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FERTILIZACAO IN VITRO: UMA ESTRATEGIA PARA O MELHORAMENTO
GENETICO DE BANANEIRA

Autora: Taliane Leila Soares
Orientadora: Maria Angélica Pereira de Carvalho Costa

A bananeira é uma das frutiferas de maior importancia para o Brasil.
Embora as cultivares do tipo Prata sejam as mais produzidas e comercializadas
no mercado interno, as cultivares do Subgrupo Cavendish sdo as mais aceitas no
mercado internacional. Este subgrupo inclui as cultivares Nanica, Nanicdo e
Grande Naine, que sao suscetiveis a sigatoka-negra. Uma das maiores limitagdes
do melhoramento genético de Cavendish € a dificuldade de obtencdo de
sementes em cruzamentos, em decorréncia de barreiras fisicas e/ou bioquimicas
que ocorrem durante o processo de fertilizacdo. O objetivo deste estudo foi
desenvolver uma metodologia de fertilizagao in vitro para obtengéo de hibridos de
bananeira do Subgrupo Cavendish. Inicialmente foram avaliadas a germinagao in
vitro e a viabilidade de grdos de pdélen de hibridos dipléides (AA) melhorados,
gerados pelo programa de melhoramento genético da bananeira da Embrapa
Mandioca e Fruticultura Tropical. A percentagem de germinacao variou de 2,98 a
90% e o crescimento do tubo polinico de 0,67 a 4,25 mm, quando cultivados em
meio com pH 7,0. A maioria dos genétipos apresentou viabilidade de pélen acima
de 90%. Os genétipos com maior percentagem de germinacdo e maior
comprimento de pélen foram utilizados nos experimentos de fertilizagédo in vivo e
in vitro. Foram feitas polinizagbes diarias em vinte plantas dipléides e vinte
tripléides, comparando-se o desenvolvimento dos Ovulos de ambas ploidias.
Observou-se que nos dipléides, os évulos aumentaram de tamanho a partir do
segundo dia apds a polinizagdo, enquanto nas cultivares tripléides houve reducao
de tamanho. Foram testadas varias metodologias de fertilizagdo in vitro, mas nao
se constatou a ocorréncia efetiva do processo.

Palavras-chaves: Musa spp.; fertilizagao in vivo; biotecnologia.



IN VITRO FERTILIZATION: A STRATEGY FOR BANANA GENETIC BREEDING

Author: Taliane Leila Soares
Advisor: Maria Angélica Pereira de Carvalho Costa

Banana is one of the most important fruit crops in Brazil. Although Prata type
cultivars are the mainly produced and commercialized cultivars in the internal
market, the cultivars from the Cavendish subgroup are the most accepted in the
international market. The Nanica, Ninicdo and Grande Naine cultivars of the
Cavendish subgroup are susceptible to black-Sigatoka. One of the great
limitations of genetic breeding of Cavendish is the difficulty in the obtainment of
seeds in crosses, due to physical and/or biochemical barriers that occur during the
fertilization process. The objective of the present study was to develop an in vitro
methodology of fertilization for the obtainment of banana hybrids from the
Cavendish subgroup. The in vitro germination and the viability of pollen grains of
diploid (AA) hybrids improved through the banana genetic breeding program at
Embrapa Cassava and Tropical Fruits, were initially evaluated. The germination
percentage varied from 2.98 to 90% and the growth of the pollen tube from 0.67 to
4.25 mm, when cultivated in medium with pH 7.0. Most genotypes presented
pollen viability above 90%. The genotypes with greater percentage of germination
and longer pollen length were used in the in vitro and in vivo fertilization
experiments. Daily pollinations were carried out in twenty diploid and twenty
triploid plants and in both ploidy levels the development of the ovules were
evaluated through comparisons. It was observed that in the diploids the ovules
increased in volume starting from the second day after pollination, whereas for the
triploid cultivars, a smaller reduction in size was observed. Many in vitro
fertilization methodologies were evaluated but the effective occurrence of the

process was not verified.

Key-words: Musa spp.; in vivo fertilization; biotechnology.



INTRODUCAO

A banana (Musa spp.) € uma das principais frutas consumidas no mundo,
podendo ser encontrada principalmente nas regides tropicais e subtropicais.
Atualmente o Brasil € o segundo maior produtor de banana, com uma producao
aproximada de 6,5 milhdes de toneladas em uma é&rea cultivada de 485 mil ha
(FAO, 2005), responséavel pelo suprimento do mercado interno. Esta fruta € de
crucial importancia econémica e social, sendo cultivada principalmente por
pequenos produtores de Norte a Sul do pais, servindo como fonte continua de
alimento, uma vez que pode ser produzida durante todo 0 ano, gerando emprego
e renda em todos os estados onde é plantada. Em 2005, a Regiao Nordeste
destacou-se como a maior produtora com 36,12% de area cultivada, seguida pela
Sudeste com 27,4%, Norte com 21,2%, Sul com 10,1% e a Regido Centro-oeste
com 5,2% (AGRIANUAL, 2005).

No Estado da Bahia, maior produtor nacional, esta cultura tem sido
extremamente importante na redu¢do do éxodo rural, fortalecimento da economia
regional, além de contribuir para a criagdo de novos negdécios. Entretanto, a
ocorréncia de doencas como mal-do-Panama e Sigatoka amarela tem causado
prejuizos a produgado de banana tipo 'Magéd' e ‘Grande Naine', respectivamente.
Além disso, a ocorréncia de Sigatoka negra na regidao Norte do Pais e sua
disseminacao para outras regides produtoras, como Sao Paulo e Minas Gerais,
tem causado apreensao aos bananicultores, pois as cultivares Terra, Maca e
Grande Naine sdo suscetiveis a esta doenca, sendo necessdaria a obtencao de
novas cultivares resistentes.

As perdas de producdo causadas pelas pragas citadas podem chegar a
100% a depender da cultivar e/ou condicao de cultivo. Mediante a aplicacao de
tratos culturais adequados € possivel obter altos rendimentos e frutos de
qualidade na presenca de Sigatoka o que nao ocorre com mal-do-Panama.
Assim, o melhoramento genético é o melhor caminho para tentar resolver os
problemas que esta cultura vem enfrentando, por meio do desenvolvimento
continuo de novas cultivares que apresentem resisténcia/tolerancia aos
patdgenos, além de outras caracteristicas agrondmicas desejaveis.

O programa de melhoramento genético de bananeira iniciado em 1983 na
Embrapa Mandioca e Fruticultura Tropical, mediante cruzamentos de dipléides



(AA) melhorados com tripldides comerciais (AAB), objetiva desenvolver
variedades resistentes as sigatokas amarela e negra e ao mal-do-Panama, com
porte e ciclos reduzidos além de produtivas (SILVA et al., 2001).

Dentre as limitagbes para a obtencédo de hibridos de bananeira, estédo a
baixa producao de pdélen dos acessos dipldides, a baixa producdo de sementes
nos genitores femininos (variedades comerciais ou diploides) e a auséncia total de
fecundacao de alguns cruzamentos (SILVA et al., 1998).

O numero reduzido ou auséncia de formacao de sementes em algumas
espécies ocorre devido a barreiras fisicas e bioquimicas, pré-zigéticas e/ou pos-
zigodticas, que interferem no processo de fecundagao sob condi¢des naturais. Em
bananeira, estas barreiras pré-zigéticas podem ocorrer como conseqiéncia de: a)
crescimento irregular e retardado do tubo polinico; b) baixa taxa de crescimento
do pdlen de algumas variedades; c) tubos polinicos curtos, que ndo alcangam o
ovulo; d) ocorréncia de sementes somente nas primeiras pencas e na porgcao
distal dos frutos de algumas cultivares; e e) necrosamento prematuro na regiao do
nectario da flor feminina, impedindo a passagem do tubo polinico (SHEPHERD et
al., 1986). As pos-zigoticas referem-se a incompatibilidade entre o endosperma e
o0 embrido ou a um desenvolvimento lento do endosperma (KANTA, 1960), e a
abscisao de flores (RAO, 1965).

A maioria das cultivares comestiveis destinadas ao comércio sao
principalmente tripldides com variavel grau de partenocarpia e esterilidade
Fortescue e Turner (2005). As cultivares que apresentam genoma B (AAB, ABB),
constituem a maioria das bananas produzidas mundialmente, embora o mercado
internacional esteja centrado nas cultivares do subgrupo Cavendish (AAA), por
causa do alto rendimento, da palatabilidade e qualidade dos frutos, apesar de
serem suscetiveis a certas doencas foliares e pestes que causam sérias perdas
de rendimento (SSEBULIBA et al., 2006).

A obtengdo de novas cultivares deste subgrupo é dificultada por sua
incapacidade de formar sementes, possivelmente em decorréncia de barreiras
que impedem o processo de fertilizagdo in vivo. Uma das alternativas para
superar tais barreiras e viabilizar a geragdo de hibridos deste subgrupo seria a

fertilizag&o in vitro.



O objetivo desse trabalho foi desenvolver uma metodologia de fertilizagao
in vitro, de bananeira possibilitando a produgdo de novas cultivares de banana
resistentes do subgrupo Cavendish, produtivas e com boa qualidade.

Classificacao botanica

A bananeira (Musa spp.) pertence a classe Liliopsida, subclasse
Zingiberidae, superordem Lilianae, ordem Zingiberales, familia Musaceae
(CRONQUIST, 1981; BELALCAZAR CARVAJAL, 1991). Os géneros Ensete e
Musa pertencem a subfamilia Musoideae, sendo que ao género Musa pertencem
as bananeiras com frutos comestiveis. O género Musa esta subdividido nas
secbes Australimusa, Callimusa, Rhodoclamys e Eumusa, sendo que as duas
primeiras apresentam conteudo hapléide com 11 cromossomos, e os dois ultimos
com 10 cromosomos. As secoes Rhodochlamys e Callimusa nao produzem frutos
comestiveis. A secdo Eumusa ou simplesmente Musa € a mais importante, pois
contém as espécies de interesse econdmico (SIMMONDS e SHEPHERD, 1955;
CARVAJAL, 1991).

As cultivares tradicionais de bananeira, apresentam na sua constituicao
cromossbémica, varios niveis de ploidia (dipléide, triploide e tetrapldide,
respectivamente, com 22, 33 e 44 cromossomos), em combinagdes variadas de
genomas de duas espécies selvagens, Musa acuminata (genoma AA) e Musa
balbisiana (genoma BB) (Simmonds e Shepherd, 1955). Assim sendo, cada
variedade deve conter uma determinada combinacdo dos genomas completos
das espécies parentais.

O genoma B, por exemplo, confere as variedades maior resisténcia a seca
e a doencas, bem como maior valor nutritivo, ao passo que o genoma A confere
caracteristicas organolépticas e atualmente vem sendo enriquecido com hibridos
melhorados buscando resisténcia e produtividade (OSELEBE et al., 2005).
Portanto, o conhecimento da ploidia e da constituicao genémica dos acessos € de
hibridos gerados, € de suma importdncia para o melhoramento genético da
bananeira.

A bananeira é uma planta herbacea, destituida de caule vegetativo aéreo,
apresentando folhas imbricadas umas nas outras. O caule subterréaneo ou rizoma

€ o centro vital da bananeira, pois € nele que ocorre a formacdo das raizes,



folhas, inflorescéncias e rebentos ou “filhotes”. E um estrutura conica ou
assimétrica, com eixo central curvo virado para cima e formado por muitos
entrenos curtos. A partir dos nds 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 posicao
varia amplamente entre grupos genbémicos, sendo erectas nos diploides e
pendentes a bem arcadas nos tripléides e tetrapldides, respectivamente
(SHEPHERD, 1984).

As flores de bananeira, que aparecem em forma de inflorescéncia séao
estruturalmente bissexuais, porém funcionam como unissexuais. As flores
femininas sédo constituidas de gineceu infero, longo, tricarpelar, trilocular, com
varios 6vulos por Iéculos, estilete Unico e estigma trilobado (CASTRO E KLUGE,
1988). O estigma € o local onde o pélen é capturado, hidratado e germina,
consequentemente o tubo polinico comega o seu desenvolvimento através dos
tecidos femininos dos ovarios (LUSH et al., 2000).

Nas flores femininas as anteras sdo atrofiadas, o filamento é mais curto e o
pblen € degenerado, ja nas flores masculinas, o ovario € atrofiado, e o estilete
muito delgado. Os estames possuem anteras normais € 0s sacos polinicos sao
dispostos ao longo do filamento em duas linhas paralelas (MEDINA, 1985). Pode-
se verificar ainda a presenca de flores hermafroditas, zona de transicdo entre as
flores femininas e masculinas a exemplo da cultivar Mysore (MOREIRA, 1987). As
femininas originam os frutos comerciais, enquanto as masculinas sédo incapazes
de frutificar. Flores hermafroditas podem frutificar, porém os frutos sdo pequenos,
de ma formacao e sem valor comercial (MORIN, 1967).

As flores sao de natureza irregular e se constituem de trés grupos de pecas
florais: perianto, androceu e gineceu, que estéo inseridos no ponto de conexao do
estilete com o ovario, formando a flor epigina, visto que o ovario € infero. O
perianto, por apresentar o calice e corola com mesmo aspecto com relagdo a
forma e cor, recebe a denominacao de perigbnio é formado por duas tépalas. A

maior, formada por cincos pecgas acrescidas, alternas, sendo trés maiores e duas



menores, apresenta o apice normalmente dividido em cinco lébulos, de forma
cbnica e coloragao alaranjada. Em Musa spp., 0 termo perigdnio é aplicado a esta
tépala composta, que normalmente apresenta coloracdo creme com manchas
violaceas, consequéncia da presencga de antocianina. A tépala menor ocupa uma
posicao oposta ao perigbnio, sendo envolvida por ele. Esta peca forma o verticilo
interno e € denominada de tépala livre (SIMMONDS, 1973).

As flores femininas se diferenciam das masculinas, basicamente por
apresentarem o ovario mais desenvolvido, alcangcando uma altura superior a do
perigbnio. O estilete é comprido, mas seus estames sao reduzidos a
estaminddios, ndo apresentando anteras. O ovario das flores masculinas, mesmo
sendo menor, excede o perigbnio em altura, embora em menor propor¢cao quando
comparado as flores femininas (SIMMONDS, 1973).

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

O coracao (inflorescéncia masculina) € formado por bracteas que vao
caindo e expondo as flores que secam e caem, formando um eixo denominado de
raquis masculinas onde se notam as cicatrizes florais, denominadas de almofadas
(CARVALHO, 1995; DANTAS et al., 1999).

Cada grupo de flores ou pencas esta protegido por uma bractea. As
bracteas que protegem as pencas sao sempre caducas nos grupos femininos e
podem permanecer nos grupos masculinos, a qual denominamos de “rabo sujo”,
ao passo que plantas de “rabo limpo”, sdo aquelas onde ha queda das bracteas
(DANTAS et al., 1999).

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



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

A semente de banana apresenta forma irregular, freqientemente achatada,
com diametro variando de 3 a 6,5 mm. E marron, possui uma membrana
escariosa que recobre a casca, que é excessivamente dura permanecendo fixa
nos cotilédones. A semente é derivada de um 6vulo bitegumentar anatropo, sendo
dividido em duas camaras. A primeira contém o embrido e o endosperma e a
menor a calaza. O tegumento externo € 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 quase total esterilidade das cultivares triploides. A
maioria dos programas de melhoramento convencional se baseia na obtencéo de
dipléides melhorados, os quais sdo utilizados como parentais em cruzamentos
com outros dipldides ou alguns tripléides que conservam certa fertilidade feminina
(ESCALANT e SANDOVAL, 1992).

O programa de melhoramento genético da bananeira iniciado em 1983 na
Embrapa Mandioca e Fruticultura Tropical, fundamenta-se principalmente no
melhoramento de dipléides (AA), e posterior cruzamento destes com tripldides
(AAB), obtendo-se assim, hibridos tetrapléides AAAB. Tem-se como objetivo
desenvolver variedades com caracteristicas agrondémicas desejaveis, como
resisténcia as pragas e nematéides, com porte e ciclos reduzidos, produtivas e de
boa qualidade (SILVA et al., 2001).

O baixo numero de sementes obtido (como ocorre com as cultivares Maga,
e Terra) ou mesmo auséncia de sementes (‘Grande Naine'), constitui-se no maior
obstaculo ao programa de melhoramento convencional. Isto tem gerado uma
expectativa negativa com relagdo ao futuro da bananicultura, tornando-se,
portanto, de grande importancia o desenvolvimento de metodologias alternativas
para a obtencao de hibridos com caracteristicas desejaveis.

Como suporte ao programa de melhoramento de bananeira por hibridagao

artificial, tem crescido nos ultimos anos, a utilizacdo de varias técnicas com o



proposito de acelerar a obtengdo de novas variedades resistentes (SILVA e
SANTOS-SEREJO, 2003). Entre elas, o uso de mutagdes (NOVAK et al., 1990;
TULMANN-NETO et al, 1990), engenharia genética (SUNIL et al., 2005;
ACERETO-ESCOFFIE, 2005), hibridacdo somatica (MEGIA et al., 1992;
MATSUMOTO, 2001), biologia molecular (UDE et al.,, 2002; CRESTE et al.,
2003), selecao in vitro de gendtipos resistentes ao estresse abiotico (GOMES et
al., 2005).

Embora sejam citados na literatura diferentes fatores que constituem
barreiras fisicas e/ou bioquimicas, pré-zigéticas e/ou pds-zigobticas, que interferem
no processo de fecundacdo sob condicdes naturais e que podem ser
responsaveis pela auséncia ou baixa produgcdo de sementes em cultivares de
bananeira, ainda ndo se tem informacao de que barreiras especificas ocorrem nas
cultivares do subgrupo Cavendish.

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 pdlen de alguns genétipos; c) tubos polinicos curtos, que
ndo alcangam o évulo; d) ocorréncia de sementes somente nas primeiras pencas
e na porgao distal dos frutos de algumas cultivares e e€) necrosamento prematuro
na regiao do nectario da flor feminina, impedindo a passagem do tubo polinico .

Algumas dessas barreiras podem ser superadas pela técnica de fertilizagao
in vitro, cujo sucesso depende de fatores como: idade dos explantes, germinagao
in vitro adequada do poélen, crescimento do tubo polinico, entrada do tubo polinico
nos ovulos e grau de fertilizacdo (YEUNG et al., 1981).

Germinacao de pdlen in vitro e viabilidade polinica

Dados sobre a viabilidade e o desenvolvimento de graos de podlen sao
fundamentais para trabalhos de biologia reprodutiva e melhoramento genético de
bananeira, pois permitem maior direcionamento e seguranga nos cruzamentos
realizados para gerar novos hibridos e/ou aumentar a variabilidade.

Varios estudos tém sido conduzidos a fim de estabelecer e padronizar
meios de cultura e condigdes ambientais para avaliar a viabilidade de pélen em
diversas espécies.



A germinacgdo in vitro permite verificar a viabilidade do pdlen fresco ou
armazenado e fornece informagbes basicas sobre a reproducdo sexual
(JAYAPRAKASH e SARLA, 2001).

O método geral consiste em germinar uma pequena amostra hum meio
apropriado € observar em microscopio, depois de determinado periodo, 0 numero
de graos que produzem tubo polinico (SALLES et al., 2006). A maioria dos tubos
polinicos tem seu crescimento in vitro interrompido antes de obter o tamanho
normalmente alcangado no estigma.

A composicao do meio e o pH estao entre os fatores que afetam a sua
germinacao. Os graos de pdélen das angiospermas invariavelmente precisam de
uma fonte de carbono, de boro e, freqientemente, de outros nutrientes para
promover a sua germinacdao (FRANZON et al., 2005; GWATA et al., 20083;
PFAHLER et al., 1997; GALLETTA, 1983).

O acucar empregado no meio de cultura tem por finalidade proporcionar
um equilibrio osmético entre o pdlen e a solucdo do meio de germinagdo e
fornecer energia para auxiliar o processo de desenvolvimento de tubo polinico
(NUNES et al., 2001). Alguns autores consideram os agucares meramente uma
fonte de energia para o crescimento do tubo polinico, enquanto outros consideram
como principal fator de controle da pressao osmética (BALOCH et al., 2001).

A adicdo de boro € importante para a germinacdo do pélen de algumas
espécies. Seu mecanismo de agao consiste em interagir com o acucar e formar
um complexo ionizavel agucar-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 germinacao e comprimento
do tubo polinico de varias frutiferas de clima temperado. Estudando a germinacao
de graos de pdlen em bromeliaceas, Parton et al. (2002) concluiram que meio de
cultura contendo 200 g L' de sacarose, 10 g L™ de &cido bérico e 5 g L™ de agar,
apresentaram os melhores resultados.

Em muitas espécies 0 meio de cultura composto de agucar, acido borico e
agar foi suficiente para promover a germinacdo in vitro do grdo do pdlen.
Aplicacdo de boro foliar em améndoas reduziu a ruptura dos tubos polinicos
durante a germinagao in vivo e a adigdo de 100 mg L™ de boro no meio de cultura
aumentou a germinagdo de graos de podlen in vitro (NYOMORA et al., 2000).



Bombenc et al. (1999), estudando a germinagdo de graos de pdlen de Kiwi
obtiveram melhores resultados 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 agar. Campos-
Andrada e Hill (1999) observaram em tremogo que o meio de cultura contendo
20% de sacarose, 0,01% de acido bodrico e 0,25% de agar proporcionaram
melhores resultados para germinagéo.

O calcio adicionado ao meio de cultura para germinagao de graos de podlen
propicia caracteristicas fisioldgicas como tubo polinico e grao de pélen com menor
sensibilidade a variagbes do meio basico, menor permeabilidade, crescimento
linear e aparéncia rigida do tubo polinico (BHOJWANI e BHATNAGAR, 1974). Na
auséncia de calcio ha maior permeabilidade da membrana do tubo polinico,
causando a liberacao de metabdlitos internos para o meio externo (STANLEY e
LINSKENS, 1974).

Em trés cultivares de citros, a germinacdo de graos de polen, apds o
periodo de um ano de armazenamento, foi estimulada pela utilizagdo de &cido
bérico e calcio (SAHAR e SPIEGEL-ROY, 1980). Oliveira Junior (2000)
analisando a emissao de tubos polinicos em limoeiro cravo obteve resultados
satisfatorios com 800 mg L' de calcio.

Brewbaker e Kwack (1963) trabalhando com 86 espécies e 39 familias,
mostraram que adi¢cao 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 adicao de calcio promoveu a germinacao de pélen e o crescimento
do tubo polinico em todas as espécies estudadas. Silva et al. (1999) constataram
que o melhor meio para a germinacao de pélen de maracujazeiro é composto por
50 g L' de sacarose; 0,2 g L™ de &cido bérico e 1,0 g L™ de nitrato de célcio. Em
sorgo, Tuinstra e Wendel (2000) observaram que em meio de cultura contendo
0,9 M de sacarose, 2,43 m M de acido boérico e 2,12 m M de nitrato de calcio a
germinacao de gréaos de pdlen foi aumentada.

Em bananeira, estudos sobre a germinacao in vitro de graos de pdlen
auxiliaram na identificacdo de gametas masculinos com alta viabilidade para
utilizagdo em programas de hibridagdo (KRISHNAKUMAR et al., 1992).

Para estimar a viabilidade do pélen, quatro métodos podem ser usados: 1)
teste de germinacgéo in vitro; 2) uso de corantes; 3) germinagao in vivo pela
observacado do crescimento do tubo polinico sobre o estigma e o pistilo; e 4)



formacdo de sementes ap6s a polinizacdo de um gameta feminino selecionado
(GALLETTA, 1983). Os métodos em que se utilizam corantes apresentam
vantagens quanto a rapidez e facilidade em relagdo a germinacao de pdlen in
vitro, embora superestimem a viabilidade do pélen, ja que graos de pdlen
invidveis podem ser corados devido a presenga de enzimas, amido, ou outras
substéancias. Os dois ultimos métodos todavia, sdo muito demorados e
trabalhosos (GALLETTA, 1983).

O método in vitro é o mais apropriado e capaz de revelar o estado das
substancias de reserva, as condicdes da membrana, assim como a conversao de
reservas para a germinacgdo do pélen (MARCELLAN e CAMADRO, 1996). Além
disso, € o método mais utilizado nos programas de melhoramento.

Finalmente, vale destacar que a germinacao do pélen in vitro é influenciada
por varios fatores, como a espécie, 0 meio de cultura, a temperatura, o tempo de
incubagdo, o estaddio de desenvolvimento das flores quando coletadas e as
condi¢oes de armazenamento (STANLEY e LINSKENS, 1974).

Polinizacao da bananeira

A polinizacdo da bananeira é cruzada, pois a maturacdo dos 6rgaos
masculinos e femininos ocorre em épocas diferentes (dicogamia) e geralmente é
feita por insetos. A polinizagdo controlada s6 é 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 os riscos de cruzamentos
indesejaveis e de autofecundagdes. No entanto, o numero de sementes
produzidas por cruzamento é pequeno e o custo com mao-de-obra é levado.

A polinizagao controlada de banana pode ser realizada manualmente. Para
0 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 contaminagdes por insetos, e a polinizagao

indesejada. O melhor momento para se realizar a polinizagcdo é quando as flores



femininas apresentam as pétalas livres do estigma, encontrando-se, portanto,
aptas e receptivas para a polinizacao e fecundagao.

A polinizagdo é feita retirando-se os graos de pdlen férteis de uma flor
masculina e depositando-os em uma feminina que esteja protegida pela bractea,
0 que indica que ela deve estar virgem. Essa bractea é levantada para realizar a
polinizacdo e, imediatamente, reconduzida a sua antiga posicao e protegida com
saco de polietileno para evitar a entrada de insetos que possam trazer outros
graos de polen. 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 polinizagdo. Uma flor masculina poliniza, em média,
de 3 a 5 flores femininas, dependendo da quantidade e da viabilidade dos graos
de pélen do gendtipo. Apds a polinizagdo, devem ser colocadas no saco de
polietileno etiquetas com informagdes sobre 0 numero de polinizagao, 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 dltima emissao da penca, para evitar a entrada de insetos, e formigas,
assegurando assim, a integridade do processo.

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

As bananeiras de frutos comestiveis, em geral, ndo produzem graos de
pélen férteis e os ovarios das flores femininas dificilmente podem ser fecundados,
devido a um atrofiamento do estigma que impede a passagem do pdélen. Porém,
h& casos excepcionais e a fecundagédo 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 tetrapldides resistentes a Sigatoka
negra. Entre as cultivares do grupo gendmico AAA, a ‘Gros Michel’, por ter o
estigma apenas parcialmente atrofiado pode, com relativa facilidade, vir a produzir
sementes, pelo que tem sido usada como planta “mae” nos trabalhos de

melhoramento.



Fertilizacao in vitro

Para a reprodugdo sexuada acontecer nas plantas superiores, faz-se
necessario que os graos de polen sejam colocados sobre a superficie do estigma,
onde germinam, emitindo os tubos polinicos, que crescem através do estilete em
direcdo ao ovario (FAURE et al., 2003). Nos 6vulos, cada tubo polinico penetra
pela micropila e ao alcangar o saco embriondrio libera os gametas masculinos. Na
maioria das plantas superiores ocorre ai a chamada dupla-fertilizacdo, quando um
gameta funde-se com a oosfera e forma o zigoto (2n), enquanto que o outro
gameta funde-se com os dois nucleos polares formando o endosperma (3n).

Antes de se implantar um experimento de fertilizacdo in vitro com
determinada espécie € necessario examinar alguns aspectos: a) florescimento; b)
germinacao e crescimento do pdlen sobre os 6vulos e desenvolvimento dos tubos
polinicos (estes ultimos deveriam desenvolver-se normalmente e ndo se romper
ou crescer tardiamente); c) viabilidade dos évulos; e d) entrada do tubo polinico
no receptaculo do embrido (ZENKTELER, 1984).

O melhoramento de plantas por hibridacdo € dificultado por varios
impedimentos: a) fracasso da germinagcédo do pdélen sobre o estigma; b) baixo e
insuficiente crescimento do tubo polinico, de modo que eles nao alcangam o évulo
em tempo e c) abscisao precoce das flores (RAO, 1965).

Varios métodos in vitro tém sido desenvolvidos para superar estes
obstaculos:

1) Polinizacao estigmatica: aplicacao do polen sobre a superficie do estigma;

2) Polinizacao intraovariana aplicacao do pélen no ovario excisado;

3) Polinizagdo placentéria: cultivo de 6vulos aderidos a placenta com graos de
pélen depositados ao redor e na superficie dos évulos;

4) Polinizagao ovular: aplicagao do pdélen nos évulos isolados;

As espécies Petunia axillaris e P. hybrida sao auto-incompativeis. A
germinacao do pélen dessas espécies € boa sobre os pistilos auto-polinizados,
mas, existem barreiras na zona do ovario que impedem que o tubo polinico
fertilize o évulo. Essas barreiras podem ser superadas pela polinizagao in vitro.
Em Petunia axillaris a incompatibilidade pode também ser superada através
polinizagcéo dos botdes floral in vivo (RAZDAN, 2002).



A técnica de polinizagdo intraovariana tem sido aplicada com sucesso em
algumas espécies como, Papaver somniferum, P. rhoeas, Eschscholtzia
californica, Argemone mexicana e A. ochroleuca. Outra técnica utilizada para
superar as barreiras que impedem o crescimento do tubo polinico € através da
polinizacao direta de évulos cultivados (polinizagdo ovular in vitro). Esta técnica
de polinizagdo in vitro foi desenvolvida na Universidade de Delhi visando a
produgcdo de hibridos entre espécies de Papaveraceae e Solanaceae
(MAHESHWARI e KANTA, 1964).

A polinizacao placentaria de 6vulos tem sido aplicada com sucesso para
superar a auto-incompatibilidade in Petunia axillaris, bem como obter hapléides
Mimulus luteus utilizando o poélen de Torenia fournieri. A obtencédo de hapléids de
M. luteus ocorreu partenogeneticamente, que ao contrario nao tem sido obtidos
através da cultura de anteras. O desenvolvimento partenogenético de haploides
através do cultivo in vitro de 6vulos polinizados, mas nao fertilizados tem sido
reportado em respectivas espécies de Hordeum vulgare, Nicotiana tabacum e
Triticum aestivum (RAZDAN, 2002). Estudando a polinizagdo placentaria em
Brassicaceae, Zenkteler (1990) constatou a obtengdo de sementes viaveis, tanto
na polinizacao intra quanto interespecifica. Zibkova e Sladky (1975) objetivando
desenvolver sementes por meio da técnica de polinizacao placentaria observaram
que a excisdo da placenta representou uma intervengcao drastica nos orgaos
reprodutivos, além disso constataram que o cultivo no meio sintético ndao forneceu
uma nutricdo adequada para o desenvolvimento dos oOvulos. Dulieu (1966),
trabalhando com ovarios excisados e cultura de 6vulos em Nicotiana tabacum L,
verificou que a placenta € essencial para o crescimento inicial dos évulos
fertilizados.

Rangaswamy e Shivanna (1971) na tentativa de alcangar a fertilizagcao e
superar a auto-incompatibilidade em Petunia axilares, ndo obtiveram sucesso na
polinizag&o in vitro, em relagéo aos évulos cultivados isoladamente ou aderidos a
placenta. Para Torres et al. 1998, o sucesso da polinizagdo, fertilizacao e
desenvolvimento da semente in vitro tem sido obtido, em geral, quando se usam
como fonte de explantes 6vulos aderidos a placenta. Segundo o autor, durante a
excisdo, o explante precisa ser tratado com cuidado para evitar injurias nos
ovulos, uma vez que a remogao da parede do ovario dificulta o desenvolvimento

do embrido, em virtude do ndo fornecimento de compostos organicos essenciais



para este 6rgdo. No entanto, para reduzir este efeito, as placentas podem ser
cultivadas com uma porgéo da parede do ovario ou, em certos casos, com uma
parte do calice.

A técnica da fertilizacdo in vitro envolve dois grandes processos: a)
germinacdao dos graos de pdlen e crescimento do tubo polinico b)
desenvolvimento dos o6vulos fertilizados oriundos de sementes maduras com
embrido viavel. A eficiéncia da técnica, depende da composicdo do meio que
possa desenvolver ambos processos (BHOJWANI e RAZDAN, 1983).

Para Tilton e Russell (1983), os componentes para otimizar o crescimento
dos ovulos cultivados in vitro incluem: 1) reguladores de crescimento - IAA, NAA,
2-4D, cinetina e GA3 (acido giberélico); 2) elementos como boro (H3BO3), célcio
[Ca(NO3)], potassio (KNO3) e magnésio (MgSQ,) e 3) caseina hidrolisada.

O mais importante papel do meio de cultura € suportar 0 desenvolvimento
normal dos ovarios e Ovulos cultivados até a formagao de sementes (RAZDAN,
2002). As primeiras informac¢des (MAHESHWARI, 1958) a respeito do cultivo de
6vulos em meio nutritivo incluiu os sais de Nitsch’s (1951), vitaminas de White
(1943) e 5% de sacarose. Varios ovulos isolados de orquideas, oriundos de
ovarios polinizados podem crescer satisfatoriamente em meio simples contendo
apenas 10% de sacarose, entretanto os 6vulos de zephyranthes necessitam de
agua de coco ou acidos casamino presentes no meio de Nitsh’'s para se
desenvolverem (RAZDAN, 2002).

Gengenbach (1977), em trabalhos de fertilizagdo de ovérios excisados de
milho (Zea mays L.) observou com base no aumento do volume dos mesmos
apos 10 dias de cultivo, que em média 46% dos ovarios polinizados in vitro foram
fertilizados. Esta proporgcédo foi obtida em diferentes formulagdes do meio de
cultura contendo sacarose, KNO3, NH4sNO3, L-glutamina e L-asparigina, solificado
com 0,8% de agar. Em Nicotiana rustica, Rao (1965) observou que 0s ovarios
cultivados em meio Nitch’s contendo 4% de sacarose e solidificado com 0,8% de
agar, comecaram a aumentar de volume quatro a cinco dias apds a polinizagao,
além disso ocorreu uma elevada germinacao dos grdaos de poélen e dissecagao
dos pistilos trés dias apds o cultivo in vitro e s6 aos setenta dias apos a
polinizagdo os ovarios continham d&vulos bastantes desenvolvidos com pro-

embrido globular.



Possibilidades de produzir novas combinagbes entre plantas sdo limitadas
devido as barreiras que ocorrem durante o processo de polinizagdo in vivo. Para
tanto, a polinizagdo e a fertilizagdo sob condi¢cdes in vitro se constitui uma
interessante estratégia para producéo de hibridos entre plantas que ndo podem
cruzar-se por métodos convencionais (RAZDAN, 2002).
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GERMINACAO IN VITRO E VIABILIDADE DE GRAOS DE POLEN EM
BANANEIRAS DIPLOIDES

RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar a influéncia do pH na germinacao in vitro e a
viabilidade de grdos de pdlen de bananeiras dipléides (AA), geradas pelo
programa de melhoramento da Embrapa Mandioca e Fruticultura Tropical. Os
graos de pélen foram inoculados em meio de cultura contendo 15% de sacarose,
0,01% HsBOs, 0,01% de KNOs, 0,03% Ca(NOs)2.4H.0O, 0,02% MgSO,.7H.0,
solidificado com 0,8% de &gar, e pH ajustado para 5,8 ou 7,0. A viabilidade do
pbélen foi avaliada pela coloracdo com carmim acético a 1%. As mais altas
percentagens de germinagao foram obtidas nos gendétipos 9187-01 (90,0%) e M-
53 (89,7%), em meio com pH 7,0. Entretanto, o comprimento do tubo polinico do
gendtipo 9187-01 foi aproximadamente duas vezes menor (1,79 mm), quando
comparado ao M-53 (3,84 mm). A viabilidade do pdlen nos gendétipos avaliados foi
superior a 85%, mesmo para os diploides que apresentaram baixa percentagem

de germinagéo in vitro.

Palavras-chave: Dipléides melhorados, melhoramento genético, tubo polinico,

meio de cultura.



IN VITRO GERMINATION AND VIABILITY OF POLLEN GRAINS IN BANANA
DIPLOIDS

ABSTRACT

The objective of the present work was to evaluate the influence of pH in the in vitro
germination and the viability of pollen grains of banana diploids resistant to black-
Sigatoka generated by the breeding program at Embrapa Cassava and Tropical
Fruits. The pollen grains were inoculated in culture medium containing 15%
sucrose, 0.01% HzBO3;, 0.01% KNOj;, 0.03% Ca(NO3)..4H,0O, 0.02%
MgS0O4.7H,0, solidified with 0.8% agar and pH adjusted to 5.8 or 7.0. Pollen
viability was evaluated by the coloration with 1% acetic carmine. The highest
percentages of germination were obtained for the 9187-01 (90.0%) and M-53
(89.7%) genotypes in medium with pH 7.0. However, the length of the pollen tube
of the 9187-01 genotype was approximately two times smaller (1.79mm), when
compared to the M-53 (3.84mm) genotype. The pollen viability for the genotypes
evaluated was superior to 85%, even for the diploids that presented low

percentage of in vitro germination.

Key-words: Breeding diploids, genetic breeding, pollen tube, culture medium.



INTRODUCAO

A bananeira (Musa spp.) produz um dos frutos mais consumidos no mundo,
sendo explorada na maioria dos paises tropicais. Cultivada quase exclusivamente
por pequenos agricultores, possui notavel papel sécio-econdmico em muitos
paises, sendo de importancia tanto como fonte de alimento como na geragao de
divisas para o mercado local e internacional.

Em um programa de melhoramento genético, o conhecimento da
viabilidade do pdlen constitui um dos fatores importantes, especialmente quando
se pretende utilizar a técnica de hibridacao artificial, uma vez que a relacao entre
o pblen e o estigma depende da viabilidade dos graos, da receptividade
estigmatica e das interagdes genéticas entre as partes. Em bananeira, estudos
sobre a germinagéo de graos de pdlen in vitro auxiliardo a identificar os gametas
masculinos com alta viabilidade para serem usados em programas de hibridacao
(KRISHNAKUMAR et al.,1992).

A germinacao in vitro além de determinar a fertilidade do pdlen, vem sendo
utilizada em estudos citogenéticos, fisioldégicos e bioquimicos envolvendo muitas
espécies vegetais, por se tratar de um teste consistente e seguro. Assim, o
conhecimento da capacidade de germinacao do polen e do crescimento do tubo
polinico, como também dados sobre a viabilidade s&o fundamentais para
trabalhos de biologia reprodutiva e melhoramento genético de algumas frutiferas,
pois permitem maior seguranca nos cruzamentos (MARCELLAN e CAMADRO
1996; DANE et al., 2004; SALLES et al., 2006).

A baixa percentagem de germinacao e o lento crescimento do tubo polinico
podem afetar a formacao de sementes nas plantas. Buyukkartal (2003), constatou
que estudos sobre a germinacao de poélen in vitro e crescimento do tubo polinico
sao muito Uteis para explicar a auséncia da fertilidade.

Varios fatores que influenciam na germinacao in vitro de pdlen entre eles
citam-se a espécie botanica, estado nutricional das plantas, o0 meio de cultura, a
temperatura e o tempo de incubacdo, o horario de coleta, o estadio de
desenvolvimento da flor quando da coleta do pdlen, fotoperiodo, método de
coleta, aplicacdo de agrotéxicos nas plantas, além das condigcbes de
armazenamento do pélen (STANLEY e LINSKENS 1974; NEVES et al. 1997).

Diferentes meios de cultura para a germinacgéao in vitro de graos de pdlen



tém sido relatados para um grande numero de espécies, com consideravel
variagdo entre e dentro de espécies (PFAHLER et al., 1997). A maioria dos
trabalhos evidenciam a utilizacdo de carboidratos e substancias estimulantes da
germinacao (micronutrientes e horménios) como 0s principais componentes do
meio de cultura. Muitas substancias organicas e inorganicas como, sacarose,
acido bérico (H3BOs3), nitrato de calcio [Ca (NOsz) 2.HO], nitrato de patassio
(KNO3) e sulfato de magnésio (MgSQO4.7H20) exercem efeito na germinacgéo in
vitro do pélen (PARTON et al., 2002; KOPP et al., 2002; MOUTINHO et al., 2001;
BHATTACHARYA e MANDAL 2000; SILVA et al., 1999; GALLETTA, 1983). Outro
fator que deve ser considerado é o pH, que também afeta a germinacao do pélen
(PIO et al., 2004).

Para se obter estimativas confiaveis de viabilidade do pdlen, é necessario
dispor de um meio de cultura que possibilite a expressdo do seu potencial
fisiologico para a formagdo do tubo polinico. Geralmente, as plantas frutiferas
requerem somente agua e sacarose como fonte para a germinagéao de pdélen, no
entanto, algumas espécies necessitam de um meio mais completo, como € o caso
da bananeira cujo gréo de p6len mesmo estando em estadio fisiol6gico adequado,
requer uma combinagédo de substancias para a sua germinagao e crescimento do
tubo polinico.

A manutencgéo do equilibrio osmotico entre o meio de cultura e o conteudo
dos graos determina a integridade do pélen. Supde-se que tal equilibrio possa ser
determinado pela relagdo entre a concentracdao de sacarose e as concentragdes
de substancias como acido boérico e nitrato de calcio, de forma que o excesso ou
deficiéncia de qualquer um desses componentes podera promover o rompimento
dos graos de pélen (SILVA et al., 1999).

Em condicbes laboratoriais, a viabilidade pode ser quantificada em meios
que favorecam o desenvolvimento do tubo polinico ou mediante uso de corantes
como carmim acético, carmim propidnico, azul de anilina, corante de Alexandre,
IKI (i6do + iodeto de potassio), FDA (diacetato de fluoresceina), NBT (p—nitro blue
tetrazolium) e TTC (2,2,5 - triphenyl tetrazolium chloride) (BOLAT e PIRLAK,
1999; WANG et al., 2004).

Os testes com corantes tem a vantagem como indicadores de viabilidade
polinica, por serem mais rapidos e mais facies do que os ensaios com a

germinacdo do pdlen in vitro. No entanto, a utilizacdo de diferentes tipos de



corantes podem produzir resultados distintos. Por outro lado, a real quantidade de
pdlen viavel s6 & determinada com o teste de germinagéo in vitro (BOLAT e
PIRLAK, 1999), desde que as condi¢des de cultivo sejam adequadas, de modo a
permitir a expressao do seu potencial fisioldgico para a formagao do tubo polinico.

Os diploides do grupo genémico AA (Musa acuminata) sdo usados no
melhoramento de bananeira para cruzamentos com tripléides (cultivares AAB)
para geracao de tetraploides AAAB, que apresentam qualidade de fruto,
produtividade e resisténcia a doenca (SILVA et al., 2001). Entretanto, pouca
informacgéo existe sobre a viabilidade do pdlen desses materiais.

O objetivo do presente estudo foi determinar o efeito de diferentes pHs
sobre a germinacao de graos de polen in vitro e o crescimento do tubo polinico,

bem como examinar a viabilidade do pélen de bananeiras dipldides (AA).

MATERIAL E METODOS

Germinacao dos graos de polen in vitro

Para a germinagéo do pdlen in vitro foram coletadas flores em antese de
hibridos dipléides listado na Tabela 1, no periodo de margo a outubro de 2005, as
8:00 horas da manha. Os graos de polen foram retirados de dez anteras/gendétipo,
com auxilio de um bisturi e, sem qualquer processo de desinfestacdo, foram
inoculados placas de Petri de 9 cm de diametro contendo 40 mL de meio de
cultura, sendo distribuidos com auxilio de pincel, de modo a promover uma
distribuigdo homogénea do material. As placas foram subdivididas em quadrantes,
cada uma representando uma repeticao com aproximadamente 300-350 graos de
pélen, totalizando 12 repeticdes para cada pH estudado (5,8 e 7,0).

Com base nos resultados preliminares de estudos desenvolvidos sobre a
germinacao in vitro do pdlen de bananeira, decidiu-se utilizar exclusivamente o
meio de cultura que apresentou melhor resultado na germinagao dos graos de
pblen, contendo 15% de sacarose, 0,01% de &cido bdrico, 0,01% de nitrato de
potéssio, 0,03% de nitrato de calcio e 0,02% de sulfato de magnésio, solidificado
com 0,8% de agar, pH ajustado em 5,8 e 7,0 e autoclavado a 121°C por 20
minutos.

As placas foram mantidas em condi¢des controladas de temperatura de



27+1°C, no escuro, antes de se realizar a contagem dos graos de pélen
germinados e a medigdo do comprimento do tubo polinico 24 e 48 horas apés a
inoculacdo em meio de cultura, respectivamente, mediante observacdo em um
estereomicroscopio na magnitude de 6x. O comprimento do tubo polinico foi
medido em micrémetro, utilizando-se ocular e lamina micrométrica, e os dados
foram transformados em milimetros. Para a percentagem de germinacao foram
contabilizados todos os graos da placa. Enquanto que, para o comprimento do
tubo polinico foram selecionados aleatoriamente e mensurados 40 tubos polinicos
para cada placa de Petri, totalizando 120 medigbes para cada gendtipo/pH
estudado. Os graos de polen foram considerados germinados quando o
comprimento do tubo polinico foi igual ou maior ao didametro do préprio grao de
pélen.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado em esquema
fatorial 20 x 2 (genétipo x pH) com 12 repetigbes. Para atendimento das

pressuposi¢cdes da andlise de variancia, os dados foram transformados para arc

sen (\/m) antes da analise estatistica. Para comparacdo das médias, os
dados foram submetidos a andlise de variancia e utilizou-se o teste de
agrupamento Scott-Knott, ao nivel de 5% de probabilidade através do programa
SAS (2000).

Viabilidade do pdlen

Para avaliar a viabilidade dos grdos de pélen a inflorescéncia masculina foi
protegida com saco de polietileno no dia anterior a coleta, para evitar possiveis
contaminagdes com pélen trazido por insetos. No dia seguinte pela manha, foi
retirada no campo uma bractea com as flores em antese para cada genotipo. Os
graos de polen foram retirados de anteras dos dipléides testados in vitro e sobre
uma lamina de vidro foram contrastados com uma gota de carmim acético a 1%,
cobrindo-se com uma laminula, e observados ao microscopio ético com objetiva
(10x). Foram analisadas trés anteras por genoétipo, sendo contabilizados 100
graos de pdlen/lamina. Estimou-se o percentual de fertilidade do pdlen que
representou a propor¢cado entre o numero de gréos de pdlen corados (viaveis) e

nao corados ou com citoplasma retraido (ndo viaveis). O estudo foi conduzido em



delineamento inteiramente casualisado com trés repeticdes para cada gendtipo.

Os valores obtidos em relagdo ao numero de poélens viaveis foram

transformados para arc sen (vx/100) antes da andlise estatistica e analisados
pelo programa SAS (2000). As meédias foram comparadas pelo teste de de
agrupamento de Scoot-Knott a 5% de probabilidade.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Entre os dipléides melhorados, houve a formagdo de diferentes
agrupamentos pelo teste de Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade, na
resposta dos genoétipos avaliados com relagdo a germinagao do pélen nos niveis
de pH testados, tanto para a percentagem de germinagdo como comprimento do
tubo polinico (Tabela 1).

Houve diferencas significativas na resposta em relagao ao pH, sendo que o
meio de cultura ajustado para 7,0, proporcionou em média melhor germinacao do
pblen (19,6 %), assim como maior comprimento do tubo polinico (1,81 mm), em
relacdo ao pH 5,8 (16,4 % e 1,62 mm, respectivamente) (Tabela 1). As mais altas
percentagens de germinacdo foram obtidas pelo dipléide 9187-01 (90,0%),
quando os graos de pdlen foram cultivados em meio com pH ajustado para 7,0
(Figura 1a), embora nao diferiu estatisticamente do dipléide M-53 (89,7%),
Entretanto, para a varidvel comprimento do tubo polinico, o genétipo 9187-01 foi
aproximadamente duas vezes menor (1,79 mm), quando comparado ao M-53
(3,84 mm). O genétipo 8987-01 foi o Unico que apresentou melhor germinacdao em
pH 5,8 que no pH 7,0, mas ainda assim os valores foram quase que a metade
quando comparados aos dipléides 9187-01 e M-53 e crescimento intermediario
em pH 7,0 do tubo polinico (Figura 1b). A mais baixa percentagem de
germinacao, assim como o menor comprimento do tubo polinico foi observado no
genotipo 4279-13, com 1,81% e 0,64 mm, respectivamente, no pH 5,8. Embora as
avaliagoes tenham sido realizadas 24 horas apds a inoculagao no meio de cultura,
os graos de polen de alguns gendtipos comegaram a germinar uma hora apés a
inoculacdo no meio de cultura, emitindo tubo polinico com comprimento
correspondendo a aproximadamente quatro vezes o diametro do grao de pdlen de
bananeira (0,3 mm).



Tabela 1. Germinacao de pélen, comprimento do tubo polinico e viabilidade dos
graos de pdélen de diferentes hibridos de dipléides de bananeira (AA).

Gentipos Germinacao de pdlen Comprimento do tubo Viabilidade
(%) polinico (mm) (%)
pH 5,8 pH 7,0 pH 5,8 pH 7,0

9187-01 81,75+4,33Ba 90,00+6,37Aa 1,91 +0,60Ac 1,79 = 0,40Af 97,66a
M-53 80,08 £ 6,22Bb 89,66 +4,00Aa 3,19+1,31Ba 3,84 +1,45Ab 98,33a
8987-01 42,03+ 10,0Ac 33,33x7,82Bb 3,09+1,08Aa 2,19+ 1,16Bd 87,33b
4154-08 21,00£5,88Bd 30,08 +8,29Ab 3,19+t 1,52Ba 4,25+ 3,77Aa 93,00a
4285-02 13,94+ 483Be 15,39+559Ac 2,65+1,03Ab 2,65+ 1,07Ac 94,66a
7341-03 13,87 +£2,59Ae 17,30+ 3,26Ac 0,85+ 1,38Ae 0,79 £ 0,94Ag 95,66a
87A79-01 10,75+ 5,24Ae 12,07 +£3,07Ad 2,16 £0,62Bc 2,47 £ 1,09Ac 96,66a
5854-03 9,55 + 4,46Af 9,28 + 3,75Ae 2,07 £0,87Ac 1,91 £ 1,00Ae 90,00b
SH3263 8,90 * 2,66Af 12,70+ 3,97Ad 1,12+ 1,07Bd 1,52 + 1,13Af 93,33a
5012-02 8,26 + 2,55Af 8,17 £ 3,71Ae 2,14+ 0,91Ac 1,90 + 1,03Ae 92,33a
4279-06 7,63 + 3,32Af 8,82 £ 2,88Ae 1,24 +1,18Ad 0,82 = 1,03Bg 88,33b
9187-02 7,10 £ 2,19Bf 12,47 +3,28Ad 1,02+0,83Bd 2,30 + 0,92Ad 86,33b
86B79-12 6,15 + 1,76Af 8,31 + 4,80Ae 2,13+ 1,07Ac 2,02 +0,99Ae 96,33a
86B79-10 4,62 +1,52Ag 8,67 = 3,70Ae 0,57 £ 0,75Ae 0,74 + 0,84Ag 93,00a
7341-01 3,82+ 1,82A¢g 7,96 + 4,79Ae 0,76 £ 0,95Be 1,55+ 0,97Af 92,33a
THO03-01 3,28 £ 2,39Ag 2,98 £1,12Af 1,36 +1,27Ad 0,67 = 0,89Bg 88,00b
8694-15 3,26 =+ 1,69Bg 11,53+ 4,11Ad 0,55+ 0,69Be 1,68 + 0,84Af 92,00a
2803-01 3,00 = 1,02Ag 4,46 £ 1,17Af 1,19+ 0,66Bd 1,74 £ 0,86Af 93,33a
9179-03 2,33 £ 0,86Ag 6,69 + 1,38Af 1,40+ 0,79Bd 1,72 £ 0,84Af 97,00a
4279-13 1,81 £ 0,74Ag 3,87 + 2,98Af 0,64 £ 0,80Ae 0,74 £0,81Ag 95,33a
C.V (%) 29,99 66,98 3,35
Média 16,4 19,59 1,62 1,81 93,05

Médias seguidas por letras iguais maiusculas na linha e minasculas na coluna ndo diferem
estatisticamente entre si ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste F e de Scott-Knott.

Burke et al. (2004) observaram o efeito do pH na faixa de 6-8 em intervalos
de 0,5 na germinacdo in vitro de pdlen de algodoeiro, assim como no
alongamento do tubo polinico e constataram que ndo houve diferengas entre os
pHs testados. Por outro lado, Salles et al. (2006) verificaram que houve diferencas
entre os pHs na faixa de 3,5-6,5 nas trés variedades de citros estudadas, assim
como a interagao entre variedades e pHs, no que concerne a germinagao in vitro
de poélen. A importancia da determinacao do pH ideal nos processos fisiologicos
que envolvem os graos de pélen estda associada a maior porcentagem de
germinagao que estes possam oferecer, garantindo maiores chances de
fertilizagdo (SALLES et al.,, 2006), além de influenciar na disponibilidade de
nutrientes, reguladores vegetais e no grau de solidificagdo do agar (PASQUAL et
al., 2002).



Estudos tém indicado diferencas na germinacéo dos gréaos de polen in vitro
como resultado da complexa interagdo entre a morfologia e a fisiologia do grdao de
pbélen e os componentes do meio (GWATA et al.,, 2003). Por outro lado, as
diferengas observadas na germinacao in vitro e crescimento do tubo polinico de
doze cultivares de algodao (Gossypium hirsutum) foram consideradas como
reflexo da variabilidade existente entre as cultivares (KAKANI et al., 2005). De
forma semelhante Frazon et al. (2005) constataram que existem diferencas entre
espécies e entre cultivares dentro da espécie no que se refere as condicbes
necessarias do meio para a germinacao do poélen in vitro.

Existe uma extrema variacdo na taxa de crescimento do tubo polinico em
angiospermas. Todavia, existem poucas informacdes a respeito do crescimento
do tubo polinico em bananeira. Neste estudo, o comprimento médio de
crescimento do tubo polinico, independente do pH, variou de 0,65-3,72 mm apds
48 horas de incubacao.

Em Angiospermas, a energia requerida para a germinagdo dos gréos de
pblen e formagédo dos componentes da parede celular e calose é fornecida pelas
reservas nutritivas do préprio graos de pdlen (BAKER e BAKER, 1979). Essas
reservas sao importantes para a regulagdo da concentragdo da sacarose usada
para a germinacao in vitro. O acglcar empregado no meio de cultura tem por
finalidade proporcionar o equilibrio osmético entre o pdlen e a solugédo de
germinagao e fornecer energia para auxiliar o processo de desenvolvimento do
tubo polinico (NUNES et al., 2001; BHATTACHARYA e MANDAL, 2000).

Além da fonte de carboidrato, o boro e o célcio exercem papel importante
na germinag¢ao do pélen e crescimento do tubo polinico. Auséncia de célcio ou
boro geralmente afeta a germinacdo do pdlen em varias espécies de plantas
(BAEZ et al., 2002). O &cido bérico é um agente estimulatério para a germinagdo
do pélen e alongamento do tubo polinico, pois esta envolvido com a translocacao
e metabolismo da sacarose. O boro, proveniente do estigma e estilete, tem um
papel na producdo de pectina no tubo polinico (GIBERNAU et al., 2003). A
contribuicdo do acido bodrico ainda ndo estd clara, mas admite-se que esta
substancia tenha habilidade para formar um complexo com o agucar, que melhora
a translocacdo das moléculas dessa substancia. Além disso, esse complexo
ionizavel reage mais rapidamente com as membranas celulares (FRANZON et al.,
2005; BHATTACHARYA e MANDAL, 2000).



O calcio adicionado ao meio de cultura para germinagao de graos de poélen
propicia caracteristicas fisioldgicas como tubo polinico e gréao de pdlen com menor
sensibilidade a variacbes do meio basico, menor permeabilidade, crescimento
linear e aparéncia rigida do tubo polinico (BHOJWANI e BHATNAGAR, 1974). Ha
maior permeabilidade da membrana do tubo polinico na auséncia de célcio,
causando a liberagdo de metabdlitos internos para o meio externo (STANLEY e
LINSKENS, 1974). Além disso, o célcio esta envolvido com a sintese de pectina e
controle das condi¢cdes osmaticas (GIBERNAU et al., 2003).

Sao raros os relatos em que o meio contendo apenas agua pura e
sacarose tenha proporcionado uma boa germinagéao de pélen. Estudos efetuados
por Souza-Lang e Pinto Junior (1997), com diferentes aglcares na germinacéao de
pélen de araucaria (Araucaria angustifolia) mostraram que as maiores
percentagens de germinagdo foram observadas nos meios sem qualquer um dos
acucares. Provavelmente, as concentracdes utilizadas podem nao ter surtido
efeito, em fungédo do desequilibrio osmoético produzido entre o pdlen e o meio de
cultura. Por outro lado, Sahar e Spiegel-Roy (1984), ndo obtiveram germinacéo in
vitro de pdlen de abacate em meio de cultura contendo apenas sacarose e agar.
Segundo os autores, para que ocorra a germinagao, o meio deve conter alguns
nutrientes, como exemplo, célcio, sulfato de magnésio, nitrato de potassio e acido
bérico. Similar resultado foi observado com graos de pdlen de Sorghum bicolor
(L.) que ndo germinaram quando cultivados somente com sacarose e 0S poucos
que germinaram, apresentaram um baixo desenvolvimento do tubo polinico
(TUINSTRA e WEDEL, 2000). No geral, o meio usado para a germinacao do
pélen varia de acordo com a espécie de planta (DANE et al., 2004).

A freqlente eclosdo dos graos de pélen e tubo polinico é a maior
dificuldade nos trabalhos de cultura de poélen (BALOCH et al., 2001). Existem
varios relatos sobre a eclosao dos graos de pdlen in vitro, cultivados em meio
contendo apenas agua ou baixas concentragdes de sacarose e de alta
percentagem de germinacdo em concentracao de sacarose variando de 20-30%.
Para a germinacdo do podlen de Agrostis stolonifera L. cultivado em meio com
sacarose a 0,025%, 0,05% e 0,1%, FEI e NELSON (2003), observaram que nao
houve eclosdo do grédo de polen em nenhum dos tratamentos estudados. No
presente estudo, ocorreu a eclosdo dos graos de pdlen para alguns genotipos,

embora em numero inexpressivo (Figura 1c). Os graos de pdlen se rompem



devido, entre outros fatores, a alta umidade e a variagcdo do meio, ocasionados
pelo aumento da pressao osmética e da baixa resisténcia da parede celular Pio et
al. (2002).

Figura 1. Germinacdo de grdaos de pdlen in vitro de hibridos dipléides de
bananeira, em meio de cultura com pH 7,0 (a-c). a) 9187-01, alta percentagem de
germinacao e tubo polinico longo; b) 8987-01, menor crescimento do tubo polinico
em relacao ao 9187-01; c) 2801-03, eclosao dos graos de pélen. Barra = 1,2 mm;
d) Coloragdao com carmim acético dos graos de pélen viaveis. Graos de pélen nao

viaveis nao coraram (seta). Barra = 0,9 mm.

Os graos de pdblen dos diferentes gendtipos foram coletados de
inflorescéncias no mesmo estadio fisiologico. A coloragdo com carmim acético se
mostrou eficiente para diferenciar graos de pdlen viaveis e inviaveis (Figura 1d).
Entre os vinte dipléides estudados, quinze apresentaram viabilidade acima de
90% (Tabela 1). Dentro deste grupo, os gendtipos M-53 e 9187-01 foram os que
apresentaram maior percentagem de pédlen vidveis com 983% e 97,7%,



respectivamente, embora nao diferindo estatisticamente entre si. No grupo dos
cinco restantes, a viabilidade variou de 86,3 a 90%. A analise de variancia
mostrou que houve diferenga significativa entre os dois grupos de genotipos (p<
0,05) pelo teste de Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade. Para Adhikari e
Campbell (1998) a viabilidade do pdlen é grandemente influenciada pela
temperatura, umidade, diferengcas genotipicas, vigor e estagio fisioldégico das
plantas e idade das flores. Para este estudo, as diferentes respostas de
viabilidade do pdlen foi devido ao gendtipo, ja que as condicdes de temperatura e
umidade foram controladas e as inflorescéncias masculinas foram coletadas no
mesmo estadio fisiolégico.

Neste estudo, a viabilidade dos graos de pdlen dos diferentes genétipos
testados ndo correspondeu a percentagem de germinacgao in vitro, indicando que
as condi¢cbes de cultivo utilizadas ndo foram adequadas para todos genoétipos
testados, necessitando, portanto, de ajustes.

A otimizacdo do meio de germinagdo in vitro serd utilizada para
identificacdo dos melhores genitores masculinos visando sua utilizagao tanto no
melhoramento convencional quanto no processo de fertilizacdo in vitro de

bananeira.

CONCLUSOES

O pH do meio ajustado para 7,0 proporcionou melhores respostas em
relacdo a germinacdo dos graos de pdélen e comprimento do tubo polinico
independentemente dos hibridos de dipléides avaliados, destacando-se os
dipldides 9187-01 e M-53.

A viabilidade do poélen, estimada através do uso de carmim acético, foi
superior a 80% nos gendtipos testados.

Nao houve correspondéncia entre a viabilidade observada e a germinagao

in vitro.
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FERTILIZACAO IN VIVO DE BANANEIRA CAVENDISH

RESUMO

As bananeiras selvagens sao diploides enquanto a maioria das variedades
comerciais sao tripldides. As cultivares tripldides do subgrupo Cavendish
apresentam esterilidade que tém inUmeras causas, mas nao se sabe ao certo que
barreiras pré-zigoticas sdao essas que impedem a fertilizagdo dos évulos. O
objetivo do trabalho foi comparar o desenvolvimento dos 6vulos de diploides (AA)
e tripléides (AAA) do subgrupo Cavendish, apds a polinizacdo in vivo. Foram
realizadas polinizagdes controladas em flores de 20 plantas dipldides e 20
tripléides, utilizando-se graos de poélen do genitor masculino, o dipléide (AA) M-53.
Diariamente foram retiradas amostras de flores, com 1 a 30 dias apds a
polinizagdo. Verificou-se que os 6vulos de dipléides aumentaram de tamanho
gradualmente, iniciando o processo de formagdo de sementes, enquanto nos
tripléides, ocorreu diminuicdo do tamanho dos 6vulos a medida que os frutos se
desenvolviam, caracterizando-se a nao fertilizagado. As flores de cultivares Grande
Naine e Nanicdo apresentaram uma necrose na regiao distal do ovario, detectada
desde o primeiro dia apds a polinizacao, tanto em plantas que foram polinizadas
quanto no controle. Este fato, provavelmente pode estar relacionado a auséncia

de sementes em bananeiras deste subgrupo.

Palavras-chave: Musa spp., Hibridagao, évulos, melhoramento genético.



IN VIVO FERTILIZATION OF CAVENDISH BANANA

ABSTRACT

Wild bananas are diploids, whereas many commercial varieties are triploids.
Triploid cultivars from the Cavendish subgroup present sterility due to innumerous
causes but it is not yet well known which pre-zygotic barriers are they that hamper
ovule fertilization. The objective of the present work was to compare the
development of ovules from diploids (AA) and triploid (AAA) from the Cavendish
subgroup after in vivo pollination. Controlled pollinations were carried out in
flowers of twenty diploid and twenty triploid plants using pollen grains from the
male genitor, the M-53 (AA) diploid. Samples of flowers were taken daily from 1 to
30 days after pollination. It was observed that ovules from diploids gradually
increased in size, initiating a process of seed formation, whereas in the other
triploids, a decrease in the size of the ovules occurred as the fruits developed,
characterizing the non fertilization. The flowers from the cultivars from the
Cavendish subgroup presented necrosis in the initial part of the ovary, detected as
soon as the first day after pollination not only in plants which where pollinated, but
also in the control. This fact can probably be related to the lack of seeds in

bananas of this subgroup.

Key-words: Musa spp., Hybridization, ovules, genetic breeding.



INTRODUCAO

As bananeiras sdo plantas economicamente importantes e cultivadas em
mais de 120 paises. Os frutos de banananeira mostram duas vias de
desenvolvimento: seminifera ou partenocéarpica. As bananeiras silvestres sao
dipléides (2n = 2x = 22), seminiferas, geralmente alégamas e apresentam
sementes férteis em grande quantidade, das quais dependem para sua dispersao,
enquanto as cultivares comerciais sao principalmente tripléides (2n = 3x = 33),
partenocarpicas, com variavel grau de partenocarpia e esterilidade, apresentando
baixo numero 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, estas
cultivares sao suscetiveis a certas doengas foliares e pragas que causam sérias
perdas de rendimento (Ssebuliba et al., 2006), sendo necessario o melhoramento
genético para geracao de novas variedades resistentes e aceitas pelo mercado.

Entretanto, para a obtencédo dessas novas variedades, é muito importante a
exploragdo da variabilidade genética encontrada entre as diversas formas
selvagens da espécie Musa acuminata e nas cultivares do grupo AA, que sao
usadas como genitores masculinos e fonte de resisténcia a doengas como o mal-
do-Panama e as Sigatokas amarela e negra, mantendo ainda, outras
caracteristicas desejaveis (Silva et al., 1999).

Em polinizagdes controladas envolvendo banana e platano, Fortescue e
Turner (2005c) comentam que a producdo de sementes é baixa, na ordem
frequente de 1-5 sementes por 100 frutos, sendo que cada fruto deve conter no
minimo 300 o6vulos. A auséncia de sementes pode estar relacionada a intensa
selecdo agrondmica, devendo ser, portanto, um reflexo da domesticacdo da
espécie. Este alto nivel de infertilidade tem varias causas e limita a transferéncia

de genes desejaveis de pais triploides refletindo por exemplo na incapacidade dos



gendtipos AAA de formarem sementes, o que dificulta o melhoramento das
cultivares do subgrupo Cavendish 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 informacbées que elucidam quais as barreiras fisicas
e/ou bioguimicas 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 dipléides como tripldides.

O objetivo do estudo foi investigar o processo de fertilizagdo in vivo da
bananeira mediante a comparacao do desenvolvimento dos évulos em dipldides

melhorados com 6vulos de cultivares tripldides do subgrupo Cavendish.

MATERIAL E METODOS

O trabalho foi conduzido no Laboratério de Cultura de Tecidos da Embrapa
Mandioca e Fruticultura Tropical, no periodo de fevereiro a setembro de 2005.

O sistema reprodutivo do genéro Musa foi estudado a partir de
experimentos de polinizagdes manuais cruzadas realizadas no campo. Como
material vegetal foram utilizados individuos dipléides (AA) e tripldides (AAA),
estes do subgrupo Cavendish, listados na Tabela 1. Foram utilizados vinte plantas
dipléides e vinte tripléides, selecionando-se uma planta de cada nivel de ploidia
como controle, para avaliar o desenvolvimento dos 6évulos na auséncia de
polinizacao.

As inflorescéncias femininas dos dipldides melhorados (AA) e dos triploides
(AAA) foram protegidas, com sacos de polietleno um dia antes da antese
(abertura floral), para evitar possiveis contamina¢des por pdlen trazido por
insetos.

A polinizacao iniciou-se no dia seguinte a protecao das inflorescéncias
femininas, quando estas se apresentaram receptivas, ou seja, com os |6bulos
livres do estigma, encontrando-se, portanto, aptas para a polinizagdo e
fecundagé@o. Foram polinizadas uma a duas pencas por dia até a emissao da
ultima penca.



O polen utilizado foi oriundo das anteras do dipléide (AA) M-53, que foi
selecionado em fungado de apresentar alta percentagem de germinagéao. As flores
masculinas foram coletadas na antese e utilizadas para a realizagdo de
polinizacdo manual, sendo o pélen distribuido na superficie do estigma. O pdlen
utilizado foi coletado na antese para garantir o desenvolvimento normal do tubo
polinico e um crescimento uniforme, uma vez que os graos de pdlen coletados um
ou dois dias apds a antese tendem a reduzir a viabilidade (Tangmitcharoen e
Owens, 1997).

Para isto, utilizou-se, em média, uma flor masculina para cada 3 - 4 flores
femininas, a depender da quantidade de graos de pdlen da planta utilizada.

Apbs a polinizacao, foram colocadas etiquetas com informagcdes sobre o
namero da polinizagdo e anotados no caderno de campo o genitor masculino
utilizado, o local e a data da polinizagdo, assim como o numero de flores
polinizadas. Foi mantida a protecdo dos frutos com o saco de polietileno até a
ultima emissao da penca, para evitar a entrada de formigas e outros insetos que
pudessem trazer polen de outras plantas ou até mesmo retirar o pdlen recém
distribuido.

Foram realizadas coletas diarias de amostras de flores com 1 a 30 dias
apos a polinizacao e avaliado o tamanho (didametro) do 6vulo com auxilio de um
estereomicroscopio (aumento de 6x), utilizando-se ocular e lamina micrométrica,
sendo os dados, posteriormente, transformados em milimetros.

O delineamento utilizado foi inteiramente casualizado em esquema fatorial
20 (gendtipos) x 30 (dias) sendo composto por trés repeticbes, mensurando-se 30

ovulos/repeticdo. Os dados foram analisados pelo programa SAS, 2000.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Durante a avaliagdo da polinizagdo, observou-se que nos diploides os
graos de podlen depositados sobre o estigma emitiam e desenvolviam mais
rapidamente o tubo polinico que os tripldides. Cerca de quatro horas apds a
polinizagédo os gréos de pdlen ndo eram mais visiveis sobre o estigma, indicando

completa germinacdo, enquanto que nos tripldides 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. Um dia apés a
polinizagé@o, os estigmas dos dipléides se desprenderam do fruto. Nos tripldides,
entretanto, persistiram até o terceiro dia.

Cortes longitudinais da flor feminina mostraram a ocorréncia de uma
necrose na porcao inicial do ovario das cultivares tripldides (Figura 1b-c), em uma
frequéncia de quase 100% ja no primeiro dia apos a polinizacao, tanto em plantas
que foram polinizadas quanto no tratamento controle, o que ndo aconteceu nos
dipléides (Figura 1a). Este fato pode ser responsavel pela esterilidade natural que
ocorre nas bananeiras do subgrupo Cavendish. E provavel que, esteja havendo a
producao de substancias na regidao necrosada, que afetam o crescimento do tubo

polinico, impedindo a ocorréncia de fertilizacao.

Figura 1. Inflorescéncia feminina da bananeira apds dois dias da
polinizacao. a) Dipléide 86B79-12, sem necrose na regiao distal do ovario; b-
c) 'Grande Naine Rossete' apresentando necrose na regiao distal do ovario;
d) Desenvolvimento dos o6vulos fertilizados 30 dias apés a polinizacao no
dipléide 1304-06 e e) na cultivar triploide Nanicao Rossete.

Na literatura sdo relatadas varias causas da esterilidade na bananeira.
Simmonds (1959) reportou que a esterilidade em Musa seria decorrente de erros

meidticos 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. Fortescue e Turner (2005c)
observaram que na antese a maioria dos sacos embrionarios de cultivares
comestiveis ndo apresentam membrana nuclear e um conteddo desorganizado,
especialmente nas cultivares com genoma AAA. Além disso, verificaram que apds
a antese o saco embrionario comeca a se deteriorar. Por sua vez, Shepherd et al.
(1986) apontaram que a auséncia ou baixa producao de sementes em bananeira
seria consequéncia: a) do crescimento irregular e lento do tubo polinico de
algumas variedades; b) da formagdo de tubos polinicos curtos, que nao
alcangaram o 6vulo; ¢) da ocorréncia de sementes apenas nas primeiras pencas e
na porgao distal dos frutos de algumas cultivares; e d) do necrosamento
prematuro na regido do nectario da flor feminina, impedindo a passagem do tubo
polinico.

Os dados obtidos no presente estudo indicam que a ocorréncia de necrose
na regido distal do ovario constitui uma possivel causa adicional da esterilidade
em Cavendish.

Os gendtipos testados apresentaram diferencgas significativas (p<0,05) com
relacdo ao desenvolvimento dos évulos, nos diferentes periodo apo6s a
polinizacao, tanto entre os dipléides e tripldides como dentro de cada ploidia.

De modo geral, observou-se que o tamanho dos 6vulos fertilizados dos
dipléides (AA) aumentou linearmente ao longo dos dias apds a polinizacao,
estabilizando-se a partir do vigésimo dia. J& os évulos das cultivares tripléides
(AAA) apresentaram um comportamento inverso, haja vista que houve uma
reducdo no diametro com o passar dos dias (Figura 2). Os valores médios
evidenciam que um dia apés a polinizacdo os 6vulos dos diploides e triploides
apresentaram um tamanho de 0,90 e 1,4 mm, respectivamente. Entretanto, a
medida que transcorreram os dias apds a polinizagdo ocorreu um aumento no
tamanho dos Ovulos nos dipléides e redugdo dos mesmos nas cultivares
tripl6ides, atingindo em média 1,8 mm e 0,8 mm, respectivamente, 30 dias apds a

polinizacdo (Figura 1d-e).
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Figura 2. Alteragcdes no didametro dos 6vulos de bananeiras dipléides (AA) e

tripldides (AAA), até os trinta dias apds a polinizagao manual.

Estudando a anatomia dos Ovulos de bananeira, Fortescue e Turner
(2005c) observaram que até a antese o desenvolvimento dos évulos de dipldides
e tripléides foi semelhante, e que apds a antese os Ovulos dos triploides
comecaram a murchar, semelhante a o6vulos 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 degenerac¢ao do saco embrionario.

Aos 30 dias apéds a polinizagdo o maior tamanho médio dos 6vulos ocorreu
no dipléide 9187-02, com 4,400 mm, enquanto que entre os tripldides os évulos

de ‘Nanicdo SC-063’ alcangcaram um valor médio de 0,948 mm (Tabela 1).



Tabela 1. Didmetro (mm) dos évulos de gendétipos dipldides (AA) e tripldides
(AAA) apods 1, 10, 20 e 30 dias da polinizagao com M-53.

Diametro dos 6vulos (mm)

Genotipos Dias apoés a polinizagao

Diploides AA 1 10 20 30
0304-02 0,915 1,518 2,008 2,710
1741-01 0,950 1,568 1,982 ()
4154-08 1,175 0,994 0,781 0,929
4215-02 0,822 1,530 1,685 1,498
4252-04 1,108 1,508 1,403 )
4252-05 0,742 1,433 1,667 1,315
4279-06 1,052 0,768 M )
5854-03 0,750 1,585 1,863 1,927
7279-06 0,913 1,092 0,935 0,848
7341-01 0,830 1,170 1,292 1,302
7341-03 0,922 1,468 1,494 1,456
86B79-09 0,770 1,607 M )
8987-01 0,750 1,323 1,481 2,821
9179-03 0,815 1,439 1,995 3,467
9187-02 0,768 1,393 2,042 4,400

Triploides AAA

Nanicdo Rossete 1,478 1,116 0,864 0,853
Nanicao SC-063 1,332 1,237 0,949 0,948
Grande Naine Magario 1,436 0,912 0,919 0,897
Grande Naine Rossete 1,505 1,360 M M
Grande Naine SC-074 1,327 0,898 0,898 0,768

) Génétipos que apresentaram nimero de pencas

Nos diploides estudados, a polinizagdo controlada possibilitou o suprimento
adequado de pdlen, em termos qualitativos e quantitativos, durante o periodo de
maior receptividade do estigma, garantindo a formacao de sementes. Assim, essa
operagdo pode ser realizada rotineiramente e, caso haja necessidade de uma
grande producdo de sementes, pode-se compensar aumentando o0 numero de
polinizagdes.

No caso das cultivares tipo Cavendish, dada a ocorréncia de necrose na
regidao distal do ovario, uma técnica alternativa de polinizagdo cruzada para
superar essas barreiras pré-zigoéticas poderia envolver o corte do estilete e da

regiao necrosada antes da polinizacao.



CONCLUSAO

1) Novas técnicas de polinizagdo in vivo precisam ser estudadas
procurando aumentar a eficiéncia das polinizagées controladas, bem como
superar as barreiras pré-zigéticas que ocorrem nas cultivares do subgrupo
Cavendish, viabilizando assim, a obtenc&o de hibridos resistentes aos principais
patdégenos, produtivos e com frutos de boa qualidade.

2) A ocorréncia de uma necrose na regiao distal do ovario pode estar
relacionada com a esterelidade que acontece em Cavendish.
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FERTILIZACAO IN VITRO DE BANANEIRA ‘GRANDE NAINE’

RESUMO

O melhoramento de bananeira é dificultado pela baixa quantidade ou auséncia
total de sementes. As causas da nao produgcao de sementes estao relacionadas a
existéncia de barreiras fisicas e/ou bioquimicas que impedem o processo de
fertilizacdo, a exemplo de cultivares do subgrupo Cavendish. O objetivo deste
estudo foi desenvolver uma metodologia de fertilizag&o in vitro para a obtencao de
hibridos de Cavendish, resistentes a Sigatoka-negra. O estudo foi realizado no
Laboratorio de Cultura de Tecidos da Embrapa Mandioca e Fruticultura Tropical,
em duas etapas. Na primeira foram inoculados grdos de poélen de ‘Pa Songkla’
com évulos de ‘Grande Naine’, com e sem placenta, em meio de cultura contendo
60 g. L™ de sacarose e 100 mg. L™ de 4cido bérico (HsBOs) e pH ajustado em 5,8.
Na segunda etapa, foram feitos cortes longitudinais no ovario de ‘Grande Naine’ e
introduzidos no meio com 15% de sacarose, 0,01% de &cido bdrico, 0,01% de
nitrato de potassio, 0,03% de nitrato de calcio e 0,02% de sulfato de magnésio,
solidificado com 8 g. L™ de 4gar e pH ajustado em 5,8 ou 7,0. Posteriormente, os
graos de pélen de M-53 foram distribuidos em cima dos ovarios. Verificou-se que
em ambas as etapas o poélen germinou abundantemente sobre os évulos, no
entanto, ndo foi possivel identificar se ocorreu a fertilizagdo, uma vez que a

oxidacao foi intensa comprometendo assim 0 processo.

Palavras-chave: Musa spp.; Cavendish; graos de podlen; évulos; melhoramento

genético



IN VITRO FERTILIZATION OF 'GRAND NAINE' BANANA

ABSTRACT

Banana breeding has been difficult due to low number or total lack of seeds. The
causes of the not production of seeds is related to the existence from physical
and/or biochemical barriers that hamper the process of fertilization, as it happens
in the cultivars of the Cavendish subgroup. The objective of the present study was
to develop an in vitro fertilization methodology for the obtainment of Cavendish
hybrids resistant to black-Sigatoka. The study was carried out in the Tissue
Culture Laboratory at Embrapa Cassava and Tropical Fruits in two phases. In the
first phase, ‘Grand Naine’ ovules, with and without placenta, in culture medium
containing 60 g.L™" sucrose and 100 mg.L™ of boric acid (HsBOs) and pH adjusted
to 5.8, were inoculated with ‘Pa-Songkla’ pollen grains. In the second phase,
longitudinal cuts were made in the ovaries of ‘Grande Naine’ and introduced in
medium containing 15% sucrose, 0.01% boric acid, 0.01% potassium nitrate,
0.03% calcium nitrate and 0.02% magnesium sulfate solidified with 8 g.L”! of agar
and pH adjusted to 5.8 or 7,0. Afterwards, the M-53 pollen grains were distributed
on top of the ovaries. It was observed that in both techniques the pollen
germinated abundantly over the ovaries, however, it was not possible to identify if
fertilization occurred, since the oxidation was intense compromising the entire

process.

Key-words: Musa spp.; Cavendish; pollen grains; ovules; genetic breeding.



INTRODUCAO

A polinizagao e a fertilizagao in vitro incluem a manipulagdo do tecido
maternal para permitir a penetracdo do tubo polinico no saco embrionario por
meios de processos diferentes daquele que acontece normalmente in situ
(STEWART, 1981).

No inicio da década de 60, a Universidade de Delhi na india concentrou
esforcos no sentido de desenvolver metodologias para o cultivo de orgaos
reprodutivos de angiospermas. Os resultados positivos obtidos com a polinizacao
ovariana (aplicacao do poélen no ovario excisado) levou ao desenvolvimento de
métodos de fertilizacao de Ovulos isolados aderidos ou ndao a placenta,
designados como polinizacao placentaria ou ovular, respectivamente. Kanta et al.
(1962), pioneiros da utilizagdo da polinizagdo ovular, obtiveram a formacdo de
sementes viaveis apdés a aplicacdo do podlen sobre a superficie dos 6vulos
excisados, em Papaver somniferum. Trabalhos posteriores de fertilizagcao in vitro
realizados com outras espécies de plantas, basearam-se na mesma metodologia
utilizada com Papaver. Os melhores resultados tém sido observados em espécies
em que 0s ovarios sao grandes e contém muitos évulos, principalmente as
espécies pertencentes as familias de Brassicaceae, Caryophyllaceae, Liliaceae,
Papaveraceae, Primulaceae and Solanaceae (ZENKTELER 1992, 1994).

De acordo com Razdan (2003), os métodos de polinizacdo in vitro podem
ser classificados, de acordo com o tipo de explante utilizado, como:

1) Estigmatica: aplicacao do pélen sobre a superficie do estigma;

2) Ovariana: corte do estilo e aplicacao do pélen sobre a superficie do ovario;

3) Placentaria: cultivo de évulos aderidos a placenta com graos de pdlen
depositados ao redor e na superficie dos 6vulos;

4) Ovular: aplicacao do pélen nos 6vulos isolados;

A polinizagao ovular € uma técnica mais complicada quando comparada a
polinizagao placentaria ou ovariana. Até o momento, existem poucos relatos com
sucesso em experimentos com o6vulos isolados polinizados in vitro. Plantulas
foram obtidas através da auto-polinizacdo de évulos excisados de Brassica
oleracea (KAMEYA et al., 1966), Cichorium intybus (CASTANO e DE PROFT,
2000) e Helianthus annuus (POPIELARSKA, 2005) e através da polinizagdo
cruzada interespecifica de Gossypium (STEWART, 1981).



A utilizagdo de técnicas de polinizacdo e fertilizagdo in vitro permite:
estudar os preocessos de polinizagao, fertilizagcdo e desenvolvimento do embrido
em condi¢gbes controladas (SHIVANNA e RANGASWAMY, 1969; ZENKTELER,
1980); transpor barreiras de incompatibilidade que, poventura estejam no estigma,
estilete ou ovario (KANTA et al., 1962; KANTA e MAHESHWARI, 1963) ou pela
abscisdo precoce da flor (RAO, 1965); recuperar hibridos interespecificos e
intergenéricos que nao podem ser obtidos pelos métodos convencionais in vivo
(ZENKTELER, 1980; CHIN et al. 1997; ZENKTELER e RELSKA-ROSZAK, 2003);
induzir hapléides partenogénicos através da polinizacdo com pélen inviavel de
algumas espécies ou com polen de espécies distantes (HESS e WAGNER, 1974);
reduzir o intervalo de tempo entre a polinizagdo e a fecundagao (KAMEYA e
HINATA, 1970); estudar a fisiologia do pdélen e do processo de fertilizacdo
(DUPUIS e DUMAS, 1989)

As bananeiras do subgrupo Cavendish (AAA), também conhecidas como
bananas d’agua (Nanica, Nanicdo e Grande Naine) que representam 44% das
bananas cultivadas no mundo, devido ao seu sabor e textura, sdo as preferidas
pelo mercado internacional para consumo principalmente in natura. Um dos
grandes problemas nos plantios comerciais de bananeiras deste subgrupo € a
auséncia de cultivares resistentes as Sigatokas amarela e negra, o que eleva o
custo de producédo pela necessidade de aplicacdo de fungicidas para controle
destas doencas, e, dependendo do grau de severidade, pode causar a perda total
da producéo.

A maioria dos programas de melhoramento convencional se baseia na
obtencdo de dipléides melhorados, os quais sao utilizados como parentais em
cruzamentos com outros dipldides ou alguns tripldides que conservam certa
fertilidade feminina (ESCALANT e SANDOVAL, 1992; SILVA et al., 2001). O
melhoramento genético convencional de Cavendish é dificultado pela sua quase
total esterilidade.

O numero reduzido ou auséncia de formacao de sementes em algumas
espécies ocorre devido a barreiras fisicas e bioquimicas, pré-zigoéticas e/ou pds-
zigobticas, que interferem no processo de fecundagao sob condigdes naturais.

Na literatura sdo relatadas como causas da esterilidade em Musa a
ocorréncia de anomalias na meiose como assinapse, aborto de sacos

embrionarios e translocacao. Em alguns casos foi constado que a esterilidade ndo



era de origem genética direta, mas uma consequéncia de condi¢des particulares,
talvez de natureza hormonal, como deficiéncia do crescimento do tubo polinico
nos estigmas e estiletes, ou mesmo defeito de fusdo dos nucleos (SHEPHERD et
al., 1986; SILVA, 2002; FORTESCUE E TURNER, 2005).

Yeung et al. (1981) relatam que o sucesso da técnica de polinizacéo e
fertilizagdo in vitro depende da utilizacdo de O&vulos no estadio fisiolégico
adequado e da obtencdo de meios nutritivos para a germinacao dos graos de
pélen, crescimento do tubo polinico e desenvolvimento do embrido. Dessa forma,
é fundamental o conhecimento dos aspectos relacionados a biologia floral da
espécie estudada. Estes incluem antese, deiscéncia das anteras, polinizacao,
germinacao do podlen, crescimento do tubo polinico, penetracdo do 6vulo,
fertilizac&o e desenvolvimento do embrido e endosperma.

O objetivo deste trabalho foi desenvolver uma metodologia de fertilizagdo in
vitro de bananeira ‘Grande Naine’ para obtencao de hibridos tetrapléides.

MATERIAL E METODOS

O trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Cultura de Tecidos da
Embrapa Mandioca e Fruticultura Tropical.

Como material vegetal foram utilizados graos de polen de diploides (AA)
‘Pa Songkla’ e ‘M53’, que sao resistentes as sigatokas amarela e negra, e évulos
da cultivar Grande Naine (AAA), oriundos do Banco de Germoplasma da
Embrapa.

Visando identificar as condicdes adequadas para o procedimento de
fertilizacdo in vitro dos 6vulos foram testados diferentes explantes: 1) 6vulos
isolados; 2) segmento do ovario; e 3) ovario inteiro.

1) Inoculagdo de Ovulos isolados, oriundos das trés primeiras pencas
correspondendo a diferentes estadios fisioldgicos: um dia antes da antese
(abertura da flor feminina), no dia da antese e um dia apds a antese. Os ovarios
da bananeira sdo triloculares com duas filas de 6vulos em cada loculo. Para
isolar os ovulos foi feito um corte transversal ao longo do ovario, retirando-se o
pericarpo e expondo os l6culos onde se encontram os 6vulos (aproximadamente

100 dvulos/loculo). Os 6évulos foram removidos do ovario, com ou sem placenta,



com auxilio de pinga e bisturi e cultivados com gréos de pélen de ‘PA Songkla’,
em placas de Petri contendo 40 mL de meio de cultura com 60 g de sacarose, 100
mg L' de &cido bérico, solidificado com &gar (0,8%) e pH ajustado em 5,8.
Utilizou-se de 20 placas de Petri, sendo que a metade com évulos sem placenta
(Figura 1a) e o restante dos 6vulos évulos aderidos a placenta (Figura 1b). As
placas foram subdivididas em quatro quadrantes cada uma representando uma
repeti¢do, totalizando 80 repetigoes.

2) Inoculacédo de segmento do ovario: o pericarpo foi retirado e segmentos
do ovario foram introduzidos, no meio de cultura contendo 15% de sacarose,
0,01% de acido bdrico, 0,01% de nitrato de potassio, 0,02% de sulfato de
magnésio, 0,03% de nitrato de calcio e solidificado com 0,8% de agar, pH
ajustado em 5,8 ou 7,0. Os graos de pélen do dipléide M-53 foram distribuidos na
superficie dos cortes do ovario (Figura 1c). Foram utilizados 10 placas de Petri,
cada placa continha oito sec¢des de ovarios.

3) Inoculagdo do ovario inteiro: apos a retirada do pericarpo, o ovario foi
cultivado no mesmo meio de cultura utilizado para segmentos do ovério (Figura
1d).

Os graos de pdélen foram coletados na antese, pela manha, as 8:00 horas,
sendo transferidos imediatamente para o meio de cultura, sem qualquer processo
de desinfestag¢do, enquanto que os 6vulos foram desinfestados em alcool 70% por
5 minutos e em seguida em solucdo de hipoclorito de s6dio a 50% com algumas
gotas de Tween 20 durante 25 minutos, sob agitacao, lavando-os por trés vezes
com agua destilada esterilizada. Apds a inoculagao do material no meio, as placas
foram incubadas no escuro, sob condicbes controladas de temperatura de 27 +
1°C).

A partir de 24 horas de cultivo in vitro foram realizadas observacdes
perodicas, utilizando-se um estereomicroscépio (aumento 6x), a fim de se avaliar

o crescimento do tubo polinico e a ocorréncia de fertilizagdo dos 6vulos.



Figura 1. Fertilizacao in vitro de évulos isolados da cultivar Grande Naine, na
auséncia (a) ou presenca (b) da placenta. Inoculacdo de segmentos de ovario (c)

e do ovario inteiro no meio de cultura (d).



RESULTADOS E DISCUSSAO

Polinizacao de 6vulos isolados

O pdlen germinou abundantemente sobre os évulos ap6s a polinizagao in
vitro, mas somente ocasionalmente a penetragdo na micropila ocorreu nos 6vulos
sem a placenta (Figura 2). Observou-se que as placas que continham évulos com
placenta contaminaram mais rapidamente, provavelmente em funcao da alteracao
na consisténcia do meio de cultura sélido quando em contato com este material
gelatinoso, o que dificultou o processo de germinacdo do pdlen. Além disso,
verificou-se, aos sete dias apds a inoculagcdo no meio de cultura, a presenca de
uma oxidagdo e murchamento dos dévulos com e sem placenta, dificultou o
processo de fertilizagao in vitro.

As técnicas de polinizagdo de dévulos isolados e de polinizagdo placental
tem resultado na fertilizacdo de mais de 50 espécies, entretanto, a producdo de
sementes viaveis foi obtida em somente 36. Cruzamentos interespecificos e
intergenéricos e entre espécies de familias distintas foram realizados em 55
combinagdes, das quais 19 produziram sementes viaveis (ZENKTELER, 1980).
Exemplos de espécies onde a polinizagdo de O&vulos isolados resultou na
formacdo de sementes, foram encontrados em Papaver somniferum (KANTA,
1962) e no cruzamento de Brassica chinense x B. pekinense (KAMEYA e

HYNATA, 1970).
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Figura 2. Polinizagdo de évulos isolados em 'Grande Naine'. O tubo polinico se

desenvolveu em dire¢do ao 6vulo, alcangando a micrépila .



Polinizacao de segmentos do ovario e de ovario inteiro

No teste em que foram utilizados segmentos do ovario, observou-se que
muitos graos de pélen germinaram sobre a superficie do ovario, principalmente no
carpelo e na placenta (Figura 3a). Acredita-se que a intensa germinacao nesta
estrutura € devido a disponibilidade de boro, que é considerado elemento
indispensavel na germinagdo dos graos de pélen. Nao foi possivel, no entanto,
constatar se esses graos de pélen penetraram realmente na micrépila, ja que o
desenvolvimento dos 6vulos cultivados de forma seccionados ou inteiros, foram
acometidos por uma intensa oxidacdo (Figura 3b). Os ovarios seccionados
cultivados em meio de cultura com pH ajustado em 5,8 apresentou uma oxidacao

mais intensa quando comparado ao pH 7,0 (Figura 4).

Figura 3. Segmento do ovario de 'Grande Naine' com intensa germinagdao dos
graos de pdélen na superficie (a) e oxidacao



Figura 4. Cultivo de ovario segmentado de 'Grande Naine' com intensa (a) e

baixa oxidacao (b) apds 7 dias de cultivo in vitro.

O baixo indice de penetracao observado apds a polinizagao in vitro, pode
ser resultado de uma inabilidade do tubo polinico para reagir a sinais da microépila
(VERVAEKE et al., 2002). Geralmente, o crescimento do tubo polinico néo
alcanga o comprimento que deveria ser necessario para assegurar a fertilizagao in
vitro (STONE, et al., 2004). A maior parte dos tubos polinicos tém seu
crescimento interrompido antes de atingirem o tamanho normalmente alcangado
no estigma, o que dificulta o processo de fertilizacdo (SALLES et al., 2006).

Alguns trabalhos como o de Cheung et al. (2000), salientam que o estigma
ndo é absolutamente necessario para obter a fertilizacdo. Por outro lado, a
germinacao de pélen e crescimento do tubo polinico sdo, em principio,
necessarios para a fertilizacao e formacao de sementes em plantas em floragao
(BUYUKKARTAL, 2003).

O pdlen de muitas espécies germinam e crescem em meio quimicamente
simples, entretanto, o crescimento do tubo polinico in vitro nunca alcangca a
percentagem de crescimento correspondente in vivo (CHEUNG et al., 2000). Em
Torenia fournieri o tubo polinico germinado in vitro alongou ao redor dos 6vulos,
mas, ndo alcangou o fim da micropila do saco embrionario sem revestimento
(HIGASHIYAMA et al., 1998). Considera-se o oOvulo fertilizado quando o tubo
polinico penetra na micrépila (VERVAEKE et al., 2002).

A ativacdo do 6vulo em Lilium longiflorum ndo desencadeou 0 processo

que induziu o tubo polinico entrar na micropila, semelhante quando os o6vulos



fertilizados estavam presentes nas mesmas flores (JANSON, 1993). A ativagéo do
ovario de Aechmea fasciata por meio da polinizagdo correspondente ao periodo
de 6 horas ndo melhorou a penetragéo no tubo polinico (VERVAEKE et al., 2002).
Talvez a prepolinizagdo nao foi suficientemente para induzir a ativagdo do évulo
ou mesmo o tubo polinico ndo foi capaz de compreender os sinais do évulo.

Cabe enfatizar que as interagdes entre o tubo polinico e 0 saco embrionério
sdao fundamentais para o sucesso da fertilizacdo de plantas frutiferas
(HIGASHIYAMA et al., 1998).

A polinizacao seguida da fertilizacdo conduz a producao do embrido, que

na planta esta associada ao desenvolvimento normal da semente.

CONCLUSOES

Independentemente dos Ovulos cultivados com e sem placenta ocorreu
oxidacdo e murchamento dos mesmos, inviabilizando o processo de fertilizagéo in
vitro.

Observou-se que muitos grdos de pdlen germinaram sobre os ovarios
seccionados transversalmente. Embora, nao tenha sido constatado se esses

graos de pdélen penetraram realmente na micropila.
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CONSIDERAGOES FINAIS

A cultura da bananeira é bem adaptada as condi¢des tropicais, sendo
praticada em todas as regides brasileiras, principalmente, por pequenos
produtores. A banana apresenta grande importéancia econdmica e social sendo
uma fonte continua de alimento, uma vez que pode ser produzida o ano todo. O
Brasil € o segundo maior produtor mundial de banana, com uma producao
estimada na ordem de 6,5 milhdes de toneladas e area colhida de 485 mil ha
(FAO, 2005).

As cultivares mais conhecidas (Prata, Pacovan, Mag¢a, Grande Naine e
Terra) sao muito suscetiveis a Sigatoka-negra e, a excecao da ‘Terra” e “Macad”,
sédo também suscetiveis a Sigatoka-amarela. Com relacao ao mal-do-Panama, as
cultivares Grande Naine e Terra, sao resistentes, a ‘Macga’ é altamente suscetivel
e as demais cultivares sdao medianamente suscetiveis. Para contornar este
problema foi criado um programa de melhoramento de bananeira onde sé&o
produzidos tetrapléides (AAAB) a partir do cruzamento de cultivares comerciais
(AAB) com diploides (AA) (SILVA et al. 2001).

Uma das limitagdes do melhoramento genético da bananeira € a baixa ou
auséncia total de producdo de sementes, provocada por barreiras fisicas e/ou
bioquimicas que impedem o processo de fertilizagdo, a exemplo do que ocorre
nas cultivares do Subgrupo Cavendish. Técnicas biotecndlogicas podem
constituir-se em importantes ferramentas de auxilio ao melhoramento
convencional, visando sempre incrementar e melhorar a eficiéncia na obtengao de
variedades melhoradas.

O presente trabalho avaliou alternativas de cultivo in vitro e in vivo de pdlen
e 6vulo com o objetivo de conhecer as berreiras que impedem a fertilizagao
natural em bananeiras e estabelecer uma metodologia de obter hibridos in vitro.

Observou-se que os genoétipos, comportaram-se de forma diferente com
relacdo a germinagdo do polen in vitro. Corroborando com Loguercio,2002 e
Gwata et al., 2003) que revelaram diferengas na germinagéao in vitro dos gréos de
pbélen como resultados da complexa interagdo entre a morfologia e a fisiologia do
grao de polen e os componentes do meio.



A viabilidade dos graos de pdlen mediante a coloragdo com carmim acético
1% nos diferentes gendtipos avaliados foi superior a percentagem de germinagao
in vitro, indicando que as condi¢ées de cultivo in vitro utilizadas ndo foram
adequadas, necessitando, portanto de ajustes. Entretanto a germinacao pode ser
usada para inferir sobre a capacidade do poélen no processo de fertilizagao.

Constatou-se que a fertilizagdo in vivo foi eficiente para o aumento de
volume dos 6vulos de diploides (AA) cujo o volume foi aumentando ao longo dos
dias apds a polinizacdo. O mesmo nao ocorreu nos tripldides (AAA), cujos 0s
ovulos regrediram de tamanho.

Por fim, foram avaliadas varias metodologias de fertilizacao in vitro, mas
ndao se constatou a ocorréncia efetiva do processo. Sugere-se que outros

trabalhos sejam desenvolvidos para estabelecer a fertilizag&o in vitro.



REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

AGRIANUAL. Banana. Sao Paulo: FNP. Consultoria & Agoimformativos, 2005.
p.220-229.

FAO. FAO statistical databases: agricultural production: crops primary: Brazil:
bananas. Disponivel em:http// www.apps.fao.org/page/collections. Acessado em:
21 de mar. 2005.

GWATA, E. T. et al. Pollen morfhology and in vitro germination characteristics of
nodulating and nonnodulating soybean (Glicine max L.) genotypes. Theor Appl
Genet, v. 106, p. 837-839, 2003.

LOGUERCIO, L. L. Pollen treatment in high osmolarities: a simple tool for in vitro
preservation and manipulation of viability in gametophytic populations. Braz. J.
Physiol, v. 14, n. 1, p. 65-70, 2002.

SILVA, S. O. et al . Banana breeding program at Embrapa.. Crop Breeding And
Applied Biotechnology, Londrina, v. 1, n. 4, p. 399-436, 2001.



