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EFICIENCIA DO SISTEMA REPRODUTIVO DE BANANEIRA

Autora: Taliane Leila Soares

Orientadora: Maria Angélica Pereira de Carvalho Cos ta

RESUMO: O melhoramento genético da bananeira por hibridacdo € limitado pela
ocorréncia de esterilidade na maioria das -cultivares, resultando em baixa
producdo ou mesmo auséncia de sementes. Existem poucos estudos sobre as
causas da esterilidade em bananeira, o que tem dificultado o entendimento dos
possiveis processos envolvidos e a definicdo de estratégias para superar esta
barreira. O presente estudo busca elucidar diferentes aspectos que envolvem o
sistema reprodutivo em bananeira, visando contribuir para o avangco do programa
de melhoramento da cultura. O trabalho permitiu estimar o efeito do horario de
coleta sobre a viabilidade dos grdos de poélen de seis hibridos diploides
melhorados de bananeira (Musa acuminata, AA), investigar a fertilizacéo in vivo e
avaliar a influéncia do extrato de tecidos florais na germinacgéo in vitro de pdélen.
Nas coletas realizadas na antese, as 8h, obteve-se maior percentagem de
germinacdo e viabilidade dos grdos de podlen sendo, portanto, o horario mais
indicado para a realizagdo de polinizagdo. Foram feitas polinizagcdes diarias em
diploides melhorados (AA) e triploides dos subgrupos Cavendish (AAA) e Prata
(AAB), comparando-se o0 desenvolvimento dos oOvulos fertilizados. Verificou-se
que os o6vulos de diploides aumentaram de tamanho gradualmente, iniciando o
processo de formacao de sementes. Por outro lado, nos triploides AAA ocorre o
aborto dos Ovulos néo fertilizados e consequente reducdo no seu tamanho. Nos
triploides AAB alguns Ovulos sao fertilizados, mas o seu tamanho € menor
comparado aos diploides. A performance do pélen diferiu em relacéo as diferentes
concentracfes dos extratos do estigma e da porcao distal do ovario adicionados
ao meio de cultura, tanto para a germinacgao in vitro como para o crescimento do

tubo polinico.

Palavras-chaves: Musa spp.; esterilidade; hibridacédo; melhoramento genético.



EFFICIENCY IN THE REPRODUCTIVE SYSTEM OF BANANA

Author: Taliane Leila Soares

Adviser: Maria Angélica Pereira de Carvalho Costa

ABSTRACT: The genetic breeding of banana through hybridization is limited by the
occurrence of sterility in most cultivars, resulting in low production or absence of
seeds. There are few studies about sterility in banana which have been difficult the
understanding of the involved processes and the probable strategies to overcome
this barrier. The aim of this study was to elucidate the different aspects in the
reproductive system of banana in order to contribute with the banana breeding
program. The results showed the effect of collection time on the pollen viability of
different diploid banana (Musa acuminata, AA), some aspects of in vivo fertilization
and the influence of floral extracts on the pollen germination. The best result was
obtained at time to anthesis, at 8 a.m. when the highest pollen germination and 8
a.m., highest pollen viability was observed. Pollinations were made daily in diploids
(AA) and triploids (AAA and AAB) comparing the development of fertilized ovules. It
was observed that the ovules from diploids plants increased in size gradually,
starting seed formation process. On the other hand, in triploid AAA occurs the
abortion of unfertilized ovules and consequent reduction in its size. In triploid AAB
some ovules are fertilized, but their size is smaller compared to diploids. The
performance of pollen differed in relation to different concentrations of the extracts
of stigma and distal portion of the ovary added to the culture medium, both for in

vitro germination and growth of the pollen tube.

Key words: Musa spp.; sterility; hybridization; genetic breeding.



INTRODUCAO

A banana (Musa spp.) é uma das principais frutas consumidas
mundialmente devido ao seu valor nutricional, sendo cultivada principalmente em
regibes tropicais e subtropicais. O Brasil é o quinto produtor de banana, sendo
responsavel por 7,8% da producdo mundial, que corresponde a 7,2 milhdes de
toneladas, em uma éarea cultivada de 512,6 mil hectares (FAO, 2011). A maioria
das cultivares de Musa spp. € tripldide (2n = 3x = 33 cromossomos), e apresenta
diferentes graus de esterilidade, o que dificulta o melhoramento genético por

métodos convencionais.

As cultivares que apresentam em sua constituicdo a combinacdo dos
genomas A e B (AAB, ABB) constituem a maioria das bananas produzidas
mundialmente, embora o comércio internacional esteja centrado nas cultivares do
subgrupo Cavendish (AAA), por causa da palatabilidade e qualidade dos frutos,
bem como pelo alto rendimento (FORTESCUE e TURNER, 2005a). Entretanto,
estas cultivares sdo suscetiveis a doencas foliares e pragas que causam seérias
perdas de rendimento (SSEBULIBA et al., 2006), sendo necessario 0
melhoramento genético para a geracdo de novas variedades resistentes e aceitas
pelo mercado.

Para a obtencdo dessas novas variedades, é muito importante a
exploragdo da variabilidade genética encontrada entre as diversas formas
selvagens e cultivadas da espécie Musa acuminata (grupo AA), que sdo usadas
como genitores masculinos e como fonte de resisténcia a doencas como o mal-
do-Panama e as Sigatokas amarela e negra, mantendo ainda, outras
caracteristicas desejaveis (SILVA et al., 1999a).

O programa de melhoramento genético de bananeira, iniciado na
Embrapa Mandioca e Fruticultura em 1983, baseia-se principalmente no
melhoramento de diploides (AA), e posterior cruzamento destes com triploides
AAB dos tipos Prata e Maca, gerando hibridos tetraploides AAAB. Tem como
objetivo desenvolver variedades resistentes a pragas e nematoides, produtivas,
com porte e ciclo da cultura reduzidos, mantendo o sabor Prata e Maca dos frutos
(SILVA et al., 2001).

O melhoramento por hibridagcdes tem obtido sucesso para algumas
cultivares, como as dos tipos Prata e Maca, embora a quantidade de sementes



2

produzidas seja bastante reduzida. As cultivares pertencentes ao subgrupo
Cavendish (AAA), que sdo as de maior interesse no mercado internacional,
apresentam alto grau de esterilidade, o que dificulta a transferéncia de
caracteristicas de interesse dos diploides para estes triploides mediante
hibridacdes. Isto tem gerado uma expectativa negativa com relagcdo ao futuro da
bananicultura, uma vez que a producdo comercial de banana baseia-se
principalmente em cultivares que sao suscetiveis a sigatoka negra e Fusarium
oxysporum f. sp. cubense raga Tropical 4 (Foc TR4). Portanto, torna-se de
grande importancia o desenvolvimento de metodologias alternativas para a

obtencao de hibridos com caracteristicas desejaveis.

Além das técnicas de cultura de tecidos de uso rotineiro em apoio ao
melhoramento, como a cultura de embrides e a micropropagacao, diferentes
estratégias tém sido utilizadas visando superar as dificuldades do melhoramento
convencional e acelerar a obtencdo de novas variedades resistente entre as
guais: o uso de mutagénese in vitro (DOMINGUES et al., 1994; TULMANN NETO
et al., 1995; GARCIA et al., 2002); a transformacao genética (SOEJIMA et al.,
2000; MATSUMOTO et al, 2002; BRITO, 2010); a hibridacdo somética
(MATSUMOTO, 2001); a duplicacdo de cromossomos (HAMILL et al., 1992; VAN
DUREN et al.,, 2002; GANGA e CHEZHIYAN, 2002; COSTA et al.,, 2009) e a
fertilizac&o in vitro (SOARES et al., 2004). Técnicas de biologia molecular também
tém sido utilizadas como ferramenta auxiliar na caracterizacdo dos genétipos e
identificacdo de genes de resisténcia a doencas (CRESTE et al., 2003).

Embora sejam relatados na literatura varios fatores que podem ser
responsaveis pela auséncia ou baixa producdo de sementes em cultivares de
bananeira, existem poucos estudos sobre as causas da esterilidade, o que tem
dificultado o entendimento dos possiveis processos envolvidos e a definicdo de
estratégias para superar essas barreiras.

Shepherd et al. (1986) atribuiram o numero reduzido de sementes como
consequéncia de: a) crescimento irregular e retardado do tubo polinico; b) baixa
taxa de crescimento do polen de alguns gendtipos; ¢) tubos polinicos curtos, que
ndo alcancam o Ovulo; d) ocorréncia de sementes apenas nas primeiras pencas e
na porcéo distal dos frutos de algumas cultivares e €) necrosamento prematuro na

regido do nectario da flor feminina, impedindo a passagem do tubo polinico.
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Outros autores afirmam que a ocorréncia de translocacdo cromossOmica
e anomalias na meiose, como assinapse e aborto de sacos embrionarios,
constituem causas da esterilidade em Musa. Em alguns casos foi constado que a
esterilidade ndo era de origem genética direta, mas uma consequéncia de
condi¢cdes particulares, talvez de natureza hormonal, como deficiéncia do
crescimento do tubo polinico nos estigmas e estiletes, ou mesmo defeito na fusédo
dos nucleos (SHEPHERD et al.,, 1987; SILVA et. al.,, 2001; FORTESCUE e
TURNER, 2005b).

A grande lacuna existente no conhecimento das barreiras pré-zigoticas
que levam a baixa producdo de sementes em cultivares Prata, Gros Michel e
Terra, ou mesmo auséncia de sementes em cultivares Maca, Grande Naine e
Nanicéo, tem dificultado o entendimento dos possiveis processos envolvidos e a
definicAo de estratégias para superad-las. Nenhuma caracteristica até entédo
estudada foi correlacionada com a habilidade de fertilizacdo entre dois genétipos,
assim, os cruzamentos sao tentados ao acaso, sem nenhuma seguranga para o
melhorista.

Para que se possam conhecer 0s mecanismos envolvidos na habilidade
de dois gendtipos se cruzarem foram utilizadas técnicas de biologia reprodutiva
(por meio de testes de germinacao in vitro, in vivo e colorimétricos dos gréos de
polen), visando elucidar assim os mecanismos envolvidos nas rotas reprodutivas
de bananeira, de forma a compreender fatores responsaveis pela baixa produgéo
ou auséncia de sementes. Os resultados obtidos contribuirdo para o avango do
melhoramento genético da bananeira, fornecendo dados sobre o sistema

reprodutivo desta espécie.

Classificacao botéanica

A bananeira (Musa spp.) pertence a classe Liliopsida, subclasse
Zingiberidae, superordem Lilianae, ordem Zingiberales, familia Musaceae
(CRONQUIST, 1981; BELALCAZAR CARVAJAL et al., 1991a). O género Musa
esta subdividido nas sec¢des Eumusa, Rhodochlamys Australimusa e Callimusa,
sendo que as duas primeiras apresentam conteuddo haploide com 11
cromossomos, e as duas ultimas 10 cromossomos. As se¢Bes Rhodochlamys e

Callimusa ndo produzem frutos comestiveis. A secdo Eumusa, ou simplesmente
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Musa, é a mais importante, pois contém as espécies que deram origem as
cultivares de interesse econdmico (SIMMONDS e SHEPHERD, 1955;
BELALCAZAR CARVAJAL et al., 1991b).

As cultivares tradicionais de bananeira apresentam na sua constituicao
cromossOmica varios niveis de ploidia (dipléide, tripléide e tetraploide,
respectivamente, com 22, 33 e 44 cromossomos), em combinag¢des variadas de
genomas de duas espécies selvagens, Musa acuminata (genoma AA) e Musa
balbisiana (genoma BB) (SIMMONDS e SHEPHERD, 1955).

A bananeira é uma planta herbacea, destituida de caule vegetativo aéreo,
apresentando folhas imbricadas umas nas outras. O caule subterraneo ou rizoma
€ 0 centro vital da bananeira, pois é nele que ocorre a formacdo das raizes,
folhas, inflorescéncias e rebentos ou “filhotes”. E uma estrutura conica ou
assimétrica, com eixo central curvo virado para cima e formado por muitos
entrends curtos. A partir dos nés existentes no rizoma surgem as raizes, enquanto
da sua parte apical aparecem as folhas (CASTRO e KLUGE, 1988).

O sistema radicular é fasciculado, disposto horizontalmente, surgindo
durante a fase vegetativa de crescimento (MOREIRA, 1987).

As folhas da bananeira sdo grandes, completas, espiraladas, simples,
constituidas de bainha, peciolo, limbo e nervura central. As bainhas sdo bem
desenvolvidas e suas bases, enroladas, formam o pseudocaule. Sua posicéo
varia amplamente entre grupos gendmicos, sendo erectas nos diploides e
pendentes a bem arcadas nos triploides e tetrapléides, respectivamente
(SHEPHERD, 1984).

As flores de bananeira, que aparecem em forma de inflorescéncia, sao
estruturalmente bissexuais, porém funcionam como unissexuais. As flores
femininas sdo constituidas de gineceu infero, longo, tricarpelar, trilocular, com
varios 6vulos por l6culos, estilete Unico e estigma trilobado (CASTRO e KLUGE,
1988). O estigma é o local onde o pdlen é capturado, hidratado e germina,
consequentemente o tubo polinico comeca o seu desenvolvimento através dos
tecidos femininos dos ovérios (LUSH et al., 1999).

Nas flores femininas as anteras sé@o atrofiadas, o filamento é mais curto e
0 poélen é degenerado, ja nas flores masculinas, o ovario é atrofiado, e o estilete é
muito delgado e os estames possuem anteras normais e 0s sacos polinicos sao

dispostos ao longo do filamento em duas linhas paralelas (MEDINA, 1985;
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SIMMONDS, 1973). As femininas originam os frutos comerciais, enquanto as
masculinas séo incapazes de frutificar. Pode-se verificar ainda a presenca de
flores hermafroditas na zona de transicdo entre as flores femininas e masculinas,
a exemplo da cultivar Mysore (MOREIRA, 1987), as quais podem frutificar, porém
os frutos séo pequenos, de ma formacédo e sem valor comercial (MORIN, 1967).

O ovério é uma estrutura comprida, estreita e normalmente curva, com
trés lados nos frutos externos das pencas. Apresenta um apice plano onde se
inserem o perigbnio, tépala livre, estilete e estames. No apice é produzido néctar
em abundéancia que atrai diversos insetos. O ovéario é trilocular com 6vulos em
duas filas longitudinais em bananas como ‘Gros Michel’ e com quatro filas nos
platanos (CASTRO e KLUGE, 1988).

O coracao (inflorescéncia masculina) € formado por bracteas que
protegem cada grupo de flores. A medida que ocorre a antese, as bracteas se
abrem (geralmente uma bractea por dia) expondo as flores e posteriormente se
desprendem, formando um eixo denominado de raquis masculina onde se notam
as cicatrizes florais, denominadas de almofadas. Em alguns genoétipos as
bracteas permanecem ligadas a raquis mesmo apos o secamento das flores
(CARVALHO, 1995; DANTAS et al., 1999).

O cacho da bananeira é constituido por engaco (pedunculo da
inflorescéncia), penca (conjunto de frutos ou dedos, reunidos por seus pedunculos
em duas fileiras horizontais e paralelas), raquis (eixo onde sao inseridas as flores
das inflorescéncias) e coracgéo (conjunto de pencas de flores masculinas ainda em
desenvolvimento, com suas respectivas bracteas) (CASTRO e KLUGE, 1988).

O fruto da bananeira € uma baga carnosa resultante do desenvolvimento,
geralmente partenocéarpico, dos ovarios das flores femininas de uma
inflorescéncia.

Ao contrario do que muitos acreditam, as estruturas pequenas de
coloracdo escura observadas no interior do fruto ndo sdo sementes e sim ovulos
nao fertilizados que foram abortados. A semente de banana apresenta forma
irregular, frequentemente achatada, com didmetro variando de 3 a 6,5 mm,
coloragdo marrom e possui uma membrana escariosa que recobre a casca, que €
excessivamente dura, permanecendo fixa no cotilédone. A semente € derivada de
um oOvulo bitegumentar anatropo, sendo dividido em duas camaras. A primeira

contém o embrido e o endosperma e a menor a calaza. O tegumento externo é
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uma estrutura massiva constituida de 30 a 35 camadas de células finas (Mc
GAHAN, 1961).

Melhoramento genético de bananeira

O melhoramento genético convencional de bananas e platanos é dificil e
lento, devido principalmente a diferentes graus de esterilidade das cultivares
triploides. A maioria dos programas de melhoramento convencional se baseia na
obtencdo de diploides melhorados, os quais séo utilizados como parentais em
cruzamentos com outros diploides ou alguns triploides que conservam certa
fertilidade feminina (ESCALANT e SANDOVAL, 1992).

A estratégia de obtencao de diploides superiores, que sédo posteriormente
utilizados na producdo de cultivares tetrapldides resistentes as doencas e com
caracteristicas agronémicas desejaveis, é usada em programas de melhoramento
genético conduzidos em diferentes centros de pesquisas. O programa da FHIA
(Fundacién Hondurefa de Investigacion Agricola), no México, iniciado em 1984, ja
obteve uma série de hibridos tetraploides tolerantes ou resistentes a Sigatoka
negra e ao mal-do-Panama, a exemplo das cultivares FHIA-01, FHIA-02 e FHIA-
18 para o consumo in natura e ‘FHIA-21' e ‘FHIA-22’ para serem consumidas
cozidas ou fritas, e que sdo cultivadas em varios locais no mundo (JANICK e
PAULL, 2008). Na Africa, o lITA (International Institute of Tropical Agriculture),
desde a sua criagdo em 1980, tem desenvolvido hibridos de platanos e banana
como os da série TMPx (platanos), TMBx (banana) e triploides secundarios
(TM3x). Além desses, existem os programas da india (Tamil Nadu Agricultural
University) e o do CIRAD (Centre International de Recherche Agronomique pour
le Développement) em Guadalupe, Martinica e Camardes (TEZENAS DU
MONTCEL et al.,1994).

No Brasil, o programa de melhoramento genético da bananeira iniciado
em 1983 na Embrapa Mandioca e Fruticultura, fundamenta-se principalmente no
melhoramento de diploides (AA), e posterior cruzamento destes com triploides
(AAB), obtendo-se assim, hibridos tetrapléides AAAB. Tem-se como objetivo
desenvolver variedades com caracteristicas agrondmicas desejaveis, como
resisténcia as pragas e nematoides, com porte e ciclos reduzidos, produtivas e de
boa qualidade (SILVA et al., 2001; SILVA e SANTOS-SEREJO, 2003).
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O baixo numero de sementes obtido (como ocorre com as cultivares Maca
e Terra) ou mesmo auséncia de sementes (subgrupo Cavendish), constitui-se no
maior obstaculo ao programa de melhoramento convencional. Isto tem gerado
uma expectativa negativa com relacdo ao futuro da bananicultura, tornando-se,
portanto, de grande importancia o desenvolvimento de metodologias alternativas
para a obtencédo de hibridos com caracteristicas desejaveis.

Como suporte ao programa de melhoramento de bananeira por hibridacao
artificial tem sido utilizadas varias técnicas com o proposito de acelerar a
obtencdo de novas variedades resistentes. Entre elas, a indu¢cdo de mutacoes
com raios gama visando a obtencdo de plantas com porte baixo (PESTANA et al.,
2010), transformacdo genética de plantas, visando principalmente conferir
resisténcia a doencas sem alterar as qualidades essenciais da cultivar (SUNIL
KUMAR et al., 2005; ACERETO-ESCOFFIE et al., 2005), hibridacdo somatica,
que permite a introducdo de resisténcia/tolerancia a pragas e outras
caracteristicas de interesse encontradas em bananas diploides (AA) nas
cultivares tripldides mediante processo assexual (MATSUMOTO, 2001); e biologia
molecular para estudo da diversidade genética e determinagdo de marcadores
ligados a caracteristicas de interesse para o programa de melhoramento (JESUS,
2010; SILVA et al., 2010).

Viabilidade dos graos de pdlen

Estudos sobre viabilidade de grédos de pdlen sédo fundamentais para
trabalhos de biologia reprodutiva e melhoramento genético, pois permitem maior
direcionamento e seguranca nos cruzamentos realizados, aumentando a
eficiéncia na obtencdo de hibridos, auxiliando na identificagdo de gametas
masculinos com potencial para serem usados em programas de hibridacdo
(KRISHNAKUMAR et al., 1992).

Em geral, o polen colhido de flores em adequado estadio de
desenvolvimento e corretamente preparado nao necessita de testes de
viabilidade. Entretanto, ndo sao raras as situacdes em que o podlen a ser usado
tenha sido colhido em outra regido ou, mesmo, fornecido por meio de intercambio

com outros paises. Muitas vezes, é necessario armazenar o polen colhido em um
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ano, para ser utilizado no ano seguinte. Neste caso, é recomendavel testar a
viabilidade do mesmo antes de sua utilizacdo (EINHARDT et al., 2006).

O conhecimento do periodo de antese floral de uma espécie € muito
importante para indicar o melhor momento de coleta do polen para a obtencao de
maior porcentagem de viabilidade do grao de pdlen em processos de hibridacbes
artificiais. De acordo com Nascimento et al. (2003), conhecer a viabilidade do grao
de pdlen é fundamental na producdo de sementes hibridas, particularmente em
espécies onde ha a possibilidade de hibridacao artificial.

A viabilidade do grao de pdélen, medida da fertilidade masculina, pode ser
determinada por meio de diferentes técnicas (DAFNI, 1992: KEARNS e INOUYE
1993). Estas podem ser agrupadas em meétodos diretos, como a inducdo da
germinacao in vitro (DUTRA et al., 2000; GOMES et al., 2003; PIO et al., 2007), in
vivo, pela observacéo do crescimento do tubo polinico sobre o estigma e o pistilo,
e formacéo de sementes apods a polinizagdo (GALLETTA, 1983; OLIVEIRA et al.,
2001; FERREIRA et al.,, 2006) ou métodos indiretos baseados em parametros
citolégicos, como a coloracdo (SHIVANANA e JOHRI, 1985; SHIVANNA e
RANGASWAMY, 1992; KEARNS e INOUYE, 1993).

Segundo GALLETTA (1983), os métodos em que se utilizam corantes
apresentam vantagens quanto a rapidez e facilidade em relacdo a germinacéao de
pélen in vitro, embora superestimem a viabilidade do pdlen, ja que graos de pdélen
invidveis podem ser corados devido a presenca de enzimas, amido, ou outras
substancias.

Dentre os corantes mais utilizados destacam-se o carmim acético, azul de
anilina, azul de algodao, iodeto de potassio (STANLEY e LINSKENS, 1974;
SHARMA e SHARMA, 1994), 2,3,5 cloreto de trifeniltetrazélio (SHIVANNA e
RANGASWAMY, 1992), os quais promovem diferencas na coloragcdo dos gréos
de polen fornecendo resultados de forma rapida e com baixo custo. Na literatura
nao ha uma descricdo de um teste de viabilidade universal utilizando um corante
especifico. Os corantes nucleares, de acordo com Alexander (1980), tem
aplicacédo limitada, pois colorem somente grédos e pélen funcionais, enquanto que
agueles inviaveis sao identificados por nao colorirem. Assim, ndo sao adequados
para espécies cujos graos de polen apresentam paredes espessas, mucilaginosas
e com presenca de espiculas, pois dificultam a sua penetracdo e impedem a

coloragdo. Nessa condicdo, grdos de pdlen viaveis podem ndo apresentar
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coloragdo e serem equivocadamente classificados como ndo viaveis. Para evitar
isso, uma alternativa seria a utilizacdo de corantes a base de verde malaquita e
fuccina acida que, devido as suas propriedades quimicas basicas e acidas,
respectivamente, colorem grdos de poélen viaveis e nao viaveis, mostrando-se
eficientes para varias espécies.

O teste colorimétrico com 2,3,5-cloreto de trifeniltetrazélio (TTC) reflete a
atividade de enzimas desidrogenases envolvidas na atividade respiratéria de
tecidos vivos. A atividade enzimatica do grdao de polen é associada a sua
capacidade de germinagcao (DERIN e ETI, 1999). Quando o TTC reage com o
hidrogénio produzido pela respiracao celular d4 ao polen uma coloracao vermelha
(HOEKSTRA e BRUINSMA, 1975). Testes com outros corantes como lugol e
sudan IV sao utilizados em alguns estudos como indicativos de viabilidade
polinica (SOUZA et al. 2002; HUANG et al., 2004). Entretanto, esses testes estdo
associados apenas a deteccdo e substancias constituintes dos gréos de polen,
como amido e lipidios, que podem estar presentes tanto em graos de podlen
maduros como nos abortados (KING, 1960; BEYHAUT, 1988; RODRIGUEZ-
RIANO e DAFNI, 2000). Corantes, como o carmim acético e a solugdo de
Alexander, sdo também utilizados como indicativos de viabilidade polinica
(MULUGETA et al, 1994; DOMINGUES et al, 1999, RIGAMOTO e TYAGI, 2002),
porém, para Baez et al. (1999) e Pline et al. (2002) estes testes refletem somente
a integridade de estruturas celulares, como nucleo e membrana plasmética.

A coloragéo, embora seja um procedimento simples e barato, ndo fornece
informacdes sobre capacidade germinativa do pdlen, o que pode ser obtido por
meio de testes de germinacdo in vitro. Esses testes tém sido empregados
principalmente quando é necessario armazenar pélen em funcéo da realizacédo de
cruzamentos controlados entre parentais com diferencas nos periodos de
florescimento ou que se encontram em regides distantes.

A germinacédo de pdlen in vitro e in vivo permite a analise da capacidade
de emissdo do tubo polinico e uma correlacédo dessa taxa com a viabilidade do
grédo de polen. Entretanto, a germinacgao in vitro € a técnica mais utilizada para
estimar a viabilidade dos gréos de pdlen, ja que simula as condigbes do estilo-
estigma, induzindo a germinac&o do tubo polinico (MARCELLAN e CAMADRO,
1996). A germinacgdo in vitro permite verificar a viabilidade do pdlen fresco ou
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armazenado e fornece informacdes basicas sobre a reproducdo sexual
(JAYAPRAKASH e SARLA, 2001).

O método geral consiste em germinar uma pequena amostra em um meio
de cultura apropriado e observar em microscopio, apos um determinado periodo,
a porcentagem de graos de pdélen que desenvolvem tubo polinico. Porém, cada
espécie requer um protocolo especifico de meio de cultura para a obtencdo de
boa germinacao do grao de podlen.

A composicdo do meio e o pH estdo entre os fatores que afetam a sua
germinacdo. Os graos de polen das angiospermas invariavelmente precisam de
uma fonte de carbono, de boro e, frequentemente, de outros nutrientes para
promover a germinacdo (FRANZON et al., 2005; GWATA et al., 2003; PFAHLER
etal., 1997; GALLETTA, 1983).

O acucar empregado no meio de cultura tem por finalidade proporcionar
um equilibrio osmotico entre o pélen e a solugdo do meio de germinacdo e
fornecer energia para auxiliar o processo de desenvolvimento de tubo polinico
(NUNES et al., 2001). Alguns autores consideram o0s acucares meramente uma
fonte de energia para o crescimento do tubo polinico, enquanto outros consideram
como principal fator de controle da pressédo osmotica (BALOCH et al., 2001).

A adicdo de boro é importante para a germinacdo do polen de algumas
espécies. Seu mecanismo de acao consiste em interagir com o acucar e formar
um complexo ionizavel acucar-borato, que reage mais rapidamente com as
membranas celulares (FRANZON et al., 2005).

Thompson e Batjer (1950) verificaram que a adicdo de boro ao meio de
cultura aumentou marcadamente a porcentagem de germinagdo e comprimento
do tubo polinico de véarias frutiferas de clima temperado.

Em muitas espécies o meio de cultura composto de agucar, &cido borico e
agar foram suficientes para promover a germinacdo in vitro do grao do poélen.
Estudando a germinacao de gréos de poélen em bromeliaceas, Parton et al. (2002)
concluiram que meio de cultura contendo 200 g L™ de sacarose, 10 g L™ de acido
bérico e 5 g L™ de &gar, apresentaram os melhores resultados. Aplicacéo de boro
foliar em améndoas reduziu a ruptura dos tubos polinicos durante a germinacéo in
vivo, e a adicdo de 100 mg L™ de boro no meio de cultura aumentou a germinac&o
de gréos de pdlen in vitro (NYOMORA et al.,, 2000). Bombenc et al. (1999),

estudando a germinacao de gréaos de poélen de kiwi obtiveram melhores resultados
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com a utilizacdo de meio de cultura composto por 100 g L™ de sacarose, 0,025 g
L™ de &cido bérico e 6 g L™ de &gar. Campos-Andrada e Hill (1999) observaram
em tremoco que o meio de cultura contendo 20% de sacarose, 0,01% de acido
borico e 0,25% de agar proporcionaram melhores resultados para germinacao.

Outro elemento importante na germinacdo do grao de pélen in vitro € o
calcio, que propicia caracteristicas fisioldgicas como menor sensibilidade do tubo
polinico e grao de pdlen a variacbes do meio basico, menor permeabilidade,
crescimento linear e aparéncia rigida do tubo polinico (BHOJWANI e
BHATNAGAR, 1974). Na auséncia de célcio h4 maior permeabilidade da
membrana do tubo polinico, causando a liberagdo de metabdlitos internos para o
meio externo (STANLEY e LINSKENS, 1974).

Em trés cultivares de citros, a germinacdo de graos de pélen, apos o
periodo de um ano de armazenamento, foi estimulada pela utilizacdo de acido
bdrico e calcio (SAHAR e SPIEGEL-ROY, 1980). Oliveira Juanior et al. (2000)
analisando a emisséo de tubos polinicos em limoeiro cravo obtiveram resultados
satisfatorios com 800 mg L™ de célcio.

Brewbaker e Kwack (1963) trabalhando com 86 espécies e 39 familias,
mostraram que adi¢do de calcio e boro atua como um fator de controle primario
da germinacao do tubo polinico in vitro . Beyoug (1965) observou, em 46 espécies
horticolas, que a adicdo de calcio promoveu a germinacdo de pdlen e o
crescimento do tubo polinico em todas as espécies estudadas. Silva et al. (1999b)
constataram que o melhor meio para a germinagdo de pdolen de maracujazeiro €
composto por 50 g L™ de sacarose; 0,2 g L™ de acido bérico e 1,0 g L™ de nitrato
de calcio. Em sorgo, Tuinstra e Wendel (2000) observaram que em meio de
cultura contendo 0,9 M de sacarose, 2,43 m M de acido borico e 2,12 m M de
nitrato de célcio a germinacéo de graos de pdlen foi aumentada.

Em bananeira, estudos sobre a germinacédo in vitro de grdos de podlen
auxiliaram na identificacdo de gametas masculinos com alta viabilidade para
utilizacdo em programas de hibridacdo (KRISHNAKUMAR et al., 1992; SOARES
et al., 2008; NYINE e PILLAY, 2007).

O método de germinacéo in vitro € 0 mais apropriado e capaz de revelar o
estado das substancias de reserva, as condicdes da membrana, assim como a
conversdo de reservas para a germinacédo do pélen (MARCELLAN e CAMADRO,
1996).
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Finalmente, vale destacar que a germinacdo do podlen in vitro é
influenciada por varios fatores, como a espécie, o0 meio de cultura, a temperatura,
o tempo de incubacao, o estadio de desenvolvimento das flores quando coletadas
e as condi¢bes de armazenamento (FRANZON et al., 2006; SOARES et al, 2008;
LYRA et al., 2011).

Fertilizacdo in vivo

A polinizacdo da bananeira € cruzada, pois a maturacdo dos o6rgaos
masculinos e femininos ocorre em épocas diferentes (dicogamia), e geralmente é
feita por insetos. A polinizagcdo controlada sO € realizada objetivando o
melhoramento genético, ja que os frutos da bananeira originam-se por
paternocarpia. Este método permite o controle da identidade de ambos os
genitores, femininos e masculinos, descartando-se 0s riscos de cruzamentos
indesejaveis e de autofecundacdes. No entanto, o numero de sementes
produzidas por cruzamento € pequeno e 0 custo com mao-de-obra € elevado.

A polinizagdo controlada de banana pode ser realizada manualmente.
Para o éxito desta técnica, deve-se evitar ao maximo a ocorréncia de danos
mecanicos as estruturas florais da planta. No periodo da manha, faz-se uma
revisdo nos campos de cruzamentos, a fim de identificar os diploides cujas flores
abrirdo no dia seguinte. Em seguida, faz-se a protecdo das flores femininas com
sacos de polietileno, para evitar possiveis contamina¢des por insetos, e a
polinizacdo indesejada. O melhor momento para se realizar a polinizacdo €
quando as flores femininas apresentam as pétalas livres do estigma (antese),
encontrando-se, portanto, aptas e receptivas para a polinizacao e fecundacéo.

A polinizacao é feita retirando-se os grdos de polen férteis de uma flor
masculina, os quais sao depositados em uma flor feminina que esteja protegida
pela bractea, o que indica ser uma flor ainda ndo polinizada. Essa bractea é
levantada para realizar a polinizacdo e, imediatamente, reconduzida a sua antiga
posicdo e protegida com saco de polietileno para evitar a entrada de insetos que
possam trazer graos de podlen de outras plantas. Nao ha necessidade de reabrir a
bractea depois; com o tempo, ela caird naturalmente. O contato das anteras com
o estigma da flor feminina é suficiente para assegurar a polinizacdo. Uma flor

masculina poliniza, em média, de 3 a 5 flores femininas, dependendo da
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quantidade e da viabilidade dos grdos de polen do gendtipo. Apds a polinizacéo,
devem ser colocadas no saco de polietileno etiquetas com informagdes sobre o
namero de polinizacdo, e anotadas no caderno de campo informacdes sobre o
genitor masculino utilizado, local e data, assim como, o numero de flores
polinizadas. Recomenda-se a cobertura dos frutos até a Ultima emissédo da penca,
para evitar a entrada de insetos, assegurando assim, a integridade do processo.

A presenca de sementes nos frutos maduros confirma o sucesso da
polinizacdo. As bananeiras selvagens apresentam, em média, de 80 a 100
sementes férteis por fruto. JA nas cultivares triploides esse niumero geralmente é
bastante reduzido, dificilmente ultrapassando cinco sementes por fruto. O baixo
namero e até mesmo a auséncia de sementes, nos cruzamentos constitui-se em
uma das maiores limitacgdes no programa de melhoramento genético da
bananeira.

As bananeiras de frutos comestiveis, em geral, séo tripldides, nao
produzem grados de polen férteis e os ovarios das flores femininas dificiimente
podem ser fecundados, devido a um atrofiamento do estigma que impede a
passagem do polen. Porém, h4 casos excepcionais em que a fecundacgdo se
processa normalmente, surgindo com isso sementes férteis, como nas cultivares
Pacovan (AAB) e Prata Ana (AAB), a partir das quais tém sido gerados hibridos

tetraploides resistentes a Sigatoka negra (Silva et al., 2001).
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CAPITULO 1

INFLUENCIA DO HORARIO DA COLETA SOBRE A
VIABILIDADE DE GRAOS DE POLEN DE BANANEIRA *

1Artigo a ser ajustado para submissao ao Comité Editorial do periddico cientifico: Crop Breeding

and Applied Biotechnology.
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INFLUENCIA DO HORARIO DA COLETA SOBRE A
VIABILIDADE DE GRAOS DE POLEN DE BANANEIRA

RESUMO: O objetivo deste trabalho foi avaliar a viabilidade polinica de seis
diploides (AA) melhorados de bananeira coletados em diferentes periodos apés a
abertura da flor masculina (antese), por meio da germinacgao in vitro e coloracéo.
Foram avaliados cinco horarios de coleta de pélen: 8h (antese), 10h, 12h, 14h e
16 h. Utilizou-se o meio de cultura para a germinacdo de pélen de bananeira,
contendo 15% de sacarose, 0,01% H3BOs;, 0,01% de KNOj; 0,03% de
Ca(NO3)2.4H20, 0,02% de MgS0,.7H20, solidificado com 0,8% de agar, e pH
ajustado para 5,8 ou 7,0. A viabilidade do podlen foi avaliada pela coloragdo com
2,3,5-cloreto de trifeniltetrazdlio (TTC). Os maiores valores de germinacao in vitro
(GIV) e viabilidade polinica (VP) foram obtidos as 8h da manha e os mais baixos
as 16h. Dentre os genotipos analisados, o 089087-01 foi o que apresentou 0s
mais altos valores de GIV e VP, com 90,75% e 91,33%, respectivamente, quando
as flores foram coletadas as 8h e inoculadas em meio com pH 7,0. O percentual
meédio de germinacao in vitro e viabilidade do polen em bananeiras diploides foi
negativamente influenciado pelo nimero de horas apos a antese. O melhor
horéario de coleta do poélen, com relacdo a melhor germinacéo e viabilidade, € na

antese, as 8h da manha.

Palavras-chave: Musa acuminata, germinacdo de pdlen in vitro, polinizacéo,
TTC.
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INFLUENCE OF TIME COLLECTION ON VIABILITY OF POLLEN GRAINS OF
BANANA

ABSTRACT : The aim of this work was to evaluate the pollen viability of banana
diploids hybrids (AA) six that were collected in different times (hours) after
anthesis at intervals of two hours using in vitro germination and coloring
techniques. Five times of pollen collection were evaluated: anthesis (8 a.m), 10
a.m., 12 o’clock; 2 p.m. and 4 pm. The standard media culture to pollen
germination was used with 15% of sucrose, 0,01% H3BOj3, 0,01% KNO3, 0,03%
Ca(NO3)2.4H20, 0,02% MgS0,4.7H20, solidified with 0,8% of agar and pH
adjusted to 5,8 or 7,0. The pollen viability was evaluated by coloring with 2,3,5-
triphenyltetrazolium chloride (TTC). The higher values of in vitro germination and
pollen viability by coloring was obtained at anthesis (8 a.m.) and the lower at 4
p.m. Among evaluated genotypes the 089087-01 presented the best results of in
vitro germination and pollen viability with 90,75% and 91,33%, respectively, with
flowers collected at 8 a.m. and the media culture adjusted to pH 7,0. The pollen
germination and viability was negatively influenced by the numbers of hours after
anthesis. The recommended is to perform the pollen collection at anthesis (8

a.m.).

Key-words: Musa acuminata, in vitro pollen germination, pollination, TTC.



INTRODUCAO

No melhoramento genético convencional da bananeira sdo realizados
varios cruzamentos onde se busca a obtencéo de hibridos tetrapldides, mediante
cruzamentos de diploides com cultivares triploides (SILVA et al., 2001). Para isto,
é dispensada uma atencdo ao germoplasma dipléide (AA), j& que concentra o
maior numero de caracteristicas desejaveis, tais como partenocarpia, bom
namero de pencas, dedos compridos, cachos bem formados, porte baixo e
resisténcia a pragas e doencas. Portanto, € imprescindivel o conhecimento da
fertilidade polinica desses materiais, jA que serdo usados como genitores
masculinos em programas de hibridacéo.

A analise da viabilidade do pdlen fornece um indicativo da fertilidade
masculina, permitindo maior direcionamento e seguran¢ca nos cruzamentos
realizados, e aumentando a eficiéncia na obtencdo de hibridos. Existem quatro
meétodos para estimar a viabilidade do polen: 1) teste de germinacéo in vitro; 2)
teste colorimétrico; 3) teste de germinacao in vivo, avaliando o crescimento do
tubo polinico no estigma e ou pistilo e 4) formacdo de sementes apos a
polinizacdo (DAFNI, 1992; KEARNS e INOUYE, 1993). O uso de corantes € o
método mais rapido e geralmente usado para verificar a viabilidade de polen.
Porém, este método pode superestimar a viabilidade, pois muitas vezes, graos de
polen inviaveis podem ainda corar, por possuirem quantidade suficiente de
enzimas, amido ou outras substancias. Ja os dois ultimos métodos séo bastante
trabalhosos, necessitando de maior tempo para se obter os resultados
(GALLETTA, 1983).

A germinacado in vitro € o método mais conveniente e seguro para se
testar a viabilidade de grédos de pdlen e, segundo Marcellan e Camadro (1996),
revela o verdadeiro estado de reservas, a condicdo das membranas e a
conversao das reservas para o grao de pélen germinar. Este é também, o método
mais utilizado nos programas de melhoramento genético. Entretanto, a
germinacado in vitro € influenciada por diferentes fatores dentre eles: espécie
vegetal, estado nutricional das plantas, fotoperiodo, temperatura, pH, umidade,
estado de maturacdo fisiologico do polen, método de coleta, aplicacdo de

agrotoxicos nas plantas, periodo e condicdo de armazenamento do poélen
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(NEVES, 1997). Além disso, o grao de pdlen requer uma 6Otima concentracdo e
combinacdo de substancias para a sua germinacao e formacéo do tubo polinico.
Assim, o meio de cultura adequado e a hora de coleta dos grdos de pdlen de
bananeira, tém grande influéncia na taxa de germinacdo e desenvolvimento do
tubo polinico.

Em qualquer método de polinizacdo, a viabilidade de polen é considerada
satisfatoria quando esta entre 50% a 70%. No campo, 0 polen é viavel somente
por algumas horas e apresenta um curto tempo de vida, pois esta sob
temperatura moderada, alta umidade e intensidade luminosa. Além disso, esta
sujeito a ser atingido por aplica¢des de fungicidas, que também contribuem para
reduzir a viabilidade. A medida que o pélen comeca a envelhecer, a percentagem
de germinacdo e o comprimento do tubo polinico vao progressivamente
diminuindo. Embora os grdos de pélen parecam invidveis, a presenca de alguns
tubos polinicos vigorosos indica que 0s mesmos ainda apresentam uma condi¢éo
suficientemente boa para assegurar uma frutificacdo efetiva, ndo obstante
apresente baixa percentagem de germinacdo (SCORZA e SHERMAN, 1995).

O conhecimento do melhor momento de coleta do pdélen para a obtencéo
de maior porcentagem de gréos de polen viaveis é fundamental na producéo de
sementes hibridas, particularmente em espécies onde ha a possibilidade de
hibridacao artificial (NASCIMENTO et al., 2003). Apesar da existéncia de
trabalhos que tratam da utilizagdo de métodos para avaliar a viabilidade do pdlen
de bananeira, até 0 momento ndo existem relatos sobre a influéncia do horario de
coleta das flores masculinas na eficiéncia da hibridacéo.

Diante do exposto, o presente trabalho teve por objetivo determinar o
melhor momento de coleta do pélen e a viabilidade polinica dos hibridos diploides
de bananeira, mediante a germinacao in vitro e a coloracdo com 2,3,5-cloreto de
trifeniltetrazolio (TTC).

MATERIAL E METODOS

O trabalho foi conduzido na Embrapa Mandioca e Fruticultura durante o
més de novembro de 2008, com temperatura variando de 32,6°C a 26,2 °C e
umidade relativa de 90%. Os dados meteorologicos foram fornecidos pela

Estacdo de Meteorologia da Embrapa.
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Como material vegetal utilizou-se grdos de pdllen de seis hibridos
diploides melhorados de bananeiras (AA), gerados pelo programa de

melhoramento de bananeira da Embrapa Mandioca e Fruticultura (Tabela 1).

Tabela 1. Hibridos diploides melhorados utilizados neste estudo e seus

respectivos parentais.

Hibrido diploide Parental feminino Parental masculino
melhorado

013018-01 Malaccensis (S) Sinwobogi (C)
042052-04 M 53 (H) Kumburgh (C)
050012-02 M 61 (H) Lidi (C)
088079-01 Malaccensis (S) x Madang (C) Tuu Gia (C) x Calcutta 4 (S)
089087-01 Malaccensis (S) x Sinwobogi (C) Calcutta 4 (S) x Heva (C)
091087-01 Borneo (S) x Guyod (C) Calcutta 4 (S) x Heva (C)

S = Selvagem; C = Cultivar; H = Hibrido, com parentais desconhecidos.

Os graos de pélen foram coletados de flores na antese (momento em que
a flor estd completamente aberta, permitindo a liberacdo do pdlen), retirados da
mesma bractea, em cinco horérios distintos (8, 10, 12, 14 e 16 h). Em seguida,
amostras oriundas de cada horario de coleta foram inoculadas in vitro para
avaliacdo da germinacdo do polen e crescimento do tubo polinico. Amostras
também foram utilizadas para coloracdo com TTC visando analisar a viabilidade
do pdélen.

Germinacéao de pdlen in vitro

Para a germinacdo in vitro (GIV) os grdos de pdlen, sem qualquer
processo de desinfestacao, foram inoculados em placas de Petri com diametro de
9 cm e altura de 1 cm contendo 35 mL do meio de cultura proposto por Soares et
al. (2008), composto de 15 % de sacarose, 0,01 % de &cido bérico, 0,01 % de
nitrato de potéassio, 0,03 % de nitrato de calcio e 0,02 % de sulfato de magnésio,
solidificado com 0,8 % de agar, pH ajustado em 5,8 ou 7,0 e autoclavado a 121 °C

por 20 minutos.
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Com auxilio de um pincel, o pélen foi distribuido sobre o meio de cultura
de modo a promover uma distribuigdo mais homogénea do material. Utilizou-se
para cada placa uma amostra composta de pdlen oriundos de cinco flores de
cada genaotipo.

Apés a inoculagdo, as placas foram mantidas em condi¢cbes controladas
de temperatura (27+£1°C), no escuro, antes de se realizar a contagem dos graos
de pdlen germinados e a medicdo do comprimento do tubo polinico,
respectivamente, 24 e 48 horas apés a inoculacdo em meio de cultura mediante
observacdo em um estereomicroscépio binocular com objetiva 10x.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado em esquema
fatorial 6 x 5 x 2 (gendtipo x hora de coleta x pH) com oito repeticdes, sendo cada
repeticdo representada por uma placa de Petri.

Para a percentagem de germinacao foram contabilizados todos os graos
da placa, enquanto para o comprimento do tubo polinico foram mensurados
aleatoriamente 5 tubos em cada placa de Petri, totalizando 40 tubos polinicos de
cada genotipo estudado. O comprimento foi medido em micrémetros, utilizando-se
estereomicroscopio e lamina micrométrica e os dados foram transformados em
milimetros. Foram considerados germinados os grdos de pélen que possuiam

tubo polinico com tamanho igual ou superior ao diametro do préprio polen.

Viabilidade de pdlen

A viabilidade do polen (VP), foi realizada por meio da coloragdo com
corante 2,3,5-cloreto de trifeniltetrazolio (TTC) a 1% diluido em tampéao tris HCI
0,15M, pH 7,8.

Uma amostra de pdlen, retirada de trés anteras oriundas de flores
coletadas da mesma bractea foi distribuida sobre uma lamina de vidro e em
seguida colocou-se uma gota do corante, fechando-se o conjunto com uma
laminula. As observagbes das quantidades de poélen vidveis e inviaveis por
genadtipo foram analisadas duas horas apos a preparacdo das laminas, pois o
corante TTC requer um lapso de tempo para que ocorra a reacdo enzimatica.

A fim de se obter uma amostragem ao acaso dos graos de poélen corados

foi utilizado o método de varredura da lamina em um microscoépio 0ptico com lente
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objetiva de 10x, sendo contabilizados 100 grdos de pdlen/lamina/genétipo com
trés repeticbes cada, perfazendo um total de 300 graos de polen.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado em esquema
fatorial 6 x 5 (gendtipo x hora de coleta) com trés repeticdes cada. Os dados de
porcentagem foram transformados para arc sen (Vxi10) antes da analise
estatistica. Para avaliar a relagéo da viabilidade e a germinagdo com o horéario de
coleta das flores masculinas foi realizada a analise de variancia, com a
comparacao das medias efetuada pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Em
complementagdo a analise estatistica para o teste de germinacdo e viabilidade,
utilizou-se a analise de regressdo e os modelos matematicos foram escolhidos
segundo equacfes com melhores ajustes, confirmado pelos maiores valores de
coeficiente de determinacédo (R?) e o teste F da regressdo, ambos a 5% de
probabilidade. Utilizou-se o programa computacional SAS System para Windows,
versao 9.1 (SAS, Institute Inc. NC, USA, 2004) para a analise dos dados.

RESULTADOS E DISCUSSAO

De acordo com os dados apresentados nas Tabelas 2 e 3, observou-se
diferencas significativas para a germinacéo in vitro (GIV) nos dois pHs testados e
para a viabilidade polinica (VP) de amostras de grdos de pdlen de bananeiras
diploides coletadas em diferentes horarios.

Em todos os gendtipos testados a GIV foi mais elevada em coletas
realizadas as 8 horas, com pdlen cultivado em meio com pH 7,0. Dentre os
genaotipos avaliados, destacou-se o 089087-01 que apresentou 0S maiores
valores de germinacéo, com 90,75% quando as flores foram coletadas as 8 horas
e 0 pélen inoculado em meio com pH ajustado em 7,0, sendo superior aos demais
genaotipos em todos os horarios de coleta. Por outro lado, o gendtipo 050012-02
apresentou 0s mais baixos valores para GIV em todos os horarios de coleta. As
figuras la e 1b ilustram diferencas na germinacéo in vitro de gréos de podlen de
bananeira.

Os resultados encontrados no presente trabalho corroboram com os

obtidos por Soares et al. (2008), que identificaram o meio de cultura com pH
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ajustado para 7,0 como o mais indicado para a germinacdo dos gréos de polen de
diploides (AA) de bananeira.

A partir desses resultados verificou-se também que o nivel de pH no meio
influenciou marcadamente o processo de germinagdo de pdlen dos diferentes
genatipos, concordando com as observacées de BREWBAKER e KWACK (1963)
e STANLEY e LINSKENS (1974).

Com relacao a viabilidade estimada com o corante TTC houve interacéo
altamente significativa, genoétipo e horario de coleta. Mais uma vez o gendétipo
089087-01 se destacou em relagdo aos demais, com 91,33% de grdos de polen
viaveis, oriundos de flores coletadas as 8 horas (Tabela 3, ilustrado na Figura 1c).
Por outro lado, o diploide 050012-02 apresentou 0s menores valores de
viabilidade em todos os horarios de coleta, com 45% e 19% nas coletas de 8 e 16
horas, respectivamente, conforme ilustrado na Figura 1d.

Os maiores valores de GIV e VP foram obtidos as 8h e os mais baixos as
16 h, ou seja, existe a tendéncia de queda percentual & medida que aumenta o
tempo apos a abertura da flor. Os valores mais altos de GIV e VP, obtidos as 8
horas, sdo explicados pelo fato de que nesse horéario de coleta o pélen encontra-
se em adequado estadio de desenvolvimento fisiolégico (imediatamente apds a
antese), observando-se, portanto, uma reducdo nos valores dessas variaveis ao
longo do dia.

Pela andlise de regressédo (Figura 2), observou-se que o percentual de
germinacao in vitro e a viabilidade do pdlen foram negativamente influenciados
pelo nimero de horas apds a antese. Houve relacdo linear tanto para GIV como
para o VP (y) e os horarios de coleta (x), com maiores médias de germinacao e
viabilidade obtidas as 8h, e a mais baixa as 16h. Portanto, o conhecimento do
momento adequado de coleta dos graos de pdlen é essencial para o programa de
melhoramento genético da bananeira, principalmente quando se quer obter maior
eficiéncia dos cruzamentos.

A perda da viabilidade polinica em funcdo do tempo apds a abertura da
flor foi também observada por SOUZA et al. (2002), em maracuja amarelo
utilizando-se de andlise histoquimica (solucdo de Alexander e lugol), porém o
indice ainda se manteve alto, superior a 75%, mesmo 24 horas apds a antese.

Outros fatores, tais como umidade relativa, temperatura, pressdo osmotica do
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contetdo celular do pdlen e resisténcia da parede polinica podem afetar a
viabilidade polinica (SOUZA, 1994; VARA PRASAD et al.,1999).

Em muitas espécies, a esterilidade do pdlen pode estar associada com
irregularidades meidticas, tais como citomixia, ou seja, a transferéncia de
cromossomos entre meidcitos, envolvendo parte ou todo o genoma (CAETANO-
PEREIRA e PAGLIARINI, 1997), mixoploidia (CAETANO-PEREIRA et al., 1998),
anormalidades na formagéo do fuso (CONSOLARO et al., 1996), baixa frequéncia
de quiasmas (HAROUN, 1996) e segregacéao irregular de univalentes (DUJARDIN
e HANNA, 1984; PAGLIARINI, 1990).
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Tabela 2. Porcentagem de germinacgéao in vitro (GIV) dos gréos de pdélen de bananeiras diploides (AA), coletados em diferentes

horérios e cultivados em meios com pH 5,8 e 7,0.

Gendtipos

Horério de 013018-01 042052-04 050012-02 088079-01 089087-01 091087-01
Coleta 5,8 7,0 5,8 7,0 5,8 7,0 5,8 7,0 5,8 7,0 5,8 7,0
8:00h 46,36 aB 69,41 aA 55,42aB 78,79aA 14,99aB 23,94aA 31,22aB 48,50aA 5547aB 90,75aA 49,44 aB 80,05 aA
10:00h  37,19bB 47,84 bA 40,25bB 53,11 bA 11,21 aB 18,77 aA 20,75bB 29,45bA 37,42bB 62,53 bA 32,77 bB 44,58 bA
12:00h 29,55cB 39,13cA 33,40cB 4451cA 656bB 12,21bA 1553bB 21,98cA 33,02bB 49,34 cA 26,91cB 35,99 cA
14:00h 22,41dB 28,84dA 27,62dA 32,76 dA 3,66 bA 7,49cA 10,74cA 1539dA 28,07cB 40,07 dA 2559cB 35,11cA
16:00h 1596 eA 18,99eA 18,77eA 2229eA 295bA 595cA 10,42cA 11,64dA 17,34dB 25,06eA 1535dA 20,35dA

CV(%) 10,62

Médias seguidas por letras iguais mindsculas na coluna e maiuscula na linha ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Tabela 3. Porcentagem de viabilidade polinica (VP) de bananeiras diploides (AA) por meio da coloracdo com TTC (2,3,5 cloreto-

trifeniltetrazolio) a 1%.

Genotipos 8:00 h 10:00 h 12:00 h 14:00 h 16:00 h
013018-01 77,33 bA 67,00 bB 60,33 bB 53,00 aC 41,67 aC
042052-04 82,33 bA 75,00 bA 59,67 bB 49,00 aC 44,00 aC
050012-02 45,00 dA 35,00 dB 27,33 bC 24,67 cC 19,00 cC
088079-01 60,66 cA 52,33 cB 46,00 cB 36,00 bC 32,67 bC
089087-01 91,33 aA 84,00 aA 70,67 aB 58,00 aC 48,67 aD
091087-01 79,67 bA 68,00 bB 55,33 bC 41,00 bD 39,00 bD
CV(%) 7,25

Médias seguidas por letras iguais mintsculas na coluna e maiuscula na linha nao diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Figura 1. Fotomicrografia dos gréos de pélen de hibridos diploides de bananeira.
Germinacéo dos graos de pélen do hibrido 089087-01 inoculados em meio com pH
7,0, oriundos de flores coletadas as 8 horas (a) e as 16 horas (b). Viabilidade dos
grdos de polen do gendtipo 050012-02, evidenciada pelo corante TTC (2,3,5

cloreto-trifeniltetrazdlio), as 8 horas (c) e as 16 horas (d).
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Figura 2. Germinacdo in vitro e viabilidade de grdos de pdlen em dipldides

melhorados de Musa acuminata coletados em diferentes horarios.

A germinacdo do pdlen in vitro é influenciada por varios fatores, como a
espécie, 0 meio de cultura, a temperatura, o tempo de incubacdo, o estadio de
desenvolvimento das flores quando coletadas e as condi¢cdes de armazenamento.
Bueno e Cavalcante (2002) verificaram que a viabilidade de grdos de poélen de
meldo sofre uma queda com passar do dia, quando ocorre aumento da
temperatura e diminuicdo da umidade relativa do ar.

A viabilidade dos graos de pdlen pode ser alterada com a variacdo da
umidade e temperatura do ambiente, e pode ser testada por meio da capacidade
de germinacao, atividade enzimatica e presenca de citoplasma. Essa variacéo
pode ser propria da espécie, a exemplo de algumas gramineas que podem
apresentar viabilidade de minutos ou horas, enquanto grdos de pélen de outras
podem permanecer viaveis por varios anos se armazenados adequadamente
(JUDD et al., 1999).
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Trabalhos conduzidos por Nunes (2004), com graos de poélen de flores de
atemoieira coletados em diferentes horarios, entre 7 horas e 10 horas, e inoculados
em meio de cultura com diferentes concentracdes de sacarose, indicaram que 0s
graos de podlen coletados as 7 horas e inoculados em meio de cultura com
concentracdo de sacarose de 10%, apresentaram maior percentagem de
germinacdo, com meédia de 12,25%. Ja Nietsche et al. (2009) avaliando a
viabilidade de graos de pélen de pinheira (Annona squamosa) coletados de flores
em diferentes horéarios entre 0 as 7 horas, em intervalos de 1 h, apresentaram a
mesma porcentagem de germinacao, indicando que a coleta das flores de pinheira,
para a polinizacdo artificial, pode ser realizada as 7 horas, sem reducdo da
viabilidade dos grédos de polen. Os resultados aqui apresentados permitiram
verificar que a hora de coleta do polen interfere no percentual de germinacao e
viabilidade polinica. Resultados semelhantes foram obtidos em Solanum
sessiliflorum Dunal (LUZ et al., 2008) e Passiflora suberosa (CRUZ et al., 2008).

A maturacdo do polen é um dos estadios de desenvolvimento no ciclo de
vida das plantas. A germinacao do polen ndo ocorre dentro da antera, mas o polen
deve estar pronto para germinar logo apés deiscéncia da mesma (LIN e
DICKINSON, 1984), desde que encontre condicbes favoraveis. Portanto, para
maior eficiéncia nas hibridacdes faz-se o uso de podlen no estadio adequado de
coleta.

As porcentagens de germinacédo in vitro e de viabilidade do pdlen estéo
diretamente relacionadas (BOLAT e PIRLAK, 1999; SCORZA e SHERMAN,1995).
Entretanto, ha observacbfes de que o meétodo do corante superestima a
porcentagem de germinacdo do pdlen, enquanto o teste in vitro a subestima
(GALETTA, 1983; TECHIO, 2002). Einhardt et al. (2006), apés comparacdo de
métodos para testar a viabilidade de pdélen de pessegueiro, concluiram que a
utilizacdo da germinacdo in vitro fornece resultados satisfatérios em relacdo a
germinacdo in vivo, e a coloragdo por carmim propidnico superestima a
porcentagem de polens viaveis.

Outra consideracédo a ser feita € que a germinacéo in vitro, embora forneca
um sistema experimental controlado, ndo reproduz completamente o crescimento
do tubo polinico in vivo, podendo ocorrer interagbes entre a composi¢cdo do meio

de cultura e os diferentes materiais vegetais. Todavia, é possivel concordar com
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Mendes (1994), que se refere a técnica de germinacao in vitro como aquela que
apresenta resultados mais préximos aos que, provavelmente, ocorrem in vivo.

No presente estudo, foi observado que o momento de coleta de graos de
polen as 8h, no dia da antese floral, além de apresentar alta viabilidade, pelo teste
em TTC, proporciona maior porcentagem de germinacao in vitro. Portanto, este

pode ser considerado o melhor horario de coleta.

CONCLUSOES

A coleta do pdlen as 8h, nas condi¢cdes de temperatura e umidade em que
foi realizado o presente trabalho, proporciona maior percentagem de germinacéo e
viabilidade dos grdos de podlen, sendo, portanto, o horario mais indicado para a
realizacdo de polinizacao.

O meio de cultura ajustado em pH 7,0 proporciona a maior germinacao dos
gréos de pélen para a maioria dos genétipos estudados.

O percentual médio de germinacdo in vitro e viabilidade do podlen é

influenciado negativamente pelo horario de coleta.
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FERTILIZACAO IN VIVO em Musa spp. !
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FERTILIZACAO IN VIVO em Musa spp.

RESUMO: As bananeiras selvagens sao diploides enquanto a maioria das
variedades comerciais séo triploides. As cultivares triploides do subgrupo Cavendish
apresentam esterilidade que tém inUmeras causas, mas nao se sabe ao certo que
barreiras impedem a fertilizacdo dos 6vulos. O objetivo do trabalho foi investigar o
processo de fertilizagdo in vivo da bananeira mediante a comparagdo do
desenvolvimento dos 6vulos em gendtipos de diploides melhorados (AA) com os
Ovulos de triploides dos subgrupos Cavendish (AAA) e Prata (AAB) apos a
polinizag&o in vivo. As polinizagdes foram controladas utilizando-se como genitor
masculino o hibrido diploide (AA) 091087-01, que foi selecionado em funcdo de
apresentar alta percentagem de germinacgdo in vitro e in vivo. Do primeiro e até o
vigésimo dia apdés a polinizacdo foram retiradas amostras de flores para
comprovacao da fertilizacdo, por meio da medida do diametro do Ovulo. Verificou-se
que os oOvulos de diploides aumentaram de tamanho gradualmente, iniciando o
processo de formacdo de sementes, enquanto nos triploides AAA (subgrupo
Cavendish) ocorreu o aborto dos évulos néo fertilizados e consequente reducdo no
seu tamanho. Nos triploides AAB (subgrupo Prata) alguns ovulos sao fertilizados
mas o seu tamanho € menor comparado aos diploides.. As flores das cultivares
Grande Naine, Nanicdo e Pacovan apresentaram uma necrose na regiado distal do
ovario, detectada desde o primeiro dia apdés a polinizagdo, tanto em plantas que
foram polinizadas quanto no controle. Essa regido necrosada pode se constituir em
uma barreira para o crescimento do tubo polinico em direcdo ao 6vulo, o que
provavelmente pode estar relacionada a baixa producdo de sementes em Pacovan e

a auséncia de sementes em cultivares do subgrupo Cavendish.

Palavras-chave: Banana, hibridac&o, 6évulos, melhoramento genético.



IN VIVO FERTILIZATION IN Musa s pp.

ABSTRACT: The wild bananas are diploids, whereas the majority of commercial
varieties are triploids. Triploid cultivars from subgroup Cavendish present sterility
due to many causes but is still unknown what kind of pre zygotic barrier prevents
the fertilization of ovules. This work aimed to investigate the in vivo fertilization of
banana by the comparison of ovules development between banana diploids
hybrids (AA), triploids from Cavendish subgroup (AAA) and ‘Prata’ (AAB) after in
vivo pollination. Controlled pollinations using the pollen of diploid (AA) 091087-01
were performed. This genotype was selected due to the high capacity to germinate
in vivo and in vitro conditions. From the first day until the twentieth day after
pollination samples of flowers were collected to confirm the fertilization. The
diameter of each ovule was measured and It was observed that the diploid ovules
increased in size gradually beginning the seed formation. Moreover in triploid AAB
and AAA, there was an increase and decrease in the diameter of the eggs,
respectively, with the fruit development and low seed production and sterility. The
flowers of Grand Naine, Nanicdo and Pacovan cultivars presented a necrosis in
the distal region of ovary observed since the first day after pollination in both
plants that were pollinated as in control. This necrotic area may constitute a barrier
to the growth of pollen tube toward the egg, which can probably be related to low

seed production in Pacovan and seedless in Cavendish cultivars.

Key words: Banana, hybridization, ovules, genetic breeding.



INTRODUCAO

A bananeira € uma das fruteiras de grande importancia social e
econdmica, sendo cultivada em mais de 120 paises e utilizada para consumo in
natura ou processada.

Os frutos de bananeira mostram duas vias de desenvolvimento:
seminifera ou partenocarpica. As bananeiras silvestres séo diploides (2n = 2x =
22), seminiferas, geralmente alégamas e apresentam sementes férteis em grande
guantidade, das quais dependem para sua dispersdo, enquanto as cultivares
comerciais sao principalmente triploides (2n = 3x = 33), com variavel grau de
partenocarpia e esterilidade, apresentando baixo nimero ou até mesmo auséncia
de sementes (SILVA et al., 2002; FORTESCUE e TURNER, 2005a).

As cultivares que apresentam em sua constituicdo a combinacdo dos
genomas A e B (AAB, ABB) constituem a maioria das bananas produzidas
mundialmente, embora o comércio internacional esteja centrado nas cultivares do
subgrupo Cavendish (AAA), por causa da palatabilidade e qualidade dos frutos,
bem como do alto rendimento (FORTESCUE e TURNER, 2005b). Entretanto, a
maioria dessas cultivares apresenta esterilidade feminina, além de serem
suscetiveis a certas doencas foliares e pragas que causam sérias perdas de
rendimento (SSEBULIBA et al.,, 2006), sendo necessario o melhoramento
genético para geracdo de novas variedades resistentes e aceitas pelo mercado.

O programa de melhoramento desenvolvido na Embrapa Mandioca e
Fruticultura tem como objetivo gerar variedades mais produtivas, com porte e ciclo
reduzidos, resistentes ao mal-do-Panama (Fusarium oxysporum f. sp. cubense) e
as Sigatokas amarela (Micosphaerella musicola) e negra (Micosphaerella
fijiensis), tolerantes aos nematoides (Rodophilus similis) e broca (Cosmopolites
sordidus), mediante cruzamentos entre triploides comerciais e diploides
melhorados (SILVA et al., 2001).

Véarios fatores exercem uma influéncia significativa no processo de
polinizacdo, a exemplo da eficiéncia do pdlen, que pode estar relacionada a
presenca de translocacfes cromossémicas, afetando a sua fertilidade e ou a taxa
de crescimento dos tubos polinicos nos ovarios das -cultivares triploides
(SHEPHERD et al.,, 1987a, 1987b). A época de polinizacdo também exerce
grande influéncia na ploidia das sementes obtidas. Polinizagdes realizadas na
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época de verdo seco produzem muitos hibridos com ploidias indesejaveis, a
exemplo de hexaploides e heptapldides, enquanto que as realizadas em épocas
mais frias e Umidas, apesar de apresentar menor rendimento em sementes,
resultam em uma maior taxa de recuperacéo de tetraploides (SHEPHERD et al.,
1994). Outro fator importante e determinante na polinizacdo é a especificidade
dos parentais utilizados, havendo uma producdo diferenciada em relacdo a
qualidade e quantidade de sementes.

Dessa forma, em cruzamentos que envolvem cultivares do subgrupo
Cavendish ndo se observa a producdo de sementes, ao passo que nas cultivares
do subgrupo Prata ocorre um numero variavel de sementes de acordo com o
parental utilizado (SILVA et al., 1996). Em polinizacdes controladas envolvendo
banana e platano, Fortescue e Turner (2005c) verificaram que a producédo de
sementes € baixa, na ordem de 1-5 sementes por 100 frutos, sendo que cada
fruto deve conter no minimo 300 Ovulos. A baixa producdo ou auséncia de
sementes pode estar relacionada a intensa selecdo agrondmica, devendo ser,
portanto, um reflexo da domesticacdo da espécie. Este alto nivel de infertilidade
limita a transferéncia de alelos desejaveis para as cultivares do subgrupo
Cavendish, dificultando o melhoramento pelo método convencional.

Embora sejam relatados na literatura diferentes fatores que podem ser
responsaveis pela auséncia ou baixa producdo de sementes em cultivares de
bananeira, existem poucas informac¢des que elucidam quais as barreiras fisicas
e/ou bioquimicas que limitam ou impedem a producdo de sementes. Segundo
Fortescue e Turner (2005c), falhas no saco embrionario causadas por desbalanco
nos cromossomos contribuem para uma maior esterilidade em bananeiras
comestiveis, tanto diploides como triploides.

O objetivo do estudo foi investigar o processo de fertilizacdo in vivo da
bananeira mediante a comparacdo do desenvolvimento dos 6vulos em diploides

melhorados com évulos de cultivares triploides dos subgrupos Cavendish e Prata.

MATERIAL E METODOS

O sistema reprodutivo do género Musa foi estudado a partir de
experimentos de polinizagbes manuais cruzadas, realizadas no campo com

temperatura variando 25,3°C a 32,5°C e umidade relativa de 84%, segundo dados



49

meteoroldgicos fornecidos pela Estacdo de Meteorologia da Embrapa Mandioca e
Fruticultura.

Foram utilizados individuos diploides (AA) e triploides dos subgrupos
Cavendish (AAA) e Prata (AAB), listados na Tabela 1. Foram utilizadas cinco
plantas diploides e cinco triploides, selecionando-se uma planta de cada nivel de
ploidia como controle, para avaliar o desenvolvimento dos évulos na auséncia de
polinizacao.

As inflorescéncias femininas dos diploides melhorados (AA) e dos
triploides (AAA e AAB) foram protegidas, com sacos de polietileno um dia antes
da antese (abertura floral), para evitar possiveis contaminac¢des por polen trazido
por insetos.

A polinizacéo iniciou-se no dia seguinte a protecdo das inflorescéncias
femininas, quando estas se apresentaram receptivas, ou seja, com o0s lébulos
livres do estigma, encontrando-se, portanto, aptas para a polinizagdo e
fecundacdo. Foram polinizadas uma a duas pencas por dia até a emissado da
altima penca.

O pdlen utilizado foi oriundo das anteras do dipléide melhorado (AA)
091087-01, que foi selecionado em fungcéo de apresentar alta percentagem de
germinacao (SOARES et al.,, 2008). As flores masculinas foram coletadas na
antese e utilizadas para a realizacdo de polinizagdo manual, sendo o pdlen
distribuido na superficie do estigma. O pélen utilizado foi coletado na antese para
garantir o desenvolvimento normal do tubo polinico e um crescimento uniforme,
uma vez que 0s graos de podlen coletados horas ou dias ap0s a antese
(Tangmitcharoen e Owens, 1997) tendem a reduzir a viabilidade. Para isto,
utilizou-se, em média, uma flor masculina para cada 3-4 flores femininas, a
depender da quantidade de grédos de pdlen da planta utilizada.

Apés a polinizagdo, os cachos foram devidamente identificados e
protegidos com saco de polietileno até a ultima emissdo da penca, para evitar a
entrada de formigas e outros insetos que pudessem trazer polen de outras plantas
ou até mesmo retirar o poélen recém distribuido. Amostras de flores foram
coletadas diariamente desde o primeiro até o vigésimo dia apds a polinizacéo,
sendo avaliado o tamanho (diametro) do oOvulo com auxilio de um
estereomicroscopio. A observacdo dos oOvulos foi feita em ocular e lamina

micrométricas, sendo os dados, posteriormente, transformados em milimetros.
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O delineamento utilizado foi inteiramente casualizado em esquema fatorial
3 x 5 x 20 (ploidia x gendtipo x dias apds a polinizagdo) sendo composto por trés
repeticbes, mensurando-se 30 Ovulos/repeticdo. Utilizou-se a analise de
regressao e os modelos matematicos foram escolhidos segundo equacfes com
melhores ajustes, confirmado pelos maiores valores de coeficiente de
determinacdo (R? e o teste F da regressdo, ambos a 5% de probabilidade. Em
complementacdo a analise estatistica, utilizou-se o teste de Tukey para
comparacao das medias. Utilizou-se o programa computacional SAS System para
Windows, versédo 9.1 (SAS, Institute Inc. NC, USA, 2004) para andlise dos dados.

RESULTADOS E DISCUSSAO

De acordo com a andlise de variancia observou-se que ndo houve
diferencas significativas (p<0,05) entre os gendtipos testados dentro de cada
grupo gendmico, com relacdo ao desenvolvimento dos 6vulos, nos diferentes
periodos apds a polinizacdo (Tabela 1). Também ndo houve interacdo tripla
significativa entre os fatores.

Com um dia apés a polinizagdo, os valores médios do tamanho dos
ovulos variaram de 0,80 mm nos diploides, 0,83 mm nos tripldides AAB e 1,42
mm nos triploides AAA. Entretanto, a medida que transcorreram os dias apos a
polinizacdo ocorreu um aumento no tamanho dos 6vulos nos diploides e reducao
dos mesmos nas cultivares triploides (AAA), atingindo em média 1,92 mm e 0,91
mm, respectivamente, vinte dias apds a polinizacdo (Tabela 1, ilustrado nas
Figuras la e 1b). Ja nas cultivares do subgrupo Prata (AAB), os o6vulos
continuaram crescendo até o décimo dia, sendo que a partir desse dia foi
observada uma tendéncia a estabilizacdo no crescimento dos évulos, sendo que
no vigésimo dia apresentaram um tamanho médio de 1,15 mm (Tabela 1,

ilustrado nas Figuras 1c e 1d).
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Tabela 1. Diametro (mm) dos 6vulos de genotipos diploides (AA) e triploides (AAA
e AAB) aos 1, 10 e 20 dias ap0s a polinizacdo com hibrido diploide melhorado
091087-01.

Diametro dos évulos (mm)

Genotipos Dias ap6s a polinizacao

0 1 10 20
Diploides AA
003004-02 0,892 0,915 1,518 2,008
(Calcutta 4 x Madang)
042052-05 0,701 0,742 1,433 1,667
(M 53 x Kumburgh)
058054-03 0,698 0,750 1,585 1,863

[(Calcutta 4 x Pahang) x
(Borneo x Madang)]
091079-03 0,804 0,815 1,439 1,995
[(Boeneo x Guyod) x
(Tuu Gia x Calcutta 4)]
091087-02 0,723 0,768 1,393 2,042
[(Boeneo x Guyod) x
(Calcutta x Heva)]
Média 0,7636 0,798 1,473 1,915
CV 22,15

Triploides AAA

Grande Naine Magario 1,425 1,436 0,912 0,919
Grande Naine Rossete 1,498 1,505 1,360 *
Grande Naine SC-074 1,314 1,327 0,898 0,898
Nanicdo Rossete 1,465 1,478 1,116 0,864
Nanicdo SC-063 1,321 1,332 1,237 0,949
Média 1,405 1,415 1,105 0,9075
(04Y] 18,30

Triploides AAB

Pacovan 0,875 0,894 1,413 1,436
Prata Ana 0,732 0,749 1,108 0,800
Prata Comum 0,897 0,905 1,228 0,907
Prata Gratda 0,745 0,767 1,377 1,463
Média 0,8122 0,828 1,281 1,151
cV 21,13

* z o . , . . . . . ~ ’ .
Géndtipo cujo nimero de pencas no cacho foi insuficiente para avaliacdo até aos vinte

dias ap6s a polinizagéo.



52

Figura 1. Inflorescéncia feminina da bananeira apds polinizacao.
Desenvolvimento dos 6vulos fertilizados 20 dias apos a polinizacdo no dipléide
003004-02 (a); na cultivar Nanicao Rossete (b) e na cultivar Pacovan (c-d).
Presenca de necrose na regido distal do ovéario dos triploides ‘Pacovan’ (e) e
‘Grande Naine Rossete' (f-g). Diploide 091087-02, sem necrose na regido distal

do ovario (h).
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Pela analise de regressdo, observou-se que o tamanho dos Ovulos
fertilizados dos diploides (AA) aumentou linearmente ao longo dos dias apds a
polinizacdo. Resultados similares foram obtidos nas cultivares do subgrupo Prata,
que também apresentou aumento linear no tamanho dos 6vulos até o décimo dia
apos a polinizacdo, mantendo-se praticamente constante até o vigésimo dia.
Efeito contrario foi observado nas cultivares triploides (AAA), que apresentaram
reducdo no tamanho dos 6vulos com o passar dos dias ap0s a polinizacdo (Figura

2), em decorréncia do aborto dos ovulos que nao foram fertilizados (Figura 1b).

° (AAB) = (AA) 4 (AAA)

2,5
B
é 2 y =0,0579x + 0,8
3 R? = 0,9837
3 15+ y =0,0179x +0,8969
3 R R=07735
(2]
S 1
o R? = 0,9862
e 05
©
D O [ I I I I !

0 5 10 15 20 25
Dias ap0s a polinizacéo

Figura 2. Alteracdes no diametro dos oOvulos de bananeiras diploides (AA) e

triploides (AAA, AAB), até os vinte dias ap0s a polinizacdo manual.

Durante a avaliagdo da polinizagdo, observou-se que nos diploides os
grdos de pdlen depositados sobre o estigma emitiam e desenvolviam mais
rapidamente o tubo polinico que os triploides. Cerca de quatro horas apos a
polinizacdo os graos de polen ndo eram mais visiveis sobre o estigma, indicando
completa germinacdo, enquanto que nos triploides o pdlen germinou sobre o
estigma, mas aparentemente ndo penetrou no estilete, indicando a auséncia de
algum tipo de estimulo para o direcionamento do tubo polinico ou a existéncia de
alguma barreira fisica. Um dia apos a polinizacéo, os estigmas dos diploides se

desprenderam do fruto e nos triploides persistiram até o terceiro dia.
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Cortes longitudinais da flor feminina evidenciaram a ocorréncia de uma
necrose atingindo quase a totalidade da regido distal do ovéario das cultivares
triploides (AAA e AAB) (Figura le-g), ja no primeiro dia apos a polinizacéo, tanto
em plantas que foram polinizadas quanto no tratamento controle, o que néo
aconteceu nos diploides (Figura 1h). Estudos preliminares (Soares et al., 2007)
indicaram que essa regiao necrosada pode se constituir em uma barreira para o
crescimento do tubo polinico em direcdo ao 6vulo, 0 que provavelmente pode
estar relacionada com a baixa producdo de sementes em cultivares do subgrupo
Prata e a auséncia de sementes em cultivares do subgrupo Cavendish, conforme
sugerido por Shepherd et al. (1987a).

Na literatura sé@o relatadas varias causas da esterilidade na bananeira.
Simmonds (1959) reportou que a esterilidade em Musa seria decorrente de erros
meioticos que levariam a falhas no desenvolvimento de sacos embrionarios e
alteracdes morfoldgicas e fisioldgicas na estrutura feminina que impediriam o tubo
polinico de penetrar no estilete e no ovario. Shepherd et al. (1987a) apontaram
que a auséncia ou baixa producdo de sementes em bananeira seria
consequéncia: a) do crescimento irregular e lento do tubo polinico de algumas
variedades; b) da formacdo de tubos polinicos curtos, que ndo alcancaram o
ovulo; c) da ocorréncia de sementes apenas nas primeiras pencas e na porcao
distal dos frutos de algumas cultivares; e d) do necrosamento prematuro na regiao
do nectario da flor feminina, impedindo a passagem do tubo polinico.

Estudando a anatomia dos Ovulos de bananeira, Fortescue e Turner
(2005c) observaram que até a antese o desenvolvimento dos Ovulos de diploides
e triploides foi semelhante, e que apds a antese os Ovulos dos triploides
comecaram a murchar, semelhante a évulos nao fertilizados, adquirindo uma
coloragdo amarronzada como se observa no centro dos frutos maduros. Os
referidos autores relataram que os Ovulos da cultivar Gros Michel (AAA)
murcharam em decorréncia da degeneracdo do saco embrionario. Na antese, a
maioria dos sacos embrionarios de cultivares comestiveis ndo apresenta
membrana nuclear e o conteddo nuclear encontra-se desorganizado e apdls a
antese o saco embrionario comeca a se deteriorar.

Nos diploides estudados, a polinizacdo controlada possibilitou o
suprimento adequado de pdélen, em termos qualitativos e quantitativos, durante o

periodo de maior receptividade do estigma, garantindo a fertilizacdo e formacao
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de sementes. Assim, essa operagao pode ser realizada rotineiramente e, caso
haja necessidade de uma grande produgcdo de sementes, pode-se compensar
aumentando o numero de polinizacdes.

E muito comum a presenca de barreiras pré-zigéticas resultantes da
incompatibilidade pélen-pistilo, onde a germinacdo dos grdos de podlen e o
crescimento do tubo polinico de uma espécie sdo inibidos no estigma da outra
(Burson e Young, 1983). Em muitos cruzamentos interespecificos, a reacdo da
incompatibilidade do pélen-pistilo é caracterizada de tal maneira que crescimento
do tubo polinico de uma espécie € impedido no estigma das outras. Essa reacéo
pode ser parcialmente inibida pela presenca de proteinas, frequentemente
liberadas da parede do polen compativel ou como resultado de interacfes
genéticas desarmoénicas em funcdo da divergéncia genética entre as espécies
(HODNETT et al., 2005).

Pesquisas futuras podem ser direcionadas para explorar mais técnicas de
polinizacdo in vivo que venham superar a incompatibilidade entre os cruzamentos,
procurando aumentar a eficiéncia das polinizacdes controladas, bem como
superar as barreiras pré-zigéticas que ocorrem nas cultivares do subgrupo
Cavendish, viabilizando assim, a obtencdo de hibridos resistentes aos principais

patogenos, produtivos e com frutos de boa qualidade.

CONCLUSOES

Os 6vulos de bananeira diploides AA se desenvolvem normalmente apés a
polinizacado, inclusive com a formacéo de sementes. Por outro lado, nos triploides
AAA ocorre o aborto dos 6vulos nao fertilizados e consequente reducdo no seu
tamanho. Nos triploides AAB alguns évulos séo fertilizados mas, o seu tamanho é
menor comparado aos diploides.

A ocorréncia de uma necrose nha regido distal do ovario pode estar
relacionada com a esterilidade que acontece em variedades do subgrupo

Cavendish e a baixa producdo de sementes nas cultivares do subgrupo Prata.
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CAPITULO 3

INFLUENCIA DO EXTRATO DE TECIDOS FLORAIS NA GERMINA CAO IN
VITRO E CRESCIMENTO DO TUBO POLINICO DE BANANEIRA*

1Artigo a ser ajustado para submissdo ao Comité Editorial do periédico cientifico African Journal of

Biotechnology.



INFLUENCIA DO EXTRATO DE TECIDOS FLORAIS NA GERMINA CAO IN
VITRO E CRESCIMENTO DO TUBO POLINICO DE BANANEIRA

RESUMO: O objetivo desse trabalho foi avaliar o efeito dos extratos de tecidos
florais (estigma e porcéo distal do ovario) de bananeira ‘Grande Naine’ (AAA), na
percentagem de germinacao in vitro e comprimento do tubo polinico dos gréos de
polen de bananeira. Graos de pélen do dipléide melhorado 089087-01 foram
inoculados em meio de cultura padrdo para bananeira, com adicdo de dois
extratos florais diferentes: estigma e porcdo distal do ovario, oriundos da
inflorescéncia feminina de ‘Grande Naine’. O extrato de cada tecido floral foi
diluido no meio nas concentracdes de 0%, 1,25%, 2,5%, 5% e 10%. A
germinacao do pdlen e o comprimento do tubo polinico foram maiores no meio de
cultura contendo extrato de estigma na concentracdo de 5%, com valores
respectivos de 92,75% e 4,84 mm. Por outro lado, considerando o extrato do
ovario, o efeito foi contrario ao obtido com o estigma, ja que na concentracdo de
5% observou-se uma percentagem de grdos de podlen germinados inferior ao
obtido no meio controle, com 33,50% e 41,38%, respectivamente. O extrato do
tecido floral adicionado ao meio de cultura influencia na germinacéo de poélen e

crescimento do tubo polinico de bananeira.

Palavras-chave: Musa spp., tubo polinico, estigma, ovario, melhoramento
genético.



INFLUENCE OF THE FLORAL TISSUE EXTRACTS ON IN VITRO
GERMINATION OF POLLEN GRAINS AND POLLEN TUBE GROWTH OF
BANANA

ABSTRACT: The aim of this study was to evaluate the effect of floral extracts
(stigma and distal portion of the ovary) of banana 'Grand Naine' (AAA) on the
percentage of pollen in vitro germination and pollen tube length of banana.
Pollen grains from diploid 089087-01 were inoculated into standard culture
medium for banana, added to two different botanical extracts: stigma and distal
portion of the ovary from the female inflorescence of '‘Grand Naine'. Extract of
each floral tissue was diluted in the culture medium in the concentrations of 0%,
1,25%, 2,5%, 5% and 10%. The pollen germination and pollen tube length were
higher in culture medium containing extracts of stigma in the concentration of
5% with values of 92.75% and 4.84 mm, respectively. The effect of the extract
of ovary was unlike to that obtained with the stigma. At concentration of 5% the
percentage of germinated pollen grains was lower than the medium control, with
33.50% and 41.38%, respectively. The floral tissue extract added to the culture

medium influences pollen germination and pollen tube growth of banana.

Key word: Musa spp., pollen tube, stigma, ovary, breeding.



INTRODUCAO

A bananeira é uma fruteira tropical de grande importancia para a nutricdo
e geracdo de renda para milhBes de pessoas. A ocorréncia de estresses bidticos
e abioticos tem afetado a produtividade das principais cultivares. A geracao de
variedades mais produtivas e resistentes as principais pragas utilizando métodos
de melhoramento genético convencional € dificultada porque a maioria das
cultivares é triploides (2n = 3x = 33 cromossomos) e apresenta diferentes graus
de esterilidade. As cultivares de bananeira do subgrupo Cavendish (Grande
Naine, Nanica, Nanicdo) sédo atualmente as preferidas no mercado internacional.
Embora sejam resistentes ao mal do Panama4, sao suscetiveis a Sigatoka negra e
ao Fusarium oxysporum f. sp. cubense raca Tropical 4 (Foc TR4). Além disso,
apresentam alto grau de esterilidade, impedindo o melhoramento genético por
hibridacao.

A fertilizacdo € o resultado da conclusdo bem sucedida de uma série de
eventos sequenciais apos a polinizacdo. As barreiras que impedem a fertilizacdo
sdo distinguidas em pré e pdés-fertilizacdo (pré e pos-zigdticas) e podem ser de
natureza fisica ou fisiolégica. A natureza da barreira define o método a ser
utiizado para superar uma barreira especifica. As barreiras pre-zigoéticas
impedem a fertilizagdo em um ou mais destes niveis: sobre a superficie do
estigma antes da entrada do tubo polinico; no interior dos tecidos do estigma e
estilo; e dentro do ovario e saco embrionario. As barreiras pés-zigoticas incluem a
geracdo de embrides hibridos néo viaveis, falha no florescimento do hibrido,
esterilidade do hibrido, falta de recombinacao, entre outras (SHIVANNA, 1997).

Estudos preliminares visando investigar a esterilidade em cultivares do
subgrupo Cavendish (Grande Naine, Nanicdo e Nanica) mostraram gue na antese
as flores femininas apresentam um escurecimento (oxidac&o) na regido distal do
ovario, o qual poderia ocorrer devido a producdo de substancias que contribuiriam
para dificultar a penetragé@o e o crescimento do tubo polinico (Soares et al., 2006).

Portanto, o objetivo desse trabalho foi avaliar o efeito dos extratos florais
(estigma e porcdo distal do ovario) de bananeira ‘Grande Naine’ (subgrupo
Cavendish, grupo gendbmico AAA), na germinagéao in vitro e crescimento do tubo
polinico dos grédos de pdlen de bananeira.
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MATERIAL E METODOS

Como material vegetal utilizou-se grdos de pdélen do dipléide melhorado
089087-01 (grupo gendémico AA), coletados na antese e inoculados em placas de
Petri contendo meio de cultura proposto por Soares et al. (2008), com a adicéo de
dois extratos florais diferentes: estigma e porcéo distal do ovario, oriundos da
inflorescéncia feminina de ‘Grande Naine’ (grupo genémico AAA), que em estudos
preliminares apresentou germinacgdo superficial dos graos de pélen no estigma e
uma regido oxidada na parte distal do ovéario.

Os extratos foram obtidos apdés maceracdo das amostras em nitrogénio
liquido. Em seguida, para cada 150 mg foram adicionados 1,5 ml de agua. As
amostras foram agitadas em vortex por 1 minuto e em seguida centrifugadas a
12.500 rpm por 10 minutos. Apds essa etapa, os extratos foram esterilizados por
filtragem e adicionados ao meio de cultura. Foram testados meios sem a adi¢ao
de extrato (controle) e com a adi¢do de 1,25%; 2,5%, 5% e 10% de cada extrato
bruto. Os grdos de pdlen foram distribuidos no meio com auxilio de um pincel
para promover a distribuicAo homogénea do pédlen. Utilizou-se para cada placa
um mix de pdlen oriundo de cinco anteras/flor. Apos a inoculacao, as placas foram
mantidas em condicfes controladas de 27 + 1°C no escuro, antes de se realizar a
contagem dos graos de polen germinados e a medi¢cdo do comprimento do tubo
polinico 24 e 48 horas, respectivamente, mediante observacdo em um
estereomicroscopio binocular com objetiva 10x.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado em esquema
fatorial 5 x 2 (concentragdes do extrato x tipo de tecido floral) com oito repeti¢oes,
sendo cada uma representada por uma placa de Petri. Para a percentagem de
germinacao foram contabilizados todos os grdos da placa de Petri e ja para o
comprimento do tubo polinico foram mensurados 40 tubos polinicos, com auxilio
de uma ocular micrométrica, com dados convertidos em milimetros (mm). Foram
considerados germinados os grdos de pélen que possuiam tubo polinico com
tamanho igual ou superior ao diametro do préprio poélen.

Os dados de porcentagem foram transformados para arc sen (vx/100) antes
da andlise estatistica, e as médias obtidas foram comparadas pelo teste de Tukey
a 5% de probabilidade. Utilizou-se o programa computacional SISVAR para
andlise dos dados.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

O comportamento do pdlen diferiu em relacdo as diferentes
concentraces do extrato do estigma e da porcao distal do ovario adicionado ao
meio de cultura, tanto para a germinacgao in vitro como para o crescimento do tubo
polinico (Tabela 1).

O percentual de germinacdo do polen (GP) e o comprimento do tubo
polinico (CTP) foram maiores no meio de cultura contendo extrato de estigma no
fracionamento de 5%, com valores respectivos de 92,75% e 4,84 mm (Figura 1a).
Por outro lado, os mais baixos percentuais de GP germinados cultivados neste
extrato foram obtidos na concentracdo de 10%; comportamento semelhante foi
observado para a variavel comprimento do tubo polinico (Figura 1b).

Considerando o extrato do ovario, o efeito foi contrario ao obtido com o
estigma, ja que na concentracdo de 5% observou-se uma percentagem de graos
de polen germinados (33,50%) inferior a obtida no meio controle (41,38%). Por
outro lado, a mais efetiva concentracéo do extrato de ovario para a germinacao do
pélen foi obtida na concentragdo intermediaria de 2,5%, com 76,63% de gréaos de
pélen germinados; para o comprimento do tubo polinico a concentracdo mais
efetiva foi de 10%.

A germinacéao do polen e o crescimento do tubo polinico sdo fendmenos
complexos que envolvem diversos processos morfoldgicos e fisioldgicos.
Morfologicamente, na germinacdo do grdo de pélen ocorre a formacdo de uma
protuberancia seguida pela projecdo do tubo. O crescimento do tubo polinico
pode ser de poucos milimetros a quase 100 mm. Na germinacdo in vitro,
entretanto, ainda ndo se tem certeza se 0 crescimento corresponde ou se
aproxima ao que ocorre normalmente no estigma. Fisiologicamente, o tubo
polinico requer varios tipos de nutrientes: dgua, sais inorganicos, fonte de energia
(geralmente fornecido como o acucar) e um complemento de fatores de
crescimento de natureza hormonal ou vitamina. O podlen pode, no entanto,
fornecer muitas destas exigéncias de suas proprias reservas.

A inclusdo de substancias promotoras na germinacdo de polen tem sido
testada por diversos autores. Takagi et al. (1995), observaram que houve
incremento significativo na percentagem de germinacdo de podlen quando foi

adicionado extrato de perianto, pedicelo e de pistilo de Polygonatum odoratum ao
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meio de cultivo bésico. A adicdo de 100% do exudato do estigma no meio de
cultivo estimulou a germinacéo do pélen e o crescimento do tubo polinico de Milla
biflora; j& em Tropaeolum majus var. Golden Gleam essa concentracdo inibiu a
germinacao do pélen (Addicott, 1943). Matsubara e Miki (1992) verificaram que a
adicdo de extrato de diferentes érgaos florais (estigma, pistilo, estilete, ovéario e
ovulo) ao meio de cultura promoveu a germinacdo de pélen in vitro de rabanete.
Em banana, o uso do néctar diluido em agua, na propor¢ao de 1:9, teve um efeito
positivo na germinacdo do podlen e crescimento do tubo polinico (NYINE e
PILLAY, 2007).

Tabela 1. Percentagem de germinacdo do pdélen (GP) e comprimento do tubo

polinico (CTP) em diferentes extratos florais.

Concentragao GP (%) CTP (mm)
do extrato (%) Estigma Ovério Estigma Ovério
0 34,12 bA 41,38 aA 2,83 dA 3,28 bA

1,25 38,88 bA 47,25 cA 3,63 cA 3,43 bA
2,5 86,88 aA 76,63 aB 4,24 bA 3,71 bB
5,0 92,75 aA 33,50 dB 4,84 aA 3,66 bB
10,0 21,88 cB 67,00 bA 2,79 dB 4,70 aA
CVv 12,38% 28,99%

Médias seguidas por letras iguais mindsculas na coluna e mailscula ndo diferem entre si

pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Em estudos preliminares de polinizagao in vivo, envolvendo cruzamentos
entre ‘Grande Naine’ e dipléides melhorados, foi observado que os graos de pdlen
germinavam sobre o estigma, entretanto, ndo ocorria a penetracdo do tubo
polinico (dados ndo apresentados). Os resultados obtidos no presente trabalho
indicam que o extrato do estigma promoveu a germinacéo dos grados de podlen e o
crescimento do tubo polinico em concentracdes reduzidas (a 2,5 e 5%). Ja com
uma concentracdo de 10% a GP foi reduzida drasticamente (de 92,75% para
21,88%) ocorrendo também diminuicdo do comprimento do tubo polinico,
indicando que algum componente do extrato tenha atingido uma concentracdo

elevada o suficiente para afetar negativamente a germinacao do pdlen.
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Figura 1. Germinacao in vitro de graos de polen do hibrido dipléide de bananeira

089087-01. a) Alta percentagem de germinagdo em meio de cultura com 5% de
extrato do estigma acrescido no meio; b) Baixa percentagem de germinacéo e
comprimento do tubo polinico no meio contendo 10% de concentracdo desse

extrato.

O extrato da porgéo distal do ovario, que inclui a regido oxidada, também
promoveu a germinacdo a 2,5%, mas o crescimento do tubo polinico foi
significativamente menor, sugerindo a presenca de alguma substéncia inibitoria.

Pode-se, portanto, inferir que em concentracbes mais elevadas dos
extratos a germinacdo e crescimento do tubo polinico seriam negativamente
influenciados, podendo haver a completa inibicAo da germinacédo. Isto
corroboraria com os indicios de que 0s compostos presentes nestes tecidos
seriam responsaveis pela inibicdo da penetracdo do tubo polinico no estigma e a
fertilizacéo do ovulo.

Outra possivel explicacdo seria que a ndo penetracdo do tubo polinico no
estigma devida a alguma barreira fisica.

Assim sendo, novos estudos devem ser realizados para identificar as

substancias presentes nos extratos dos érgaos florais estudados.
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CONCLUSOES

Extratos florais (estigma e porcdo distal do ovério) influenciam a
germinacao in vitro de graos de podlen de banana. A adicdo de 5% de extrato de
estigma ao meio de cultura favorece a germinacao in vitro e o crescimento do tubo
polinico, enquanto que a concentracdo de 10% tem um efeito inibitério. Portanto, é
possivel que em concentragcdes mais elevadas dos extratos, semelhante ao que

ocorre in vivo, a germinacao do pélen seja inibida.
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CONSIDERACOES FINAIS

A bananeira (Musa spp.) produz um dos frutos mais consumidos no
mundo, sendo explorada na maioria dos paises tropicais. Cultivada principalmente
por pequenos agricultores, possui notavel papel socio-econbémico em muitos
paises, sendo de importancia tanto como fonte de alimento como na geracdo de
divisas para os mercados local e internacional.

Em Musa, as estratégias utilizadas no melhoramento genético tradicional
apresentam limitacbes, uma vez que a maioria das cultivares utilizada para
alimentacao é tripldide (2n = 3x = 33 cromossomos), apresenta diferentes graus
de esterilidade e produz frutos por partenocarpia. Embora sejam mencionadas na
literatura como possiveis causas da esterilidade a ocorréncia de anormalidades
na meiose (assinapse, aborto de sacos embrionarios, presenca de translocacfes
cromossOmicas etc.), interacdes genéticas, condi¢des fisiologicas e ambientais,
existem poucas informacdes sobre as barreiras pré-zigéticas que levam a baixa
producdo ou mesmo auséncia de sementes em bananeira, o que tem dificultado o
entendimento dos possiveis processos envolvidos e a definicdo de estratégias
para supera-las.

Para investigar os mecanismos envolvidos na habilidade de dois
genatipos se cruzarem foram utilizadas técnicas de biologia reprodutiva, por meio
de testes de germinacdo in vitro, fertilizacdo in vivo e testes colorimétricos dos
grados de polen. Os resultados obtidos elucidaram alguns fatores responsaveis
pela baixa producao ou auséncia de sementes, fornecendo dados sobre o sistema
reprodutivo desta espécie. As informacdes geradas constituem uma importante
contribuicdo para o avanco do melhoramento genético da bananeira.

A determinacdo do melhor horario para coleta do podlen de diploides
melhorados, utilizados como progenitores masculinos, tem uma aplicacdo pratica
imediata na rotina de cruzamentos do programa de melhoramento, aumentando a
eficiéncia na obtencdo de sementes. Esta informacdo também servira de base
para futuros estudos visando a conservacéo do polen por longos periodos, onde &

necessario utilizar o pélen no seu melhor estadio fisiolégico.
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Os resultados da fertilizacdo in vivo evidenciaram diferencas marcantes
com relacdo a eficiéncia do sistema reprodutivo entre gendtipos com diferentes
constituicbes gendmicas. Os diploides AA responderam como esperado,
ocorrendo o desenvolvimento das sementes apos a fertilizagdo. Por outro lado, a
esterilidade feminina parcial ou total foi evidenciada nos gendtipos AAB e AAA,
respectivamente, pela formacdo de um numero reduzido de sementes nas
cultivares AAB e aborto de todos os Ovulos nas cultivares AAA.

Duas observacfes importantes durante este processo foram fundamentais
para nortear as investigacfes sobre as possiveis barreiras que dificultam ou
impedem a fertilizagdo em cultivares triploides: 1) a germinacdo do pdlen na
superficie do estigma das cultivares do subgrupo Cavendish (AAA), onde o tubo
polinico se desenvolveu, mas aparentemente ndao penetrou no estigma, podendo
indicar a ocorréncia de uma barreira causada por condi¢des fisioldégicas ou
morfolégicas; 2) a presenca de uma oxidacdo na porcdo distal do ovario,
observada nas cultivares triploides (AAB e AAA).

Para testar a hipotese de que a necrose na regido distal do ovario estaria
envolvida na produgcdo de substancias que dificultariam a penetragdo do tubo
polinico e fertilizacdo dos 6vulos, foram adicionados extratos de tecidos florais
(estigma e porcao distal do ovario) ao meio de cultura para germinac¢ao in vitro do
polen. A performance do pélen diferiu em relacéo as diferentes concentracdes do
extrato do estigma e da por¢do distal do ovario adicionado ao meio de cultura,
tanto para a germinagao in vitro como para o crescimento do tubo polinico. A
presenca de 5% de extrato de estigma adicionado no meio de cultura favorece a
germinacdo in vitro e o crescimento do tubo polinico, enquanto que a
concentracdo de 10% tem um efeito inibitério. Estes resultados permitem inferir
que a utilizacdo de concentragcdes mais elevadas dos extratos florais podera inibir
completamente a germinacéo do polen.

Estudos futuros sobre a composicdo dos extratos florais, assim como
sobre a morfologia destes tecidos por meio de cortes histologicos poderéo
elucidar melhor que tipo de barreira ou combinacdo delas é responsavel pela
esterilidade parcial ou total em cultivares de bananeira.



