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ASPECTOS REPRODUTIVOS E FERTILIDADE EM BANANEIRAS
DIPLOIDES E TRIPLOIDES

Autora: Alessandra Oliveira Barbosa
Orientadora: Janay Almeida dos Santos Serejo

Coorientadora: Fernanda Vidigal Duarte Souza

RESUMO:

A banana esta entre as principais frutas consumidas no mundo. A grande
maioria das cultivares é triploide e apresenta diferentes niveis de esterilidade.
As variedades mais aceitas pelo mercado internacional sdo as do subgrupo
Cavendish que apresenta problemas no melhoramento genético por seu alto
nivel de esterilidade. Esse trabalho teve como objetivo estudar a viabilidade
polinica, assim como a morfoanatomia no que se refere a receptividade do
estigma, e a dindmica do crescimento do tubo polinico do estigma até o 6vulo
em bananeiras diploides e triploides, a fim de se verificar a existéncia de
barreiras fisicas que inviabilizem a fertilizacdo em bananeira. Os graos de
pélen dos gendtipos diploides e triploides sdo similares quanto ao tamanho e
morfologia. Alta viabilidade polinica e receptividade estigmatica ocorreram as 8
horas da manhd, no inicio da antese. A fertilizacdo nos diploides ocorreu 32
horas apds a polinizacdo com geracdo de grande numero de sementes. Nas
cultivares triploides foram observadas diferentes anormalidades no crescimento
do tubo polinico na regido do nectario, que apresentou uma necrose, que
impediu que os ovulos fossem fertilizados e, consequentemente houvesse a
formacdo de sementes. Os resultados obtidos sugerem que a causa dos
diferentes niveis de esterilidade em bananeiras triploides pode estar

relacionada a presenca desta regido necrosada no nectario floral.

Palavras chave: Musa spp., estigma, esterilidade, fertilizagao in vivo, graos de

polen.



REPRODUCTIVE ASPECTS AND FERTILITY IN DIPLOID AND
TRIPLOID BANANA TREES

Author: Alessandra Oliveira Barbosa
Advisor: Janay Almeida dos Santos Serejo
Co-advisor: Fernanda Vidigal Duarte Souza

ABSTRACT: Bananas are among the most widely consumed foods in the world.
The majority of cultivars are triploid and presents different levels of sterility. The
varieties most widely accepted by the international market are the Cavendish,
which presents problems in breeding for its high level of sterility. This work
aimed to study the pollen viability, as well as morphoanatomy with regard to
stigma receptivity and the dynamics of pollen tube growth of stigma to the egg
in diploid and triploid bananas in order to verify the existence of physical
barriers that can cause the sterility in banana. The pollen grains of diploid and
triploid genotypes are similar in size and morphology. High pollen viability and
stigmatic receptivity occurred at 8 am (anthesis). The diploid fertilization
occurred 32 hours after pollination with generation of large numbers of seeds. In
triploid cultivars were observed different abnormalities in pollen tube growth at
the nectary region, who presented necrosis, which prevented the eggs
fertilization and consequently the formation of seeds. These results suggest that
different levels of sterility in triploid banana may be related to the presence of
the necrotic region in floral nectary.

Key words: Musa spp.; stigma, in vivo fertility; sterility, pollen grains.



INTRODUCAO

Importancia da cultura

A bananicultura € uma atividade de grande importancia econémica e
social nas regifes tropicais e subtropicais do mundo. Em 2013 a producéo
atingiu cerca de 144,56 milhdes de toneladas em uma area cultivada de 10,36
milhdes de hectares, sendo a India, China, Filipinas, Equador e Brasil os
maiores produtores. O Brasil é responsavel por 6,46 % da producdo mundial,
que corresponde a 6,89 milhdes de toneladas, em uma area cultivada de 512,6
mil hectares (FAO, 2015).

No Brasil, a bananeira € a segunda fruteira mais cultivada, e além do
expressivo volume produzido e da area ocupada é de suma importancia por
estar presente na mesa da maioria da populacao.

O mercado mundial concentra-se nas cultivares do subgrupo Cavendish
como a ‘Grande Naine’, enquanto que as cultivares mais apreciadas no Brasil
sdo dos subgrupos Prata, Maca e Terra (Platanos) (SILVA et al., 2001a).
Entretanto, todas estas cultivares sdo suscetiveis a uma ou mais das principais
doencas da cultura Sigatoka-amarela, Sigatoka-negra e Mal-do-Panama.

A criacdo de variedades de bananeira que sejam aceitaveis ao mercado
e resistentes as principais doencas da cultura tem sido dificultada pela
ocorréncia de diferentes niveis de esterilidade nas bananeiras triploides, que
resultam na auséncia ou baixa producdo de sementes em cruzamentos com
gendtipos diploides que apresentam algumas caracteristicas agrondmicas
favoraveis.

Em virtude dessas consideracdes, tendo em vista o problema da
esterilidade nas cultivares triploides esse trabalho teve como objetivo geral
estudar a viabilidade polinica, assim como a morfoanatomia no que se refere a
receptividade do estigma, e a dinamica do crescimento do tubo polinico do
estigma até o évulo em bananeiras diploides e triploides, a fim de se verificar a

existéncia de barreiras fisicas que inviabilizem a fertilizacdo em bananeira.



Classificacao botanica

O processo evolutivo das cultivares de banana ocorreu no continente
Asiético, embora existam centros secundarios de origem na Africa central e nas
ilhas do Pacifico, além de um importante centro de diversidade na Africa
ocidental (CHAMPION, 1967; SOTO, 1992).

As bananeiras pertencem a classe Liliopsida, subclasse Zingiberidae,
ordem Zingiberales, familia Musaceae e género Musa. A taxonomia do género
Musa que divide o género em cinco secdes, Eumusa (x=11), Rhodochlamys
(x=11), Australimusa (x=10), Callimusa (x=9, 10) e Ingentimusa (x=7), tem sido
questionada e varios reagrupamentos tém sido sugeridos. Estudos com
diversos tipos de marcadores moleculares indicam a necessidade de uma
revisdo das secdes do género Musa (BARTOS et al., 2005; LI et al, 2010; LIU
et al., 2010). Com base nestes resultados, Hakkinen (2013) reduziu o namero
de secdes para duas, a secdo Musa que englobou as antigas se¢cdes Eumusa
e Rhodochlamys, e a se¢do Callimusa, que englobou as secdes Callimusa,
Australimusa e Ingentimusa. O conteudo 2C de DNA na secdo Musa varia de
1,217 a 1,315 pg, enquanto que as espécies pertencentes a secao Callimusa
apresentam 2C DNA variando de 1,390 a 1,772 pg (Cizkova et al., 2015).

Cruzamentos entre espécies diploides selvagens de Musa acuminata
(genoma A) e de M. balbisiana (genoma B), ambas pertencentes a secédo
Musa, deram origem a variedades diploides (2n = 2x = 22), triploides (2n = 3x =
33) e tetraploides (2n = 4x = 44), que produzem frutos comestiveis
(SIMMONDS; SHEPHERD, 1955). Em conformidade com estudos
desenvolvidos por Simmonds e Shepherd (1955), vigora a classificacao
adotada em todo mundo, dos grupos genémicos de bananeiras diploides AA,
BB e AB; triploides AAA, AAB e ABB e tetraploides AAAA, AAAB, AABB e
ABBB.

Além da classificagdo considerando o grupo gendmico, foi designado o
termo subgrupo para nomear as cultivares que de alguma forma vieram de
mutac¢des de uma Unica cultivar original, a exemplo dos subgrupos ‘Cavendish’
(AAA), ‘Prata’ e ‘Terra’ (AAB) (SILVA et al., 2002).

A bananeira é considerada uma planta herbacea, com pseudocaule
aéreo que tem origem de um rizoma (caule verdadeiro). As suas raizes tém

origem na parte central dessa estrutura, na unido entre o cilindro central e o



cortex, e distribuindo-se por toda a superficie do rizoma, em processo de
diferenciacao constante (SOTO, 1992).

O crescimento das folhas se inicia a partir do ponto de crescimento do
rizoma, sendo que cada uma se desloca pelo interior do pseudocaule,
emergindo em formato de vela. As folhas sdo constituidas de bainha, peciolo,
limbo foliar, nervuras e aguilhdo, sendo emitidas a cada sete a onze dias
(SIMMONDS, 1966; MOREIRA, 1999).

A inflorescéncia masculina (coracdo) é constituido de bracteas que véo
se soltando e expondo as flores que se desidratam e caem, formando um eixo
chamado de raquis. Os graos de podlen apresentam coloragdo amarelada,
podendo ser invidveis em grande parte das cultivares de bananeira (CASTRO;
KLUGE, 1988; DANTAS et al.,, 1999). A inflorescéncia é do tipo terminal,
crescendo através do pseudocaule para alcancar a superficie na copa da
planta e seu desenvolvimento converterd na formacgao do cacho (SOTO, 1992).

As flores da bananeira caracterizam-se por se apresentarem em formato
de inflorescéncia e possuir ovario infero trilocular, com varios 6vulos por
I6culos, estilete Unico e estigma trilobado, sendo que nas flores femininas os
ovarios sdo bem desenvolvidos enquanto que nas flores masculinas o ovario é
atrofiado e os estames apresentam anteras bastante desenvolvidas (CASTRO;
KLUGE, 1988).

A antese ocorre mais antecipadamente nas flores femininas do que nas
flores masculinas (protoginia) e desse modo, no momento em que 0s gréaos de
pélen estdo viaveis para a polinizacdo, os ovarios das flores femininas ja néo
se encontram mais receptivos, o que dificulta a autofecundacdo (MOREIRA,
1999). O cacho da bananeira é formado pelo pedunculo da inflorescéncia
(engaco), os conjuntos de frutos (pencas), o eixo onde partem as flores das
inflorescéncias (raquis) e pelo conjunto de flores masculinas (coracao).

Os frutos de bananeira manifestam duas vias de desenvolvimento, a
seminifera e a partenocarpica. As bananeiras selvagens diploides apresentam
frutos com sementes. A semente da banana deriva de um 6vulo bitegumentar
anatropo, dividido em duas camaras, sendo que na primeira encontra-se o
embrido e o endosperma e na segunda a calaza. O tegumento externo € um
arcabouco massivo constituido de 30 a 35 camadas de células finas. Além

disso, a semente exibe um formato irregular, geralmente achatado, variando



entre 3 a 6,5 mm de diametro, possuindo uma membrana escariosa que
recobre a casca que é extremamente dura (Mc GAHAN, 1961).

Nas cultivares, os frutos sdo produzidos por partenocarpia, ou seja, nao
apresentam sementes e caracterizam-se como bagas carnosas e alongadas
resultantes do desenvolvimento dos ovarios das flores femininas de uma
inflorescéncia (CASTRO e KLUGE, 1988).

As bananeiras que apresentam sementes (selvagens), na maioria das
vezes sdo diploides e podem ser propagadas por sementes ou
vegetativamente, ao passo que as bananeiras de interesse comercial, as
triploides, que n&o apresentam sementes, sdo disseminadas apenas por meio
da propagacéao vegetativa (SHEPHERD et al., 1986; MOREIRA, 1999).

Melhoramento genético

As primeiras pesquisas na area de melhoramento genético de bananeira
ocorreram no final de 1920, motivadas pela doenca do mal-do-Panama, sendo
lancada a primeira cultivar tetraploide, a partir de uma cultivar triploide AAA
(Gros Michel) com um diploide AA (selvagem). Com base nesse principio
iniciou-se uma estratégia de hibridacdes com resultados satisfatorios, e que
vem permitindo o melhoramento de algumas cultivares diploides e triploides de
banana (SHEPHERD, 1992; SILVA et al. 2001b).

O programa de melhoramento genético da bananeira, conduzido pela
Embrapa Mandioca e Fruticultura, iniciou em 1983 e baseia-se principalmente
no melhoramento de diploides, e posterior cruzamento destes com triploides,
gerando hibridos tetraploides, que sejam produtivos e resistentes as principais
doencas (SILVA et al., 2004). Os genotipos diploides contribuem com
resisténcia as principais doencas existentes, tais como mal-do-Panama,
Sigatoka amarela, Sigatoka-negra, moko, e também outras caracteristicas de
interesse. A concentracdo de um maior nUmero de caracteristicas favoraveis
em um anico genoétipo, como partenocarpia, elevado numero de frutos e
pencas, maior comprimento de dedos, boa formacdo de cachos e resisténcia
as doencas, € de suma importancia para a posterior transferéncia delas para as
variedades triploides comerciais, mediante a sintese do tetraploide (DANTAS et
al., 1993; AMORIM et al., 2013).



Como os hibridos tetraploides apresentam alguns inconvenientes como
frutos muito grandes, despencamento dos frutos e certo nivel de fertilidade que
leva a formacdo de sementes, o programa de melhoramento da Embrapa tem
utilizado a estratégia de realizar cruzamentos dos hibridos tetraploides com
diploides melhorados a fim de se obter triploides secundarios, com a vantagem
de se obter cultivares com frutos menores, que sao os preferidos pela maioria
dos consumidores, sem o problema do despencamento e que ndo produzem
sementes (AMORIM et al., 2013).

Além da Embrapa Mandioca e Fruticultura no Brasil, outros centros de
pesquisas ao redor do mundo realizam melhoramento genético da bananeira,
como a Fundacibn Hondurefia de Investigacion Agricola (FHIA), em
Honduras; o Internacional Institute of Tropical Agriculture (IITA), na Nigéria; o
National Research Centre for Banana (NRCB) e o Tamil Nadu Agricultural
University (TNAU), na india; o Centre Africain de Recherches sur Bananiers
et Plantains (CARBAP), nos Camardes; e o La recherche agronomique pour
le développement (CIRAD), em Guadalupe.

No mercado internacional, se destacam as -cultivares do grupo
‘Cavendish’ que, no entanto, séo dificeis de serem melhoradas geneticamente
em razdo do elevado grau de esterilidade. A auséncia de sementes nas
cultivares também pode estar relacionada a intensa selecdo agronémica para
essa caracteristica, devendo ser, portanto, um reflexo do processo de obtencdo
dessas cultivares sem semente ou talvez de alguns outros fatores ainda néo
investigados (SHEPHERD et al., 1986).

Shepherd et al. (1987) afirmaram que a esterilidade em bananeira pode
ocorrer devido a um crescimento tardio e irregular do tubo polinico; diminuicdo
da taxa de crescimento do pdélen de alguns genétipos; tubos polinicos curtos,
gue nao atingem o 6vulo; ocorréncia de sementes somente nos frutos das
primeiras pencas de algumas cultivares e necrosamento precoce na regiao do
nectario das flores femininas impedindo a passagem do tubo polinico.
Entretanto, ndo existe na literatura estudos sobre a dinamica do crescimento do
tubo polinico em cultivares de bananeira que evidenciem a ocorréncia dos
eventos citados acima.

Anormalidades meioticas sdo registradas como sendo uma das causas
de esterilidade em variedades de bananeiras (SHEPHERD et al., 1987;



FORTESCUE; TURNER, 2005). De modo geral, os triploides exibem uma alta
frequéncia de distlrbios meidticos, que vao desde as fases iniciais até o final
da meiose. A formacao de univalentes, ascendéncia precoce de cromossomos,
fuso anormal com segregacdo irregular, cromossomos aderentes, até a
formacdo de células com tamanhos desiguais, eliminacdo de cromossomos,
citomixia (migracdo de organelas, produtos génicos e material genético entre
meibcitos por meio de conexfes citoplasmaticas), células binucleadas séo
algumas anormalidades observadas (LINDE-LAURSEN; BOTHMER, 1993;
PAGLIARINI, 2000; TECHIO et al., 2007).

Aspectos da polinizacdo em bananeira

A polinizacdo é um evento de extrema importancia para a manutencao
da biodiversidade da flora e essencial para a propagacdo de muitas espécies
(GULLAN, 2007). E fundamental o estudo da polinizacéo a fim de se investigar
as causas da esterilidade em plantas, como também para a compreenséo da
reproducdo de uma populacdo e da ocorréncia de possiveis problemas de
fertilidade (PENALOZA, 1995).

Com base no processo de polinizacdo, a viabilidade do pdlen € um
parametro de elevada importancia, pois, além de destacar o potencial
reprodutor masculino da espécie, auxilia em estudos ecol6gicos e taxonémicos,
fornecendo informacfes primordiais para o melhoramento e conservacao
genética (GUINET 1989).

A viabilidade polinica consiste em um dos fatores essenciais ao
melhoramento de plantas, visto que cada grdo de pdlen carrega consigo 0s
materiais genéticos oriundos da recombinacdo, transferindo-os a proxima
geracdo (SOUZA et al. 2002).

Considerando-se que a exibicdo do gendtipo de um individuo é o
resultado da contribuicdo cedida pelos gametas no momento da fertilizacao,
guanto maior a taxa de viabilidade polinica, maior sera a probabilidade de
combinagbes variadas entre os alelos, e de modo consequente, da
variabilidade genética (AKORODA, 1983). A perda da viabilidade dos grédos de



polen em diferentes espécies tem sido correlacionada com a perda de agua e a
manutencao do estado de desidratacdo tanto em condi¢gbes naturais como em
laboratorio (LINSKENS; CRESTI, 1988; NEPI; PACINI, 1993).

A viabilidade do grdo de polen pode ser estimada através de diferentes
técnicas como a indugdo da germinacdo in vitro e in vivo e parametros
citologicos como a coloragdo utilizando corantes especificos (KEARNS;
INOUYE, 1993; SOARES et al. 2008; 2014; 2015). Contudo, deve-se ter
cuidado na escolha do teste de viabilidade, pois no uso de testes
colorimétricos, os corantes podem reagir com estruturas ou constituintes
celulares, causando erros de leitura e interpretagcdo nos resultados obtidos
(STANLEY; LINSKENS, 1974).

O conhecimento do momento da antese floral de uma espécie também é
bastante importante para direcionar o melhor momento da coleta dos graos de
pélen para se obter uma maxima viabilidade e consequentemente uma maior
producdo de sementes (SOARES et al., 2014).

Soares et al. (2015) correlacionando a influéncia do horario de coleta
sobre a viabilidade de grédos de pdélen de bananeira, verificou que as 8 horas da
manh&, o pdlen apresenta uma maior porcentagem de viabilidade, sendo
considerado, portanto, o horario mais recomendado para a realizacdo das
polinizacdes.

Outro ponto importante é a receptividade do estigma que é um aspecto
de grande relevancia para determinacdo do melhor momento de deposi¢céo dos
graos de polen sobre a flor, para a obtencédo de sucesso nas hibridacfes. Além
disso, a receptividade do estigma e os processos de desenvolvimento floral,
também se tornam necessarios aos estudos da biologia reprodutiva (GRIFFIN;
HAND, 1979).

O estigma produz substancias aderentes que promovem a hidratagao,
germinacao dos graos de pédlen e crescimento do tubo polinico no interior do
estigma, aumentando a possibilidade de uma provavel fertilizacdo, e
consequentemente, a producdo de sementes (TAYLOR; HEPLER, 1997).

A esterilidade em cultivares triploides de bananeira tem dificultado o
melhoramento genético da cultura. Portanto, torna-se de grande relevancia
uma melhor compreensdo da morfoanatomia floral, da interacdo polen-pistilo e

da dindmica do crescimento do tubo polinico em bananeiras diploides e



triploides, visto a existéncia de poucos estudos sobre os processos envolvidos

a esterilidade.
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ASPECTOS REPRODUTIVOS EM BANANEIRAS DIPLOIDES E
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ASPECTOS REPRODUTIVOS EM BANANEIRAS DIPLOIDES E TRIPLOIDES

RESUMO: Objetivou-se realizar um estudo sobre a morfoanatomia floral,
viabilidade polinica e receptividade do estigma em cultivares diploides e
triploides de bananeira. A fertilidade masculina e a morfologia dos grados de
pélen foram estudadas nos gendtipos diploides, Calcutta 4 e SH3263, mediante
a germinacédo in vitro dos graos de pdlen, testes histoquimicos, acetdlise e
microscopia eletrénica de varredura. Para os estudos morfoanatbmicos do
estigma, estilete e porcédo inicial do ovério utilizou-se microscopia eletrénica de
varredura e cortes anatdmicos observados em microscopia de luz em quatro
genatipos, dois diploides, Calcutta 4 e SH 3263 e dois triploides, Prata-anad e
Grande Naine. A receptividade do estigma foi realizada com solucdo de
perdxido de hidrogénio 3 %. Os graos de podlen dos gendtipos diploides sao de
tamanho muito grandes, simetria radial, esferoidal, ambito circular,
inaperturado, com ornamentacdo da exina pisilada. A maior porcentagem de
germinagéo in vitro e comprimento do tubo polinico foi observada as 8 horas
(antese) permanecendo até as 12 horas. Os testes histoquimicos, TTC e
solugcdo de Alexander 2% s&o os mais adequados para estimar a viabilidade
polinica e bananeira, pois indicam valores proximos a germinacao in vitro. Os
estigmas sdo trilobados com papilas estigmaticas pluricelulares bastante
desenvolvidas por toda a superficie. A maior receptividade do estigma ocorreu
na antese (as 8 horas) e foi declinando ao passar do tempo. O necrosamento
gue se encontra na regido do nectério da flor feminina, pode estar influenciando

0s mecanismos de fertilizacdo nos genotipos triploides de bananeira.

Palavras Chave: Musa spp., gréos de pélen, germinacéo in vitro, receptividade

estigmatica, fertilidade, morfoanatomia.



REPRODUCTIVE ASPECTS IN DIPLOID AND TRIPLOID BANANA

ABSTRACT: The aim of this work was to carried out a study on the floral
morphoanatomy, pollen viability and stigma receptivity in diploid and triploid
cultivars of banana. Male fertility and pollen morphology the diploid genotypes,
Calcutta 4 and SH3263, were studied by in vitro germination of pollen grains,
histochemical tests, acetolysis and scanning electron microscopy. For the
morphological and anatomical studies of the stigma, style and the initial portion
of the ovary the scanning electron microscopy and anatomical cuts were
performed using four genotypes, two diploids, Calcutta 4 and SH3263 and two
triploids, Prata-and and Grande Naine. The stigma receptivity was performed
with 3% hydrogen peroxide solution. The pollen grains of diploid genotypes
have big size, radial symmetry, spheroidal, circular part, inaperturado, with
ornamentation of exine pisilada. The highest percentage of in vitro germination
and length of pollen tube was observed at 8 h (anthesis) remaining up to 12 h.
The histochemical tests, TTC and Alexander 2% solution are the most reliable
to estimate pollen viability since they indicate values near to the in vitro
germination. The stigmas are trilobados with stigmatic multicellular papillae well
developed over the entire surface. The major stigma receptivity occurred at 8:00
am (anthesis) and was declining in the course of time. The necrosis in the
nectary of the female flower may influence the fertilization mechanisms in

triploid genotypes of banana.

Key words: Musa spp. L., pollen grains, in vitro germination, stigma receptivity,

fertility and morphoanatomy.
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INTRODUCAO

Pertencente a familia Musaceae, a bananeira (Musa spp. L.) engloba as
espécies Musa acuminata Colla e Musa balbisiana Colla, provaveis parentais
da maioria das bananeiras comestiveis (SIMMONDS; SHEPHERD, 1955).

As variedades triploides sdo as mais comercializadas no mercado
mundial, em virtude de suas caracteristicas agronémicas favoraveis como
melhor palatabilidade e qualidade nutricional, enquanto que o0s gendtipos
diploides sé&o importantes para o melhoramento da cultura por serem fonte de
alelos de resisténcia as doencas e outras caracteristicas de interesse
(STOVER; SIMMONDS, 1987).

O melhoramento genético da cultura tem sido impossibilitado devido ao
grau de esterilidade presente das cultivares triploides, que gera um numero
reduzido ou até mesmo a auséncia de sementes nos cruzamentos com 0S
diploides férteis. Com isso tornar-se de grande importancia o estudo dos
aspectos reprodutivos, como a Vviabilidade polinica e a receptividade
estigmatica, assim como estudos anatdmicos das estruturas reprodutivas, com
0 objetivo de investigar as possiveis causas dessa esterilidade.

A compreensdo da morfologia floral € fundamental para avaliar as
interacdes entre graos de polen e estigma, bem como o sucesso reprodutivo
das espécies vegetais. Esse conhecimento permite conclusGes importantes
sobre os genoétipos em relacédo a capacidade de germinacéo, coleta, condi¢cdes
de armazenamento dos graos de pdlen e o melhor periodo em que o estigma
se encontra receptivel ao grao de pdlen, garantindo sucesso nos cruzamentos
controlados e consequente obtencao de hibridos (STANLEY; LINSKENS, 1974,
DAFNI; MAUES, 1998, NUNES et. al., 2001).

A viabilidade polinica pode ser determinada utilizando os seguintes
meétodos: germinacgao in vitro; in vivo, métodos histoquimicos e porcentagem de
frutificacdo efetiva (GALETTA, 1983). Esses parametros destacam a
potencialidade reprodutiva da espécie e sao importantes nos estudos
taxondmicos, ecoldgicos, palinolégicos e no melhoramento genético
(KRISHNAKUMAR et al., 1992; SOUZA et al., 2014).
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A germinacao in vitro € um dos métodos mais utilizados para determinar
a fertilidade dos gréos de polen e permite observar o desenvolvimento do tubo
polinico. O sucesso da germinacéo in vitro depende de varios fatores tais
como: espécie vegetal, estado nutricional das plantas, horario e método de
coleta dos grédos de podlen, fotoperiodo, temperatura, periodo de incubacéo e
composicdo do meio de cultura (TAYLOR; HEPLER, 1997; SOARES et al.,
2008).

Dentre os corantes utilizados para estimar a viabilidade dos grédos de
polen destacam-se o carmim acético, solucdo de Alexander, sudan 1V, iodeto
de potassio e 2,3,5-cloreto-de-trifeniltetrazélio (STANLEY; LINSKENS, 1974;
ALEXANDER, 1980; SHIVANNA; RANGASWAMY, 1992), os quais promovem
diferencas na coloracdo dos graos de polen, fornecendo resultados de forma
rapida e com baixo custo.

Outro fator importante em estudos dos aspectos reprodutivos é a
receptividade do estigma, pois o0 sucesso das hibridacbes depende
consideravelmente de reacbes favoraveis e desfavoraveis que ocorrem entre
os graos de podlen e os tecidos carpelares (DAFNI; MAUES, 1998, DAFNI,
1992, PRECZENHAK, 2011).

Para avaliar essa receptividade, dentre os métodos mais utilizados
destaca-se o teste com peréxido de hidrogénio (H202) por sua facilidade de
conducao, aplicabilidade, obtencdo de material, diagndstico facilitado e baixo
custo. O peroxido de hidrogénio indica a receptividade por meio da formacéao
de bolhas de ar, porém a presenca de qualquer dano ao tecido pode levar a um
falso resultado (KEARNS; INOUYE, 1993).

Em vista do problema da esterilidade em -cultivares triploides, este
trabalho teve como objetivo estudar a morfoanatomia, viabilidade polinica e
receptividade do estigma, a fim de se obter uma maior compreensdo do
processo de fertilidade e esterilidade em cultivares diploides e triploides de

bananeira.

MATERIAL E METODOS

Material Vegetal
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Foram utilizados gendtipos de bananeira diploides e triploides do Banco
Ativo de Germoplasma da Embrapa Mandioca e Fruticultura, que se encontra a
12° 40’ de latitude sul e 39° 06’ de longitude oeste, localizado no municipio de

Cruz das Almas, Recbncavo da Bahia, Brasil (Tabela 1).

Tabela 1. Gendtipos de bananeiras diploides e triploides utilizados nos estudos
reprodutivos.

Grupo .
Nome N p. Caracteristicas
Gendmico
Calcutta 4 AA Selvagem, produz elevado nimero de sementes
SH3263 AA Hibrido selecionado pela Fundaciéon Hondurefia
de Investigacion Agricola (FIHA), produz
elevado numero de sementes
Prata Ana AAB Cultivar, raramente produz sementes em
cruzamentos controlados
Grande Naine AAA Cultivar, elevado nivel de esterilidade

O clima do municipio de Cruz das Almas, segundo classificacdo de
Kbppen, é uma transicdo entre as zonas Am e Aw, com precipitagdo
pluviométrica média anual de 1.143 mm, temperatura média de 24,28 °C e
umidade relativa de 60,47%. O solo da area experimental € um Latossolo
Amarelo distréfico tipico, A moderado, textura franco-argiloarenosa, caulinitico,
hipoférrico, fase transicdo floresta tropical subperenifélia/subcaducifélia com
declive de 0 a 3 %.

As condicbes de manejo fitotécnico se constituem de irrigacdo por
microaspersao, e os tratos culturais seguem as recomendacdes sugeridas por
Alves & Oliveira (1999) e Borges et al. (1999).

Morfologia dos gréaos de pdlen

Graos de pdlen dos gendtipos Calcutta 4 e SH3263 foram fixados em
solucdo Karnovsky (KARNOVSKY, 1965) modificada [paraformaldeido (2 %),
glutaraldeido (2 %), cloreto de calcio (0,001 M), cacodilato de sddio (0,05 M),
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em pH 7,2] por 72 horas. As amostras foram desidratadas em série etilica
crescente (35%-100%), de 24 horas cada. As amostras foram secas em
hexametildisilazano (HMDS) e montadas sobre suportes metalicos e
metalizadas com ouro. As imagens foram obtidas através do microscépio
eletrbnico de varredura de pressao variavel LEO 435 VP (Carl Zeiss, Jena,
Alemanha).

A mensuracao do tamanho dos graos de polen foi realizada em genotipos
de Calcutta 4 e SH3263 ap0s submetidos ao processo de acetdlise latica fraca,
conforme descrito por Raynal e Raynal (1979). Foi medido o diametro de 25
grdos de podlen de cada genoétipo por meio do programa Imagel 1.46
(RASBAND, 2012).

Os graos de pélen foram caracterizados conforme nomenclatura descrita
por Punt et al. (2007) e Hesse et al. (2009). A estimativa do numero de gréos
de polen foi realizada segundo a metodologia descrita por Kearns e Inouye
(1993), mediante a contagem em trés flores masculinas de cada genatipo,

levando-se em consideracao a existéncia de seis anteras em cada flor.

Germinacéo in vitro dos gréos de polen

As flores masculinas dos genoétipos Calcutta 4 e SH3263 foram
coletadas em campo em diferentes horarios: pré-antese (18h do dia anterior a
antese); na antese (8h da manha), e 4, 10 e 24 horas apds a antese
(respectivamente, as 12h e 18h no dia da antese, e as 8h da manha no dia
seguinte a antese). Os graos de pélen foram inoculados em placas de Petri (9
cm de didametro) contendo 35 mL do meio de cultura descrito por Soares et al.
(2008) contendo 0,01 % de acido borico, 0,01 % de nitrato de potassio, 0,03 %
de nitrato de calcio, 0,02 % de sulfato de magnésio, 15 % de sacarose, 0,8 %
de Agar, com pH 7,0.

Com auxilio de um pincel, os grdos de polen foram distribuidos sobre o
meio de cultura e depois de acondicionados no escuro, em temperatura de 27
°C, por 24 horas. Procedeu-se a contagem em 12 repeticbes, dos grédos de
polen germinados e do comprimento do tubo polinico em um
estereomicroscopio Leica EZ4 D (Leica, Wetzlar, Alemanha). Para a

porcentagem de germinacdo foram contabilizados todos os gréos de pélen por
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repeticdo. Foram considerados germinados os gréos de pélen que possuiam
tubo polinico com tamanho igual ou superior ao diametro do préprio poélen.

O comprimento do tubo polinico foi determinado aleatoriamente pelo
comprimento médio de cinco tubos de cada uma das 12 repeticdes. Os dados
de porcentagem de germinacdo foram transformados para arc sem (raiz X/
100) antes da analise estatistica. Para a comparacdo das médias, os dados
foram submetidos a analise de variancia e utilizou-se o teste Tukey a 1 % de

probabilidade por meio do programa SAS (2010).

Testes histoquimicos dos gréos de pdlen

Os testes histoquimicos foram realizados nos genétipos diploides
Calcutta 4 e SH3263 com 0 uso de trés corantes: solucdo de Alexander 2%
(ALEXANDER, 1980), carmim acético 1 % (KEARNS; INOUYE, 1993) e 2,3,5-
cloreto de trifeniltetrazdlio (TTC) (SHIVANNA; RANGASWAMY, 1992).

Foi adicionada uma gota do respectivo corante sobre a lamina e uma
pequena quantidade de grdos de podlen foi misturada ao corante. Apés
cobertura com laminula os gréos de podlen foram observados em microscopio
optico Olympus U-RFL-T (Olympus, Tokyo, Japédo). Com o objetivo de se obter
uma amostragem ao acaso, foi realizado o método de varredura da lamina,
sendo contabilizados 100 grdos de pdlen por lamina com trés repeticdes,
totalizando 300 graos de pélen para cada corante. Foram considerados viaveis
os graos de polen que apresentavam a exina intacta e protoplasma bem corado
conforme especificacdo de cada corante e inviaveis 0s que apresentaram
tamanho anormal, coloracdo fraca, protoplasma reduzido ou ausente. Para
comparacao das médias, os dados foram submetidos a analise de variancia e
utilizou-se o teste Tukey a 1 % de probabilidade por meio do programa SAS
(2010).

Morfoanatomia do estigma, estilete e regido da necrose do ovario

Foram utilizados trés genotipos, Calcutta 4, Prata And e Grande Naine,
coletados antes da polinizacdo, para os estudos morfoatanémicos. As amostras
foram fixadas em solucdo Karnovsky (KARNOVSK, 1965) modificada
[paraformaldeido (2 %), glutaraldeido (2 %), cloreto de calcio (0,001 M),
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cacodilato de soédio (0,05 M), em pH 7,2] por 72 horas, em seguida
desidratadas em série etilica crescente (35 -100%). As amostras foram secas
ao ponto critico através de CO:2 liquido e montadas sobre suportes metélicos e
metalizadas com ouro. As imagens foram obtidas em microscépio eletrénico de
varredura de pressao variavel LEO 435 VP (Carl Zeis, Jena, Alemanha).

Para as andlises anatbmicas as amostras foram fixadas na mesma
solucdo fixadora, desidratadas em série etilica crescente por 24 horas,
infiltradas e emblocadas utilizando o kit Historresina (hidroxietiimetacrilato,
Leica Heldelberg). A polimerizacédo da resina foi feita a temperatura ambiente
por 48 horas. Os cortes histolégicos seriados (5 um) foram obtidos em
micrétomo rotativo (Leitz 1516, Bensheim, Alemanha), dispostos em laminas
histol6gicas e corados com fucsina acida (0,1 % p/v), seguido de azul de
toluidina (0,05 % p/v) (FEDR; O'BRIEN, 1968). Os cortes histolégicos foram
analisados e fotografados em microscopio de luz Olympus U-RFL-T (Olympus,
Tokyo, Japéao).

Receptividade do estigma

Para a determinacdo da receptividade do estigma foram utilizados os
genatipos, Calcutta 4, Prata-Ana e Grande Naine. Os estigmas foram imersos
em solucao de perdxido de hidrogénio (3 %) por trés minutos até a observacao
da liberacéo de bolhas de ar, significando que o estigma esta receptivo através
da reacdo do perdxido de hidrogénio com a enzima peroxidase (ZEISLER,
1933).

Considerou-se cinco intervalos de tempo para coleta dos estigmas: pré-
antese (14 horas antes da antese); na antese (8h da manhd), e 4, 10 e 24
horas apds a antese, em trés repeticdes cada. A receptividade do estigma foi
estimada conferindo graus, conforme adaptacdo de Dafni e Maués (1998): (-)
sem reacado; (+) resposta positiva fraca; (++) resposta positiva forte; (+++)

resposta positiva muito forte.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Morfologia dos gréaos de polen
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Os graos de polen de bananeiras diploides (Calcutta 4 e SH3263)
apresentam caracteristicas similares quanto ao tamanho e morfologia. De
acordo com classificacdo proposta por Punt et al. (2007) e Hesse et al. (2009)
os graos de polen destes diploides sdo grandes (Tabela 2), possuem simetria
radial, esferoidal, ambito circular, inaperturado, com ornamentacdo da exina

pisilada (Figura 1).

Tabela 2. Caracteristicas morfométricas dos graos de polen acetolisados de
bananeiras diploides, tamanho e estimativa de nimero de graos por flor.

Espessura da Numero de graos

» A 1 5

Gendtipos Diametrot(um) Exinal (um) Tamanho de pélen por flor®

Calcutta4 89,16 +098a 11,22+1,35a Orande 48.750
SH3263 83,53 + 0,69b 9,27 + 1,48b Grande 69.100

1 Os resultados correspondem a média de 25 repetigGes + desvio padréo.
2 De acordo com classificacéo proposta por Punt et al. (2007) e Hesse et al. (2009);
8 Conforme metodologia de Kearns e Inouye (1993).

Figura 1. Morfologia e detalhes da exina de grdos de podlen de bananeiras
diploides. a-c) Calcutta 4; d-f) SH3263; a-d) grdos de pdlen em microscopia
eletrbnica de varredura (MEV); b-e) detalhes da ornamentacdo da exina em
MEYV; c-f) graos de pélen acetolisados. Barras: a, c-d, f =50 um; b, e = 2 um.
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Osebele et al. (2014) realizando um estudo de diversidade de polen,
viabilidade e estrutura floral em genétipos de bananeira observaram que o0s
grdos de podlen apresentaram cinco aberturas (poliporado e policolporado).
Esses resultados discordam com os apresentados nesse trabalho, pois os
graos de pélen analisados dos dois genétipos séo classificados como
inaperturados. Essa discordancia pode estar relacionada a diferenca dos
gendtipos estudados ou pela técnica utilizada pelos autores, que néo
realizaram microscopia eletronica de varredura para a observacdo dos graos, o
que dificulta fazer inferéncias sobre a morfologia polinica.

Em relacdo ao tamanho dos grdos de polen, Dodds (1943), observou
graos haploides (n) com 129 ym e diploides com 147 ym. Em outro estudo
desenvolvido por Sathiamoorthy e Balamohan (1993) em diploides férteis, o
diametro dos graos variaram de 85 uym a 128 um, sendo que diametro
registrado para o gendtipo Calcutta 4 foi de 128 um.

A variacdo de tamanho dos grdos de pélen pode estar relacionada ao
grupo gendmico, a ploidia e ao gendtipo estudado (Ortiz, 1997). Esse mesmo
autor estudando grédos de pdlen de bananeiras verificou que houve diferenca
significativa entre as espécies M. balbisiana e M. acuminata, com 94 uym a 104
pMm de diametro, respectivamente.

A espessura da exina no genoétipo Calcutta 4 foi de 11,22 um e do
SH3263 foi 9,27 um (Tabela 2). Furness (2007) relatou que uma menor
espessura da exina pode oferecer menor resisténcia a germinacao do grao de
pélen e crescimento do tubo polinico.

O numero de grdos de podlen por flor, para o gendtipo Calcutta 4 e
SH3263 foi de 48.750 e 69.100, respectivamente (Tabela 2). Esses valores séo
superiores aos observados por Mukasa e Rubaihayo (1993) em bananeiras
diploides e triploides cultivadas na Africa do Sul, onde foi verificada uma
variacdo de 5.325 até 36.280 grdos de polen por flor. Essa diferenca esta em
concordancia com outros trabalhos que mostram a superioridade dos diploides
no que se refere a producéo de polen.

Segundo Petri et al. (1996) uma quantidade maior de anteras em uma
flor, ndo é indicativo de grande namero de gréos de pdlen, sendo o numero de
grédos de podlen em uma flor pode sofrer variacbes devido as condicdes

ambientais em que as plantas estdo submetidas. Albuquerque et. al (2010)
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observaram que cultivares de macieira desenvolvidas do Sul do Brasil
apresentaram uma quantidade maior de grédos de polen por flor em relagéo a
outras cultivares importadas, e atribuiram essa variacdo as condi¢cbes

climaticas.

Germinacéo in vitro dos gréos de polen

As andlises estatisticas mostram interacdo significativa entre os
gendtipos e os horarios de coleta, tanto para a porcentagem de germinagéo in
vitro como para o comprimento do tubo polinico (Figura 2 e 3).

Apo6s 24 horas de incubacdo no meio, foi possivel verificar uma alta
germinacao dos graos de polen nos dois genotipos estudados (Figura 2). Nyine
e Pillay (2007), estudando 20 gendtipos de bananeiras de diferentes ploidias
observaram que apds 24 horas a porcentagem de germinacgdo se torna estavel,
ndo sendo necessario tempo mais prolongado para avaliacao.

Segundo esses autores, tempos prolongados de incubacdo sao
importantes para espécies que apresentam dorméncia dos graos de polen ou
ndo atingiram a maturidade fisiologica.

A coleta dos graos de polen as 8 horas da manhd na fase de antese
proporcionou a maior porcentagem de germinacdo e comprimento do tubo
polinico (Tabela 3) (Figuras 2b e 2e). O diploide Calcutta 4 e SH3263
apresentaram 70,52% e 63 63,54%, de germinacdo respectivamente, sendo
que nos demais horarios de coleta nao houve diferenca significativa entre os
genaotipos, assim como se observou uma queda da germinagdo com o tempo
até uma perda quase total de viabilidade as 24 horas pds antese.

Por outro lado, o comprimento do tubo polinico no diploide SH3263 foi
significativamente maior que o observado no Calcutta 4, com 3,02 mm e 2,14
mm, respectivamente (Tabela 3) quando medidos na antese. Apesar da queda
no comprimento do tubo polinico depois da antese nao foram observadas
diferencas no comprimento do tubo polinico entre os genoétipos a partir de 10

horas ap0ds a antese.
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Tabela 3. Germinacao in vitro e comprimento do tubo polinico de gréos de
polen de bananeiras diploides (AA) nos diferentes horarios de coleta.

Antese 4h Pés- 10h Pé6s- 24h Pos-
Pre- 8h antese antese antese
Gendtipos antese
Porcentagem de germinacao (%)
Calcutta4 11,78aC 70,52aA 50,30aB 41,54aB 3,05aC
SH3263 9,29aC  63,54bA 49,26aB 38,87aB 8,72aC
Comprimento do tubo polinico (mm)
Calcutta 4 1,81aB 2,12bA 1,19bB 1,21aB 1,34aB
SH3263 0,32bC 3,02aA 1,81aB 1,41aB 1,19aB

Médias seguidas pela mesma letra mindscula na coluna e mailscula na linha ndo
diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,01).

Figura 2. Germinagéo in vitro de gréos de pdlen de bananeiras diploides (AA)
Calcutta 4 (a-c) e SH3263 (d-f). a,d) Pré-antese (18 horas antes da antese);
b,e) Antese (8 horas da manha); c,f) Pds-antese (24 horas apds a antese).
Barras: 3 mm.

Nos periodos da pré-antese e poés-antese ambos 0s gendtipos
apresentaram valores de germinacédo bem reduzidos, alcancando 11,78% (pré-
antese) e 3,05% (pds-antese) no Calcutta 4, e 9,29% (pré-antese) e 8,72%
(pbés-antese) no SH3263 (Tabela 3).
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Dumpe e Ortiz (1996) e Nyine e Pillay (2007) estudando a fertilidade
masculina de bananeira em diferentes gendtipos, observaram uma maior
porcentagem de germinacdo dos graos de pdlen no estigma entre 7:30 h e
10:30 h da manha.

A influéncia do horario da coleta, assim como a fase de desenvolvimento
da flor vem sendo registrada para varias espécies. Em bananeira, Soares et al.
(2015) constataram que para todos os gendtipos estudados a germinacao in
vitro dos gréos de polen foi mais elevada as 8 horas da manha. A semelhanca
do observado deste trabalho, eles também constataram uma queda nas taxas
de germinacao a medida que aumentou o tempo apos a abertura floral.

Até 12 horas pdés-antese pode-se utilizar os grédos de pdélen para a
polinizacdo, pois estes mantem uma porcentagem de germinagado considerada
satisfatoria. Scorza e Sherman (1995) consideram que um pdlen com boa
viabilidade deve apresentar de 50 a 80% de grédos germinados com tubos
polinicos bem desenvolvidos. Souza (2002), considerou uma baixa viabilidade
de grados de pdlen quando as porcentagens de germinacdo atingiam um
maximo de 30 %, intermediaria de 31 a 69 %, e acima de 70 % apresentam alta
viabilidade. Gréos de pdlen com alta viabilidade aumentam a probabilidade de
que haja fertilizacao.

Reis et al. (2011) obtiveram resultados bem superior ao encontrado
nesse estudo para o comprimento do tubo polinico no gendtipo Calcutta 4 com
16,2 mm, esse maior desenvolvimento pode ser atribuido pela utilizacdo de
uma maior concentracdo de &cido bdrico no meio de cultura, ja que a
concentracdo de sacarose foi a mesma utilizada neste trabalho.

Os mesmos autores consideraram que o meio de cultura para a
germinacdo de grédos de pdlen de acessos diploides de bananeira
suplementado com 15 % de sacarose, propicia uma melhor porcentagem de
germinacdo, e que dependendo do gendtipo, pode ocorrer variagdo na
concentracdo requisitada de &cido boérico para a germinacdo dos grédos de
polen.

Nyine e Pillay (2007) perceberam que a adigdo do néctar diluido em
solucédo de sacarose ao meio de cultura, aumenta o percentual de germinacéo

e viabilidade dos graos de pélen em gendtipos de bananeira.



27

Por outro lado, em um estudo de germinacdo de gréos de polen de
bananeira, Soares et al. (2008) observaram que o extrato do estigma em
concentracdes reduzidas (2,5 e 5 %) adicionado ao meio de cultura promoveu
a germinacao dos graos de pélen (92,75 %), ao passo que em concentracoes
mais elevadas, o efeito foi negativo (21,88 %).

O sucesso da germinacéo in vitro é influenciado por diversos fatores
como alguns constituintes do meio de cultura (sacarose, calcio, boro e agar),
temperatura e o tempo de incubacdo. A sacarose e o0 acido borico fornecem
energia e estimulam o desenvolvimento do tubo polinico, sendo variavel a
presenca de outros nutrientes (MIRANDA; CLEMENT, 1990; TAYLOR,;
HEPLER, 1997).

Youmbi et al. (2011) otimizando as condi¢des para a germinacao in vitro,
conservacdo e armazenamento de polen de trés gendtipos diploides de
bananeira (Musa acuminata), observaram que o meio com valores de pH entre
6,5 e 6,8 permitiram uma maior porcentagem de germinacdo dos graos de
pélen in vitro.

Entretanto, apesar da germinacgdo in vitro ser o método mais utilizado
para avaliagdo da viabilidade polinica, o meio de cultura utilizado pode néo
simular completamente as condicbes ideais do estigma, e nao atender
totalmente aos requisitos para elongacédo normal do tubo polinico (SHI-QIANG,
2008). Por isso a utilizacdo de outros estudos complementares pode subsidiar

melhor as avaliagdes realizadas.

Testes histoquimicos dos gréos de pdlen

Os trés corantes utilizados permitiram a deteccdo de grdos de poélen
vidveis e inviadveis (Figura 3). No entanto, foi observada uma interagcéo
significativa entre os fatores (genétipos x corantes). Os grdos de polen corados
com carmim acético 1 %, demonstraram altas taxas de viabilidade para ambos
0s gendtipos, Calcutta 4 com 81,67 % e SH3263 com 88 %. Para 0s corantes
TTC e solucdo de Alexander 2 % as porcentagens de viabilidade dos graos de
polen foram menores nos dois gendtipos, quando comparado com 0 carmim
acético (Tabela 4). Entretanto os valores obtidos foram mais préximos ao que

foi observado na germinacéao in vitro (Tabela 3), caracterizando o corante TTC
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e a solucdo de Alexander como os mais adequados para estimar a viabilidade
polinica dos graos de pdlen de bananeira.

A viabilidade polinica é uma caracteristica decisiva a fertilizagéo,
podendo ser determinada através de um grande numero de técnicas que
incluem a indugdo da germinagdo do pdlen in vivo ou in vitro e os métodos
baseados em parédmetros citologicos, como a reacbes usando corantes e
fluorocromos (SHIVANNA; JOHRI, 1985; DAFNI, 1992; KEARNS; INOUYE,
1993; OLIVEIRA et al., 1999). No entanto, a utilizacdo de apenas uma técnica
para se estimar a viabilidade do grdo de polen pode superestimar ou
subestimar os resultados, sendo de suma importancia adotar diferentes
métodos com o intuito de se obter resultados mais confiaveis na determinacao
de viabilidade polinica (RODRIGUEZ-RIANO; DAFNI, 2000).

TTC ALEXANDER CARMIM ACETICO

Figura 3. Viabilidade dos graos de pdélen de bananeiras diploides por meio de
testes histoquimicos, evidenciando a presenca de grdos de poélen viaveis e
inviaveis (setas). a-c) Calcutta 4; d-f) SH32-63; a-d) TTC; b-e) Solucdo de
Alexander 2 %; c-f) Carmim acético 1 %. Barras: 200 pm.
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Tabela 4. Viabilidade de gréos de pélen em gendtipos de bananeiras diploides
em diferentes testes histoquimicos. Médias seguidas pela mesma letra
minuscula (genotipos) e letras mailsculas (testes histoquimicos) ndo diferem
entre si pelo teste de Tukey (p<0,01).

TTC Carmim Acético

Genétipo Solucéo de
1% Alexander 2 % 1%
Calcutta 4 76,33 aB 72,33aB 88,00aA
SH3263 62,33bB 69,67aB 81,67aA

Médias seguidas pela mesma letra mindscula na coluna e mailscula na linha ndo
diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,01).

O uso de corantes € um método relativamente seguro para estimar a
viabilidade de grdos de pdlen, permitindo a elaboracdo de conclusdes
importantes sobre a integridade dessas estruturas (MENCK et al., 1990).

A solucdo de Alexander € considerada como um dos corantes mais
confidveis em estudos de viabilidade polinica, pela diferenciacdo da coloragéo
do protoplasma e a parede celular (AULER et al., 2006). Os grédos de pélen
inviaveis coram-se de verde, e os viaveis de roxo/avermelhado, sendo que o
verde de malaquita reage com a celulose da parede do grao de pdlen,
enquanto que a fucsina acida reage com o protoplasma (ALEXANDER, 1980).

O corante TTC detecta a atividade de enzimas desidrogenases
envolvidas na atividade respiratdria de tecidos vivos, sendo que essa atividade
esta intimamente associada a germinabilidade dos grdos de pdlen (DERIN;
ETI, 2001).

Por outro lado, o carmim acético é um método simples para verificar a
presenca do citoplasma em gréos de pélen e determinar a quantidade de graos
de polen normalmente desenvolvidos e maduros, distinguindo-os dos
subdesenvolvidos. O carmim aceético indica a presenca de elementos
estruturais, o que nao implica na consequente viabilidade dos grdos de podlen
gue se coraram (FERRARA et al., 2007). Por isso, geralmente os valores
obtidos mediante coloragcdo com carmim geralmente sdo superiores ao de

outros corantes, como o TTC e FDA.
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Mazzeo et al (2014) compararam trés técnicas para determinar a
viabilidade do polen em oliveira (Olea europaea L.), coloragdo com carmim
aceético, fluoresceina diacetato (FDA) e germinacdo em meio de cultura, e
concluiram que a coloracdo com carmim € um indicativo do niumero de gréos
de polen completamente formados e os resultados geralmente sao
superestimados. Por outro lado, as outras duas técnicas apresentaram valores
mais baixos e sdo mais realistas para avaliar a viabilidade dos gréos de pdlen.

Em bananeira, Dumpe e Ortiz (1996) comparando a viabilidade dos
graos de poélen em cultivares diploides (AA e BB), triploides (AAB, AAA) e
tetraploides (AAAB) por meio de testes histoquimicos utilizando o TTC,
observaram que a ploidia e o grupo gendémico interferem significativamente na
viabilidade e na quantidade de graos de pdélen. O gendtipo diploide Calcutta 4
apresentou 100 % de viabilidade, assim como os genétipos Higa 111-97, Long
Tavoy, Pa Songkla e Waigu, sendo todos esses diploides. Nos gendétipos
triploides e tetraploides a viabilidade variou de 30 a 90%. Entretanto, os autores
relatam que nenhum dos acessos triploides avaliados apresentou niveis de
producado de polen suficientes para justificar a sua utilizacdo como progenitores
masculinos em programas de melhoramento. Além disso, os triploides
possuem gametas desbalanceados e ndo sédo recomendados como doadores
de graos de pélen em programas de melhoramento genético.

A alta viabilidade polinica dos genotipos reflete um comportamento
meidtico regular que esté intimamente relacionado ao grau de fertilidade dos
gametas. Qualquer espécie de anormalidade durante esse processo pode
acarretar o surgimento de grdos de poélen anormais ou inviaveis
(MASCARENHAS, 1992; HORNER; PALMER, 1995).

Comparando-se o resultado da germinacdo in vitro com o dos testes
histoquimicos aplicados nos gendétipos Calcutta 4 e SH3263 neste estudo,
nota-se que o carmim acético apresentou valores mais elevados de viabilidade
que os observados com o TTC e a germinacao in vitro. Como o carmim acético
mostra a integridade dos grdos de pdlen, e ndo necessariamente que agueles
se coram Ssao viaveis, esta técnica ndo foi considerada a mais adequada para a
determinacdo da taxa de fertiidade dos grdos de pdlen em bananeira.

Resultados semelhantes foram obtidos por Soares et al. (2008) em que a
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coloracdo com carmim acético superestimou a viabilidade em gréos de polen
de bananeiras diploides.

Munhoz et al. (2008) observaram que o teste histoquimico utilizando o
carmim aceético superestimou os valores de germinacdo in vitro em mais de
90%, enquanto que o uso do teste com o TTC forneceu uma estimativa de
viabilidade mais proxima ao teste de germinacao in vitro.

Considerando todos os testes que foram realizados, o gendétipo Calcutta
4 apresentou maior viabilidade polinica em comparacdo com o hibrido SH3263.
Esses resultados podem estar relacionados por um genoétipo ser silvestre e
outro melhorado. Vieira et al. (2012) encontrou maiores percentuais de
viabilidade polinica em espécies silvestres de Manihot, em detrimento das
espécies cultivadas. As mais altas percentagens de germinacdo e comprimento
de tubo polinico foram também observadas em gendétipos silvestres de

abacaxizeiro (Soares et al. 2011).

Morfoanatomia do estigma e estilete

As bananeiras Calcutta 4 (diploide), Prata And e Grande Naine
(triploides) ndo apresentaram diferencas morfoanatdbmicas no estigma e estilete
(Figura 4). O estigma da bananeira é trilobado, umido (Figura 4b, f), com
papilas estigmaticas pluricelulares bastante desenvolvidas por toda superficie,
que identificam quimicamente os gréaos de polen (Figura 4c, d).

Os estiletes apresentam uma estrutura sélida, comprida e lisa e séo
formados por epiderme unisseriada, sendo que as células da face externa
apresentam paredes periclinais externas levemente convexas, revestidas por
cuticula estriada. Na face interna as células epidérmicas apresentam
citoplasma denso, ndcleo proeminente e cuticula lisa. Os estiletes apresentam
trés feixes vasculares maiores externamente e seis feixes vasculares menores

proximo ao canal estilar dispostos no parénquima fundamental (Figura 4e, f, g, i).
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And e Grande Naine. a) Vista geral do estigma e estilete; b, d) Seccao
longitudinal do estigma; c,d) papilas tubulares da superficie estigmatica; e, f, g)
Seccéo transversal do estilete; h, i) Seccao longitudinal do estilete; b, d, f, g, i)
SecgBes anatdbmicas observadas em microscopio de luz (ML); a, c, e, h)
Caracteristicas morfolégicas observadas por microscopia eletrdnica de
varredura (MEV). ce) canal do estilete; cs) células secretoras; ee) epiderme
externa; ei) epiderme interna; es) estigma; et) estilete; fv) feixe vascular; pf)
parénquima fundamental. pp) papilas; tt) tecido transmissor. Barras: a) 1 mm;
b, e, f, i) 500 uym; g, h) 200 um; c, d) 100 ym.

O estigma se apresenta como uma regido bastante propicia ao
crescimento do tubo polinico, por ser composto de inUmeras papilas que tem a
funcdo de secretar substancias e enzimas que irdo auxiliar na germinacao dos
gréos de polen. Essa estrutura possui uma grande importancia na sele¢do dos
grdos de podlen no processo de reconhecimento, durante reacdes de
compatibilidade ou incompatibilidade (MARIATH et al. 2006).

A incompatibilidade depende de fatores favoraveis e desfavoraveis,

como a viabilidade do pdlen, a receptividade estigmética e da interacdo
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genética que ocorrem entre o grdo de pdlen e tecidos carpelares, no caminho a
ser percorrido pelo tubo polinico (DAFNI, 1992; MASCARENHAS, 1992).

Receptividade do estigma

A receptividade do estigma foi muito forte desde a antese (as 8h da
manhd) até 10 horas pos-antese (as 18h) nos trés genotipos estudados. Essa
receptividade foi bastante reduzida na pré-antese (14 horas antes da antese),
assim como 24 horas apos a antese (Tabela 5 e Figura 5).

Tabela 5. Receptividade do estigma com peroxido de hidrogénio em gendtipos
de bananeiras em diferentes horéarios de avaliacéo.

14 horas
L 4 horas 10 horas 24 horas
Genotipos antes da Antese , , »
pos-antese poOs-antese pos-antese
antese
Calcutta 4 + +++ +++ +++ +
Prata Ana + +++ +++ +++ +
Grande Naine + +++ +++ +++ +

(+) resposta positiva fraca; (+++) resposta positiva muito forte. Metodologia adaptada de Dafni
e Maués, 1998.

Figura 5. Avaliagéo da receptividade oéiswtima em bananeira (Calcutta 4)
com peréxido de hidrogénio; a) Pré-antese; b) antese; c) pos-antese. Setas =
regido da receptividade. Barras: 0.8 mm.

No teste com peroxido de hidrogénio a 3 % a receptividade é
caracterizada pela presenca de bolhas de ar na superficie estigmética,
indicando que o0 mesmo se encontra apto para receber os grdos de poélen

(Figura 8-b). A menor quantidade ou auséncia dessas bolhas indica que o
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estigma ndo esta receptivo. Esta metodologia é considerada simples e barata e
identifica a reagédo da enzima peroxidase presente no estigma no qual promove
essa liberacdo de bolhas de ar (DAFNI; MAUES, 1998).

A presenca de enzimas esterases e peroxidases na superficie do
estigma tem sido correlacionada como um indicativo de receptividade
(HESLOP-HARRISON; SHIVANNA, 1977; DAFNI; MAUES, 1998,
PRECZENHAK, 2011).

Em algumas espécies a receptividade pode variar de acordo com o
genaotipo e com o estagio floral de desenvolvimento. Em um estudo realizado
por Preczenhak et. al. (2011) utilizando o peréxido de hidrogénio para estimar a
receptividade estigmética, foi observado que todas as cultivares de tomate
analisadas apresentaram estigmas receptivos antes da ocorréncia da antese,
sendo que a velocidade de formacdo de bolhas aumentava de acordo com o
desenvolvimento floral.

O método utilizando o perdxido de hidrogénio para observacdo da
receptividade deve ser realizado tomando-se um cuidado especial, a fim de
evitar erros de leitura dos dados, ou uma resposta falsa positiva uma vez que o
teste também acusa a presenca de bolhas, caso o estigma apresenta danos

mecéanicos em sua superficie.

Morfoanatomia da regido apical do ovario

Na regido apical do ovario das flores femininas de bananeira, acima dos
I6culos e da insercdo dos primeiros 6vulos encontra-se o nectario (KIRCHOFF,
1992). O nectario € um 0rgao especializado que contém milhares de células
gue formam um labirinto e possui um parénquima subglandular vascularizado
com citoplasma denso e bem corado, caracterizando-as como células
secretoras.

No gendtipo diploide (Calcutta 4) ndo foi observada nenhuma necrose
aparente nem antes e nem apoOs polinizagdo (Figura 6a). Entretanto nos
genotipos triploides (Prata-and e Grande Naine) foi observada a presenga de
uma necrose no nectario mesmo antes da antese (Figuras 6b e 6c¢), e que se

intensifica apds a polinizacdo e resulta na desintegracéo das células.
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CALCUTTA 4 PRATA ANA GRANDE NAINE

Figura 6. Cortes frescos, microscopia varredura e de luz da regido do nectario
em gendtipos de bananeira: Calcutta (a, d, g, j, m), Prata Ana (b, e, h, k, n) e
Grande Naine (c, f, i, I, 0). a, b, ¢ - Corte fresco do nectario, evidenciando
presenca de necrose nos genétipos Prata And (b) e Grande Naine (c). d-i -
Microscopia de varredura do nectario mostrando que a morfologia €
semelhante nos trés genotipos, apesar da presenca de necrose nos triploides.
j-0 - Seccédo longitudinal do nectéario, onde no diploide as células epiteliais
apresentam-se normais e nos triploides observa-se células do parénquima
fundamental com coloracdo escura em consequéncia da necrose. cs); células
secretoras; pf) parénquima fundamental; pp) papilas; rn) regidao do nectario; tt)
tecido transmissor. Barras: 0,5 mm.
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Mesmo com a presenca de necrose, ndo foram observadas diferencas
morfolégicas na regido do nectrio nos gendtipos estudados (Figuras 6d-i).
Esses resultados corroboram com os encontrados em um estudo sobre a
anatomia do ovario em trés espécies da familia Musaceae (Musa velutina H.
Wendl. & Drude, Musa ornata W. Roxburgh e Musa cv. Go Sai Yung), onde foi
observada semelhancga na estrutura anatémica nas trés espécies investigadas
(KIRCHOFF, 1992).

Resultados semelhantes também foram observados por Ren e Wang
(2007), nas descricbes do nectario em Musa basjoo Siebold & Zucc. ex linuma.
Esses autores, estudando os nectarios florais de trés géneros (Musa, Musella e
Ensete), observaram semelhanca nas células epiteliais (, nos tecidos
vasculares e nas aberturas dos nectarios, no entanto, as diferencas
encontradas foram na forma das secdes longitudinais e transversais, no arranjo
das cuticulas secretoras e na presenca do material fibrilar.

Fahn e Benouaiche (1978) sugerem que a secrecao do nectario ocorre
em funcdo das organelas (reticulo endoplasmatico e complexo de Golgi)
presentes no parénquima fundamental do tecido. O parénquima é revestido por
uma epiderme unisseriada e inUmeras papilas pluriestratificadas (Figura 6d, e,
f, g, h,i).

Foi possivel observar em todos os gendtipos um tecido transmissor
localizado em paralelo a regido do nectario, com destaque para o genétipo
Calcutta 4 (Figura 9j). O tecido transmissor se estrutura logo abaixo do estigma
e segue centralmente posicionado por todo o comprimento do estilete até o
ovario, apresentando células alongadas de paredes espessas. Esse tecido €
responsavel pelo direcionamento dos tubos polinicos para o ovario e
possivelmente a fertilizagdo (SMITH et al., 2013).

Fahn e Benouaiche (1978) estudando a  ultraestrutura e o
desenvolvimento dos nectarios em flores da bananeira perceberam que nas
fases iniciais do seu desenvolvimento, a ultraestrutura do nectario de Musa
paradisiaca L. var. sapientum Kuntze e Dwarf Cavendish eram semelhantes.
Esses mesmos autores verificaram que nas bananeiras triploides (Cavendish),
em alguns estadios de desenvolvimento, os nectarios ndo secretavam néctar, e

que as células do epitélio se desintegravam antes mesmo da maturagao.
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CONCLUSOES

Os graos de polen dos gendtipos diploides se mostraram similares
quanto ao tamanho e morfologia, sendo que a maior porcentagem de
germinacao in vitro ocorreu as 8 horas da manha (antese), no entanto, gréos
de polen coletados 4 horas apdés a antese também podem ser utilizados em
cruzamentos, pois ainda mantém cerca de 50% de viabilidade.

N&do foram observadas diferengcas morfoanatbmicas no estigma de
bananeiras diploides e triploides, sendo constatada uma maior receptividade
estigmatica as 8 horas, no mesmo periodo em que os grdos de polen
apresentam maior viabilidade.

A morfologia do nectario das cultivares triploides, que apresenta
necrosamento, € muito semelhante a de cultivares diploides que néo
apresentam necrose. Entretanto, cortes histolégicos mostram a ocorréncia de

desintegracdo das células do parénquima fundamental.
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BANANEIRAS DIPLOIDES E TRIPLOIDES?

2 Artigo a ser ajustado e submetido a Scientia Horticulturae.
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DINAMICA DO CRESCIMENTO DO TUBO POLINICO EM
BANANEIRAS DIPLOIDES E TRIPLOIDES

RESUMO: Objetivou-se estudar a dindAmica do crescimento do tubo polinico em
gendtipos de bananeira e verificar a existéncia de barreiras fisicas que
inviabilizem a fertilizacdo e consequentemente a producdo de sementes em
cultivares triploides. As flores femininas do diploide Calcutta 4, e dos triploides
Prata Ana e Grande Naine foram polinizadas manualmente, coletadas 8, 24,
32, 48, 56 e 72 horas apds a polinizacdo e submetidas a reacao
fluorocromatica. Amostras de flores foram coletadas de 0 até 60 dias apos a
polinizacdo, sendo contabilizados o nimero e o diametro dos Ovulos, bem
como o numero de sementes geradas ap6s o amadurecimento dos frutos.
Utilizou-se uma andlise de regressdo e 0s modelos matematicos foram
ajustados de acordo com as equacdes e coeficiente de determinacéo. Todos 0s
genotipos apresentaram alta porcentagem de germinacédo dos gréos de pélen
sobre o estigma e crescimento do tubo polinico 8 horas ap6s a polinizagéo.
Observou-se fecundacédo 32 horas apds a polinizacdo no gendétipo Calcutta 4,
onde nao foram detectadas barreiras fisicas que inviabilizassem esse evento.
Em Prata Ana, nao foi observada a fertilizacdo. Na Grande Naine ocorreram
anormalidades no crescimento do tubo polinico na regido do nectario, como
tubos retorcidos, curtos ou crescendo em dire¢cdes opostas e sem orientacao,
deposicao irregular de calose e crescimento tardio e insuficiente. Houve
diferenca significativa no diametro dos o6vulos, sendo que a Calcutta 4
apresentou crescimento continuo, com a semente atingindo 6,50 mm de
didmetro aos 60 dias apds a polinizacdo. Nos genétipos Prata And e Grande
Naine ocorreu um declinio do didmetro dos O6vulos, em virtude da néo
fertilizacdo e consequente aborto dos 6vulos. A producdo de sementes nos
genotipos Prata And e Grande Naine foi significativamente afetada pelas

anormalidades do crescimento do tubo polinico.

Palavras chave: Musa spp. L., barreiras reprodutivas, estigma, fertilidade,

graos de polen.
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POLLEN TUBE GROWTH DYNAMICS IN DIPLOID AND TRIPLOID BANANA

ABSTRACT: This work aimed to study the dynamics of pollen tube growth in
banana genotypes and evaluate the physical barriers that cause non-fertilization
and consequently the seeds production in triploid cultivars. The female flowers
of Calcutta 4, Prata and Grande Naine were pollinated and collected 8, 24, 32,
48, 56 and 72 hours after pollination and submitted to fluorocromatic reaction. In
samples of flowers collected from 0 to 60 days after pollination the number and
diameter of the eggs were recorded as well as the number of seeds generated
after the fruits ripening. Regression analysis and mathematical models were
used and have been adjusted according to the equations and coefficient of
determination. All genotypes showed high percentage of germination of pollen
grains on the stigma and pollen tube growth 8 hours after pollination.
Fertilization was observed 32 hours after pollination to Calcutta 4 genotype,
where physical barriers have not been detected. In Prata Ana cultivar, there
was no fertilization. In Grande Naine occurred abnormalities in pollen tube
growth at nectary region, such twisted and short tubes, growing in different
directions without guidance, irregular deposition of callose and delayed and
insufficient growth. There was a significant difference in the diameter of the
eggs, and the Calcutta 4 showed continuous growth in the seed reaching 6.50
mm diameter at 60 days after pollination. In Prata Ana and Grand Naine a
decline in the diameter of the eggs was observed due to the non-fertilization
and subsequent abortion of eggs. Seed production in Prata Ana and Grande

Naine was significantly affected by the abnormal growth of the pollen tube.

Key words: Musa spp. L., reproductive barriers, stigma, fertility, pollen grains.
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INTRODUCAO

A bananeira é uma das fruteiras de grande importancia econdémica e
social com uma producdo mundial de 144,56 milhdes de toneladas em 2013,
destacando-se como os principais produtores a india, China, Filipinas, Equador
e Brasil (FAO, 2015). O processo evolutivo das cultivares de banana engloba
0S grupos génicos A (Musa acuminata Colla) e B (M. balbisiana Colla)
agrupados em trés niveis cromossémicos, os diploides (AA, BB e AB),
triploides (AAA, AAB e ABB) e tetraploides (AAAA, AAAB, AABB e ABBB)
(SIMMONDS; SHEPHERD, 1955).

Os programas de melhoramento genético de bananeira tém dedicado
atencdo principalmente na obtencdo de variedades que sejam produtivas e
resistentes a pragas e doencas (OLIVEIRA et. al.,, 1999). Os frutos das
bananeiras diploides geralmente apresentam sementes, enquanto que, as
bananas de interesse comercial séo triploides (2n=33) ndo possuem sementes,
e a sua propagacao é exclusivamente vegetativa (SHEPHERD et al., 1984).

As variedades triploides do subgrupo Cavendish, sdo as cultivares com
caracteristicas apreciadas no mercado internacional, representando
aproximadamente 45 % da producdo mundial (BAKRY et al., 2009). Essas
cultivares apresentam alto grau de esterilidade, além da suscetibilidade as
principais pragas e doencas, como sigatoka amarela e negra, mal-do-panama,
fatores estes, que, justificam estudos mais detalhados que viabilizem o
melhoramento genético e garantam o futuro da bananicultura (SHEPHERD et
al., 1986; SILVA, 2006).

A hibridacdo artificial permite a obtencdo de variabilidade genética,
visando reunir em um mesmo genotipo, caracteristicas desejaveis, entretanto,
barreiras reprodutivas resultam na incapacidade total ou parcial de espécies ou
cultivares de se cruzarem ou autofertilizarem, que derivam de mecanismos de
incompatibilidade ou incongruéncia (SILVEIRA, et al., 2010).

A nado obtencdo de hibridos pode esta relacionada a existéncia de
barreiras pré-zigoticas, as quais ocorrem pela incapacidade de germinacao do
grao de pdlen no estigma, ou inibicdo do crescimento do tubo polinico no

estilete, ou por barreiras pos-zigoticas, que resultam da auséncia de fertilizagdo
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ou aborto do embrido em diferentes fases de desenvolvimento (VERVAEKE et
al. 2001; 2002).

Na literatura existem poucas informacdes que revelam quais as barreiras
reprodutivas que inviabilizam a fertilidade nas cultivares triploides de bananeira.
Um dos fatores responsaveis pela auséncia ou baixa producdo de sementes
em cultivares triploides de bananeira podem ser em virtude da desintegracéo
das células do epitélio do nectario antes mesmo da maturacao, influenciando
na orientacao dos tubos polinicos (FAHN; BENOUAICHE, 1978).

Essa auséncia de sementes também pode estar relacionada a intensa
selecdo agrondmica, um reflexo do processo de obtencéo dessas cultivares
sem semente, ou devido a causas ainda nao investigadas (SHEPHERD et al.,
1986). Fortescue e Turner (2005a) relataram que a contribuicdo para uma
maior esterilidade em bananeiras triploides ocorre devido a falhas no saco
embriondrio causadas pelo desbalanceamento na distribuicdo dos
Cromossomos.

Além das anormalidades meibéticas, a esterilidade em variedades de
bananeiras pode desencadear-se por outros fatores que ndo necessariamente
sejam de origem genética, como o crescimento insuficiente do tubo polinico e
fatores de genético (SHEPHERD et al., 1987; FORTESCUE; TURNER, 2005b).

Estudos baseados em microscopia de fluorescéncia utilizando a anilina
azul permitem analisar caracteristicas relacionadas a germinacdo dos tubos
polinicos e suas taxas de crescimento, contribuindo, do mesmo modo, para
analisar hibridacbes efetivas em programas de melhoramento genético e
consequentemente, elucidar algumas formas da infertilidade (KEARS &
INOUYE, 1993; BANDEIRA et. al., 2011). E de fundamental importancia se
conhecer as causas e o local exato das barreiras reprodutivas, para posterior
utilizacé@o de técnicas a fim de supera-las.

Tendo em vista a caréncia de informacdes sobre as barreiras
reprodutivas em bananeiras, o presente trabalho teve como objetivo investigar
as possiveis causas da infertilidade em gendtipos triploides por meio da técnica

de microscopia de fluorescéncia com anilina azul.



51

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados como parentais femininos os genoétipos Calcutta 4
(diploide, AA), Prata Ana (triploide, AAB) e Grande Naine (triploide, AAA), e
como masculinos os genadtipos Calcutta 4 e SH3263 (diploide, AA). Nas plantas
receptoras de grdos de polen as flores femininas foram ensacadas na preé-
antese, evitando-se a autopolinizacdo e a contaminacdo por graos de polen
trazidos por insetos. Grdos de polen dos parentais masculinos foram
depositados no estigma das flores femininas no periodo da antese, quando
ocorre maior viabilidade de pdlen e receptividade do estigma. ApOs este
processo, as flores femininas foram etiquetadas e novamente protegidas com
sacos de tecido.

Coletou-se dez pistilos de cada cruzamento em diferentes intervalos de
tempo apls a polinizagdo (8, 24, 32, 48, 56 e 72 horas). Os pistilos foram
fixados em solugcéo Carnoy (3 partes de etanol:1 parte de acido acético glacial),
por 24 horas, lavados em solucéo de etanol 70 % e clarificados em solucéo de
sulfito de sédio (10 %) onde o mesmo foi autoclavado por 2 horas, a 120 °C,
com o intuito de clarificar e amolecer os tecidos.

A coloracéo foi feita com solucdo de azul de anilina (0,01 %) em tampéao
de fosfato tribasico, overnight. Depositou-se os tecidos sobre laminas de vidro
onde foram submetidas ao processo de esmagamento. Para se verificar a
germinacdo dos graos de pdlen no estigma e o desenvolvimento dos tubos
polinicos ao longo do pistilo utilizou-se microscopia de fluorescéncia com filtro
ultravioleta (MARTIN, 1959). As laminas foram analisadas em fotomicroscépio
OLYMPUS U-RFL-T (Olympus, Tokyo, Japao).

Para avaliar o crescimento do tubo polinico no pistilo nos gendétipos
diploides e triploides, foram utilizadas dez flores para cada cruzamento,
considerando-se sete regides pré-determinadas conforme o trabalho de
Bandeira et al. (2011): 1) tubo polinico no estigma, sem crescimento no estilete;
2) tubo polinico no primeiro terco do estilete; 3) tubo polinico no segundo terco
do estilete; 4) tubo polinico no terceiro terco do estilete; 5) tubo polinico no
interior do ovario; 6) tubo polinico préximo ao o6vulo; e 7) tubo polinico

penetrando na micropila. Foram utilizadas dez repeticdes (laminas) para cada
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cruzamento. A frequéncia desses eventos nos cruzamentos foi estimada em
cada genétipo conferindo graus, que incluiram: (-) Ausente; (+) Pouco
frequente; (++) Frequente; (+++) Muito Frequente.

Em paralelo, foram contabilizados o nimero e o didametro dos 6vulos nos
diferentes cruzamentos em trés frutos da regido mediana da penca de plantas
diferentes antes da polinizacdo e 1, 2, 3,5, 7, 9, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 30 e 60
dias apos a polinizacdo. Foram medidos 30 6vulos por fruto, observados em
um estereomicroscopio Leica EZ4 D (Leica, Wetzlar, Alemanha) utilizando o
programa ImageJ 1.46 (RASBAND, 2012). Utilizou-se a analise de regresséao e
os modelos matematicos foram ajustados de acordo com as equacdes e 0S
maiores valores do coeficiente de determinagdo (R?). As andlises foram
realizadas por meio do programa computacional SAS (SAS Institute Inc., 2010).

Foi também contabilizado o niumero de sementes geradas em cruzamentos
aleatorios utilizando o gendtipo Calcutta 4, Prata Ana e Grande Naine, em trés
frutos ap6s o0 amadurecimento, totalizando trés repeticdes para cada genétipo.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Todos 0s gendtipos apresentaram alta porcentagem de germinacdo dos
graos de polen sobre o estigma e crescimento do tubo polinico no terco
superior e mediano do estilete 8 horas apds a polinizacao, nos trés genoétipos
estudados (Tabela 1; Figuras 1a, 1b, 2a, 2b, 3a, 3b). Soares et al. (2014),
observaram que os graos de pdélen germinaram sobre o estigma de gendtipos
diploides e triploides, porém a germinacdo em diploides é mais rapida e em
maior quantidade. Essa diferenca entre os genétipos também foi registrada
nesse trabalho. Cerca de 24 horas ap0s a polinizacao ja foi possivel detectar o
crescimento de inumeros feixes de tubos polinicos continuos na entrada do
ovario no genétipo Calcutta 4, sendo que esse evento s6 foi observado nos
genotipos triploides, 32 horas apos polinizacdo e em menor quantidade (Tabela
2; Figuras 1b, 1c, 2e, 3f, 3Q).
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Schifino-Wittmann e Dall’Agnol (2002) e McClure et al. (2011) relataram
gue quando ha uma compatibilidade entre os gréos de pdlen e estigma, ocorre
uma deposicdo reticulada de calose no interior do tubo polinico, que tem a
funcdo de proteger e permitir o seu trasporte até ovario e consequentemente a
fertilizacdo. Porém, se houver incompatibilidade a deposicao de calose ocorre
de forma irregular com o rompimento e inibicdo do crescimento do tubo
polinico.

Outras funcdes sao atribuidas a calose como a manutencao da pressao
de turgescéncia e manutencdo do equilibrio osmotico em seu interior (UNAL et
al., 2013), bem como a sua deposicdo em intervalos periddicos, formam
tampdes que mantém a expansao dos tubos polinicos na regido apical ativa
(GEITMANN; STEER, 2006).

Tabela 1. Frequéncia e horario de observacdo dos eventos da dinamica do
crescimento do tudo polinico em bananeiras diploides e triploides apos a
polinizac&o utilizando pdélen de Calcutta 4.

Parentais femininos

Calcutta 4 Prata And  Grande Naine
Germinacéo dos graos de pélen +++ (8h) +++ (8h) +++ (8h)
sobre o estigma
Penetracéo dos tubos polinicos +++ (8h) +++ (8h) +++ (8h)
no terco superior do estilete
Penetracéo dos tubos polinicos +++ (24h) +++ (24h) +++ (24h)
no terco mediano do estilete
Penetracdo dos tubos polinicos +++ (24h) +++ (24h) ++ (24h)
no tergo inferior do estilete
Penetracéo dos tubos polinicos +++ (24h) + (32h) + (32h)
na regido do nectario
Penetracdo dos tubos polinicos +++ (32h) + (32h) - (32h)
na entrada do ovério
Tubos polinicos fertilizando os +++ (32h) - (48h) - (48h)

ovulos

(-) Ausente; (+) Pouco frequente; (++) Frequente; (+++) Muito Frequente. (8, 24, 32, 48 horas

apos a polinizacéo).
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Figura 1. Dindmica do crescimento do tubo polinico em bananeira diploide.
Hibridagdes entre Calcutta 4 (AA) (?) e SH3263 (AA) (J). a) Germinagéo dos
gréos de polen sobre o estigma 8 horas ap0s a polinizacdo; b) Tubos polinicos
crescendo no primeiro terco do estilete, 24 horas apds a polinizacdo; c-d)
Feixes de tubos polinicos passando pelo nectario, 32 horas apos a polinizagéo,
evidenciando a deposicao de calose regular nos tubos polinicos; e-f) Tubos
polinicos no interior do ovario 32 horas apds a polinizacdo, evidenciando a
grande quantidade de tubos polinicos nesta regido e circundando os 6vulos; g-
i) Tubos polinicos penetrando na micropila 32, 56 e 72 horas apés a
polinizacdo, respectivamente. es) estigma; et) estilete; ft) feixes de tubos
polinicos; fv) feixe vascular; gp) grédo de pdlen; ov) évulo; mi) micrépila; pc)
placas de calose; pl) placenta; rn = regido do nectario; tp) tubo polinico. Barras
= a-f) 1 mm; g-i) 200 pm.

As diferencas observadas entre os cruzamentos foram a partir do terco
inferior do estilete, sendo que em Grande Naine os tubos polinicos foram
visualizados em menor quantidade quando comparados com a Calcutta 4 e
Prata And. Essa reducdo do numero de tubos polinicos é mais acentuada na
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regido do nectario (entrada do ovario) em Grande Naine e Prata Ana (Tabela 1;
Figuras 1c-d, 2c-d, 3d)

Figura 2. Dinamica do crescimento do tubo polinico em bananeira triploide
Prata Ana (AAB) (?) em hibridac6es com Calcutta 4 (AA) (3). a) Germinagao
dos grdos de pdllen sobre o estigma 8 horas apOs polinizacdo; b) Tubos
polinicos crescendo no primeiro terco do estilete as 24 horas apos a
polinizacdo, evidenciando poucos tubos nessa regido; c-d) Tubos polinicos
passando pela regido necrosada do nectario 32 horas apos a polinizacéo,
evidenciando a desorientacdo de alguns tubos polinicos e a deposicdo de
calose irregular; e€) Poucos tubos polinicos circundando os 6vulos no interior do
ovario 32 horas ap6s a polinizagdo; f) Ovario evidenciando o6vulos néo
fertilizados 56 horas apds a polinizacdo. es) estigma; et) estilete; ft) feixes de
tubos polinicos; fv) feixe vascular; gp) gréo de podlen; ov) évulo; pc) placas de
calose; pl) placenta; rn = regido do nectario; tp) tubo polinico. Barras = 1 mm.

Em relacdo a penetracdo dos tubos polinicos no ovério, o genotipo
Calcutta 4 apresentou uma elevada quantidade de tubos polinicos,
demonstrando que ndo existem barreiras fisicas que inviabilizem a fertilizacao
no genatipo diploide analisado. Em contraste, em ambas as cultivares triploides
(Prata And e Grande Naine) ndo houve penetracdo dos tubos polinicos,
confirmando a existéncia de algum nivel de barreira reprodutiva que
compromete a fertilizacdo (Tabela 1).
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Figura 3. Dinamica do crescimento do tubo polinico em bananeira triploide
Grande Naine (AAA) () em hibridizacdes com Calcutta 4 (AA) (&). a)
Germinacédo dos graos de polen sobre o estigma 8 horas apés polinizacéo; b)
Tubos polinicos crescendo no primeiro terco do estilete 24 horas apds a
polinizacdo; c-d) Poucos tubos polinicos passando no terceiro terco do estilete
32 horas apos a polinizacéo; d) Regido do nectario evidenciando a auséncia de
tubos polinicos 32 horas ap6s a polinizacéo; e-g) Tubos polinicos enovelados,
desorientados e sessando o crescimento na regido necrosada do nectario 48,
56 e 72 horas apoOs polinizacédo, respectivamente; h-i) Ovario evidenciando
auséncia de tubos polinicos e 6vulos néo fertilizados, 56 e 72 horas apés a
polinizacdo, respectivamente. es) estigma; et) estilete; fv) feixe vascular; gp)
gréo de pdlen; ov) 6vulo; pc) placas de calose; pl) placenta; rn = regido do
nectario; tp) tubo polinico. Barras = 1 mm.

Foi possivel observar tubos polinicos circundando os évulos e inUmeros
ovulos fertilizados 32 horas apdés a polinizacdo em Calcutta 4 (Tabela 2;
Figuras 1le-i). JA em Prata Ana poucos tubos foram observados circundando os
ovulos mais préoximos do estigma. No nectario de Grande Naine foram
observadas anormalidades do tubo polinico, como tubos retorcidos, tubos

polinicos curtos ou crescendo em dire¢cdo oposta e sem orientacéo, deposicéo
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irregular de calose e crescimento tardio e insuficiente (Tabela 2; Figuras 2d, 3e-
g). Essas anormalidades inviabilizam o processo de fertilizacdo nesse genotipo.

Simmonds (1962) observou que a fertilizacdo em bananeira ocorre a
partir das doze horas apos a polinizacdo. No entanto, este tempo pode variar
em relacdo a distancia percorrida pelo tubo polinico, sendo que a fertilizacéo
pode acontecer tardiamente em regides do ovario que sdo mais distantes do
estigma.

O mecanismo genético que controla o crescimento dos tubos polinicos
em bananeira ainda € desconhecido, porém, em outras espécies existem
diversos trabalhos relacionados a sinalizacdo, modulacdo e orientacdo do
crescimento do tubo polinico, expressdo de genes na elongacdo do tudo
polinico e mecanismos regulatérios da dupla fertilizacdo (TONG, 1999;
HIGASHIYAMA; KUROIWA, 2003; WILSEN; HEPLER, 2007; RENAULT et al.,
2011; BLECKMANN et al., 2014).

O crescimento direcional do tubo polinico esta ligado ao fluxo de ions de
calcio na regido apical do tubo polinico e algumas proteinas podem também
estar envolvidas nessa regulamentacédo (ZHENG et al., 2004; TIAN et al. 2006;
BLECKMANN et al., 2014).

Enovelamento, dilatagcdo, espiralamento e variagcbes no diametro dos
tubos polinicos sdo anormalidades descritas por Williams et al. (1982) em
espécies de Ericaceae. J4 Sangduen et al. (1983) e Ojangu et al. (2012)
observaram outras anormalidades no género Arabidopsis, a exemplo, dois
tubos polinicos penetrando o mesmo Ovulo, tubos polinicos curtos ou
crescendo em direcBes opostas aos ovarios e deposicoes irregulares de calose
na extremidade.

O parental feminino pode ser também responsavel pelo crescimento
direcional do tubo polinico dentro dos tecidos do estigma (DAI et al., 2014). A
ocorréncia de interacfes positivas e negativas do parental feminino que
influenciam na fertilizacao ja foram observadas em diferentes espécies. Pechan
(1988) observou em Brassica napus (Familia Brassicaceae), que os estimulos
quimicos oriundos da regido do ovario, influenciam no crescimento do tubo
polinico.

Diversos autores relatam que o tecido transmissor feminino tem a fungao

de nutrir o tubo polinico e é composto por polissacarideos, proteinas, dentre
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outras substancias, responsaveis pelo crescimento e orientacdo (CHEUNG,
1996; TAYLOR; HEPLER, 1997; SOUZA et al., 2002; LERSTEN, 2004).

Em um estudo anatdmico do pistilio de Cyclamen persicum (Familia
Primulaceae), observou-se que na pés-antese, ocorreu um mecanismo de
fechamento na regido terminal do estilete e consequentemente uma reducéo
no numero de sementes (REINHARDT, et al., 2006).

Anormalidades na meiose feminina também podem impedir a
fertilizacdo. Fortescue e Turner (2005c) detectaram anomalias no saco
embrionario, oriundas de uma meiose irregular, as quais podem influenciar na
esterilidade das bananeiras triploides.

Outro fator que pode estar reduzindo ou inviabilizando a producéo de
sementes nos genotipos triploides € a presenca de uma regido necrosada no
nectario, que impede a passagem dos tubos polinicos, conforme sugerido por
Shepherd et al. (1986). Em estudos anteriores, Santos-Serejo et al. (2011) e
Rocha et al. (2013a) utilizaram extratos forais de bananeira (do estigma e do
nectario) no meio para cultivo in vitro de gréos de pdlen e observaram que
concentracfes acima de 5-10% inibiam o crescimento do tubo polinico.

Com base nestas observacoes, Rocha et al. (2013b) analisaram o tipo
de substéncias que compdem o extrato aquoso destas regides florais e
encontraram altas concentracbes de compostos fendlicos nos genoétipos
triploides e baixa concentracéo nos diploides.

Outro fator que influencia na producdo de sementes € o numero de
ovulos presentes no fruto para serem fertilizados. Os genoétipos Calcutta 4,
Prata Ana e Grand Naine apresentaram uma média de 246, 348 e 258 6vulos
por fruto, respectivamente (Figura 5). Esses valores corroboram com Bakry et
al. (2009) que observaram de 300 a 600 Ovulos por fruto em cultivares
triploides de bananeira.

A analise de regressédo apontou diferencas significativas no diametro dos
ovulos nos genotipos, ao longo dos dias ap0s a polinizacdo. O gendtipo
Calcutta 4 apresentou crescimento nos o6vulos fertilizados ao longo dos
sessenta dias apos a polinizagcdo (Figuras 4, 5a, 5d, 5g, 5j, 5m, 5p) com
elevada producéo de sementes. As sementes geradas nesse genotipo chegam
a medir 6,50 mm. No gendtipo Prata And observou-se um crescimento continuo

dos 6vulos até o 14° dia e apds esse periodo houve uma reducdo de tamanho,



59

em virtude do abortamento da maioria dos 6vulos (Figuras 4, 5b, 5e, 5h, 5k, 5n,
50).

Em Grande Naine ndo houve crescimento dos oOvulos até o 5° dia, e
apos esse periodo, ocorreu um declinio no diametro dos 6vulos em virtude da
nao fertilizacdo e consequentemente abortamento dos mesmos (Figuras 4, 5c,
5f, 5i, 5l, 50, 5r).

Diametro dos évulos (mm)

O T T T 1
0 5 10 15 20
Dias (ap6s polinizagdo)
A Calcutta 4 y =-0,0016x%+ 0,1981x + 0,6349 R2=0,961
B Prata An3 y =-0,008x% + 0,1844x + 1,0312 R2=0,858
® Grande Naine y =-0,0019x% + 0,0121x + 1,2785 R?2=0,6273

Figura 4. Diametro dos 6vulos de bananeiras diploides (AA) e triploides (AAA,
AAB), de 0 a 60 dias ap6és a polinizagdo manual.

Foram encontradas uma média de 98 sementes por fruto para o
gendtipo Calcutta 4 (AA), em contrapartida nenhuma semente foi registrada
para o genotipo Prata Ana (AAB) e Grande Naine (AAA). Os évulos que foram
fertilizados no diploide foram aumentando de tamanho e preenchendo toda a
placenta, ao passo que nos genotipos triploides os Ovulos foram se
degenerando a partir de 15 e 20 dias apds a polinizacdo, respectivamente na
Grande Naine e Prata An&, adquirindo uma coloragdo amarronzada,
aumentando assim a quantidade de polpa no fruto. Fortescue e Turner (2005a)

também relataram a ocorréncia de degeneragcdo dos Ovulos em bananeiras do
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subgrupo Cavendish (AAA) e em triploides AAB, que quando comparado com

os diploides (AA) que apresentaram desenvolvimento completo da semente.

Calcutta 4 Prata Ana Grande Naine

Figura 5. Desenvolvimento dos 6vulos em bananeiras diploides e triploides.
a,d,g,j,m,p) Calcutta 4; b,e,hk,n,q) Prata And; cf,ilo,r) Grande Naine; a-c)
controle - sem polinizacdo; d-f) 5 dias apds polinizacdo; g-i) 10 dias apos
polinizacéo; j-1) 15 dias apGs polinizacdo; m-o0) 20 dias ap6és polinizacéo; p-r) 30
dias apos polinizagéo.

Crouch et. al. (1998) observaram uma baixa producdo de sementes em

alguns genotipos triploides de bananeira em fungdo da esterilidade dos
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gametas, desenvolvimento tardio e irregular dos tubos polinicos e outras
causas desconhecidas.

As causas da auséncia de sementes e, consequentemente, da
esterilidade em bananeira também podem ser resultado da intensa selecdo
agrondmica e um reflexo do processo de domesticacdo da espécie
(SHEPHERD et al., 1986). Yoshiaki et al. (2001) relataram que uma das causas
da rapida evolucdo das barreiras reprodutivas em hibridos de arroz, pode ter
sido em decorréncia do processo de domesticacdo da espécie.

Bakry et al. (2009) observaram que cruzamentos envolvendo diploides
de bananeira (AA), exibem uma ampla fertilidade e pode-se obter até 5.000
sementes por cacho, entretanto, em cultivares triploides, o numero de
sementes por cacho é bastante reduzido quando comparado aos diploides.
Oloumi e Rezanejhad (2009) verificaram uma diminuicdo significativa no
namero de sementes de gendtipos do género Petunia que apresentaram algum
tipo de anomalia no crescimento tubo polinico.

O nuamero de sementes reduzido pode ser também devido a
anormalidades genéticas resultantes da meiose, por exemplo, o0
emparelhamento irregular, nos estagios de desenvolvimentos dos grdos de
pélen, gerando gametas desbalanceados (RAMSEY; SCHEMSKE, 2002;
NGHIEM, 2013).

A fertilizacdo e, consequentemente, a producdo de sementes foi
comprometida no genoétipo Prata And e Grande Naine, em virtude de
problemas no crescimento do tubo polinico na regido do nectario da flor
feminina, que provavelmente, configura-se como uma barreira reprodutiva que

causa diferentes niveis de esterilidade nos genatipos triploides de bananeira.

CONCLUSOES

A fertilizacdo em bananeiras diploides ocorreu 32 horas apos a
polinizagéo, onde houve um crescimento continuo dos ovulos ao longo dos dias
apos a polinizacdo, evidenciando que nao existem barreiras reprodutivas que
comprometem a formacéo de sementes. Entretanto, em bananeiras triploides, a

auséncia de fertilizacdo e o resultante aborto dos Ovulos podem estar
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relacionados a ocorréncia de anormalidades no crescimento do tubo polinico
na regido do nectario, configurando-se como uma barreira reprodutiva que

causa a esterilidade em bananeiras triploides.
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CONSIDERACOES FINAIS

Estudos sobre parametros reprodutivos sdo fundamentais para garantir o
sucesso na obtencdo de hibridos com boas caracteristicas agronémicas, que
possam atender ao mercado consumidor, sendo que a concentracdo de um
maior numero de caracteristicas favoraveis em um unico genétipo sdo um dos
objetivos do melhoramento genético de bananeira.

Esse trabalho buscou estudar os aspectos reprodutivos em bananeira,
com o intuito de obter uma maior compreensao do processo de esterilidade na
cultura. A utilizacdo de metodologias como a morfologia e viabilidade polinica;
a morfoanatomia e receptividade estigmatica, bem como o uso de técnicas
inovadoras como a microscopia de fluorescéncia para estudo da fertilidade,
permitiram a obtencdo de informacgBes importantes a respeito das causas da
esterilidade em bananeiras triploides.

Os conhecimentos adquiridos no presente estudo servirdo de base para
o desenvolvimento de estratégias para superar o problema da esterilidade em
bananeira, contribuindo significativamente para o melhoramento genético da

cultura.



