab

20,0 34,1b 497 b 1.193,7 ab

25,0 67,4a 20,3 ¢ 1.3800a

— Médias seguidas da mesma letra na coluna ndo diferem estatisticamente, ao nivel de 5% de probabilidade pelo
teste de Tukey.

TABELA 5

Andlise da Varidncia Relativa @ Percentagem de Germinagdo e de Eclosio de P6len do Algodao em Quatro
Concentra¢des de Sacarose. Fortaleza, Ceara, Brasil, 1986.

Causa da G.L Quadrado Médio

Variagao Germinacdo Eclosdo
Tratamento 3 908,61 ** 820,69 **
Regressdo linear 1 2.312,04 ** 1.937,72 **
Regressdo quadrética 1 135,61 ** 23,98 n.s.
Regressao cabica 1 277,98 ** 500,08 **

Residuo 20 9,04 20,37

**= significativo ao nivel de 1% de probabilidade
n.s. = nao significativo
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TABELA 6

Anélise da Variancia Relativa ao Crescimento do Tubo Polfnico de Algoddo em Quatro ConcentragSes de
Sacarose. Fortaleza, Ceard, Brasil, 1985.

Causa da G.L. Quadrado Médio

Variagdo

Tratamento 3 211.184,83 *
Regressdo linear 1 571.668,06 **
Regressdao quadratica 1 21.316,00 n.s.
Regressao cubica 1 40.680,20 n.s.
Residuo 12 69.278,27

* = significativo ao nivel de 5% de probabilidade
**= significativo ao nfvel de 1% de probabilidade
n.s. = ndo significativo

TABELA 7

Germinagdo, Eclosdo e Comprimento do Tubo Pollnico do Algoddo em Fungdo de Quatro ConcentragGes de
Nitrato de Célcio. Fortaleza, Cear4. Brasil, 1985.

Wtrato de Germinagdo do Eclosdo do Comprimento do o
Calcio (%) pslen (%) Polen (%) Tubo Polinico (um)
0,055 36,0a 399b 967,5
0,060 36,7 a 38,0b 992,5
0,065 377a 408b 811,2

0,070 214b 563 a 797.5

Meédias seguidas da mesma letra na coluna ndo diferem estatisticamente, ao nivel de 5% de probabilidade pelo
teste de Tukey.

TABELA 8

Analise da Variancia Relativa a8 Percentagem de Germinagdo e de Eclosdo de Pdien de Algoddao em Quatro
ConcentracSes de Nitrato de Calcio, Fortaleza, Ceard, Brasil, 1985.

Causa da G.L. Quadrado Médio
Variagdo

Germinag¢ado Eclosdo
Tratamento i 3 358,49 ** 427,94 **
Regressdo linear 1 547,04 ** 808,13 **
Regressao quadratica 1 434,35 ** 457,64 **
Regressao cubica 1 94,06 n.s. 18,15n.s.
Residuo 20 39,08 39,28
*=*= Gignificativo ao nivel de 1% de probabilidade
n.s. = Ndo significativo

TABELA 9

Analise da Variancia Relativa ao Crescimento do Tubo Polinico do Algoddo em Quatro Concentragdes de Nitrato
de Célcio. Fortaleza, Ceard, Brasil, 1985.

bausa da G.L. Quadrado Médio
Variagdo

Tratamento 3 41.668,10 n.s.
Residuo 12 17.549,51

n.s. = Ndo significativo
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