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VIABILIDADE E CRIOPRESERVACAO DE SEMENTES DE Musa acuminata

Autora: Eliane da Silva Braulio
Orientadora: Janay Almeida dos Santos-Serejo

Co-orientadora: Maria Inés de Souza Mendes

RESUMO:

Uma das estratégias do programa de melhoramento da bananeira é gerar hibridos
diploides que reunam caracteristicas de interesse relacionadas a resisténcia a doencas,
qualidade do cacho e do fruto, tamanho da planta, entre outras. Assim, anualmente é
obtido um elevado nimero de sementes, cada uma representando um hibrido com
potencial para utilizacdo em cruzamentos visando a geracdo de novas cultivares. Dado
que, por limitacBes de espaco e capacidade de avaliacdo, ndo € possivel cultivar todos os
hibridos obtidos no campo, é importante estabelecer condi¢6es para a conservacao a longo
prazo. Nesse sentido, a criopreservacdo pode fornecer condicBes ideais para a
conservacao a longo prazo das sementes de bananeira. O presente trabalho tem como
objetivos validar a flutuabilidade como técnica para identificacdo de sementes viaveis,
caracterizar sementes e embrides de hibridos diploides de bananeira, e estabelecer um
protocolo para a criopreservacdo de sementes de hibridos diploides de bananeira. A
viabilidade das sementes foi testada com base na flutuabilidade, as sementes e o embrido
foram classificados com base na presenca ou auséncia de anormalidades. Verificou-se
que a capacidade de flutuacdo pode ser considerada um teste valido para indicar a
viabilidade das sementes, sendo as sementes ndo flutuantes viaveis e a maioria das
sementes flutuantes invidveis. Calcutta e o hibrido CNPMF0542 apresentaram,
respectivamente, 96,67% e 92,67% de sementes viaveis, e o hibrido CNPMF0731
apresentou o menor percentual de sementes viaveis (65%). Embora anomalias no embrido
possam interferir na sua germinacédo, percentagens consideraveis de germinacdo podem
ser encontradas em diferentes classes de embrides. Para a criopreservacdo, amostras de
sementes do diploide selvagem (Calcutta ) e dos dois hibridos diploides melhorados
foram dessecadas em bancada e em silica gel (1, 3, 5 e 7 dias), bem como em nitrato de
magnésio, nitrato de sodio e sais de cloreto de sodio (7 dias). As sementes foram entdo
armazenadas em nitrogénio liquido por 24 horas, seguido de excisdo embrionéria e cultivo
in vitro. Em geral, a criopreservacdo estimulou a germinacdo dos embrides, resultando
em maiores taxas de germinacdo em comparagdo com sementes ndo criopreservadas. As
sementes dos trés dipldides estudados foram tolerantes a dessecagdo e exibiram taxas de
germinacdo embrionaria acima de 65% ap0s o congelamento. Portanto, a criopreservagao
poderd se tornar uma importante ferramenta para a conservacdo das sementes de
bananeira, apoiando o programa de melhoramento genético.

Palavras-chaves: Banana, diploides, conservacéo, flutuacéo
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VIABILITY AND CRYOPRESERVATION OF Musa acuminata SEEDS

ABSTRACT:

One of the strategies of the banana breeding program is to generate diploid hybrids that
combine desirable traits such as disease resistance, bunch and fruit quality, and plant size,
among others. Each year, a large number of seeds are produced, with each seed
representing a hybrid with potential for use in further crossings aimed at developing new
cultivars. Due to space and evaluation limitations, it is not feasible to grow all the hybrids
obtained in the field, making it essential to establish long-term conservation conditions.
In this regard, cryopreservation can provide ideal conditions for the long-term
conservation of banana seeds. The present study aims to validate buoyancy as a technique
for identifying viable seeds, to characterize seeds and embryos of diploid banana hybrids,
and to establish a protocol for cryopreservation of diploid hybrid banana seeds. Seed
viability was tested based on buoyancy, and seeds and embryos were classified according
to the presence or absence of abnormalities. It was found that the buoyancy test can be
considered a valid predictor of seed viability, with non-floating seeds being viable and
most floating seeds being non-viable. Calcutta and hybrid CNPMF0542 showed 96.67%
and 92.67% viable seeds, respectively, while hybrid CNPMFO0731 had the lowest
percentage of viable seeds (65%). Although abnormalities in the embryo can interfere
with its germination, significant germination rates can still be achieved in different
embryo classes. For cryopreservation, seed samples from the wild diploid (Calcutta) and
two improved diploid hybrids were desiccated using bench drying and silica gel (1, 3, 5,
and 7 days), as well as magnesium nitrate, sodium nitrate, and sodium chloride salts (7
days). The seeds were then stored in liquid nitrogen for 24 hours, followed by embryo
excision and in vitro culture. Overall, cryopreservation stimulated embryo germination,
resulting in higher germination rates compared to non-cryopreserved seeds. The seeds of
the three diploids showed desiccation tolerance and exhibited embryo germination rates
above 65% after freezing. Therefore, cryopreservation may become an important tool for
the conservation of banana seeds, supporting the genetic improvement program.

Key-words: Banana, diploids, conservation, floatage
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INTRODUCAO

A banana (Musa sp.) € uma fruta tropical de maximo consumo in natura no Brasil
e no mundo (AGRIANUAL, 2019), se destacando como fonte de energia e de potassio, e
por seus usos tradicionais e comerciais (MASEKO et al., 2024). No Brasil, a producéo
estimada de banana em 2023 foi de 6.840.817 toneladas (IBGE, 2024).

Originarias do Sudeste Asiatico, a evolucédo das cultivares de banana se deu com
base em cruzamentos naturais envolvendo espécies diploides de Musa acuminata
(genoma A) e Musa balbisiana (genoma B) (SIMMONDS, 1955), constituindo, dessa
forma, uma grande base de diversidade genética. Essa diversidade confere valiosa fonte
de variabilidade a serem utilizadas nos programas de melhoramento genético de
bananeira para criacdo de variedades. Em contexto mundial, estima-se que existem cerca
de 1.200 variedades sendo tanto cultivares comerciais (Cavendish), quanto outras
variedades que podem ser menos conhecidas ou utilizadas em contextos locais
(THIERRY, 2020). Algumas bananas silvestres apresentam sementes com pouco ou
nenhum endosperma, além de anomalias causadas pela auséncia e/ou deformacdo do
embrido (Silvaet al., 2019). Essas sementes podem ser classificadas em quatro categorias:
presenca de embrido e endosperma (PP), presenca de embrido e auséncia de endosperma
(PA), auséncia de embrido e presenca de endosperma (AP), e auséncia de ambos (AA).
Silva et al. (2019) também propdem uma classifica¢do detalhada dos embribes presentes
nas sementes, utilizando a seguinte escala: (1) embrido normal; (2) embrido com base
deformada; (3) base do embrido ausente; (4) embrido com apice deformado; (5) apice do
embrido ausente; (6) embrido com base e apice deformados; (7) embrido com sinais de
oxidacdo; e (8) embrido normal, porém de tamanho reduzido.

Considerando essas diferentes categorias de sementes e embrides de bananeira, é
fundamental avaliar a viabilidade das sementes, com o objetivo de otimizar o protocolo
de germinacéo in vitro de embrides, aumentando sua eficiéncia. Conforme relatado por
Uma et al. (2011), sementes que flutuam geralmente apresentam algum tipo de
anormalidade, como a auséncia de embrido e/ou endosperma, quando submersas em agua.
Assim, o teste de flutuabilidade tem sido utilizado como uma técnica pratica para inferir
a viabilidade das sementes. A conservacdo do germoplasma de Musa é fundamental para
a preservacdo da variabilidade genética e para o melhoramento genético da cultura. A
criopreservacao (conservacdo em temperaturas ultrabaixas de -150 a -196°C) tem sido

um dos métodos eficazes de armazenamento a longo prazo de material vegetal,



12

especialmente p  ela manutencédo da integridade genética de materiais criopreservados,
uma vez que, sob condicdes criogénicas todos 0s processos metabdlicos nos sistemas
bioldgicos sdo momentaneamente interrompidos (Bl et al., 2017; REED, 2017; SINGH
etal., 2019).

Embora a propagacdo da bananeira seja preferencialmente por propagacéo
vegetativa, alguns genotipos produzem sementes naturalmente (polinizacdo aberta) ou
mediante cruzamentos controlados. Na Embrapa Mandioca e Fruticultura, o programa de
melhoramento da bananeira vem adotando estratégias que tém proporcionado a obtencao
de um elevado numero de sementes. Dada a impossibilidade de testar toda a progénie em
um mesmo periodo, devido a limitacdo de espaco nos campos experimentais e de mao de
obra, uma alternativa é criopreservar as sementes para posterior uso. A criopreservagao
apresenta vantagens por ser um método de baixo custo e por manter as caracteristicas
genéticas, fisicas e fisiologicas das sementes durante longo prazo (PANIS et al., 2020),
dispensando o controle periddico da viabilidade dessas sementes, e exigindo pouca mao
de obra, além de permitir a utilizacdo desse germoplasma de forma planejada e a longo
prazo.

Diante disso, o presente trabalho tem como objetivos, a caracterizacdo de
sementes e embrides de hibridos diploides de bananeira e estabelecimento de um
protocolo para a criopreservacao das sementes.

REFERENCIAL TEORICO
A cultura da bananeira

A familia Musaceae compreende trés géneros, Musa, Ensete e Musella, dos quais
0 género Musa é o mais diverso, com mais de 75 espécies e subespécies descritas
(HAKKINEN, 2013; KALLOW et al., 2021; MERTENS et al., 2021). Bananas e platanos
pertencem ao género Musa e incluem cultivares de suma importancia por seu valor
comercial, agronémico e nutricional.

Originarias do Sudeste Asiatico, a evolugéo das cultivares de banana se deu com
base em cruzamentos naturais envolvendo espécies diploides de Musa acuminata
(genoma A) e Musa balbisiana (genoma B) (SIMMONDS e SHEPHERD, 1955),
constituindo, dessa forma, uma grande base de diversidade genética. Essa diversidade
confere uma valiosa fonte de variabilidade utilizada nos programas de melhoramento

geneético para criacdo de novas variedades. No contexto global, estima-se que existem


https://nph.onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1002/ppp3.10331#ppp310331-bib-0030
https://nph.onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1002/ppp3.10331#ppp310331-bib-0039
https://nph.onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1002/ppp3.10331#ppp310331-bib-0049
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cerca de 1.200 variedades, incluindo tanto cultivares comerciais, como a popular
‘Cavendish’, quanto outras variedades que podem ser menos conhecidas ou utilizadas em
contextos locais (AMORIM et al., 2011, 2013; THIERRY, 2020).

A bananeira é uma planta herbacea, deposta de caule vegetativo aéreo, expondo
folhas imbricadas umas nas outras, com caule subterraneo ou rizoma, sendo esta uma
estrutura vital da bananeira, a partir da qual ocorre a formacdo das raizes, folhas,
inflorescéncias e rebentos ou “filhotes” (KLUGE, 1988). As bananeiras possuem flores
que estdo dispostas em inflorescéncia, sdo estruturalmente bissexuais, mas, porém,
funcionam como unissexuais. As inflorescéncias da bananeira encontram-se nas
extremidades dos caules e sdo compostas por bracteas e flores, tanto masculinas quanto
femininas. Durante a floracéo, as flores femininas sdo mantidas e dardo origem aos frutos,
enguanto as flores masculinas sao descartadas pela planta. Nas flores femininas as anteras
sdo atrofiadas, possuem o filamento mais curto e o polen é degenerado (DZOYEM et al.,
2024), o gineceu é longo, tricarpelar, trilocular tendo varios 6vulos por I6culos, estilete
unico e estigma trilobado (KLUGE, 1988). Opostamente, nas flores masculinas o ovério
é atrofiado, o estilete é esguio, as anteras sdo normais e 0s sacos polinicos dispostos ao
longo do filamento em duas linhas paralelas (INTA et al., 2023). Na inflorescéncia
masculina, chamada “cora¢ao”, a medida que acontece a antese as bracteas se abrem
exibindo as flores, logo em seguida elas secam e caem, formando um eixo denominado
de raquis masculina onde se observam as almofadas, como sdo denominadas as cicatrizes
florais (INTA et al., 2023; SAU et al., 2023).

As flores masculinas da bananeira apresentam cerca de 6 cm de comprimento com
cinco estames com anteras, estilete e estigma bem desenvolvidos, tépala livre oposta ao
tapete composto, ovario malsucedido muito pequeno, com cerca de um quarto da parte
do comprimento da flor de bananeira. As flores masculinas e femininas de bananeira
podem produzir néctar abundante e o pdlen tem a propriedade de aderir, como adesivo,
propondo uma polinizacao biotica (SUKKAEWMANEE, 2019).

Os frutos sdo geralmente alongados, cilindricos e um pouco curvados, podem
apresentar de 3 a 40 cm de comprimento e 2 a 8 cm de diametro e o apice apresenta forma
conica, arredondada ou sem corte (PUSHPANEVI et al., 2019).

Embora as bananas comestiveis sejam partenocarpicas e propagadas
vegetativamente, algumas espécies silvestres produzem elevado ndmero de sementes
(PUTEH et al., 2011). As sementes de banana sdo capazes de sobreviver com baixo teor

de d4gua, mas apresentam um tipo distinto de dorméncia e podem desenvolver dorméncia
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secundaria durante o armazenamento prolongado (Kallow et al., 2020). Com o passar dos
meses, a viabilidade das sementes tende a diminuir, assim como o vigor das plantulas
resultantes (Bohra et al., 2020). As sementes de bananeira apresentam formato irregular,
geralmente achatadas, de cor acinzentada a acastanhada, e possuem um embrido, com
endosperma circundado por dois tegumentos (o externo com mdaltiplas camadas e o
interno fino), que protegem a semente durante a maturagdo, dispersdo e dorméncia
(CHIN, 1996). As sementes podem apresentar anormalidades devido & auséncia ou
deformacdo do embrido e/ou endosperma, o que pode interferir na capacidade de
germinacdo. Sabe-se que a flutuabilidade das sementes de bananeira tem uma relagédo
direta com a viabilidade das mesmas (PANIS et al., 1997). As sementes que flutuam
quando imersas em &gua, geralmente apresentam algum tipo de anormalidade, na maioria
dos casos, auséncia do embrido e/ou endosperma (UMA et al., 2011). Uma classificacédo
para as anormalidades nas sementes e embrides de bananeira foi proposta por Silva et al.
(2019).

Melhoramento genético da bananeira

No género Musa, as principais caracteristicas selecionadas durante a trajetoria do
estado silvestre para o domesticado séo a partenocarpia, que consiste na capacidade de
desenvolvimento do fruto sem a necessidade de polinizacdo prévia, e a esterilidade
(SIMMONDS, 1962; DENHAM et al., 2020). A maioria das cultivares comerciais de
banana sdo triploides estéreis, sendo os frutos sem sementes desenvolvidos por
partenocarpia (SILVA et al., 2013).

O programa de melhoramento genético de bananeira da Embrapa Mandioca e
Fruticultura foi iniciado em 1976, visando a obtencdo de cultivares com potencial
agronémico, vigorosas e resistentes as principais doengas (causadas por bactérias, virus
e fungos), nematoides e pragas, que apresentem frutos palataveis e com boas
caracteristicas pos-colheita (AMORIM et al., 2013). A primeira etapa do programa se
refere & obtencdo de diploides melhorados que rednam caracteristicas de interesse como
a resisténcia a doencas, melhor vigor, tamanho dos frutos, nimero de pencas, entre outras.
Os diploides melhorados séo selecionados e utilizados para o cruzamento com as
cultivares triploides, para geracdo de cultivares tetraploides (AMORIM et al., 2016). A
maioria dos hibridos diploides desenvolvidos pela Embrapa sdo resistentes a murcha de
Fusarium e as Sigatokas amarela e negra (GONCALVES et al., 2019; SANTANA et al.,
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2024). Contudo, a segunda etapa do melhoramento genético da bananeira apresenta
dificuldades pela baixa producéo de sementes em cultivares triploides comerciais quando
em cruzamentos com diploides (SILVA et al., 2013).

A terceira etapa no melhoramento convencional constitui no cruzamento das
cultivares tetraploides com diploides melhorados visando a obtencdo de hibridos
triploides (AMORIM et al., 2016) e um grande nimero de sementes é obtido, em funcéo
da regularidade na meiose em ambos os parentais e assim a fertilizagdo ocorre
normalmente.

Devido a dificuldade na obtencdo de sementes nas hibridacbes com cultivares
triploides, especialmente as do subgrupo Cavendish, estratégias apoiadas pela cultura de
tecidos e biologia molecular tém sido utilizadas visando o desenvolvimento de novas
cultivares, tais como: duplicacdo de cromossomos (COSTA etal., 2011; AMARAL etal.,
2015; BORGES et al., 2016), variacdo somaclonal (REBOUCAS et al., 2021; HOU et al.,
2022; FERREIRA et al., 2024); mutagénese (CHEN et al., 2013; HASIM et al., 2021), e
mais recentemente CRISPR/Cas9 ( TRIPATHI et al., 2021, LEH et al., 2023).

Criopreservacao

A criopreservacdo consiste no armazenamento de material bioldgico a
temperaturas ultrabaixas em nitrogénio liquido (NL -196°C). Sendo um método
complementar para os tradicionais métodos de conservacdo de germoplasma em campo
e in vitro, permitindo que recursos vegetais sejam preservados de forma segura, em um
espaco reduzido e com minima manutencdo (BENSON, 2008a; ENGELMANN, 2011;
BETTONI, 2018). A vantagem da criopreservacdo € que, uma vez que o0 material tenha
sido resfriado com sucesso a temperatura do nitrogénio liquido, ele pode ser conservado,
em principio, indefinidamente, porque nessas temperaturas ultrabaixas ndo ocorrem
processos metabdlicos, sendo esta  a principal vantagem. Nessa técnica é preferivel o
uso de tecidos como, por exemplo, meristemas principalmente, quando o objetivo €
manter as caracteristicas da planta matriz (Bl et al., 2017; WANG et al., 2014), mas
também podem ser criopreservados sementes e gréos de pélen.

A capacidade de tecidos vegetais sobreviverem a criopreservagdo depende de sua
tolerdncia a desidratacdo e a temperatura do nitrogénio liquido, sendo necessario o

desenvolvimento de protocolos para cada espécie. Uma variedade de protocolos de
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criopreservacao foi desenvolvida para diferentes tipos de materiais; sementes, embrides,
polen, suspensdo celular e &pices caulinares de diferentes espécies vegetais (PANIS,
2019).

Os protocolos de criopreservacao de bananeira foram relatados pela primeira vez
em culturas de suspensdo embriogénica usando um método de congelamento lento
(PANIS, WITHERS e DE LANGHE, 1990). Essa técnica consiste na desidratacdo por
congelamento, deixando menos &gua possivel nas células para evitar a formacdo de
cristais de gelo letais, ap0s a exposicdo a temperaturas extremamente baixas.

A técnica de vitrificacdo € um método simples e aplicavel, com protocolos que
envolvem um certo grau de desidratacdo antes do congelamento, pela exposicdo das
amostras a uma solucdo altamente concentrada de crioprotetor para retirar a maior parte
da dgua congelavel (ENGELMANN, 2000). No protocolo de vitrificacdo, meristemas de
tamanho de 1 mm sdo excisados sob o microscopio, expostos as solucgdes crioprotetoras,
solucéo de carregamento e Solucdo de Vitrificacdo de Planta 2 (PVS2). Na sequéncia, séo
transferidos para um pequeno pedaco de aluminio, o qual é rapidamente mergulhado em
nitrogénio liquido para armazenamento. Apds o armazenamento, eles sdo rapidamente
reaquecidos e recultivados em meio de crescimento especifico. O protocolo de
vitrificacdo de goticulas desenvolvido para meristemas de bananeira pode hoje ser
considerado como o primeiro método “genérico” de criopreservacao para tecidos
vegetais, ja que foi aplicado com sucesso a diferentes tecidos (culturas de
brotos/embrides) e a uma ampla variedade de plantas, espécies de diferentes ambientes
climaticos (PANIS et al. 2011).

Singh et al. (2021) desenvolveram protocolos utilizando sementes/embrides
zigoticos de Ensete glaucum, um parente silvestre da banana, para conservacdo de
germoplasma de curto (1-2 anos) e longo prazo (>2 anos), investigando morfologia e
contetdo de agua das sementes, dessecacdo e criosensibilidade, e condicbes ideais para
conservacao de germoplasma, usando cultura de tecidos e técnicas de criopreservacdo. O
trabalho mostrou que em E. glaucum, tanto as sementes quanto os embrides zigéticos
excisados sdo altamente passiveis de criopreservacao, por simples desidratagdo ao ar (~
5 a 10% MC), proporcionando germinagdo dos embrides em torno de 75-100% ap6s o
tratamento com NL. Além de mostrar no protocolo de conservacdo combinado, que
sementes dessecadas submetidas ao armazenamento em NL e depois descongeladas e
mantidas a temperatura ambiente em pacotes selados a vacuo, ndo perderam viabilidade,
mesmo até 1 ano (~ 90% de germinacdo) (SINGH et al., 2021).
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Outro fator a se considerar na criopreservacdo € a integridade do material
conservado. Durante a criopreservacao, agentes crioprotetores (ACPs), sdo fundamentais
para o alcance de resultados satisfatérios (SUZUKI et al., 2018), pois evitam a formacao

de cristais de gelo dentro das células.

Criopreservacao de sementes

As sementes sdo geradas pelo processo de reproducdo sexual de plantas, no qual
promovem a variabilidade genética da populacdo e manutenc¢éo da biodiversidade. Sendo
assim a conservacao de sementes pode ser uma forma eficiente de conservacao ex situ de
plantas (LIU et al., 2020). Além de estar disponivel a qualquer momento que se é
desejado.

A producdo de sementes oriundas de cruzamentos em Musa é varidvel e
dependente da ploidia e dos parentais envolvidos nos cruzamentos, sendo maior em
diploides, seguido dos tetraploides e triploides (SILVA et al., 2013). A maioria das
bananas domesticadas s&o triploides, com trés conjuntos de cromossomos e Sao
partenocarpicas, os frutos ndo possuem sementes, porém, existem variedades diploides
que sdo partenocarpicas e possuem frutos comestiveis, a exemplo da ‘Ouro’.

Ja as bananeiras silvestres sdo diploides e produzem frutos ndo comestiveis cheios
de sementes viaveis, engquanto, as bananeiras triploides sdo cultivadas por partenocarpia,
0 que as tornam parcialmente estéreis, uma vez que ha uma fertilidade residual onde €
possivel obter sementes, mas na maioria das vezes, sdo incapazes de produzirem sementes
viaveis (PUTEH et al., 2011).

Sabe-se da existéncia de mais de 50 espécies de banana silvestre, mas duas
espécies sdo conhecidas pelo seu papel na domesticacdo da maioria das bananas
comestiveis que sdo elas Musa acuminata e M. balbisiana, (SIMMONDS e SHEPHERD,
1955; PERRIER et al., 2009). Nestas espécies, encontram-se uma variabilidade genética
com caracteristicas importantes para 0 melhoramento genético, especialmente para fins
de obtencdo de gendtipos com resisténcia aos principais agentes fitopatdgenos
(SURYANT et al., 2018). No programa de melhoramento ha diferentes estratégias usadas
para o desenvolvimento de cultivares: 1) Cruzamento de triploides com diploides silvestre

ou melhorados; 2) Cruzamento de tetraploides com diploides silvestre ou melhorados; 3)
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Duplicacdo de cromossomos de diploides superiores; e 4) Inducdo de mutacédo
(AMORIM et al., 2016).

A variabilidade genética é um dos aspectos presentes em sementes adquiridas a
partir de cruzamentos especificos, o que se constitui em uma fase importante para o
estabelecimento do programa de melhoramento genético (SURYANT et al., 2018). Como
resultado destes cruzamentos um volume elevado de sementes é obtido. Devido a falta de
disponibilidade de area experimental para avaliar todos os hibridos obtidos, somente
poucas amostras das sementes das diferentes progénies sdo germinadas e levadas a campo
onde sdo selecionados os melhores gendtipos. A criopreservacdo pode constituir uma
eficiente técnica para superar essas limitacGes, por apresentar longevidade de
conservacao, além de outras vantagens, como o baixo custo de armazenamento, espago
fisico reduzido e baixa probabilidade de contaminacdo por fungos e bactérias. Essa
técnica baseia-se no armazenamento de material genético bioldgico vegetal ou animal a
temperaturas ultrabaixas (-196 °C) por periodos longos, sem perda de viabilidade, para
uso futuro no melhoramento genético ou para a conservacdo de recursos genéticos
vegetais (VINEESH et al., 2015).

Nas Ultimas décadas, estudos de criopreservacdo apontam evolucdo em varios
géneros de plantas e, atualmente, vem sendo considerado um método adequado para
conservacdo a longo prazo de material vegetal, especialmente pela manutengdo da
integridade genética de materiais criopreservados (Bl et al., 2017; REED, 2017). O
sucesso da criopreservacdo em sementes depende do baixo teor de 4gua nas sementes, a
fim de promover a desidratacdo e evitar a formacao de cristais de gelo, que podem levar
a rupturas mecanicas na parede celular, no sistema de membranas, e consequente perda
da capacidade germinativa. Em estudo com diferentes espécies de do género Musa,
KAYA et al. (2020) verificaram que o melhor conteldo de &gua para tolerdncia a
criopreservacao variou de 15,8% (Musa acuminata ssp. zebrina) a 17,1% (M. ornata).
Além disso, observaram que h& uma correlagdo positiva entre conteudo de agua e
percentagem de germinacgao.

Contudo, cada método de conservacdo tem vantagens e desvantagens. Deste
modo, sdo necessarias estratégias complementares para uma conservagdo maxima da
diversidade genética, variando de acordo com cada espécie (MARTIN; PRADEEP,
2003).
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CAPITULO 1
FLUTUABILIDADE E VIABILIDADE DE SEMENTES DE Musa acuminata
RESUMO

As sementes de banana apresentam variacdo quanto ao tamanho, a forma e a cor,
a depender da espécie e cultivar. Além dessas variacOes, as sementes e 0s embrides de
banana podem apresentar diferentes classificacdes de acordo com a sua composicao e
forma, o que pode influenciar diretamente na capacidade germinativa, ocasionando
limitacBes a germinacdo de embriGes obtidos por meio do programa de melhoramento
genético da cultura. Os objetivos deste estudo foram validar a flutuabilidade como técnica
para determinacdo da viabilidade das sementes de bananeira e avaliar a germinag&o in
vitro de diferentes classes de embriGes de sementes de bananeira. Foram utilizadas
sementes de um diploide silvestre (Calcutta) e dois diploides melhorados (CNPMF0542
e CNPMFQ731). As sementes foram retiradas da polpa e lavadas em agua corrente e,
posteriormente, foi realizado o teste de flutuabilidade das sementes em &gua, separando
as sementes que flutuaram daquelas que ndo flutuaram. Em seguida as sementes foram
desinfestadas, procedendo-se a o resgate e classificacdo dos embrides. Os embrides foram
cultivados em meio de cultura MS sem reguladores de crescimento. Verificou-se que a
flutuabilidade pode ser considerada como um teste valido para indicacdo da viabilidade
das sementes, sendo que as ndo flutuantes sdo viaveis e flutuantes na sua maioria sao
inviaveis. Calcutta e o hibrido CNPMF0542 apresentaram, respectivamente, 96,67% e
92,67% de sementes viaveis, e 0 hibrido CNPMF0731 apresentou a menor porcentagem
de sementes viaveis (65%). Embora anormalidades no embrido possam interferir na sua
germinagdo, percentuais germinativos considerdveis podem ser encontrados nas

diferentes classes de embrides.

Palavras-chave: Banana, embrido, germinacao in vitro.
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FLOATION CAPACITY AND VIABILITY OF Musa acuminata SEEDS

ABSTRACT:

Seeds of bananas exhibit variation in size, shape  and color, depending on the species
and cultivar. In addition to these variations, banana seeds and embryos can be classified
differently based on their composition and morphology, which may directly influence
germination capacity, thus imposing limitations on the germination of embryos obtained
through genetic improvement programs. The objectives of this study were to validate the
flotation capacity as a technique for determining the viability of banana seeds and to
evaluate the in vitro germination of different classes of banana seed embryos. Fruits from
one wild diploid (Calcutta) and two improved diploids (CNPMF0542 and CNPMF0731)
were used. Seeds were extracted from the pulp and washed in running water, followed by
a flotation test in water to separate floating seeds from those that sank. Subsequently, the
seeds were disinfected, and embryo rescue and classification were performed. The
embryos were cultured in MS medium without growth regulators. It was determined that
flotation can be considered a valid test for indicating seed viability, as non-floating seeds
are mostly viable, while floating seeds are predominantly non-viable. Calcutta and hybrid
CNPMFO0542 exhibited viability rates of 96.67% and 92.67%, respectively, whereas
hybrid CNPMF0731 showed the lowest percentage of viable seeds at 65%. Although
abnormalities in the embryo may interfere with germination, considerable germination

percentages can be observed across different embryo classes.

Keywords: Banana, embryo, in vitro germination.
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1. INTRODUCAO

As sementes de banana podem variar quanto ao tamanho, a forma e a cor, a
depender da espécie e cultivar, exibindo forma irregular, geralmente achatada, coloracéo
de acinzentada até amarronzada, e casca envolvida por uma membrana escariosa que
proporciona rigidez (CHIN 1996; VINEESH et al., 2015). Em um corte longitudinal da
semente podemos observar que a mesma possui tegumento externo e interno, embrido,
endosperma, massa calazal, capa da micrépila e cana. As camadas de tegumento protegem
a semente durante a maturacdo, dispersdo e dorméncia (SILVA et al. 2019). A dorméncia
nas sementes de bananeira pode ser atribuida as suas caracteristicas que conferem
algumas barreiras fisicas, incluindo impermeabilidade e rigidez do tegumento, e barreiras
fisioldgicas relacionadas ao desequilibrio ou inibicdo por substancias de crescimento e
caracterizadas pela caréncia ou crescimento improprio do tegumento do embrido e do
endosperma. Essas barreiras dificultam a germinacdo das sementes de bananeira em
condigdes de cultivo in vivo (BASKIN e BASKIN, 2004; DAYARANI et al., 2011). O
resgate de embrido vem se tornando a melhor forma de superar esse obstaculo, o que
melhorou significativamente a germinacdo em comparacao a semeadura convencional de
sementes (WILSON e TENKOUANO, 2019). A técnica de resgate de embrides consiste
no cultivo in vitro do embrido, promovendo a superacdo da dorméncia de sementes e
regeneracdo de plantulas (UMA et al., 2011).

De acordo com a presenca ou auséncia do endosperma e do embrido as sementes
de banana podem ser classificadas em: embrido e endosperma presentes (PP); embrido
presente e endosperma ausente (PA); embrido ausente e endosperma presente (AP) e
embrido e endosperma ausentes (AA). Os mesmos autores classificam os embrides
presentes nas sementes utilizando a seguinte escala proposta: 1. Embrido normal; 2.
Embrido com base deformada; 3. Base do embrido ausente; 4. Embrido com é&pice
deformado; 5. Apice do embrido ausente; 6. Embrido com base e apice deformados; 7.
Embrido com oxidagéo; e 8. Embrido normal, mas pequeno (SILVA et al. 2019).

Diante das diferentes categorias apresentadas pelas sementes e embrifes da
bananeira, & importante a determinagdo da viabilidade das mesmas, no sentido de
adequacao do protocolo in vitro de germinacdo de embrides de forma a aumentar a sua
eficiéncia. Uma técnica que vem sendo empregada para deduzir se as sementes estdo
viaveis é a imersdo dessas em agua, observando-se a flutuabilidade das sementes, sendo

descartadas as que flutuam, pois podem néo apresentar embrido ou endosperma (UMA et
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al., 2011). Entretanto, na literatura ndo ha registro de estudos que comprovem se embrides
com deformidades estdo aptos a germinar. Diante disso, o objetivo deste estudo foi
caracterizar as sementes e embrides de diploides de bananeira e avaliar a capacidade de

germinacdo in vitro dos diferentes tipos de embrides.
2. MATERIAL E METODOS

O desenvolvimento do trabalho ocorreu no Laboratério de Cultura de Tecidos da
Embrapa Mandioca e Fruticultura, localizado em Cruz das Almas, Bahia, Brasil. Foram
coletados frutos muito maduros, e retiradas as sementes de um diploide silvestre,
Calcutta, e dois diploides melhorados gerados pelo programa de melhoramento genético
da Embrapa, CNPMF0542 e CNPMF0731, ndo foi registrado a quantidade de frutos.

2.1 Coleta das sementes e teste de flutuabilidade

As sementes de banana foram retiradas da polpa  de frutos maduros e lavadas
em agua para a remoc¢do de restos de polpa aderidos a superficie das sementes.
Posteriormente foi feito o teste com ajuda de um béquer de 250 ml com &gua, sendo
agitada por alguns minutos com ajuda de uma espatula, onde foram separadas as sementes
flutuantes das ndo flutuantes (Figura 1), sendo posteriormente colocadas em papel toalha

para retirar o excesso de umidade.
2.2 Desinfestacdo superficial das sementes

Apos a separacao das sementes flutuantes e nao flutuantes e a retirada do excesso
de agua, as sementes de banana foram transferidas para cAmara de fluxo laminar, onde as
mesmas foram desinfestadas com alcool 70% durante cinco minutos, seguido de imersao
em solucdo de hipoclorito de sodio (2,5% de cloro ativo), sendo metade de agua destilada
estéril e outra metade hipoclorito de sodio 1%, acrescido de algumas gotas L™ de Tween
20® por 30 minutos, , finalizando-se o processo a partir de uma triplice lavagem com agua
destilada estéril, a desinfestacdo das sementes flutuantes e ndo flutuantes foram feitos

separadamente.
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Figura 1. Teste de flutuabilidade de sementes de bananeira. A. Retirada das sementes do
fruto; B. lavagem em é&gua corrente para retirar polpa aderida a superficie da semente; C.

Imersdo em agua para separacdo de sementes que flutuam e sementes néo flutuantes.
2.3 Resgate dos embrides

Apds o processo de desinfestacdo das sementes, realizou-se o resgate de embrides
para classificar as sementes e 0s embrides de banana. Os embrides sdo excisados das
sementes sobre um papel estéril com o auxilio de um estereoscépio, utilizando pinca e
bisturi em camara de fluxo laminar. Ao romper a semente, foi possivel visualizar sua
estrutura interna e realizar a classificacdo da mesma quanto a presenca e auséncia de
embrido e endosperma. Quando o embrido se fez presente, procedeu-se a sua

classificagéo.
2.4 Classificacdo das sementes

Os embribes resgatados foram classificados de acordo com as categorias
estabelecidas por Silva et al. (2019). Quatro classes foram propostas para as sementes: A)
PP: Embrido e endosperma presentes; B) PA: Embrido presente e endosperma ausente;

C) AP: Embrido ausente e endosperma presente; D) AA: Embrido e endosperma ausentes.
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Somente foram selecionadas para o resgate de embrides as sementes das classes PP e PA.
Esse critério assegura que apenas as sementes com embrides vidveis, essenciais para o
desenvolvimento das plantulas, sejam utilizadas, maximizando as chances de sucesso no
cultivo e no melhoramento genético. Os embrides foram classificados em: 1. Embrido
normal; 2. Embrido com a base deformada; 3. Embrido com a base ausente; 4. Embrido
com o é&pice deformado; 5. Embrido com &pice ausente; 6. Embrido com base e apice
deformados; 7. Embri&o oxidado; e 8. Embrido normal de tamanho reduzido (Figura 2).

PP AP PA AA
N » PP: Embrido e endosperma presentes
< - AP: Embnao ausente e endospenma preserte
» ‘( 5 & ‘ PA Embrido presente & endosperma auserte
19 AA: Embrido e endospenma ausentes
2m.

1. Embriao normal “

2. Embrido coma base deformada

3. Embrido coma base ausente

4. Embrido com o apice deformado

5. Embriao com apice ausente

6. Embrido com base e apice deformados
7. Embrido oxidado

8. Embrido nommal de tamanho reduzido

Figura 2. Classificacdo de sementes e embrides de bananeira. (Adaptado de Silva et al.,
2019).

2.5 Cultivo in vitro dos embrides

Os embrides depois de excisados foram transferidos para placas de Petri contendo
meio de cultura MS (Murashige e Skoog, 1962). Os embrides foram incubados em
camaras BOD com alternancia de temperatura com fotoperiodo de 16h de luz a 30°C e
8h escuro a 20°C, onde foram avaliados por 20 dias quanto a germinacdo. Apos esse
periodo as plantulas foram fotografadas e avaliadas quanto ao peso da massa fresca (mg)

e 0 numero de raizes.
2.6. Delineamento experimental e andlises estatisticas

Os delineamentos experimentais foram inteiramente casualizados, em esquema
fatorial 2 x 4 x 3 (2 classificagdes de flutuabilidade, 4 classes de sementes e 3 diploides)
para caracterizagdo de sementes, com 3 repeticdes  contendo 100 sementes cada. A
caracterizacdo dos embrides foi analisada em esquema fatorial 2 x 8 x 3 (2 classificagoes
de flutuabilidade, 8 classes de embrides e 3 diploides), com nimero de embrides variavel

de acordo com a sua auséncia ou presenca na semente, em 3 amostras de 100 sementes.
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Os dados de porcentagem de cada classe de semente flutuantes e nédo flutuantes, de cada
classe de embrido oriundos de sementes flutuantes e ndo flutuantes e de germinacao dos
embrides de diferentes classes foram submetidos a anélise de variancia (ANOVA), sendo
as medias dos fatores flutuabilidade e classes de sementes comparadas pelos testes F da
ANAVA e Tukey, respectivamente, e as médias do fator classe de embribes, agrupadas
pelo teste de Skott-Knott a 5% de significancia. As anélises foram realizadas com auxilio

do programa estatistico R.
3. RESULTADOS

Sementes ndo flutuantes (NF) dos trés gendtipos diploides de bananeira avaliados,
Calcutta, CNPMF0542 e CNPMFQ731, apresentaram maior porcentagem de sementes na
classificacdo embrido e endosperma presente (PP), indicando que estas sementes tém
maior viabilidade e potencial para germinacdo. Os resultados mostram que, nesses
genotipos diploides, a maioria das sementes ndo flutuantes contém tanto embrido quanto
endosperma, essenciais para o desenvolvimento inicial da planta. As demais classes néo

revelaram diferencas estatisticas entre os percentuais de sementes obtidos (Tabela 1).

Tabela 1. Médias de porcentagens de classes de sementes em diploides de M. acuminata

de acordo com a flutuabilidade.

Classificagéo Calcutta CNPMF 0542 CNPMF 0731
NF F NF F NF F

PP 96,67 aA 3,67 cB 92,67aA 13,67 bB 65,00aA 0,67 bB

PA 0,00Bb 16,67 bA 0,67 bA 6,00 bA 2,67bA  2,00a bA

AP 3,33 Ba 1,00 cA 3,00 bA 1,33 bA 3,33bA  33,33aA

AA 0,00Bb 78,67 aA 3,67bB 79,00 aA 29,00 bA 64,00 aA

PP: Embri&o e endosperma presentes; PA: Embrido presente e endosperma ausente; AP: Embrido
ausente e endosperma presente; AA: Embrido e endosperma ausentes; NF: N&o flutuante; F:
Flutuante. Médias seguidas pela mesma letra mindscula em cada coluna e maiuscula em cada
linha ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

As sementes flutuantes (F), por sua vez, apresentaram maiores médias na
classificacdo de sementes , embrido e endosperma ausentes (AA) em todos os gendtipos

estudados. Este resultado indica que as sementes que flutuam tendem a ser inviaveis, ja
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que a auséncia do embrido e do endosperma impossibilita a germinacdo e o
desenvolvimento da planta. Portanto, flutuacdo pode ser um indicador de sementes
defeituosas ou menos densas, provavelmente devido a falta de conteddo interno
necessario para o crescimento.

Sementes de Calcutta classificadas como PP foram encontradas em maior
percentual nas ndo flutuantes (96,67%) indicando uma alta viabilidade, pois essas
sementes contém embrido e endosperma. Enquanto que, neste diploide sementes
classificadas como PA e AA foram encontradas em maior numero nas sementes flutuantes
(16,67% e 78,67%, respectivamente), sugerindo uma menor viabilidade, especialmente
para as sementes classificadas como AA, que sdo consideradas inviaveis devido a
auséncia tanto do embrido quanto do endosperma. A média de sementes classificadas
como AA encontradas nao diferiram de acordo com a flutuabilidade das mesmas, o que
indica que a viabilidade dessas sementes é consistentemente baixa, independentemente
da sua capacidade de flutuacéo.

Para o diploide melhorado CNPMF0542 um percentual elevado de sementes
classificadas como PP foi obtido nas sementes nao flutuantes (92,67%), reforcando a
tendéncia de que sementes ndo flutuantes sdo geralmente mais viaveis. J& as sementes
classificadas como AA foram mais frequentes em sementes flutuantes (79%),
confirmando a relagdo negativa entre a flutuabilidade e a viabilidade. Para as sementes
classificadas como PA e AP, ndo houve variacao estatistica nas médias de acordo com a
flutuabilidade.

O diploide melhorado CNPMFQ731 apresentou menor percentagem de sementes
ndo flutuantes com classificagdo PP (65,00%) e maior frequéncia de sementes
classificadas como AA (29%), em comparacdo aos demais diploides avaliados. Com
relacdo as sementes flutuantes, este diploide apresentou 97,33 % de sementes sem
embrido (classes AP e AA) (Tabela 1).

A classificagdo do embrido em sementes ndo flutuantes e flutuantes é apresentada
na Tabela 2. A classe 8 (embrides de formato normal mas pequeno) ndo foi observada em
nenhum dos genoétipos. As sementes nao flutuantes (NF) dos trés diploides avaliados
(Calcutta, CNPMF0542 e CNPMFO0731) com classificagdo 1 (normal) apresentaram
maior média (93,08%, 91,29% e 44,56%, respectivamente), isso sugere que a maioria das

sementes viaveis e de alta qualidade esta entre as sementes nao flutuantes.
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Tabela 2. Médias de porcentagens de classes de embrifes de diploides de bananeira de
M. acuminata de acordo com a flutuabilidade.

Classificacdo Calcutta CNPMF 0542 CNPMF 0731
do embrido
NF F NF F NF F
2
1 93,08aA 0,00cA  91,29aA 2380aB 1 4456aA  0,00Bb
2 1,06 bB  ,75bA 2,08bA 16,67 aA 425bA 0,00 Ba
3 0,00bA 0,00 cA 1,42bB 0,96 bA 3,32bA 0,00 bA
4 411bA 1,96 cA 2,65bA 7,62 bA 6,64 bA 16,66 bA
5 0,00bA 0,00 cA 069bA  000bA  1524bB 66,68 aA
6 1,75bB 60,98 aA 1,87bB  26,19aA  1894bA 0,00 bB
7 0,00 bB 15,31 bA 0,00bB 24,76 aA 7,05bA 16,66 bA

8 0,00 bA 0,00 cA 0,00 bA 0,00 bA 0,00 bA 0,00 bA
1. Embrido normal; 2. Embrido com base deformada; 3. Base do embrido ausente; 4. Embrido
com é&pice deformado; 5. Apice do embrio ausente; 6. Embri&o com base e apice deformados; 7.
Embrido com oxidacgdo; e 8. Embrido normal, mas pequeno. Médias seguidas pela mesma letra
minuscula em cada coluna e maitscula em cada linha ndo diferem estatisticamente entre si pelo
teste de Scott-Knott e Tukey, respectivamente, a 5% de probabilidade.

Ja nas sementes flutuantes (F) os diploides Calcutta e CNPMF0542 apresentaram
em maior percentual (60,98% e 26,19%, respectivamente) embrides de classe 6 (base e
apice deformado), enquanto que o diploide melhorado CNPMF0731 a maioria das
sementes apresentaram embrido da classe 5 (apice do embrido ausente).

Os embriBes das sementes flutuantes s6 apresentaram germinacao para 0 acesso
CNPMF0542 nas classes 2 e 3 (16 e 100%, respectivamente) e para 0 acesso CNPMF0731
no tipo de embrido 4 (100%) (dados néo tabelados), embora a germinagédo das sementes
flutuantes seja geralmente baixa, apresentam embrides deformados, mas que germinam.

A germinacdo in vitro de diferentes classes de embrides oriundos de sementes nao
flutuantes é apresentada na Tabela 3. As sementes ndo flutuantes tendem a ser mais
viaveis e possuem um maior potencial para germinacdo. Nota-se que mesmo embrides
com deformidades podem germinar, como ocorreu com embrides de classe 3 (base do
embrido ausente) observados nos hibridos CNPMF0542 (83,33%) e CNPMF 0731 (25%).
Apenas embrides das classes 7 e 8 ndo germinaram.

Os embrides normais (classe 1) ndo flutuantes do diploide Calcutta e
CNPMFO0542 apresentaram elevada taxa de germinacdo (70,00% e 73,33%,
respectivamente), o que indica, que ambos os diploides tém uma alta capacidade de
germinacdo, refletindo sua viabilidade. J& o gendtipo CNPMF0731 que mostrou menor

porcentagem de sementes com embrido (Tabela 1) e maioria das sementes com
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anormalidades no embrido (Tabela 2), também apresentou baixa taxa de germinacéo in

vitro do embrido normal ou com deformidades (Tabela 3).

Tabela 3. Médias de porcentagem de germinacdo de diferentes classes de embrides
oriundos de sementes de diploides de M. acuminata que nao flutuaram.

Classe do embrido Calcutta CNPMF 0542 CNPMF 0731
1 70,00 aA 73,33 aA 30,00 aB
2 0,00 cB 66,67 aA 0,00 bB
3 0,00 cB 83,33 aA 25,00 aB
4 11,11 bA 27,77 bA 15,00 aA
5 0,00 cA 0,00 cA 8,33 bA
6 33,33 bB 100,00 aA 0,00 bB

1. Embrido normal; 2. Embrido com base deformada; 3. Base do embrido ausente; 4. Embrido
com apice deformado; 5. Apice do embrido ausente; 6. Embrido com base e apice deformados.
Médias seguidas pela mesma letra mindscula em cada coluna e maiuscula em cada linha néo
diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott e Tukey, respectivamente, a 5% de
probabilidade.

Os dados mostram uma superioridade para embrido dotipo 1 e 4,ea C alcutta.
Mas ndo houve diferenca estatistica para o nimero de raizes e peso fresco nas diferentes
classes de embrides e os diferentes diploides estudados (Tabela 4). Isso sugere que,
embora a capacidade de germinacdo varie entre as classes de embribes e entre 0s
genotipos, o desenvolvimento subsequente das plantulas, medido pelo nimero de raizes
e pelo peso fresco, ndo é afetado por esses fatores. Portanto, uma vez que os embrides
germinam, o crescimento inicial das plantulas tende a ser uniforme, independentemente

da classificacdo do embrido ou do gendtipo de origem.



36

Tabela 4. Médias de numero de raizes e peso fresco (mg) de plantulas oriundas de
diferentes classes de embrides de bananeira de M. acuminata.

Classe do embrido Numero de raizes Peso fresco (mg)
1 3,74 a 0,0278 a
2 0,00 a 0,0030 a
3 0,25a 0,0048 a
4 4,30 a 0,0112 a
5 1,00 a 0,0192 a
6 187a 0,0137 a

Genotipo Numero de raizes Peso fresco (mg)
Calcutta 2,85a 0,0207 a
CNPMF0542 2,08 a 0,0119a
CNPMF0731 2,33a 0,0166 a

1. Embrido normal; 2. Embrido com base deformada; 3. Base do embrido ausente; 4. Embrido
com apice deformado; 5. Apice do embrifo ausente; 6. Embrido com base e apice deformados.
Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si, pelo teste F da ANAVA,
a 5% de probabilidade.

DISCUSSAO

A capacidade de flutuacdo e a presenca de embrido e endosperma sao critérios
importantes para avaliar a qualidade e a viabilidade das sementes de bananeira (SILVA
etal., 2019).

Estudos realizados por Buregyeya et al. (2023) confirmam que a flutuacdo das
sementes esta diretamente relacionada a sua densidade e viabilidade, sendo que as
sementes ndo flutuantes geralmente apresentam maior qualidade fisioldgica. Esses
autores demonstraram que o teste de gravidade da agua, utilizado para diferenciar
sementes submersas (vidveis) de flutuantes (ndo viaveis), revelou que uma quantidade
substancial de sementes flutuava. Entre as sementes submersas, que externamente
apresentavam tegumentos duros e pretos, apenas 39% continham embrides, com uma
variagdo de 24% a 60%. Destas, 22% germinaram, com uma faixa de 0% a 37%.

Resultados semelhantes foram encontrados por Kurniajati et al. (2024) em frutos
de bananeiras silvestre, 0s mesmos destacaram a importancia da presenga de endosperma
para 0 sucesso da germinagdo em sementes.

Foi possivel verificar no presente estudo a influéncia negativa da deformidade dos
embrides na germinacdo de sementes de bananeira diploides. Resultados semelhantes

foram observados por Ongagna et al (2020).
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Em estudos sobre a qualidade de sementes em Juniperus polycarpos
(DANESHVAR et al., 2017) e Schinus molle L. (Demelash et al., 2003), a flutuacao foi
utilizada como um indicador de viabilidade de sementes.

Embora a maioria das sementes de banana que nao flutuam seja viavel, uma
proporcéo consideravel de embrides apresenta deformidades. Isso sugere a presenca de
variacdo genética ou de fatores ambientais que podem afetar a qualidade das sementes
(SINGH et al., 2021).

O presente estudo mostrou que embrides com deformidades também podem
germinar, independente da classe do embrido ou do genotipo. Esses achados podem guiar
a selecdo de sementes vidveis em bananeira, 0 que é de grande importancia para o
programa de melhoramento.

A correlagcdo entre a qualidade do embrido e a viabilidade das sementes foi
também abordada por Burgos-Hernandez et al. (2014), que enfatizaram a importancia de
caracteristicas morfoldgicas dos embrides na determinagdo do sucesso germinativo.

Esses resultados sdo relevantes para praticas de cultivo e selecdo de sementes,
pois indicam que, apesar das diferencas na capacidade de germinacdo, todas as plantulas
tém potencial para desenvolver-se de maneira semelhante apds a germinacdo. Isso pode
simplificar o processo de selecdo de sementes, permitindo que se priorize a germinacgéo
inicial sem a necessidade de preocupacdo com o desempenho subsequente das plantulas

em termos de namero de raizes e peso fresco.

4. CONCLUSAO

A flutuabilidade das sementes pode ser considerada um teste valido para
separacdo de sementes de bananeira vidveis (ndo flutuantes) e ndo viaveis (flutuantes),
podendo as sementes flutuantes ser descartadas, pois raramente possuem embrido normal,
mas sao capazes de germinar. As sementes ndo flutuantes deste estudo, especialmente
aquelas com embrides classificados como classe 1, mostraram maior capacidade de

germinacao.
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CAPITULO 2
CRIOPRESERVACAO DE SEMENTES DE BANANEIRA
RESUMO

A criopreservacdo de sementes de hibridos de bananeira é importante para o
programa de melhoramento, uma vez que cruzamentos entre diploides para
desenvolvimento de genétipos melhorados que reinam caracteristicas de interesse pode
gerar um elevado numero de sementes. A impossibilidade de avaliagdo simultanea de toda
a progénie, seja por limitacdo de espaco, recursos ou mao de obra, exige que as sementes
sejam armazenadas por um periodo de tempo. A criopreservacdo é uma técnica indicada
para conservacdo de material vegetal a longo prazo. Assim, o presente trabalho tem como
objetivo estabelecer um protocolo para a criopreservacdo de sementes de hibridos de
diploides de bananeira. Foram utilizadas sementes um diploide silvestre, Calcutta, e dois
hibridos melhorados desenvolvidos no programa de melhoramento da bananeira da
Embrapa, CNPMF0542 e CNPMF0731. As sementes foram submetidas aos tratamentos:
controle (sementes recém colhidas, sem dessecar); dessecacao sobre bancada e em silica
gel por periodos de 1, 3, 5 e 7 dias; e em sais de nitrato de magnésio, nitrato de sodio e
cloreto de sodio por 7 dias. Apos a dessecacdo, as amostras foram armazenadas em
nitrogénio liquido por 24 horas, procedendo-se o resgate e cultivo do embrido. A
comparacdo entre os periodos de dessecacdo em bancada e em silica evidencia que a
silica reduziu o conteudo de 4gua mais rapidamente do que na condicdo de bancada para
todos os diploides. A criopreservagdo aumentou a percentagem de germinagdo de
embrides in vitro de sementes controle (ndo dessecadas) dos dois hibridos avaliados.
Entretanto, apds a desseca¢do, a porcentagem de germinacgdo de embrides de sementes
ndo congeladas e as que passaram pelo processo de crio ndo diferiu significativamente,
com excecdo da dessecacdo em bancada do hibrido CNPMF0731 que apresentou uma
maior germinacdo apos a crio. As sementes submetidas a dessecacdo  em sais por 7 dias
ndo apresentaram perda de contedo de agua elevado, mas os embriGes germinaram ap0s
o congelamento em nitrogénio liquido. O tempo médio de germinacdo dos embrides ndo
variou significativamente entre os tratamentos nem entre os gen6tipos com uma média de
9 a 12 dias. As plantulas de Calcutta se apresentaram mais vigorosas, com maior nimero
de raizes e peso fresco da plantula, quando comparado com os hibridos melhorados. As
sementes de bananeira diploide toleram a dessecagdo até niveis inferiores a 5% de
contetdo de agua antes da criopreservacdo, sem afetar a capacidade de germinag&o in
vitro dos embrifes, podendo até estimular a germinacdo apés a criopreservagdo. O
tratamento de dessecagdo em silica gel por 7 dias forneceu os melhores resultados para
as variaveis de germinacdo e desenvolvimento dos embrides.

Palavras-chave: dessecacéo, conteudo de agua, congelamento em nitrogénio liquido
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ABSTRACT:

The cryopreservation of seeds from banana hybrids is crucial for genetic improvement
programs, as crossings between diploid species to develop enhanced genotypes with
desirable traits can result in a large number of seeds. The simultaneous evaluation of the
entire progeny is often limited by factors such as space, resources, or labor, making it
necessary to store the seeds for extended periods. Cryopreservation is a suitable technique
for the long-term conservation of plant material. Thus, this study aims to establish a
protocol for the cryopreservation of seeds from diploid banana hybrids. Seeds from one
wild diploid, Calcutta, and two improved hybrids developed in the Embrapa banana
breeding program, CNPMF0542 and CNPMFQ731, were used. The seeds underwent the
following treatments: control (freshly harvested seeds, not desiccated); desiccation on a
bench and in silica gel for periods of 1, 3, 5, and 7 days; and in salts of magnesium nitrate,
sodium nitrate, and sodium chloride for 7 days. After desiccation, the samples were stored
in liquid nitrogen for 24 hours, followed by embryo rescue and cultivation. The
comparison between the desiccation periods on the bench and in silica showed that silica
reduced the water content more quickly than the bench condition for all diploids.
Cryopreservation increased the percentage of in vitro germination of embryos from
control seeds (non-desiccated) for both evaluated hybrids. However, after desiccation, the
percentage of germination of embryos from non-frozen seeds and those subjected to
cryopreservation did not differ significantly, except for the bench desiccation of the
hybrid CNPMF0731, which showed a higher germination rate after cryopreservation.
Seeds subjected to desiccation in salts for 7 days did not exhibit significant loss of water
content, but the embryos did germinate after freezing in liquid nitrogen. The average
germination time of the embryos did not vary significantly between treatments or between
genotypes, averaging 9 to 12 days. The Calcutta seedlings were more vigorous, showing
a greater number of roots and fresh weight compared to the improved hybrids. Diploid
banana seeds tolerate desiccation to levels below 5% water content before
cryopreservation without affecting the in vitro germination capacity of the embryos,
which may even stimulate germination after cryopreservation. The silica gel desiccation
treatment for 7 days provided the best results for germination and embryo development
variables.

Keywords: desiccation, water content, freezing in liquid nitrogen
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1. INTRODUCAO

As bananas de consumo alimenticio séo partenocarpicas e estéereis, caracteristicas
que dificultam o melhoramento genético da cultura, contudo as espécies silvestres, apesar
de ndo serem comestiveis, produzem sementes e sdo empregadas nos programas de
melhoramento para obtencdo de hibridos com caracteristicas desejaveis (SILVA et al.,
2013).

A producdo de sementes € essencial para o0 melhoramento genético convencional
da bananeira, que envolve a hibridacdo de gendtipos diploides, tanto silvestres quanto
melhorados, com variedades comerciais triploides e tetraploides (SILVA et al., 2013). No
entanto, a qualidade e a preservacdo dessas sementes enfrentam desafios, como a
limitacdo em quantidade e o tempo de armazenamento. A criopreservacdo se apresenta
como uma tecnologia eficaz, garantindo a viabilidade das sementes a longo prazo e
mantendo a diversidade genética necessaria para o desenvolvimento de novas cultivares
(Bl etal., 2017.; KAYA et al., 2020). Essa técnica é vital diante de ameagas como pragas
e mudancas climaticas, permitindo o armazenamento seguro de germoplasma e
contribuindo para a seguranca alimentar e a sustentabilidade na producdo de bananas. Em
bananeira, o cultivo in vitro de embrides consiste em uma técnica de cultura de tecidos
que promove a superagdo da dorméncia de sementes e regeneragéo de plantulas a partir
da excisdo do embrido e introducdo do mesmo em meio de cultura (UMA et al., 2011).

A forma mais comum de preservacao de sementes € a conservagao ex situ, sendo
que elas séo a unidade de propagacdo da maioria das espécies de plantas. Em meio as
técnicas de conservacdo, a criopreservacdo se destaca por manter a viabilidade das
sementes por um longo prazo (PANIS e LOMBARDI, 2005). Além de uma longa
conservacdo, a criopreservacdo em nitrogénio liquido (NL, -196°C) apresenta como
vantagens baixos custo de armazenamento, espaco fisico reduzido e baixa possibilidade
de contaminacédo (REIS e CUNHA, 1997; CAMILLO et al., 2009).

Pesquisas em criopreservagdo de sementes vem avancando e varios protocolos de
conservacao de sementes ortodoxas e recalcitrantes tém sido desenvolvidos (WETZEL et
al., 2003; PRITCHARD e NADARAJAN, 2008; WALTERS et al., 2008). Por serem
classificadas como ortodoxas, as sementes de bananeira podem  ser desidratadas a um
teor baixo de umidade, inferior a 7% e armazenadas por longos periodos a temperaturas
abaixo de zero (ROBERTS, 1973). Kallow et al. (2020) relatam que Musa balbisiana é

amplamente considerada como possuindo um comportamento de armazenamento
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ortodoxo, 0 que permite que suas sementes sejam dessecadas e armazenadas a baixas
temperaturas sem comprometer a viabilidade. Por outro lado, o comportamento de
armazenamento de subespécies de Musa acuminata mostrou-se mais heterogéneo,
frequentemente oscilando entre as categorias ortodoxa e intermediaria. 1sso significa que
algumas sementes de M. acuminata sdo capazes de sobreviver a dessecacdo e ao
congelamento, enquanto outras apresentam maior sensibilidade, perdendo viabilidade em
condigdes similares.

A dessecacdo das sementes € um fator importante ja que interagem na extensdo
da viabilidade da semente. Assim, no armazenamento de semente a dessecacao € crucial,
uma vez que elas necessitam alcancar um nivel de umidade ideal para manter a
viabilidade (WETZEL et al., 2003). Por tanto a &gua precisa ser retirada antes do
congelamento, para que o contetido de agua seja baixo o suficiente para evitar danos
causados pelos cristais de gelo, mas ndo tdo reduzido a ponto de causar danos
fisiologicos, tornando inviavel a semente e ao congelamento. Durante o congelamento,
se a 4gua nas sementes ndo for removida adequadamente, cristais de gelo podem se formar
e romper as membranas celulares, causando danos irreversiveis. Entretanto, uma
dessecacdo excessiva também pode ser prejudicial, levando a desidratacao extrema, perda
da funcdo enzimatica e comprometimento da atividade metabdlica essencial para a
germinacdo. O equilibrio é fundamental, a semente deve ter pouca agua para evitar a
formacédo de gelo, mas nédo tdo pouca a ponto de comprometer as funges vitais das células
e inviabilizar o processo de reidratacdo e germinacdo. No entanto, faz-se necessario
adaptar um protocolo em relagéo a sua resisténcia ao congelamento (PANIS 2009).

Por tanto, diante do exposto, o objetivo do trabalho é estabelecer um protocolo
com condicBes determinadas de periodo e ambiente de desidratacdo de sementes de
bananeira de forma a viabilizar o processo de criopreservacdo, 0 que auxiliara no

programa de melhoramento da cultura.

2. MATERIAL E METODOS
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2.1. Material vegetal

O estudo foi desenvolvido no Laboratorio de Cultura de Tecidos da Embrapa
Mandioca e Fruticultura, localizado em Cruz das Almas, Bahia, Brasil. Foram utilizadas
sementes de um diploide silvestre Calcutta e dois diploides (CNPMF0542 e
CNPMF0731).

As sementes foram extraidas manualmente da polpa de frutos muito maduros ndo
foi contabilizado a quantidade de fruto, mas cada diploide foi colhido no mesmo dia (abril
de 2024) e lavadas em agua corrente para remover a polpa aderida ao revestimento da
semente. Em seguida, as sementes foram secas ao ar, em temperatura ambiente, em folhas
de papel de toalha para retirada do excesso de agua. Posteriormente, as sementes foram
submetidas ao teste rapido de viabilidade por meio da flutuabilidade das mesmas, sendo
consideradas inviaveis as sementes flutuantes. As sementes classificadas como viaveis
foram posteriormente usadas para estudos de conteldo de agua, dessecacao,

criopreservagao e germinagao in vitro.
2.2 Dessecacao de sementes de banana

O conteddo de agua das sementes antes e depois da dessecacao foi determinado
com base no peso Umido (ISTA, 2016), no qual, dez sementes foram pesadas com
exatiddo em balanca analitica e secas a 103 °C por 16 h em estufa de ar quente. O teor de
umidade foi calculado em 10 amostras em triplicata, usando a férmula:

Peso fresco — Peso seco

Conteudo de & = X 100
onteudo de agua Peso fresco

As sementes foram pesadas antes e depois da dessecacdo e submetidas aos
seguintes tratamentos: controle sem dessecar, secagem sobre bancada por periodos de 1,
3, 5 e 7 dias; secagem em silica gel por periodos de 1, 3, 5 e 7 dias e secagem em sais de
nitrato de magnésio (Umidade Relativa da Atmosfera, URA = 53%), nitrato de sodio
(URA 64%) e cloreto de sodio (URA 75%) por 7 dias (Figura 1).
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Figura 1. Tratamentos de dessecacdo das sementes do diploide de Musa acuminata: A)
Secagem das sementes em bancada; B) Secagem das sementes em silica gel; C) Secagem
das sementes em sais de nitrato de magnésio, nitrato de sddio e cloreto de sodio.

Para o preparo da solucdo salina saturada, adicionou-se uma quantidade de sal
suficiente para ocupar % da altura da placa de Petri de 9 cm de diametro (150 g), e em
seguida adicionou-se agua até que o sal se tornasse Umido, sendo a solu¢do acondicionada
em recipientes hermeticamente fechados por 48 horas, procedendo-se a retirada do

excesso de agua com uma pipeta descartavel durante esse periodo.
2.3 Criopreservacao de sementes de banana

ApoOs a dessecacdo, amostras de cada tratamento (3 repeticdes contendo 10
sementes cada) foram acondicionadas em criotubos e armazenadas em nitrogénio liquido
por 24 horas. Em seguida, as sementes foram submetidas ao descongelamento em agua

esterilizada a temperatura ambiente por 2 min, com agitacdo constante. Posteriormente,
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foram desinfestadas mediante imersao em alcool 70% durante cinco minutos, seguido de
imersdo em solucéo de hipoclorito de sédio (2,5% de cloro ativo), acrescido de algumas
gotas L! de Tween 20® por 30 minutos, sendo metade de agua destilada estéril e outra
metade hipoclorito de s6dio1%, finalizando-se o0 processo a partir de um triplice lavagem
com agua destilada estéril, e uma triplice lavagem com agua destilada estéril.

Como controle, foram utilizadas amostras de cada tratamento, porém sem ser

submetidas ao congelamento em nitrogénio liquido.

2.4 Exciséo e cultivo in vitro do embriéo

Os embrides de cada controle e tratamento (embrido das sementes dessecadas
sem passar no nitrogénio liquido e as sementes criopreservadas) foram excisados e
cultivados em placas de Petri (15 x 60 mm) contendo 10 ml do meio de cultura MS
(Murashige e Skoog, 1962), suplementado com 30 g L™ de sacarose e 2,4 g L de
Phytagel®. As placas contendo os embrides foram transferidos para camaras BOD em
regimes de fotoperiodo com alternancia de temperatura, 16h claro a 30 °C e 8h escuro a
20°C. A porcentagem de germinacdo dos embrides foi registrada diariamente, durante 20
dias e o desenvolvimento das plantulas ao final desse periodo foi determinado mediante

0 peso fresco e 0 nimero de raizes.

2.5 Delineamento experimental e analises estatisticas

Foram analisadas as varidveis: conteldo de 4gua, taxa média de germinacéo,
tempo médio de germinacado e coeficiente de velocidade de germinacdo de acordo com
método adotado por Ranal et al. (2006), e 0 nimero de raizes e peso da plantula (mg). O
delineamento experimental foi inteiramente casualizado, em esquema fatorial 12 x 2 x 3
(12 tratamentos, 2 condi¢cbes de conservacdo (com criopreservacdo e sem
criopreservacao) e 3 gendtipos), com trés repeticdes (cada uma composta por uma placa
de Petri, contendo 10 embrides), totalizando em 72 unidades experimentais. Os dados
foram submetidos a analise de variancia (ANOVA), no programa estatistico R, sendo as
médias dos fatores tratamentos e condic¢des de criopreservacdo comparados pelo teste de

Skott-Knott e Tukey, respectivamente a 5% de significancia.

3. RESULTADOS
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Os tratamentos de diferentes ambientes e periodos de dessecacdo forneceram
respostas variadas de germinagdo e desenvolvimento de embrides nos diploides
estudados. A comparacdo entre os periodos de dessecacdo em bancada e em silica
evidencia que a silica reduziu o contetdo de agua mais rapidamente do que na condic¢éo
de bancada (Tabela 1). Para o diploide silvestre (Calcutta), o conteddo de agua inicial de
23,44% foi reduzido a 8,59% e 6,10% apds um dia em bancada e silica, respectivamente.
No diploide melhorado CNPMF0542, o conteudo de agua se manteve praticamente
invariavel, mesmo apés 7 dias em bancada, mas em silica reduziu quase a metade (de
12,94% para 6,69%) com um dia de dessecacdo, chegando a 4,8% apds 7 dias de
dessecagdo. Comportamento semelhante foi observado no diploide melhorado
CNPMF0731, em que o contetdo de &gua foi reduzido significativamente de 12,94%
(controle) para 10, 995 e 6,15% ap6s um dia em bancada e em silica, respectivamente.

A percentagem de germinacdo de embrides in vitro sem passar pelo congelamento
em nitrogénio liquido na Calcutta foi menor quando as sementes foram dissecadas em
silica, pois estas apresentaram contetdos de dgua mais baixos do que nas sementes
dessecadas em bancada. Na dessecacdo em bancada as condi¢des de ambiente sdo menos
controladas, podendo haver reidratacdo parcial a depender da umidade relativa do
ambiente, como observado aos 5 dias de dessecagdo em bancada para os diploides
Calcutta e CNPMFO0542. Por outro lado, nos diploides melhorados, observou-se um
aumento na taxa de germinacdo quando as sementes foram dessecadas em bancada ou
silica, com raras excecdes (Tabela 1). Apo6s o congelamento em nitrogénio liquido, a
percentagem méaxima de germinacdo de embrides (96,67%) foi obtida em sementes da
Calcutta dessecadas por 7 dias em bancada, (conteido de agua de 7,4%). Ndo houve
germinacdo de embrido nas sementes controle da Calcutta criopreservadas, possivelmente
pelo conteddo de agua mais elevado (23,44%).

A criopreservacao aumentou a percentagem de germinacéo in vitro dos embrides de
sementes controle (ndo dessecadas) dos dois hibridos avaliados. Entretanto, apos a
dessecagéo, a porcentagem de germinacdo de embrides de sementes ndo congeladas e as
que passaram pelo processo de criopreservacdo ndo diferiu significativamente, com
excecdo da dessecacdo em bancada do diploide melhorado CNPMF0731 que apresentou

uma tendéncia a maior germinagéo de embri&o apos a criopreservacédo (Figura 2).
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Tabela 1. Conteldo de agua e porcentagem de germinacdo in vitro de embrides do
diploide (Calcutta) e diploides melhorados (CNPMF0542 e CNPMF0731), apo6s
dessecacdo em bancada e silica gel e criopreservacgdo, cultivados em meio MS por 20
dias.

Conteudo de Porcentagem de germinacao in vitro
Tratamento . - -
agua (%) Sem crio Crio
Calcutta
Controle 23,44 A 93,33 Aa 0,00 Cb
Bancada - 1 dia 8,59 B 83,33 Aa 60,00 Ba
Bancada - 3 dias 8,1B 70,00 Ba 76,67 Aa
Bancada - 5 dias 10,03 B 80,00 Aa 83,33 Aa
Bancada - 7 dias 7,04C 86,67 Aa 96,67 Aa
Silica gel- 1 dia 6,10 C 63,33 Ba 60,00 Ba
Silica gel- 3 dias 2,69D 73,33 Ba 70,00 Ba
Silica gel - 5 dias 6,27 C 66,67 Ba 56,67 Ba
Silica gel - 7 dias 2,42 D 66,67 Ba 80,00 Aa
CNPMF0542
Controle 12,94 A 40,00 Ba 66,67 Aa
Bancada - 1 dia 12,61 A 36,67 Ba 16,67 Bb
Bancada - 3 dias 14,56 A 70,00 Aa 50,00 Aa
Bancada - 5 dias 16,72 A 60,00 Aa 46,67 Aa
Bancada - 7 dias 12,76 A 30,00 Ba 46,67 Aa
Silica gel- 1 dia 6,69 B 63,33 Aa 56,67 Aa
Silica gel- 3 dias 511B 53,33 Aa 53,33 Aa
Silica gel - 5 dias 491 B 66,67 Aa 56,67 Aa
Silica gel - 7 dias 4,80B 53,33 Aa 56,67 Aa
CNPMF0731
Controle 14,32 A 30,00 Ba 43,33 Ba
Bancada - 1 dia 10,99 B 30,00 Bb 60,00 Aa
Bancada - 3 dias 10,77 B 60,00 Aa 70,00 Aa
Bancada - 5 dias 10,41 C 33,33 Ba 56,67 Aa
Bancada - 7 dias 10,27 C 63,33 Aa 63,33 Aa
Silica gel- 1 dia 6,15D 60,00 Aa 53,33 Aa
Silica gel- 3 dias 3,73E 66,67 Aa 33,33 Bb
Silica gel - 5 dias 3,93E 46,67 Ab 80,00 Aa
Silica gel - 7 dias 3,88 E 66,67 Aa 56,67 Aa

Médias seguidas pela mesma letra maitscula em cada coluna e mindscula em cada linha, ndo
diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott e Tukey, respectivamente, a 5% de
probabilidade.
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Figura 2. Porcentagem germinagdo in vitro de embrides oriundos de sementes
dessecadas em bancada e silica gel dos gendtipos diploides de bananeira Calcutta,

CNPMF0542 e CNPMFOQ731.
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A dessecacdo em sais também pode ser utilizada para reduzir o conteudo de agua
das sementes. As sementes submetidas a desseca¢do em sais por 7 dias ndo apresentaram
perda de contetido de &gua, com excecdo do nitrato de magnésio em sementes de Calcutta
onde houve uma reducéo de 23,44% para 9,37% (Tabela 2). Para as sementes dessecadas
em sais e que nao foram submetidas ao congelamento em nitrogénio liquido, a maior
percentagem de germinacdo de embrides foi observada nas sementes dessecadas com
nitrato de sédio: 70% para o diploide Calcutta, 50% para 0 CNPMF0542 e 46,67% para
0 CNPMF0731. Apos a criopreservacao, as sementes do diploide silvestre Calcutta e do
diploide melhorado CNPMFQ0731, dessecadas em cloreto de sddio, apresentaram as
maiores percentagens de germinacdo de embribes, com 56,67% e 66,67%,
respectivamente. J& para o hibrido CNPMF0542, o melhor resultado foi obtido com

nitrato de sodio, alcancando 56,67%.

Tabela 2. Contetdo de 4gua e germinacao in vitro de embrides de Calcutta, CNPMF0542
e CNPMF0731, apds dessecacao em sais por 7 dias e criopreservacao, cultivados em meio
MS por 20 dias.

Conteudo de Porcentagem de germinacao
Tratamento X - 3
agua (%) Sem crio Crio
Calcutta
Controle 23,44 A 93,33 Aa 0,00 Bb
Nitrato de magnésio 9,37C 53,33 Ba 53,33 Aa
Nitrato de sédio 13,29 B 70,00 Ba 53,33 Aa
Cloreto de sédio 12,09 B 46,67 Ba 56,67 Aa
CNPMF0542
Controle 1294 A 40,00 Ba 66,67 Aa
Nitrato de magnésio 13,52 A 36,67 Ba 46,67 Aa
Nitrato de sédio 14,69 A 50,00 Aa 56,67 Aa
Cloreto de sodio 15,62 A 26,67 Ba 43,33 Aa
CNPMFO0731
Controle 14,32 A 30,00 Ba 43,33 Ba
Nitrato de magnésio 11,30 C 33,33 Ba 56,67 Aa
Nitrato de sédio 13,45 B 46,67 Aa 26,67 Ba
Cloreto de sédio 13,85 B 26,67 Bh 66,67 Aa

Meédias seguidas pela mesma letra mailscula em cada coluna e minuscula em cada linha, ndo
diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott e Tukey, respectivamente, a 5% de
probabilidade.

O tempo médio de germinacdo dos embrifes ndo variou significativamente entre

0s tratamentos nem entre os genotipos com uma média de 9 a 12 dias (Figura 3a). As
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plantulas de Calcutta se apresentaram mais vigorosas, com maior nimero de raizes

(Figura 3b) e peso fresco da plantula (Figura 3c), quando comparado com os diploides

melhorados.
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Figura 3. Médias das variaveis de desenvolvimento de plantulas obtidas de embrides de
genotipos diploides de bananeira, excisados ap6s submetidos a diferentes tratamentos de
dessecagdo e a criopreservacao, e cultivados em meio MS por 20 dias. a) Tempo de
germinacdo; b) Numero de raizes; c) Preso fresco da plantula. Médias seguidas pela
mesma letra ndo difere estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (P<0,05).

4. DISCUSSAO

Estudos recentes mostram que o processo de criopreservacdo pode impactar
significativamente a taxa de germinacdo devido ao estresse térmico e osmatico. Singh et
al. (2021) demonstraram que a otimizacdo do protocolo de criopreservacdo pode
aumentar a viabilidade e a taxa de germinagdo de embrides em plantas. Uma condigéo
essencial para o sucesso da criopreservacdo de sementes é a eficiéncia do processo de
dessecacdo que permita reduzir o conteddo de agua de forma a evitar a formacdo de
cristais de gelo. A pré-dessecacdo pode reduzir a atividade metabdlica e preservar a
integridade celular, permitindo um répido reinicio do crescimento apds a reidratacéo e
germinacdo (PENG et al., 2023; ANJU et al., 2024).

A influéncia do congelamento em nitrogénio liquido na germinacédo dos embrides
pode ser atribuida ao efeito direto do congelamento rapido e do subsequente
descongelamento na viabilidade dos embriGes, uma vez, que, a taxa de sucesso da
criopreservacao varia com a taxa de resfriamento e aquecimento (WALTERS et al., 2021;
KAVIANI e, 2022).

Em um estudo envolvendo diferentes espécies do género Musa, incluindo M.
acuminata, foi observado que sementes de bananeira com conteido de dgua de 20% ou
mais ndo germinam apo6s o congelamento em nitrogénio liquido (KAYA et al., 2020).
Nossos dados mostram que em Calcutta ndo houve germinacéo in vitro das sementes que
apresentavam 24% de conteudo de agua, e quando o contetido de &gua foi reduzido a
7,04% por 7 dias em bancada, 96,67% dos embrifes germinaram in vitro.

As sementes de Ensete glaucum podem tolerar dessecacéo até atingir 5-10% de
contetdo de &gua sem perda significativa no potencial de germinagdo (83-84%) e
armazenadas com seguranca por até 1 ano em temperatura ambiente (RT), sem perda de
viabilidade (SINGH et al., 2021). De acordo com esses autores, as sementes desidratadas
ao ar (10 = 2% de conteudo de agua) foram criopreservados (em fase liquida e vapor de

nitrogénio liquido) e a alta recuperacgéo pds-descongelamento foi alcancada (80,2 + 2,2%)
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mediante cultivo in vitro dos embrides. Entretanto, as condi¢des de desidratacdo ao ar nao
podem ser controladas com preciséo devido a sua dependéncia da temperatura e umidade
do ambiente e, portanto, ndo sdo necessariamente reprodutiveis (ENGELMANN, 2011).

O teor de agua em media de 14% é considerado ideal para a criopreservacao de
embrides de banana (PANIS, 2009). No presente estudo, a germinacao de sementes que
foram submetidas a dessecacdo a niveis de conteudo de &gua inferiores a 5%
corroborando com classificagdo das sementes de bananeira como ortodoxas, pois podem
ser desidratadas e conservadas por longos periodos de tempo a baixas temperaturas.
(VINEESH, et al, 2015; KAYA et al, 2020).

A alta taxa de germinacdo no controle sem dessecacao indica que a manutencéo
da umidade natural das sementes favorece a viabilidade e a germinacdo. A dessecagéo
pode levar a perda de viabilidade em sementes ortodoxas, como as de bananeira, devido
a sensibilidade a secagem (KALLOW et al., 2020; KALLOW et al., 2022).

No entanto, a dessecagdo controlada antes da criopreservacdo é crucial para
reduzir o contetdo de 4gua das sementes e minimizar a formacéo de cristais de gelo, que
podem danificar as células durante o congelamento, causando danos celulares
irreversiveis e, consequentemente, a perda de viabilidade (BALLESTEROS et al., 2021,
SURANTHRAN et al., 2023). Entretanto, a dessecacéo excessiva ou inadequada pode
levar a deterioracdo celular, afetando negativamente a viabilidade e o tempo de
germinacédo (MATILLA, 2021).

A dessecacdo em bancada por periodos mais longos (até 7 dias) mostrou
resultados promissores, indicando que a redugdo gradual da umidade permite uma
adaptacdo das sementes ao estresse da criopreservacdo. A dessecacdo gradual permite a
adaptacdo das sementes, reduzindo o estresse osmadtic, melhorando a eficiéncia da
germinacdo, favorecendo a robustez e o desenvolvimento radicular dos embrides
(SMOLICOVA et al., 2020).

A auséncia de diferencas significativas nas varidveis nimero de raizes e peso
fresco observados no presente estudo, sugere que 0s tratamentos de dessecagdo e
criopreservacdo aplicados ndo afetaram de maneira substancial a capacidade geral de
germinacdo de embrido e o desenvolvimento inicial das raizes. Segundo Parihar et al.
(2023), a eficécia da criopreservacgédo depende fortemente de protocolos padronizados que
minimizem o impacto sobre a viabilidade das sementes e a integridade celular.
Considerando que, a uniformidade nos resultados para estes parametros pode indicar que

os protocolos utilizados foram eficazes em manter essas variaveis estaveis.
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A criopreservacdo pode afetar a viabilidade e o vigor das plantulas devido ao
estresse térmico e osmotico causado pelo processo de congelamento e descongelamento
(ENGELMANN, 2011). Diferentes gen6tipos possuem variagbes na capacidade de
tolerdncia ao estresse criogénico (Engelmann e Takagi, 2000). A maior média de peso
fresco para plantulas criopreservadas do diploide CNPMF0731 pode ser atribuida a
mecanismos de resisténcia intrinsecos que permitem uma recuperacéo mais eficaz apos o
descongelamento. Para 0 acesso CNPMF0542 ndo houve diferenca estatistica entre as
médias obtidas antes e ap0s a criopreservagdo. Isso pode indicar que o gendtipo
CNPMF0542 possui uma resiliéncia natural ao processo de criopreservacdo, mantendo o
peso fresco das plantulas estavel independentemente do tratamento aplicado. A
estabilidade do peso fresco sugere uma robustez genética que poderia ser explorada em
programas de conservacgdo genética e reintroducao de espécies.

A criopreservagdo permitiu, no presente estudo, preservar sementes de bananeira,
sem perder sua viabilidade, caracteristica fundamental para garantir um banco de

sementes.
5. CONCLUSAO

As sementes de bananeira diploide toleram a dessecacdo até niveis inferiores a 5%
de contelido de 4gua antes da criopreservacao, sem afetar a capacidade de germinacao in
vitro dos embrifes, podendo até estimular a germinacdo ap6s a criopreservagdo. O
tratamento de dessecacdo em silica gel por 7 dias forneceu os melhores resultados para

as variaveis de germinacao e desenvolvimento dos embriGes.

6. REFERENCIAS

ANJU, T. R.; THERESA, M.; MOHANLAL, J. Conservation Approaches of Plant
Genetic Resources. In: Sustainable Utilization and Conservation of Plant Genetic

Diversity. Singapore: Springer Nature Singapore, p. 643-681, 2024.

BALLESTEROS, D.; FANEGA-SLEZIAK, N.; DAVIES, R. M. Cryopreservation of
seeds and seed embryos in orthodox-, intermediate-, and recalcitrant-seeded species.

Cryopreservation and Freeze-Drying Protocols, p. 663-682, 2021, 2021.



55

CAMILLO, J.; LUIS, Z. G. SCHERWINSKI-PEREIRA, J. E. Tolerancia de sementes de
dendezeiro a criopreservacdo. Pesquisa Agropecudria Brasileira, v.44, p.211-215,
2009.

ENGELMANN, F. Cryopreservation of Embryos: An Overview. Methods in Molecular
Biololy, v.710, p.155-184, 2011

ENGELMANN, F.; TAKAGI, H. Cryopreservation of tropical plant germplasm:
current research progress and applications, 2000.

HILL, J. P.; EDWARDS, W.; FRANKS, P. J. How long does it take for different seeds
to dry. Functional Plant Biology, v. 37, p. 575-583, 2010.

ISTA Rules. International seed testing association. ISTA Germination Sec. Chapter,
v.19, p. 41, 2016.

KALLOW, S.; GARCIA ZULUAGA, M.; FANEGA SLEZIAK, N.; NUGRAHA, B;
MERTENS, A.; JANSSENS, SB, ... & PANIS, B. Drying banana seeds for ex situ

conservation. Conservation physiology, v. 10, n. 1, coab099, 2022.

KALLOW, S.; LONGIN, K.; SLEZIAK, N. F.; JANSSENS, S. B.; VANDELOOK, F,;
DICKIE, J...; PANIS, B. Challenges for ex situ conservation of wild bananas: seeds
collected in Papua New Guinea have variable levels of desiccation tolerance. Plants, v.9,
n.9, p.1243, 2020.

KAVIANI, B.; KULUS, D. Cryopreservation of endangered ornamental plants and fruit
crops from tropical and subtropical regions. Biology, v. 11, n. 6, p. 847, 2022.

KAYA, E., SOUZA, F. V. D., DOS SANTOS-SEREJO, J. A., e GALATALI. Influence
of dehydration on cryopreservation of Musa spp. germplasm. Acta Botanica Croatica,
V. 79, n. 2, p. 99-104, 2020.

KEBREAB, E.; MURDOCH, A.J. A model of the effects of a wide range of constant and
alternating temperatures on seed germination of four Orobanche species. Annals of
Botany, v.84, p.549-557, 1999.

KRZYSZTON, M.; YATUSEVICH, R.; WRONA, M.; SACHAROWSKI, S. P,
ADAMSKA, D.; SWIEZEWSKI, S. Single seeds exhibit transcriptional heterogeneity
during secondary dormancy induction. Plant Physiology, v. 190, n. 1, p. 211-225, 2022.



56

MATILLA, A. J. The orthodox dry seeds are alive: A clear example of desiccation
tolerance. Plants, v. 11, n. 1, p. 20, 2021.

MURASHIGE T; SKOOG F. 1962. A revised medium for rapid growth and bioassays

with tobacco tissue cultures. Physiologia Plantarum 15: 473-497.

NADARAJAN, J., WALTERS, C., PRITCHARD, H. W., BALLESTEROS, D., &
COLVILLE, L. Seed longevity—The evolution of knowledge and a conceptual
framework. Plants, v. 12, n. 3, 471, 2023.

PAMMENTER, N. W.; BERJAK, P. Evolutionary and ecological aspects of recalcitrant
seed biology. Seed Science Research, v.10, p.301-306, 2000.

PANIS, B. Cryopreservation of Musa germplasm. 2nd ed. Montpellier: Bioversity
International, (INIBAP Technical Guideline, 9). 2009. 48 p.

PANIS, B.; LAMBARDI, M. Status of cryopreservation technologies in plants (crops and
forest trees). In: RUANE, J; SONNINO, A. (Ed.) The Role of Biotechnology in
Exploring and Protecting Agricultural Genetic Resources. Rome, FAO, 2005.

PARIHAR, A.; KUMAR, A.; PANDA, U.; KHAN, R.; PARIHAR, D. S.; KHAN, R.
Cryopreservation: a comprehensive overview, challenges, and future perspectives.
Advanced Biology, v. 7, n. 6, 2200285, 2023.

PENG, C.; WANG, M.; WU, Y.; HUA, Q.; SHEN, Y. Study on Desiccation Tolerance
and Biochemical Changes of Sassafras tzumu (Hemsl.) Hemsl. Seeds. Forests, v. 14, n.
11, 2183, 2023.

RANAL, M. A.; SANTANA, D. G. How and why to measure the germination process?
Revista Brasileira de Botanica, v. 29, n. 1, p. 1-11, 2006.

REIS, A. M. M. CUNHA, R. Efeito do congelamento sobre a viabilidade de sementes de
Anadenanthera peregrine (L.) Speg com diferentes contetdos de umidade. Pesquisa
Agropecudaria Brasileira, v.32, p. 1071-1079, 1997.

ROBERTS, E.H. Predicting the storage life of seeds. Seed Science and Technology, v.
1, p. 499-514, 1973.



57

SILVA, S. O.; AMORIM, E. P. SANTOS-SEREJO, J. A. S.; FERREIRA, C. F;
RODRIGUEZ, M. A. D. Melhoramento genético da bananeira: estratégias e tecnologias
disponiveis. Revista Brasileira de Fruticultura, v.35, p.919-931, 2013.

SIMMONDS, N. W., e SHEPHERD, K. The taxonomy and origins of the cultivated
bananas. Botanical Journal of the Linnean Society, v. 55, n. 359, p. 302-312, 1955.

SING, S.; THANGJAM, R.; HARISH, G. D.; SINGH, H.; KUMAR, R.; MEENA,
D.P.S.; AGRAWAL, A. Conservation protocols for Ensete glaucum, a crop wild relative
of banana, using plant tissue culture and cryopreservation techniques on seeds and zygotic
embryos. Plant Cell Tissue Organ Culture, v. 144, p. 195-209, 2021.

SMOLIKOVA, G., LEONOVA, T., VASHURINA, N., FROLOV, A., & MEDVEDEV,
S. Desiccation tolerance as the basis of long-term seed viability. International Journal
of Molecular Sciences, v. 22, n.1, p.101, 2020.

SMOLIKOVA, G.; STRYGINA, K.; KRYLOVA, E.; LEONOVA, T.; FROLOV, A,
KHLESTKINA, E.; MEDVEDEV, S. Transition from seeds to seedlings: Hormonal and
epigenetic aspects. Plants, v. 10, n. 9, 1884, 2021.

SURANTHRAN, P.; GANTAIT, S.; SINNIAH, U. R. Water content significantly,
influences post-cryopreservation survival of air-desiccated oil palm (Elaeis guineensis
Jacqg.) zygotic embryos: A thermal and ultrastructural study. Industrial Crops and
Products, v. 204, 117343, 2023.

UMA, S.; LAKSHMI, S.; SARASWATHI, M. S.; AKBAR, A.; MUSTAFFA, M. M.
Embryo rescue and plant regeneration in banana (Musa spp. L.). Plant Cell Tissue and
Organ Culture, v. 105, p. 105-111, 2011.

WALTERS, C., WESLEY-SMITH, J., CRANE, J., HILL, L. M., CHMIELARZ, P.,
PAMMENTER, N. W., & BERJAK, P. Cryopreservation of recalcitrant (desiccation-
sensitive) seeds. Plant cryopreservation: a practical guide, p. 465-484, 2008.

WETZEL, M. M. V. S,; REIS, R. B.; RAMIS, K. M. Metodologia para criopreservacao
de sementes de espécies florestais nativas. Brasilia: Embrapa Recursos Genéticos e

Biotecnologia — Cenargen, 2003. (Circular Técnica, 26)



58

YOUNG, James Francis. Humidity control in the laboratory using salt solutions - a
review. Journal of Applied Chemistry, v. 17, n. 9, p. 241-245, 1967.



