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RESUMO

FROIS, Jodo Vitor. Estudos de métodos para avaliagdo in vitro da viabilidade de Graos de Pdlen de
Tomate, 2023. (Bacharelado em Agronomia). Instituto Federal de Minas Gerais — Campus Bambui.

31p.

O tomate ¢ uma das principais hortali¢as produzidas e consumidas no Brasil, e grandes
esforcos sdo dedicados ao melhoramento genético visando a obtenc¢do de novas cultivares. Tanto para
a condugdo dos programas de melhoramento quanto para a obtengdo de sementes hibridas, ¢
necessaria a extragdo de polens para utilizacdo nos cruzamentos. Uma estratégia interessante ¢ a
determinagdo de metodologias de armazenamento de pdlens que possam ser disponibilizados por
maior periodo. Sendo assim, este trabalho teve como objetivo estabelecer diferentes métodos e
periodos de armazenamento e conservagdo de graos de poélen de tomate. O trabalho foi realizado em
trés etapas: 1- determinacdo de meio de cultura para germinagdo de pdlen e avaliacdo da tolerancia
a dessecagdo do grao de polen; 2*- determinagdo do periodo ap6s a abertura da flor para coleta de
polen; e 3*-avaliagdo do efeito de diferentes condigdes e periodos de armazenamento de pdlen.
A viabilidade dos pdlens armazenados foi testada in vitro, pela avaliagdo da germina¢do em meio de
cultura, e, a partir das andlises, foi estabelecido um meio de cultura padrao para germinagdo dos graos
de pdlen. Na dessecagdo do polen, foram estabelecidas metodologias com o poélen dessecado e com
o pélen fresco, sendo que o percentual de viabilidade do polen fresco foi de 76,7 % e, apoOs a secagem,
0,43%. Conclui-se que a dessecagdo afetou a germinacdo in vitro do grao de pdlen de tomate. No
periodo de abertura da flor de tomate, foram realizados quatro testes de coletas, sendo que, no terceiro
dia de coleta, obteve-se um melhor resultado (76%) de germinacdo dos grdos de polens,
estabelecendo-se que ele ¢ o melhor para a realizagdo da coleta das flores e retirada dos graos de
polen. Para avaliagdo do armazenamento de polens, foram testados quatro métodos (temperatura
ambiente 22° C, refrigerador 9° C, freezer -4° C e congelador -15° C) e quatro periodos de
armazenamento (10, 20, 30 e 40 dias). Observou-se que, no refrigerador, a viabilidade dos graos de
polen se manteve maior dentre os quatro periodos armazenados. No entanto, a germinagao, em todos
os ambientes, foi consideravelmente baixa, ndo sendo encontrados valores eficientes para um possivel

armazenamento e utilizagdo posterior desses polens.

Palavras-chave: Cultivo de tomate, conservacao, melhoramento genético, protocolo, viabilidade.



ABSTRACT

FROIS, Joao Vitor. Studies of methods for in vitro evaluation of the viability of Tomato Pollen Grains,
2023. (Bachelor in Agronomy). Federal Institute of Minas Gerais — Campus Bambui. 31p.

Tomato is one of the main vegetables produced and consumed in Brazil, and great efforts are
dedicated to genetic improvement in order to obtain new cultivars. Both for conducting breeding
programs and for obtaining hybrid seeds, it is necessary to extract pollen for use in crossings. An
interesting strategy is the determination of pollen storage methodologies that can be made available
for a longer period. Therefore, this work aimed to establish different methods and periods of storage
and conservation of tomato pollen grains. The work was carried out in three stages: 1st - determination
of the culture medium for pollen germination and assessment of tolerance to desiccation of the pollen
grain; 2nd - determination of the period after flower opening for pollen collection; and 3rd-evaluation
of the effect of different conditions and periods of pollen storage. The viability of the stored pollens
was tested in vitro, by evaluating germination in a culture medium, and based on the analyses, a
standard culture medium was established for the germination of pollen grains. In pollen desiccation,
methodologies were established with dried pollen and with fresh pollen, and the percentage of
viability of fresh pollen was 76.7% and, after drying, 0.43%. It is concluded that desiccation affected
the in vitro germination of tomato pollen grain. In the period of opening of the tomato flower, four
collection tests were carried out, and on the third day of collection, a better result (76%) of pollen
grain germination was obtained, establishing that it is the best for carrying out the collection of
flowers and removal of pollen grains. To evaluate pollen storage, four methods were tested (room
temperature 22°C, refrigerator 9°C, freezer -4°C and freezer -15°C) and four storage periods (10, 20,
30 and 40 days) . It was observed that, in the refrigerator, the viability of the pollen grains remained
higher among the four stored periods. However, germination, in all environments, was considerably

low, not being found efficient values for a possible storage and later use of these pollens.

Keywords: Tomato cultivation, conservation, genetic improvement, protocol, viability..
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1 INTRODUCAO

O tomate (Solanum lycopersicum) é uma das principais hortaligas produzidas e
consumidas ao redor do mundo. Poucos frutos adquiriram em tao curto espago de tempo tanta
popularidade, o que constitui, nestes Gltimos anos, um incentivo a investigacao, permitindo a
obtencdo de resultados notaveis no sentido do melhoramento da producdo e da qualidade,
melhorando as variedades antigas e introduzindo novas (FLAWN, 1997).

Atualmente, o lancamento de novas cultivares melhoradas tornou obsoletas as
cultivares tradicionais, que vinham se perpetuando durante anos. Assim, tém sido desenvolvidas
e lancadas cultivares com resisténcia genética a uma gama variada de doengas e anomalias
fisiologicas. A selecdo de espécies teve inicio a partir de cultivares selvagens, que se
disseminaram desde a era pré-colombiana, onde o tomate era cultivado nos tabuleiros andinos.
Os Maias, habitantes da América Central, chamavam a hortalica de tomatl, ¢ foram
responsaveis por dissemina-la para os povos Astecas (FLAWN, 1997).

A utilizagdo de hibridos ja estd consolidada e busca atender a todos os mercados
para a produgdo de tomate, principalmente dos grupos: Tomates para a induastria e Tomates de
mesa. Os hibridos, em geral, sdo o resultado do cruzamento entre dois genitores de linhagens
puras diferentes, o que resulta em caracteristicas homogéneas entre si, mas distintas em relacao
aos pais. Embora oferegam beneficios significativos, como maior produtividade, sua obtencao
por meio de programas de melhoramento genético apresenta desafios, incluindo custos elevados,
selecdo criteriosa e coleta de polen (SILVA et al., 2000).

Dentre os sistemas de obtencao de novas cultivares de tomate, a hibrida¢ao ¢ o
método mais empregado, no qual € fundamental a realizacdo da polinizagdo artificial realizada
a partir da emasculagdo das flores da linha materna e da extragdo de polens da linha paterna. A
polinizagdo empregada no melhoramento de plantas consiste no processo pelo qual os graos de
polen das plantas sdo transferidos das anteras das flores, onde sdo produzidos, para o 6rgao
receptor feminino (estigma) da mesma flor, ou de outra flor da mesma planta, ou, ainda, de
outra planta da mesma espécie (FREITAS, 1995). Este processo ¢ necessario para que os graos
de polen possam germinar no estigma da flor e fecundar os 6vulos, dando origem as sementes,
assegurando a proxima geracao de plantas daquela espécie.

Tanto na condug¢do de programas de melhoramento quanto na produgdo de sementes
hibridas comerciais, a atividade de polinizacdo ¢ uma pratica comum, e, para isso, sdo mantidas
as linhas maternas e paternas concomitantemente. Por outro lado, a possibilidade de

armazenamento de graos de polen poderia facilitar este processo, dispensando a necessidade de
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ter as duas linhagens a0 mesmo tempo, promovendo maior intercdmbio de germoplasma.
Embora existam resultados de pesquisa que demonstrem a viabilidade de armazenamento de
polens de algumas espécies de plantas, para o tomate, as informacgdes sdo escassas e ainda nao
ha protocolos definidos de maneira pratica para pronta utilizacdo. Desta forma, a identificagao
de metodologias que assegurem a conservagdo do grdo de pdlen pode ser uma estratégia
eficiente tanto nos processos de melhoramento genético, para obten¢do de novas cultivares,

quanto na producao comercial de sementes hibridas.

2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Estabelecer diferentes métodos de armazenamento e conservagao de graos de polen

de tomate.

2.2 Objetivos Especificos

e Estabelecer um meio de cultura padrdo para germinacao do gréo de polen;
e Definir um protocolo para dessecacéo do gréo de polen;
e Determinar o melhor periodo, ap6s a abertura das flores, para coleta do pélen;

e Auvaliar a taxa de fecundacdo do grao de pélen em funcdo de diferentes periodos e condigdes de
armazenamento.

3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Cultura do Tomateiro - produg@o de hibridos e a importancia do estudo da conservacdo de
polen para a espécie

A cultura do tomateiro ¢ uma das mais importantes do mundo, sendo esta hortalica
amplamente destinada ao consumo humano, tanto na forma fresca quanto processada. A
producao de hibridos ¢ uma das técnicas utilizadas para aumentar a produtividade e a resisténcia
do tomateiro a doengas, pragas e condi¢des climaticas adversas (FAO, 2019). Os hibridos sao
obtidos por meio da combinagdo de duas variedades distintas de tomateiro, com caracteristicas

desejaveis para a producao agricola (MWALI, 2017). Essas variedades sdo selecionadas com
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base em critérios como a resisténcia a doengas, o sabor, o tamanho ¢ a cor dos frutos, entre
outros.

Na agricultura, a utilizagdo do grao de pdlen para a obtencdo de hibridos pode
combinar aspectos desejaveis de ambas as variedades, adquirindo caracteristicas de grande
importancia agricola. Assim, o estudo da conservagao de poélen ¢ de extrema importancia para
a cultura do tomateiro, pois permite o armazenamento de graos de pdlen vidveis por longos
periodos, facilitando a producao de hibridos e a manutencao da diversidade genética da espécie
(MAHESHWARI, 2005). O método de conservagao de pdlen ¢ realizado por meio de técnicas
de armazenamento em nitrogé€nio liquido, em temperaturas muito baixas, que garantem a
viabilidade do grao de polen por varios anos (ENGELMANN, 2011). Dessa forma, eles podem
ser utilizados para a produgdo de novos hibridos, mesmo apos décadas de armazenamento.

Além disso, a conservacao de pdlen permite a preservacao da variabilidade genética
das populagdes de tomateiro, contribuindo para a manutencao da diversidade da espécie e para
o desenvolvimento de novas variedades, com caracteristicas agronomicas desejaveis (FAO,

2014).

3.2 Biologia floral do tomateiro

O tomateiro é uma planta que apresenta flores hermafroditas, ou seja, que possuem
tanto estruturas reprodutivas masculinas (estames) quanto femininas (estigma, estilo e ovario)
(AGRIQS, 2005).

De acordo com Taiz et al. (2013), as flores do tomateiro sdo do tipo infundibuli-
forme, com formato de funil, e apresentam cinco pétalas amarelas ou brancas, que formam uma
corola. Os estames estdo posicionados em torno do estigma, formando um tubo estaminal que
envolve o ovério. O estigma é do tipo discoide, localizado no centro da flor, responsavel pela
recepcdo do pélen. A planta comporta-se como autégama, ocorrendo a autofecundacao.

As flores, normalmente, sdao polinizadas pelo pdlen da mesma flor ou de outra flor
do mesmo individuo. Isso permite que a planta possa produzir frutos mesmo em ambientes com
pouca polinizagdo por insetos, o que ¢ comum em cultivos protegidos ou em regides com baixa
presenca de polinizadores (CROSATI, 2018). Dessa maneira, o tomate se apresenta como uma
planta autégama, e a taxa de fecundagao cruzada, em que o polen de uma planta fecunda outra
planta, € muito baixa, sendo inferior a 5% (BOITEUX et al., 2007). As inflorescéncias (cachos
de flores) desenvolvem-se junto as folhas e, posteriormente, formam os cachos de frutos. Outra

caracteristica interessante da biologia floral do tomateiro ¢ que a abertura das flores ocorre de



15

forma sequencial, com as flores mais jovens abrindo primeiro, e as mais velhas, posteriormente.
Isso garante que a planta possa manter a produ¢ao de frutos por um periodo prolongado, mesmo

que ocorra uma baixa na poliniza¢ao por um curto periodo (CARRERA et al., 2016).

3.3 Aspectos Morfoanatomicos do Grao de Pdlen

O grao de polen ¢ a estrutura responsavel pela reproducao das plantas e consiste
em uma célula haploide que contém o material genético masculino da planta. Ele ¢ produzido
nas anteras das flores e ¢ dispersado pelo vento, 4gua ou por animais polinizadores (HESLOP-
HARRISON, 2018). A estrutura do grao de pdlen é composta pelo seu tamanho e vérias partes,
incluindo a exina, intina, abertura, citoplasma, nicleo vegetativo e célula germinativa (PACINI
etal., 2017).

O tamanho do grdo de pdlen pode variar bastante entre as espécies de plantas. Al-
gumas espécies tém graos de polen tdo grandes que sdo visiveis a olho nu, enquanto outras tém
grdos de pdlen tdo pequenos que s6 podem ser vistos através de um microscopio, por exemplo,
0s polens de Solanum lycopersicum (PACINI et al., 2017).

A exina € a camada externa do grao de pdlen, composta principalmente de esporo-
polenina, uma substancia resistente a decomposicao. A exina pode ter varios padrées ornamen-
tais, como espinhos, verrugas ou lacunas, que ajudam a identificar as espécies de plantas (PA-
CINI et al., 2017).

Por outro lado, a intina é a camada interna do grdo de pélen, constituida principal-
mente de celulose e pectina. A intina é mais fina do que a exina e é responsavel por manter a
forma do gréo de polen (PACINI et al., 2017).

A abertura é a parte do grdo de pdlen por onde ocorre a germinacdo do tubo poli-
nico, responsavel por transportar o material genético masculino até o 6vulo. A abertura pode
estar localizada em diferentes partes do grao de pdlen, como na extremidade ou na lateral (PA-
CINI et al., 2017).

O citoplasma é o material interno do grdo de p6len e contém os ndcleos haploides
e outras organelas, como mitocondrias e ribossomos (HESLOP-HARRISON, 2018).

O nucleo vegetativo € a celula haploide que contém o nucleo da célula vegetativa
que se divide e se diferencia em um tubo polinico durante a germinacéo do gréo de pdlen. A
célula germinativa é a célula haploide que contém o material genético masculino da planta,
responsavel pela fertilizacdo do 6vulo (HESLOP-HARRISON, 2018).
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Assim, a forma, o tamanho e a ornamentacéo do grao de pdélen podem ser utilizados
na taxonomia das plantas e na identificacdo de espécies. A sua estrutura complexa e variada €
essencial para a reproducéo e, além disso, a analise da morfologia do gréo de pélen pode for-
necer informacdes sobre a evolucao das plantas e sua relagdo com os polinizadores (PACINI et
al., 2017).

3.4 Viabilidade de graos de polen

Segundo Taiz e Zeiger (2013), a viabilidade do grao de pdlen esta relacionada a sua
capacidade de germinar e produzir um tubo polinico funcional, essencial para a fertilizagdo dos
ovulos das plantas. Diversos fatores podem influenciar a viabilidade do grao de pdlen, por
exemplo, a idade, a temperatura, a umidade e a presenga de substincias quimicas no ambiente.
Para manter a viabilidade do grido de pdlen a longo prazo, ¢ necessario armazend-lo em
condi¢des adequadas de temperatura e umidade. Conforme mencionado por Heslop-Harrison
(2018), ¢ comum armazenar o grao de polen em freezer a -20°C ou em nitrogénio liquido a -
196°C.

O armazenamento de grdos de pdlen em condi¢cdes controladas tem diversas
aplicagdes praticas, como a conservacdo de espécies vegetais ameacadas de extingdo, a
hibridagao de plantas para produzir novas variedades, a criagdo de bancos de germoplasma para
uso em programas de melhoramento genético e a producdo de sementes hibridas. No entanto, ¢
importante lembrar que nem todos os tipos de graos de polen podem ser armazenados com
sucesso em condi¢des controladas e que os protocolos de armazenamento podem variar entre
as espécies vegetais, conforme destacado por PACINI et al., 2017.

Segundo Silva Filho ef al. (2007), o conhecimento sobre a viabilidade dos graos de
polen € um fator estratégico na producao comercial de sementes hibridas e nos programas de
melhoramento genético, principalmente em espécies autdgamas, como ¢ o caso do tomate.
Desta forma, tecnologias eficazes de armazenamento de pdlen possibilitam uma maior
flexibilidade na produ¢do de sementes hibridas, facilitando o armazenamento dos graos de
polen da progénie masculina para futura utilizagcdo, auxiliando no processo de produgdo
comercial de sementes hibridas. Assim, € possivel garantir, também, a seguranca do detentor
do hibrido, permitindo o repasse desses graos de polen e a expansdo geografica para a rede de
produtores e cooperados envolvidos na produgdo de hibridos.

Nao ha, na literatura consultada, trabalhos sobre a técnica de conservagao de graos

de polen de tomateiro para as condigdes brasileiras. Assim, o desenvolvimento de uma
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metodologia simples e eficiente, que permita o armazenamento de graos de polen de tomateiro,
em curto ¢ médio prazos, ¢ de suma importancia no sistema produtivo de sementes hibridas
dessa espécie no pais.

Alguns autores citam que o limite pratico de armazenamento de graos de polen de
tomate para producdo de sementes ¢ de seis meses (MCGUIRE, 1952). Mas ha contradi¢des,
pois trabalhos mostram que, em temperaturas de —20°C e —80°C, os graos de polen ainda
permaneciam viaveis por até 120 dias (DA SILVA FILHO et al., 2007).

No armazenamento a 4° C, pode-se garantir a conservacao do pélen por até 30 dias,
com uma porcentagem de germinacdo de 53%. De fato, trabalhos de Dutra et al. (2000) e
Nascimento et al. (2003) ndo recomendam o armazenamento de grdos de poélen para producao
de sementes hibridas por periodo superior a 30 dias, ja que ha uma queda da viabilidade apos
esse periodo.

Em sintese, para conservagdo de graos de polen por até 60 dias, pode-se utilizar o
armazenamento a temperatura de -20°C. O armazenamento do pdlen por um periodo superior a
60 dias ndo ¢ recomendado para nenhuma das temperaturas testadas. Dentre as técnicas de
conservagdo, somente a criopreservacao (armazenamento em nitrogénio liquido a -196 ° C)
pode garantir um armazenamento de germoplasma em longo prazo (DUTRA et al., 2000).

De acordo com Bajaj. (1995), o armazenamento de pdlen em nitrogénio liquido, se

realizado adequadamente, ¢ capaz de manter sua viabilidade por longos periodos.

3.5 Armazenamento de Grios de Polen

Vieira et al. (2011) definem protocolos de criopreserva¢do de polen de diversas
espécies, como Mangifera indica, Carica papaya, Carica cauliflora, Citrus limon, Vitis vinifera,
Vitis labrusca, entre outras (SHIVANNA & SAWHNEY, 1997). A preservagdo da viabilidade
dos graos de polen, durante curto ou longo periodo de conservagado, envolve a reducdao do grau
de umidade, a utilizagdo de temperaturas mais baixas durante o armazenamento e, em alguns
casos, a exclusdo do oxigénio do interior dos recipientes de armazenamento (KAJIURA et al.,
1979). Com isto, as variacdes da taxa respiratdria e de outros processos metabolicos sao
minimizadas, tornando o polen, entdo, quase inativo ou dormente durante o tempo em que
estiver armazenado (SNYDER e CLAUSEN, 1974). Soma-se a isto a redu¢do da proliferacao
de microrganismos e, consequentemente, da deterioragao dos graos de polen (FRANCA, 2010).
A otimizacao do processo de conservacao do poélen, além do periodo, depende principalmente

de fatores como o estagio fisioldgico da flor, a temperatura e umidade relativa do ambiente de
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armazenamento, ¢ do grau de umidade do grao de pélen (AKIHAMA et al., 1979; GIORDANO
etal., 1999).

Segundo Scorza e Sherman (1995), um polen ideal deve apresentar 50 a 80% de
grios germinados com tubos bem desenvolvidos. A medida que o polen envelhece, a
porcentagem de germinagao e o comprimento dos tubos polinicos decrescem, comprometendo,
dessa forma, a fertilizacdo (FRANCA, 2010).

A partir desses métodos estudados e citados na literatura, ¢ possivel avalia-los e
caracterizar quais apresentam vantagens e maiores eficiéncias no processo de armazenamento
do polen, pois, com a polinizagdo bem conduzida, ocorrem diversos fatores importantes na
agricultura. Varios beneficios ja foram observados com a realizagdo de uma boa polinizacao,
como o aumento de vagens em soja (CHIARI et al., 2008), aumento do niimero de frutos e de
sementes em tomate (DEL SARTO et al., 2005; SANTOS et al., 2009) e em pimentdo
(ROSELINO et al., 2010). Além disso, ocorre o aumento da qualidade, com a uniformizagao
do amadurecimento ¢ diminui¢ao dos indices de ma-formagao dos frutos (WILLIAMS et al.,

1991).

4 MATERIAIS E METODOS

Este trabalho foi conduzido no Setor de Olericultura e no Laboratorio de
Melhoramento Genético de Plantas do Instituto Federal de Educagdo, Ciéncia e Tecnologia de

Minas Gerais (IFMG) - Campus Bambuli, dividindo-se em trés diferentes etapas.

4.1 Determinagdo da concentracdo do meio de cultura e dessecagdo para germinagao de pdlen
de tomateiro

Inicialmente, foi realizado um ensaio para determinacgdo da concentragdo do meio de
cultura e a melhor forma de utilizacéo de graos de pélen dessecados ou grdos de polen recém-

extraidos.

Foram coletadas novas flores de tomate, as quais foram levadas ao Laboratério de
Melhoramento Genético, retirando-se da flor as pétalas, sépalas e deixando o estigma com-
pletamente livre para a retirada do gréo de polen (Figura 1), com o auxilio de um vibrador
elétrico. Para a avaliagdo da germinacéo, os graos de pélen umidos foram polvilhados sobre
placas de Petri com meio de cultura em ambiente asséptico (camara de fluxo laminar) e, pos-

teriormente, as placas foram incubadas em cadmara climatizada BOD a 22° C por 24 horas.
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Fonte: ArquiV do autor (2023).

A padronizacao do meio de cultura foi realizada através de trés pré-testes. Através da
consulta bibliografica, definiu-se que o meio de cultura deveria ter em sua composicéo dois
principais componentes, a sacarose, que tem por objetivo proporcionar o equilibrio osmético
entre o polen e o meio de germinacéo e fornecer energia para auxiliar o processo de desen-
volvimento do tubo polinico (STANLEY & LINSKENS, 1974). E o boro, responsavel por
maximizar a germinacgéo in vitro e, segundo Pfahler (1968). A adi¢cdo do mesmo permite a
interacdo com o acUcar, o que forma um complexo ionizavel aclcar -borato, reagindo mais
rapidamente com as membranas celulares (THOMPSON & BATJER, 1950). Nos testes, foi
realizada a variacdo das concentracOes de sacarose e a concentracdo de boro foi mantida

constante.

Seguindo para as variaveis de concentracdo do meio, o primeiro teste, 0 meio de cul-
tura, em sua constituicdo, possui 10 gramas por litro de agar, 50 gramas por litro de sacarose
e 0,004 gramas por litro de acido borico; o segundo pré-teste, 10 gramas por litro de agar,
100 gramas por litro de sacarose e 0,004 gramas por litro de acido bérico; e, por Gltimo, o
terceiro pré-teste, em sua constituicdo, possui 10 gramas por litro de &gar, 150 gramas por
litro de sacarose e 0,004 gramas por litro de acido bérico, sendo a varidvel a sacarose (Figuras

2e3).
Figura 2 — Preparo do meio Figura 3 — Ajuste do pH

Fonte: Arquivo do autor (2023). Fonte: Arquivo do autor (2023).
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O pdlen coletado, conforme descrito, foi utilizado para testagem dos meios de cultura.
O polen foi depositado nos diferentes meios, contidos em placas de petri, e, apds 24 horas,
foram preparadas laminas desse material (Figura 4). As laminas foram analisadas em trés cam-
pos diferentes em microscopio Optico, objetiva de 40x, considerando-se germinado aquele
grdo de polen que apresentasse um alongamento do tubo polinico. Ao final do ensaio, foi
realizada a analise de variancia dos valores médios de porcentagem de graos de polen germi-
nados, considerando-se a interacdo entre as concentracdes e a secagem dos grdos, utilizando-
se 0 software Sisvar (Ferreira, 2015).

Figura 4 — Meio vertido sobre as placas de Petry

Fonte: Arquivo do autor (2023).

Para dessecacdo do pdlen, foi utilizado um dessecador contendo silica em gel para
retirar a umidade dos graos de pdlen, os quais ficaram ali por 24 horas, sendo que, apos esse
17 periodo, o pdlen foi submetido ao meio de cultura, efetuando-se 0 mesmo método para o

polen recém-extraido, diferenciando-se apenas em relacdo a umidade.

Realizou-se a analise do desdobramento do tipo de secagem dentro de cada concentra-
cdo utilizada, e, quando observadas as diferencas significativas, foram aplicados os testes de

Scott-Knott para comparacdo de médias.

4.2 Determinacéo do melhor periodo apds a abertura da flor para coleta do pélen

No trabalho conduzido em casa de vegetacdo do Setor de Olericultura, em delineamento de
blocos casualizados, os tratamentos experimentais consistiram em quatro diferentes periodos
de coleta das flores (1, 2, 3 e 4 dias), contados a partir de sua abertura, e quatro repetigdes

(Figura 5).
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Figura 5- Trabalho conduzido sob cultivo protegido no Setor de Olericultura
B | = ey e e

Fonte: Arquivo do autor (2023).

Foram utilizadas mudas de tomate da variedade IPA 6, que receberam as praticas
de manejo normais recomendadas para a cultura. Os tratamentos experimentais consistiram em
quatro diferentes periodos de coleta das flores (1, 2, 3 e 4 dias), contados a partir de sua abertura,
e quatro repetigdes. Para a execucdo deste ensaio, quando as plantas estavam em florescimento,
eliminaram-se todas as flores abertas e os frutos ja formados. Todas as flores fechadas foram
marcadas com um corddo de algoddo. No dia seguinte, no periodo da manha, foram iniciadas
as coletadas de todas as flores abertas, as quais foram levadas ao Laboratorio de Melhoramento
Genético de Plantas para extracdo do polen e avaliagdo da germinacdo. Estes polens
constituiram o primeiro tratamento, com um dia de abertura da flor. O mesmo procedimento foi
adotado no segundo, terceiro e quarto dias. Os polens coletados foram aplicados em placas de
petri contendo o meio de cultura definido no ensaio inicial, conforme descrito anteriormente.
Desta forma, buscou-se determinar qual o periodo ideal para a coleta de polen considerando-se
a abertura da flor.

Ao final do ensaio, foi realizada a analise de variancia da porcentagem de germinacao
de grao de poélen em funcao dos diferentes periodos de abertura das flores utilizando-se o
software Sisvar (Ferreira, 2015). Quando observadas diferengas significativas, foi aplicado o

teste de Scott-Knott para comparacao de médias.

4.3 Avaliacdo do efeito de diferentes condicdes e periodos de armazenamento de pdélen
sobre a germinacéo
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Na terceira etapa, um novo experimento foi instalado, no qual foram coletadas flores
em uma propriedade privada no municipio de Jodo Pinheiro-MG. As flores coletadas no
periodo definido na etapa anterior e os polens foram mantidos em meio de cultura, conforme
a concentracdo definida na primeira avaliacdo. O experimento foi implantado em esquema
fatorial de 4 x 3 x 4, sendo quatro diferentes métodos de armazenamento dos gréos de pdlen
(temperatura ambiente 22° C, refrigerador 9° C, freezer -4° C e congelador -15° C), em
quatro periodos de armazenamento (10,20,30,40) totalizando quarenta dias, divididos em
quatro repeticdes. Apds os diferentes periodos de armazenamento, executaram-se avalia-
¢Oes da viabilidade dos gréos de polens utilizando dois métodos: avalia¢do in vitro em meio
de cultura (conforme metodologia descrita acima).

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Concentracio do meio de cultura e dessecacio dos griaos de polen de tomate

A analise de variancia realizada para a porcentagem do grao de poélen germinado, em
funcdo da concentracdo do meio de cultura e da dessecacdo, mostrou resultados significativos
para interagdo desses dois fatores (Apéndices 1 e 2), havendo o efeito de desdobramento da
secagem do polen nas diferentes concentragdes testadas.

Na Tabela 1, podem ser observados os valores médios para a porcentagem da
germinagao de graos de pdlen encontrados em cada concentragdo e tipo de secagem, bem como

o resultado do teste de média de Scott-knott (1974).

Tabela 1 - Valores médios para porcentagem de germinagao de graos de pdlen de tomate em

funcao de diferentes concentragdes de sacarose do meio de cultura e da secagem.

SECAGEM CONCENTRAGOES
5% 10% 15%
SECO 0,4333 a 2,5655 a 10,3333 a
FRESCO 76,70 b 8,6333 a 76,8322 b

Fonte: Arquivo do autor (2023).

*médias seguidas das mesmas letras nas colunas nio diferiram estatisticamente pelo teste de Scott-Knott a 5%.
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Observa-se, portanto, que, nas concentragoes 5 e 15%, foram observadas diferencas
significativas para o tipo de polen utilizado, sendo que o polen fresco apresentou uma
germinagdo consideravelmente superior a germinacdo obtida no podlen dessecado. Para a
concentra¢do de 10%, ndo houve diferenca para o tipo de polen utilizado, no entanto ¢ possivel
verificar que os valores foram consideravelmente inferiores aos observados nas outras
concentragdes, o que, possivelmente, indica a ocorréncia de algum erro experimental.

O erro experimental pode ter advindo do polen coletado de flores com diferentes idades
de abertura, motivo pelo qual se realizou a segunda etapa do trabalho em relacao a determinagao
do periodo de abertura da flor para coleta do polen. Embora a interagdo entre os fatores
concentragdo e o tipo de pdlen utilizado (fresco e seco) tenha sido significativa, esperava-se
que a concentragdo interferisse na germinacao, uma vez que o resultado da maior concentragao
foi semelhante ao da menor concentragao. Por esta razao, optou-se por dar sequéncia ao trabalho
com a concentracao de 10% de sacarose.

Como descrito, o meio de cultura com a constitui¢do de 10 gramas por litro de agar, 100
gramas por litro de sacarose e 0,004 gramas por litro de 4cido boérico, e o pH do meio ajustado
para 7,0, mesmo nao sendo o melhor meio, mostraram-se satisfatorios para a avaliagao da
germinagao in vitro do grao de pdlen, pois possibilitaram a visualizagao e a contagem dos graos
de polen germinados e o estabelecimento do percentual de viabilidade. Isso possibilitara o
norteamento de futuras pesquisas de conservagao do grao de polen.

Em funcdo de resultados obtidos em outros trabalhos, possivelmente, existe um nivel
ideal para se determinar as concentragdes de sais e nutrientes de um meio de cultura para
germinagao de cada espécie (OLIVEIRA, 2012).

A utilizagdo do meio com a concentragao de 10% de sacarose foi o método adotado
com base em alguns trabalhos que citam, para mamoneira (Ricinus communis L.), sua
constitui¢do como 10 gL-1 de agar, 100 gL-1 de sacarose, 0,004 gL-1 de 4cido boérico e pH 6,0
(CUCHIARA, 2012). Para a cultura do milho (Zea mays), o percentual ideal da constituicao ¢
10% de sacarose, 0,03% de acido boérico e 0,15% de cloreto de célcio (FERREIRA et al., 2007).
De acordo com Andrade ef al., 2019, para a germinagdo in vitro de graos de pdlen para café
(Coffea canephora), a concentragdo de sacarose 10% atingiu seu maximo de 95% de
viabilidade. Outro resultado mostra que, para a cultura do marmeleiro (Cydonia oblonga Mill),
o percentual ideal mostrou-se diferente, apresentando 68 gramas por litro de sacarose e 366 mg
por litro de 4cido borico, sendo o pH aferido para 5,8 (ZAMBON, 2007).

No método utilizado para dessecagao dos graos de polen, observou-se diferenca

estatistica entre os valores encontrados, sendo que o percentual de viabilidade do pélen fresco
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foi de 76,7 % e, apos a secagem, 0,43%. A partir dos resultados obtidos, conclui-se que a
dessecacdo afetou a germinagdoin vitrodo grio de poélen de tomate, diminuindo
consideravelmente sua viabilidade. Entretanto, mais estudos devem ser realizados, visando
possibilitar a avaliagdo de diferentes tempos e técnicas de secagem e determinar o grau de
umidade considerado 6timo para o armazenamento do grao de pdlen.

Para algumas culturas, como berinjela (Solanum melongena), observou-se um excelente
pegamento de frutos, independentemente da utilizagdo de polen recém-extraido ou seco. Os
graos de polen com 47,2% de umidade ou secos a 4,7% proporcionaram 90% de pegamento de
frutos, enquanto, nos demais teores de umidade, o pegamento de frutos foi de 100% (FRANCA,
2010). Na cultura do maracujazeiro, a utilizagdo do dessecador no armazenamento do fruto

prejudicou a germinagdo do polen (BRUCKNER et al., 2000).

5.2 Periodo de abertura da flor para coleta de pdlen

A andlise estatistica realizada indicou diferenca significativa para o nimero de dias
para a abertura da flor (Apéndice 3). Na Tabela 2, podem ser observadas as médias dos
tratamentos realizados para se definir o melhor dia de coleta das flores.

Notou-se que, no primeiro dia, os pdlens coletados apresentaram uma taxa de
germinagao de 56,6%; no segundo dia, 58,6%; no terceiro, 76%; e, no quarto e ultimo dia de
avaliag¢do, 57% (Tabela 2). A partir dos resultados obtidos, conclui-se que o terceiro dia €é o

melhor para a realizacdo da coleta das flores e retirada dos graos de polens do tomateiro.

Tabela 2- Valores médios de porcentagem de germinacdo de grdos de polen de tomate em

funcdo de diferentes periodos de extracdo de pdlen apds a abertura da flor.

Dias apds a coleta das flores Germinacéo de grao de polen (%)
1 56.666 a
2 58.666 a
3 76.000 b
4 57.333 a

Fonte: Arquivo do autor (2023).

*médias seguidas das mesas letras nas colunas ndo diferiram estatisticamente pelo teste de Scott-Knott a 5%.

Para a coleta realizada no terceiro dia ap6s a abertura da flor, houve uma maior taxa de
germinagao, sendo que os demais tratamentos (um, dois e quatro dias apos a coleta das flores)

apresentaram valores inferiores e iguais estatisticamente.
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De acordo com Bruckner & Horst, 2000, para a cultura do maracujazeiro, o pdlen
coletado no dia da antese apresentou 58,30% de germinagdo, prejudicando o armazenamento
dele, ndo havendo uma literatura especifica que determina qual o melhor dia de coleta de flores
para retirada do polen. Alguns trabalhos citam apenas que o periodo da manha ¢ o ideal para a
coleta. Em Passifloras oriundos, a coleta do polen nas primeiras horas da manha, as 8 horas, e
na antese, proporcionou maior percentagem de germinagao e viabilidade do polen (SIQUEIRA,

et al.,2009).

5.3 Avaliacdo do efeito de diferentes condicoes e periodos de armazenamento de pdlen

sobre a germinacio

Como observado no Apéndice 5, a andlise do desdobramento dos diferentes
ambientes dentro de cada uma das datas analisadas mostrou que, nos ambientes refrigerador,
congelador e freezer, houve diferenca significativa, exceto no ultimo periodo de
armazenamento (Ambiente).

Na Tabela 3, podem ser observados os valores médios de porcentagem de
germinagdo dos graos de polen observados para os diferentes ambientes dentro de cada um dos

periodos analisados.

Tabela 3- Valores médios da porcentagem de germinacdo de grdos de polen de tomate em
funcdo de diferentes periodos e ambientes de armazenamento

Recipientes Dias de armazenamento
10 20 30 40
Refrigerador 3983 b 4781 b 5574 b 1.259 b
Congelador 0.000 a 2519 b 0.000 a 0.000 a
Freezer 2372 b 3386 b 0.000 a 0.000 a
Ambiente 0.000 a 0.000 a 0.000 a 0.000 a

Fonte: Arquivo do autor (2023).

Como pode ser observado, houve diferenca estatistica entre os diferentes ambientes
utilizados para o armazenamento em todos os periodos, exceto aos quarenta dias de
armazenamento. No entanto, apesar da germinacao ter ocorrido em valores superiores até os
trinta dias de armazenamento, verificaram-se valores muito baixos.

No periodo de dez dias de armazenamento, o refrigerador e o congelador foram os
que apresentaram algum percentual de germinacao, sendo superiores aos demais. No segundo

periodo de armazenamento, aos vinte dias, observou-se que apenas a temperatura ambiente foi
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inferior aos demais, ndo havendo germinagao desta nem, posteriormente, diferenca estatistica
entre o refrigerador, congelador e freezer. Ja no periodo de trinta dias, o refrigerador foi o tinico
ambiente que apresentou algum nivel de germinagao. Para o maior periodo de armazenamento,
aos quarenta dias de armazenamento, foi encontrada uma pequena diferenca estatistica,
havendo uma pequena taxa de germinacao no refrigerador.

Embora tenha sido observada uma diferenga estatistica entre os tratamentos, notou-
se que a porcentagem de germinagdo em todos os ambientes foi consideravelmente baixa, nao
sendo encontrados valores que se mostrassem eficientes para um possivel armazenamento e
utilizagdo posterior destes pdlens. Isso indica a necessidade de realizagdo de novos trabalhos,
visando a adequacao de um ambiente e um periodo de armazenamento para a cultura do tomate.

Trabalhos como o de Gomez et al. (2000) e Siregar & Sweet (2000) mantiveram
graos de polen de amendoeira (Prunus dulcis) e de Pinus spp., respectivamente, armazenados
a 4° C por varios meses. Os autores observaram um decréscimo de viabilidade, porém nao foi
tao prejudicial como os observados no presente trabalho. Para a cultura da mamoneira (Ricinus
communis L.), os graos de pdlen mantidos a -18 °C revelaram maior porcentagem de
germinagdo em relacdo aqueles armazenados a 4 °C, em que foi notada uma viabilidade de 7,93%
na quinta semana de conservacdo (CUCHIARA, 2012).

Evidenciou-se que, para a preservacao do polen de laranja (Citrus sinensis), a
temperatura ambiente ndo foi uma boa técnica de armazenamento, sendo que a viabilidade caiu
rapidamente e ndo passou da terceira semana (PIO, 2007). De acordo com Gomes et al. (2000);
Oliveira et al. (1995) e Vaknin & Eisikowitch (2000), a viabilidade de graos de polen,
armazenados em temperatura ambiente, pode ser mantida apenas em curto prazo, ou seja, ate,
no maximo, 30 dias.

Para as condi¢des de armazenamento em freezer, os graos de polen de laranja (Citrus
sinensis) apresentaram uma maior porcentagem de germinac¢do em relacdo a temperatura
ambiente e refrigerador (P10, 2007). Em resumo, no que diz respeito a viabilidade do pdlen em
cada época de armazenamento, ¢ observado que o pdlen de Citrus sinensis, armazenado em
temperatura ambiente, perde a sua viabilidade rapidamente, diferentemente daquele
acondicionado em freezer, o qual permanece viavel por um maior periodo. Porém, ainda assim,
houve uma redug¢do com o tempo de conservacao, sendo menos intensas para aqueles
tratamentos em que foram utilizados dessecadores.

A partir dos resultados, verificou-se o efeito de diferentes condig¢des e periodos de

armazenamento de polen sobre a germinagao.
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6 CONCLUSOES

Com o presente trabalho, pode-se concluir que a metodologia proposta ndo conseguiu
cumprir o objetivo geral, que foi estabelecer diferentes métodos de armazenamento e
conservagdo de graos de polens de tomate. Entretanto, alguns aspectos precisam ser
considerados e novos estudos devem ser feitos, a fim de diminuir alguns erros experimentais
encontrados ao longo do trabalho.

No que diz respeito a tolerancia a dessecagdo e ao meio de cultura estabelecido para
germinagdo, conclui-se que o poélen de tomate, dessecado nas condi¢des em que foi testado, nao
se manteve viavel, ao contrario do polen fresco, que se manteve viavel, possibilitando sua
visualizacdo e contagem.

Dentre as variaveis que possam ter interferido nos resultados encontrados, esta a idade
das flores, sendo que, para esse achado, concluiu-se que o terceiro dia foi considerado o melhor
para a realizagdo da coleta das flores e retirada dos graos de polens do tomateiro.

Para a avaliacdo do armazenamento do podlen em diferentes temperaturas e tempo,
infere-se que as porcentagens de germinagdo, em todas as variaveis, foram baixas, ndo sendo
recomendada sua utiliza¢ao para esse fim.

Por fim, salienta-se que mais pesquisas devem ser realizadas para se chegar a um achado
final sobre a melhor temperatura e tempo de armazenamento. Contudo, o presente trabalho

serve de base para futuras pesquisas nessa area.
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APENDICES

APENDICE - 1 TABELA DE ANALISE DE VARIANCIA EM FUNCAO DA
CONCENTRACAO DO MEIO DE CULTURA E DESSECACAO DOS GRAOS DE POLEN
DE TOMATE

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
CONCENTRACAO 2 5109,403333  2554,701667 84,2640,0000
SECAGEM 1 9343,445000  9343,445000 308,1840,00
CONCENTRA *SECAGEM 2 6070,043333  3035,021667 100,1070,00
erro 12 363,813333 30,317778
Total corrigido 17 20886.705000
CV (%) = 18.82
Média geral: 29.2500000 Numero de observagoes: 18

Anélise do desdobramento de SECAGEM dentro de cada nivel de: CONCENTRACAO

APENDICE - 2 TABELA DE ANALISE DE VARIANCIA EM FUNCAO DA
CONCENTRACAO DO MEIO DE CULTURA E DESSECACAO DOS GRAOS DE POLEN
DE TOMATE

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
SECAGEM/1 1 8724.906667 8724.906667 287.782 0.0000
SECAGEM/2 1 55.206667 55.206667 1.821 0.2021
SECAGEM/3 1 6633.375000  6633.375000 218.795 0.0000
Erro 12 363.813333 30.317778

APENDICE- 3 TABELA DE ANALISE DE VARIANCIA EM FUNCAO DO PERIODO DE
ABERTURA DA FLOR PARA COLETA DE POLEN

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
DATA DA AB 3 771.666667 257.222222 6.391 0.0161
erro 8 322.000000 40.250000
Total corrigido 11 1093.666667
CV (%) = 10.21
Média geral: 62.1666667  Numero de observagoes: 12

APENDICE - 4 TABELA DE ANALISE DE VARIANCIA EM FUNCAO DA AVALIACAO
DO EFEITO DE DIFERENTES CONDICOES E PERIODOS DE ARMAZENAMENTO DE
POLEN SOBRE A GERMINACAO

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
DATA 3 33.565753 11.188584 6.873 0.0010
TRATAMENTO 3 105.237948 35.079316 21.549 0.0000
Total corrigido 47 229.717772
CV (%) = 85.49

Meédia geral: 1.4924269  Numero de observacdes: 48
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APENDICE - 5 TABELA DE ANALISE DE VARIANCIA EM FUNCAO DA AVALIACAO
DO EFEITO DE DIFERENTES CONDICOES E PERIODOS DE ARMAZENAMENTO DE
POLEN SOBRE A GERMINACAO

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
DATA 3 33.565753 11.188584 6.873 0.0010
TRATAMENTO 3 105.237948 35.079316 21.549 0.0000
DATA*TRATAMENTO 9 38.821881 4.313542 2.650 0.0203

erro 32 52.092190 1.627881




