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SECAGEM E CONSERVACAO DE GRAOS DE POLEN DE BERINJELA

RESUMO

A utiliza¢do de sementes hibridas de berinjela vem crescendo nos ltimos anos,
devido ao alto vigor, melhor qualidade de frutos, maior produtividade, uniformidade,
maior resisténcia a pragas e doengas e principalmente a facilidade de hibridagdo, devido
ao tamanho do botdo floral da espécie, entre outros fatores. Propiciar o cruzamento
utilizando polen armazenado ¢ de grande auxilio para programas de producdo de
sementes, em especial quando hd defasagem no florescimento entre as linhagens de
interesse, ou quando as mesmas se encontram em regioes distintas. Assim, este trabalho
teve como objetivo otimizar metodologias de viabilidade polinica, desidratacdo e
conservacdo de grao de polen de berinjela ‘Ciga’ visando produzir sementes hibridas.
Em um primeiro estudo, um trabalho prévio foi realizado para determinar a tolerancia
de desidratagdo do grao de polen e identificar a melhor metodologia entre germinagao
in vitro, in vivo e tetrazélio para avaliar a viabilidade polinica. Apos isso, foi avaliada a
viabilidade polinica, pegamento e producdo de fruto e producdo e qualidade fisiologica
de sementes provenientes de graos de pélen com trés graus de umidade (35,8%, 5,4% e
5,1%), armazenados por 180 dias sob trés diferentes temperaturas: geladeira (5°C),
freezer (-20°C) e nitrogénio liquido (-196°C). Concluiu-se que: a) o pdlen de berinjela
tolera dessecacdo até 4,7% de umidade; b) protocolos para germinagdo in vitro de
berinjela devem ser estudados; c) grao de pdlen extraido da flor com elevado teor de
agua (35,8%) se deteriorou independente da condi¢do de armazenamento; d) graos de
poélen armazenados a -20°C e -196°C com aproximadamente 5% de agua foram
eficientes para produzir sementes por 180 dias com alta qualidade fisiologica.

Palavras chaves: Solanum melongena, hibridacdo, armazenamento e semente.
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DRYING AND CONSERVATION OF EGGPLANT POLLEN

ABSTRACT

The use of eggplant hybrid seeds has increased in the last years, due to high
vigor, yield, pest and disease resistance and in special for easy hybridization, because of
the flower size of this species. Making the crosses using stored pollen is usefull to seed
programs, in special when the plants are in different regions or in different growth
stages. Thus, the aim of this study was to find some methodologies for pollen viability,
drying and conservation of eggplant pollen to produce hybrid seeds. In the first study, it
was determinated the capacity to dry pollen grain and and identifyied the better
methodology among in vitro germination, in vivo germination and tetrazolium test to
estimate the pollen viability. In a second study, it was estimated the pollen viability,
fruit set, fruit production, seed production and seed physiological quality using pollen
grains with different moisture (35,8%, 5,4% e 5,1%) stored up to 180 days at 5°C
(refrigerator), -20°C (freezer) and -196°C (liquid nitrogen). This study concluded that:
a) eggplant pollen allows drying to 4,7% moisture; b) new methodologies with in vitro
germination test has been studied; c) pollen with a high percentage of water (35,8%)
loses quickly in each condition of storage; d) pollen conserved in -20°C and -196°C
with 5% of water are efficient to produce seed with high physiological quality.

Keywords: Solanum melongena, hybridization, storage and seed.
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INTRODUCAO GERAL

No mercado mundial de sementes de hortalicas, as solanaceas representam a
familia mais importante, com cerca de 25% do faturamento mundial. Atualmente, no
Brasil, as cultivares de berinjela comercializadas pelas empresas de sementes sdo
genoOtipos hibridos. A Embrapa Hortaligas, no seu programa de melhoramento genético
de solanaceas, desenvolveu ha alguns anos o hibrido de berinjela ‘Ciga’. A participagao
desse hibrido no mercado nacional vem crescendo anualmente, sendo que atualmente
quatro empresas nacionais de sementes o comercializam. No ano de 2005 existiu uma
demanda de cerca de 150 kg de sementes hibridas de berinjela ‘Ciga’ por parte dessas
empresas, sendo que a Embrapa Hortalicas atendeu apenas 30% a 40% desse volume,
em razao de sua capacidade produtiva (W.M. Nascimento, comunicac¢ao pessoal).

Alguns importantes fatores fisiologicos durante a producdo de sementes hibridas
devem ser considerados para a obtencdao de uma adequada produtividade e uma
aceitavel qualidade genética. O conhecimento da viabilidade do poélen, além de
estratégico, torna-se fundamental tanto na producdo de sementes hibridas como nos
programas de melhoramento genético, particularmente em espécies em que existe a
possibilidade de hibridagao artificial, como € caso das solanaceas.

A produgdo de sementes hibridas de berinjela requer mao de obra especializada e
um controle bastante eficiente nas diferentes etapas, garantindo assim, a obtengdo de
sementes de alta qualidade genética e fisioldgica. A hibridacdo nesta espécie ¢ feita por
meio de emasculacdo, ou seja, técnica manual de retirada das anteras (parte masculina)
das flores do progenitor feminino. Geralmente, faz-se a semeadura prévia do progenitor
masculino, retirando-se o polen por ocasido dos cruzamentos. A coincidéncia na
floragdo dos progenitores masculinos e femininos ¢ de suma importancia na garantia de
uma sincronizagdo para os cruzamentos € conseqiientemente produgdo do hibrido. Isto
implica geralmente um maior risco ao produtor de sementes, pois condi¢des
edafoclimaticas adversas podem interferir nessa sincronizagao.

Para evitar essa dependéncia de sincronismo, garantindo a disponibilidade de
graos de pdlen do progenitor masculino na época em que o progenitor feminino estiver
receptivo para o cruzamento, uma solugdo vidvel seria conservar o polen para posterior
utilizagdo. Essa conservacdo também permitird que o produtor tenha maior flexibilidade
na produ¢do, podendo receber pdlen de outra regido produtora. Soma-se a isto, a

possibilidade de um aumento na producdo de semente em virtude do maior



aproveitamento da area anteriormente utilizada para produgdo de polen (progenitor
masculino) como darea para producdo de sementes (progenitor feminino). O
armazenamento do poélen pode ser uma técnica benéfica tanto ao produtor de sementes
quanto ao detentor da cultivar, uma vez que este evitara entregar aos cooperados e/ou
terceiros, as duas linhagens do hibrido. Isto permitird uma maior seguranca e controle
dos parentais. Na pratica, pode-se entdo disponibilizar a linhagem do progenitor
feminino ¢ o polen do masculino. Entretanto, ainda s3o escassos os trabalhos
encontrados na literatura, e precario o dominio da técnica de conservagdo de graos de
pélen das diferentes espécies olericolas.

Assim, este trabalho buscou otimizar a desidratagdo, conservacao e germinagao do

grao de polen de berinjela visando a producao de sementes hibridas.

REVISAO BIBLIOGRAFICA GERAL

Berinjela

A berinjela, botanicamente classificada como Solanum melongena L. pertence a
familia Solanaceae, assim como o tomate, a pimenta, o pimentdo, a batata e o jilo
(Ribeiro et al., 1998). Estudos de distribui¢do de variabilidade indicam a india e a China
como centros de diversidade primdria e secundaria da espécie, respectivamente. As
formas selvagens da berinjela eram de constitui¢do espinhosa e sabor amargo, indicando
que as primeiras selecdes foram dirigidas contra esses caracteres e possivelmente a
favor do maior tamanho de fruto (Nascimento, 2004).

A berinjela foi introduzida no Brasil no século XVI pelos portugueses. Os arabes,
os orientais (principalmente os japoneses) e seus descendentes sdo 0s maiores
consumidores desta hortali¢a (Ribeiro et al., 1998) cujo cultivo vem sendo realizado ha
mais de mil e quinhentos anos (Bonin, 1988, citado por Lanna, 1991). A pesquisa
cientifica com esta espécie teve inicio em 1937 no Instituto Agrondmico de Campinas
(IAC), com a introdugdo de sementes de alguns materiais comerciais. Em 1940, foram
realizados os primeiros ensaios para avaliacdo das cultivares de berinjela recém-
introduzidas (Ribeiro et al., 1998).

A planta da berinjela tem porte arbustivo, com caule do tipo semi-lenhoso e ereto,
podendo atingir 1 a 1,8 m de altura. A intensa forma¢ao de ramos laterais confere a

planta o aspecto de arbusto bem copado. O sistema radicular pode atingir profundidades



superiores a 1 m. As folhas sdo simples, com limbo foliar de formato ovado ou oblongo-
ovado, e densa pilosidade, e dependendo da cultivar, pode apresentar espinhos (Ribeiro
et al., 1998). Geralmente, os frutos sao grandes, do tipo baga, de formato variavel (oval,
oblongo, redondo, oblongo-alongado, alongado), normalmente brilhante, e também de
coloracdo variada podendo ser branca, rosada, zebrina, amarela, verde, purpura e varias
tonalidades de roxo até o preto (Ribeiro et al., 1998 e George, 2004). No Brasil, a
berinjela mais comum € a de cor roxa com formato oblongo (Hortibrasil, 2007).

Embora a area plantada no pais perfaga um pouco mais de 1.500 ha, estd havendo
um crescente aumento no consumo desta hortaliga, motivada pelos consumidores de
produtos mais saudaveis e com propriedades medicinais; neste aspecto, a berinjela se
destaca pela sua propriedade redutora do nivel de colesterol (Filgueira, 2000). O valor
nutricional total do fruto da berinjela pode ser comparado ao do tomate (Ribeiro et al.,
1998), destacando-se as vitaminas Bl e¢ B2 ¢ os minerais Calcio, Fosforo, Ferro ¢
Potassio. A medicina popular recomenda esta hortalica para as enfermidades do
aparelho digestivo, dos rins e bexiga, nas afeccdes cutaneas (Hortibrasil, 2007) e em
tratamentos de diabetes e bronquite (Ribeiro et al., 1998). A berinjela apresenta boa
qualidade quando consumida imatura, com pedunculo tirgido e verde, fruto escuro,
brilhante e macio, e sementes claras (Hortibrasil, 2007).

O mercado consumidor brasileiro tem-se tornado cada vez mais exigente quanto a
qualidade do produto, e quanto ao prego, o que tem levado os produtores de olericolas a
utilizagdo de cultivares e hibridos de alta produtividade, uniformidade e qualidade de
frutos. Atualmente, o mercado brasileiro ¢ dominado pelos hibridos, pois além das
caracteristicas acima citadas, estes apresentam tolerancia as doengas e pragas. Esse
dominio, no caso da berinjela, teve inicio com a incorpora¢do comercial do hibrido F-
100 no inicio dos anos 60, o que abriu espaco para a introducdo de outros hibridos,
como ‘Super F-100’, ‘F-1000’, ‘Napoli’ e ‘Cica’, todos eles existentes no mercado.
Atualmente, o Napoli tem sido o mais cultivado e comercializado, porém outros
hibridos vém sendo testados e podem tornar-se opgdes ao uso do ‘Napoli’. E necessério,
entretanto, determinar o comportamento desses novos materiais, no que se refere a
produtividade e qualidade dos frutos e, compara-los com os tradicionalmente utilizados
(Antonini et al., 2002).

No Brasil, a area cultivada situa-se principalmente no Centro-Sul, apresentando-se
em visivel expansdo. Em conseqiiéncia, a demanda de sementes, principal método de

propagacdo da berinjela, também apresentou crescimento (Lima, 2000). Em 2003, o



mercado de sementes de berinjela foi cerca de R$ 2,3 milhdes, praticamente referentes a

comercializacao de sementes hibridas (Nascimento, 2004).

Biologia floral

Ao se falar sobre polinizacao ¢ relevante conhecer alguns aspectos morfologicos e
fisiologicos da espécie a ser estudada.

A berinjela ¢ uma planta autdgama. Suas flores sdo perfeitas, apresentando tanto
estames como carpelo, ou seja, a mesma flor encerra as partes masculinas e femininas,
sendo considerada hermafrodita. As flores sdao solitarias ou distribuidas em
inflorescéncias do tipo cimeira, de tamanho que varia de 3 a 5 cm de didmetro. A corola
¢ do tipo dialipétala, com cinco a seis pétalas de coloracao lilas e violeta. Os cinco a seis
estames sdo livres, eretos, amarelos e com filamentos bem curtos (Ribeiro et al., 1998).
A antese ¢ o momento de abertura da flor, embora possa designar o conjunto de todo o
desenvolvimento floral, isto ¢, desde abertura até a senescéncia da flor. A planta tem
dicogamia que ¢ a diferenca na época de maturidade da antera e do estigma, sendo esta
dicogamia do tipo protoginia (estigma alcan¢a a maturidade antes da antera), exigindo
ajustes na época de semeadura, especialmente para a produgdo de sementes hibridas,
embora ocorra freqlientemente na natureza (Marcos Filho, 2005).

A berinjela ndo requer comprimento de dia especifico para iniciar o florescimento,
mas requer, por exemplo, uma temperatura minima acima daquela exigida pela cultura
do tomate. A temperatura 6tima durante o dia para o crescimento e¢ producao de fruto
esta em torno de 25-35°C. A berinjela ¢ menos tolerante a baixas temperaturas quando

comparada ao tomate, e ndo tolera geada (George, 2004).

Grio de pdlen

O grao de pdlen maduro ¢ constituido por uma parede celular dupla (uma
membrana externa — exina, € outra interna — intina), um nticleo vegetativo e pelo menos
um generativo ou reprodutivo, todos haploides. A superficie da exina ¢ dotada de
espessamentos, rugas, cristais, pontas ou espinhos, que permitem a fixacdo e retengao
do grao de pdlen na superficie do estigma apos a polinizacdo. A superficie dessa
membrana externa ndo é continua, sendo evidente a presenga de poros que, dentre

outras fungdes, favorecem a expansdo do tubo polinico; € espessa e contém



esporolenina, substancia muito resistente a decomposi¢do. A intina é mais delgada e
contém pectina e celulose. Os graos de polen contém proteinas, lipidios, aminoacidos
livres, vitaminas e pequenas quantidades de auxinas e giberelinas; estes dois
fitormdnios estimulam o desenvolvimento das paredes do ovario e a formagao do fruto
(Marcos Filho, 2005).

Os graos de poélen apresentam diversidade de forma, de tamanho e de
caracteristicas externas da exina, tipicas de cada espécie, as quais se relacionam com a
sua dispersdo abiotica (vento, d4gua) ou bidtica (insetos, passaros, mamiferos) (Carvalho
e Nakagawa, 2000). Em fun¢do de sua grande diversidade morfologica, os graos de
polen tém grande importancia para fins taxondmicos e investigagdes paleontologicas,
pois sdo encontrados em perfeitas condigdes de conservacao nas diversas camadas
geologicas, devido a natureza das substancias da exina (Marcos Filho, 2005); entretanto,

altas ou baixas temperaturas podem afetar a viabilidade do pélen (George, 1983).

Polinizacio

A polinizagdo ¢ a transferéncia do grao de pdlen do estame ao carpelo. Quando as
anteras amadurecem, hé a deiscéncia destas e ocorre a saida dos graos de polen, que sdao
disseminados por varios agentes, como vento, dgua, insetos, passaros € mamiferos, o
que permite que os graos de polen atinjam o estigma e se processe a polinizacdo. O
estigma apresenta-se geralmente com papilas ou pélos e com variagdes, em fungdo da
espécie. O estigma exsuda uma substancia altamente especifica (liquido estigmaético)
que evita a sua dessecagdo, e favorece o recebimento dos graos de polen, garantindo
Otimas condi¢des para a sua germinagdo. Esta substancia ¢ rica em glicoproteina,
mucilagem e nutrientes, sendo abundante no estigma tipo umido e escasso no tipo seco
(Foskey, 1994). A polinizacdo ¢ fundamental para a producdo de sementes porque
precede a fertilizagdao dos ovarios (George, 1983).

A berinjela ¢ uma planta autdégama com flores perfeitas e por isto possui
caracteristicas de autocompatibilidade, reproduzindo-se preferencialmente por
autofecundagdo (Nascimento, 2004 e Ribeiro et al., 1998); entretanto, pode apresentar
polinizacao cruzada (George, 2004). O percentual de polinizagdo cruzada natural varia
com a cultivar ¢ com outros fatores ambientais, com média estimada entre 6 a 7%,
podendo, no entanto, chegar proximo a 50%. Essa taxa de poliniza¢do cruzada aumenta

em locais onde ocorrem populagdes de insetos polinizadores, como por exemplo, a



mamangava (Ribeiro et al., 1998).

A germinagdo do grao de polen ¢ muitas vezes o estimulante para o
desenvolvimento do ovario. Uma polinizagdo com muita quantidade de graos de pdlen
geralmente resulta em uma explosio no crescimento do ovario e aumento do
pegamento. Na polinizacdo, um desconhecido fator de estimulo tem sido descrito por
estar presente no polen, devido ao estimulo da auxina na formacao do ovario (Kessel,
1976). A auxina, também conhecida como acido indol-3-acético, em alguns frutos,
induz o pegamento e o crescimento de partes da flor (Davies, 1990). Este fito-hormonio
tem como funcdo garantir & manutengdo e o crescimento do ovario da flor. A auxina
presente no grao de polen € importante para o desenvolvimento normal do fruto. Em
muitas plantas, a semente continua a produzir reguladores de crescimento, como a
auxina, at¢ o momento de amadurecimento do fruto (USP, 2003). Reide et al. (1984)
também sugerem que a auxina, por estar em alta concentracdo no polen, funciona como

um estimulo na polinizagao.

Fertilizacao

Quando os grdos de pdlen alcancam o estigma, aderem a superficie, gragas as
caracteristicas da exina e das peculiaridades da superficie do estigma, que facilitam a
fixacdo do pdlen. Em seguida, os graos de polen absorvem o liquido estigmatico e
germinam, formando tubos polinicos, que se desenvolvem no interior do estilete até
alcangar o ovario. A formagdo do tubo polinico e seu desenvolvimento no interior do
estigma ndo ocorrem de maneira indiscriminada; somente se verificam em plantas da
mesma espécie ou de espécies estreitamente relacionadas (Chasan e Walbot, 1993). O
tubo ¢ formado pelo crescimento da intina, que atravessa a exina através dos poros. A
intina se projeta, formando um ou mais tubos polinicos, mas apenas um atinge o saco
embriondrio, transportando os gametas.

A temperatura ideal para a germina¢ao do tubo polinico situa-se entre 21 e 27°C;
sendo a minima geralmente em torno de 5°C. O periodo entre a formagdo do tubo
polinico e a fecundagdo ¢ variavel, podendo durar alguns minutos ou horas (Bots e
Mariani, 2005), e depende da temperatura, disponibilidade de 4gua, compatibilidade

genética e do tipo de canal do estilete (Dumas e Mogensen, 1993).



Como os tubos polinicos crescem entre as células do estilete, as enzimas por ele
segregadas degradam as lamelas médias, e as paredes celulares aparecem convertidas
em mucilagem. O tubo polinico parece nutrir-se dos componentes
(mucopolissacarideos, lipoproteinas, glicoproteinas) encontrados no tecido transmissor
do estilete. O crescimento do tubo polinico ¢ controlado por substincias de crescimento
naturais, nas quais se incluem tanto tipos promotores, quanto inibidores. Molisch foi o
primeiro que evidenciou experimentalmente os promotores de crescimento, sugerindo
que tais substancias dirigem o tubo polinico por quimiotropismo (Rodrigues et al.,
1977). Isso supde que os promotores de crescimento do tubo polinico participam da
dire¢do quimiotropica do tubo até o 6vulo, e que os inibidores do crescimento atuam na
incompatibilidade de reacdao entre o grao de polen e o estigma, ou estilete (Carvalho e
Nakagawa, 2000).

A célula vegetativa pode ou nao ser conduzida na extremidade do tubo polinico, a
frente das reprodutivas; ha também casos em que degeneram antes da germinacdo do
grao de polen ou nos primeiros estadios de crescimento do tubo polinico. Muitos
pesquisadores acreditam que a célula vegetativa ¢ apenas uma estrutura vestigial, sem a
menor fun¢do no desenvolvimento do tubo polinico; seria uma estrutura que digere os
tecidos, constituindo um canal que permite a sua passagem. A disponibilidade de calcio
no estigma, o tugor celular e a concentragdo de boro sdo considerados fatores
controladores da germinacio e desenvolvimento do tubo polinico. E possivel também
que um gradiente de concentracdo de calcio conduza o tubo polinico em dire¢do ao saco
embrionario, sendo esse gradiente talvez criado mediante atuagdo das sinérgidas. De
qualquer forma, como o tubo polinico se desenvolve no interior do estilete, este libera
enzimas responsaveis pela degradag¢do de tecidos, constituindo um canal que permite a
sua passagem. O tubo polinico cresce em direcdo ao ovario e, ao atingi-lo, penetra no

ovulo (Marcos Filho, 2005).

Semente

A semente ¢ a unidade reprodutiva que da inicio a uma nova geracdo. Ela ¢ a
estrutura de propagagao das plantas superiores, sendo originaria do 6vulo fecundado. A
fecundagao do 6vulo se inicia pela ruptura do tubo polinico, assim que alcanga o saco
embriondario, onde deposita seus dois nucleos reprodutivos e degenera logo apds. Em

seguida, ocorre a unido de um dos gametas masculinos ao nucleo da oosfera (singamia),



para formar o ovo fertilizado ou zigoto (2n); o outro nticleo reprodutivo se une aos dois
nucleos polares do saco embrionario (fusdo tripla), para formar o nicleo do endosperma
(3n), caracterizando a dupla fertilizagdo tipica das angiospermas. O nucleo
endospermatico, apds inimeras divisoes celulares e outras transformagdes, d4 origem ao
endosperma; o zigoto da origem ao embrido, enquanto os integumentos do 6vulo sdo os
precursores dos tegumentos da semente (Marcos Filho, 2005).

A fertilizacdo da maioria dos 6vulos, e conseqiiente formacdo de um maior
nimero de sementes e frutos de qualidade superior, ¢ uma conseqiiéncia direta da
polinizagdo. Quanto mais eficiente for o processo de polinizagdo, ou seja, quanto maior
for o nimero de graos de podlen vidveis e compativeis no estigma, maior serd a
competi¢ao entre eles para fecundar os oOvulos e maior sera a porcentagem de
fertilizagao (Freitas, 1997).

Cada semente ¢ resultado de um simples pdlen germinado e fertilizado. Para um
desenvolvimento normal dos frutos, milhares de graos de polen necessitam ser
depositados no estigma para produzir centenas de sementes (Zitter et al., 1996), visto
que apenas 2% dos graos polinizados sdo responsaveis pela fertilizagdo (Zamir e Jones,
1981). A berinjela ¢ uma espécie que produz grande quantidade de sementes por fruto.
Kakizaki, citado por Noda (1980), relatou que em certas cultivares de berinjela, por
exemplo, cada fruto produz em média, 2500 sementes. O mesmo autor cita uma média
por fruto oriundo de polinizagdo cruzada em 688 sementes e aqueles oriundos de

autopolinizacdo em 1087 sementes por fruto.

Hibrido

O hibrido ¢ definido como aquele individuo heterozigdtico para um ou mais /oci
origindrio da fusdo de gametas geneticamente diferentes (Borém, 1998). A berinjela ¢
uma das plantas horticolas em que o vigor hibrido (heterose) vem sendo explorado
economicamente ha mais tempo que nas demais culturas. Isso se deve principalmente a
freqliéncia com que ocorre o vigor hibrido na primeira geracdo dos cruzamentos entre
cultivares. A heterose foi definida por Jones (1958) como sendo a tendéncia de
individuos obtidos por cruzamento em ultrapassar seus genitores endogamicos e suas
geracdes endogidmicas em alguns aspectos. Assim, plantas mais vigorosas e produtivas
sdo geralmente obtidas em geragdes F1 de hortalicas, como a berinjela (Paterniani,

1974).



Desde a década de 60, viabilizou-se a producdo e a utilizacdo de um hibrido F1 de
berinjela, denominada F-100, que substituiu quase que completamente as antigas
cultivares de polinizacao aberta utilizadas em escala comercial. A utilizacdo comercial
do hibrido F-100, por mais de um quarto de século, abriu espago para a introdugdo de
outros hibridos comerciais, presumivelmente superiores ao F-100. H4 muitos anos que
sementes hibridas de olericolas tém sido utilizadas em nivel mundial. No relatério de
1959 do Ministério da Agricultura do Japdo, ja se relatavam hibridos de tomate,
repolho, pepino e berinjela (Ikuta, 1961). As cultivares hibridas de berinjela foram
produzidas por especialistas de companhias de sementes que usaram linhas macho-
estéril como mae ou faziam emasculagdo e polinizagdo manual, sendo este o mais
comumente utilizado (George, 2004).

Entre as hortalicas cultivadas no Brasil, ha vérios anos que utiliza-se
comercialmente a heterose em couve-flor, berinjela, tomate, entre outros. Quando se
tem um produto comercial de alto valor e o gasto com sementes por area € pequeno, ou
quando a semente hibrida ¢ produzida a pregos relativamente baixos, como € o caso da
berinjela, a heterose pode ser utilizada como vantagem (Miranda, 1987). Dias e Gurgel
(1949) e Sousa et al. (1997), constataram a ocorréncia do vigor hibrido na producao de
frutos na geracdo F1 e em alguns cruzamentos entre cultivares locais e estrangeiras de
berinjela. Daskaloff (1937, 1941), na Bulgaria, constatou o vigor de hibridos nos
cruzamentos entre cultivares locais e importadas. O aumento de produgdo dos hibridos
sobre os pais mais produtivos variou de 10 a 45% (Ikuta, 1961).

A introdugdo dos hibridos de berinjela no mercado, iniciada na década de 60,
mostrou nitida diminuicdo na amplitude de variagdo do preco (Ikuta, 1981).
Atualmente, ela apresenta oferta e prego relativamente estaveis ao longo do ano, mesmo
sendo uma espécie termofila, que necessita alta temperatura para o seu desenvolvimento
vegetativo e reprodutivo (Sousa et al., 1997). Esta estabilidade, segundo Noda (1980),
deve-se ao uso de hibridos F1, que sdao bastante produtivos ¢ mostram estabilidade
fenotipica sob condigdes adversas.

Os hibridos de berinjela sdo atualmente os mais plantados, pois além da heterose,
tem grande produtividade, qualidade superior, uniformidade e padronizacao das plantas
e frutos, maior precocidade e maior adaptacdo a diferentes condigdes edafoclimaticas

(Ribeiro et al., 1998).



‘Cica’

A ‘Ciga’ ¢ um hibrido de berinjela com resisténcia a antracnose causada por
Colletotrichum gloesporioides e a podridao-de-fomopsis, causada por Phomopsis
vexans, doengas que causam severos danos a cultura. O desenvolvimento deste hibrido
iniciou-se em 1986, na Embrapa Hortaligcas, Brasilia, DF. Ele ¢ um hibrido simples
originario do cruzamento entre o genotipo CNPH 006, resistente a antracnose, ¢ CNPH
110, linhagem resistente & Phomopsis. A fonte de resisténcia a antracnose foi fornecida
pela Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ). A resisténcia tanto a
antracnose quanto a podridao-de-fomopsis ¢ monogénica dominante. Desta forma, a
geragao F1 obtida do cruzamento entre as linhagens comporta-se como resistente as
duas doengas (Reifschneider et al., 1993; Embrapa Hortalicas, 2003). Em 1991, este
novo hibrido foi liberado para comercializagdo, e tem se mostrado altamente produtivo
em diversas regioes do Pais, apresentando excelente qualidade de fruto e maior
conservagao pos-colheita (Ribeiro et al., 1998).

‘Ciga’ apresenta plantas vigorosas, com habito de crescimento intermedidrio, com
1,1 a 1,2 m de altura. As folhas, de coloracdo verde-escura, possuem poucos espinhos.
O florescimento inicia-se 35-45 dias apos o transplantio e a colheita 55-65 dias apds o
transplantio para as condi¢des do Distrito Federal. No plantio durante o inverno ha um
retardamento do desenvolvimento da planta e, consequentemente, do inicio da colheita.
‘Cic¢a' produz frutos de formato oblongo-alongado com 22 cm de comprimento por 8 cm
de didmetro (que se adequa muito bem a caixas do tipo k), com peso médio de 350 g, de
coloracgao roxo-escuro brilhante, com calice verde. O hibrido, em condi¢des favoraveis,
tem produzido até 120 toneladas de frutos por hectare em propriedades agricolas do
Distrito Federal, com excelente qualidade comercial. Em épocas mais frias, a
produtividade reduz para 80 t/ha. Em condi¢des de alta umidade, a antracnose pode
acarretar severos danos aos frutos de berinjela, depreciando o produto comercialmente.
Por ser resistente a antracnose e a podridao-de-fomopsis, ‘Cica’ pode ser cultivada o
ano todo em locais onde ndao ocorram geadas. A adubacdo e os tratos culturais sdo os
usuais para o cultivo de berinjela (Reifschneider et al., 1993; Embrapa Hortalicas,

2003).
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Producao de sementes hibridas

A producdo de sementes hibridas ¢ realizada por meio da emasculagdo manual ou
utilizagcdo de linha macho estéril como mae e transferéncia de pdélen. De acordo com
George (2004), a producao de sementes hibridas em Solandceas, envolve a manutengao
de duas linhas parentais de plantas separadas, ou seja, os parentais masculinos e
femininos. As plantas da linhagem masculina, que fornecem o poélen, sdo semeadas em
uma data que assegure a producdo dos mesmos por ocorréncia da antese na linhagem
feminina. No inicio da polinizagdo, as flores abertas da linhagem feminina devem ser
removidas. Isso € importante para evitar a presenca de algum fruto que ja foi
estabelecido, resultante da polinizagao aberta ou autopolinizacao (George, 2004).

O habito de florescimento e o mecanismo da flor de berinjela foram estudados por
Jones e Rosa (1928). As anteras estdo dispostas em forma de cone em volta do estilete,
sendo que a deiscéncia ocorre apds a antese, quando o estigma ja estd receptivo,
favorecendo assim, a autofecundacao. Todavia, como o estigma usualmente se projeta
além das anteras, ele ¢ facilmente alcancado pelos insetos, dando ampla oportunidade
para a ocorréncia da polinizagdo cruzada. O mesmo autor relatou a técnica da
polinizacdo controlada na berinjela e verificou que um ou dois dias antes da antese, o
botdo ¢ suficientemente grande para permitir a emasculagdo, além de ja estar em
condi¢des para receber o grao de podlen (Kadota, 1958), entretanto se a polinizacio
controlada for efetuada apds a antese ocorre reducdo na producao de sementes (Kadota,
1958). A emasculagdo ¢ efetuada, abrindo-se o botdo com auxilio de uma pinca e
retirando-se os estames que estdo ao redor do estilete. A mudanca da cor da pétala do
botdo de verde para rosa ¢ um indicador de que o estigma esta receptivo.

Apds a emasculagdo, efetua-se o cruzamento, colocando o pdlen, por intermédio
de uma tampa de vidro de penicilina, na superficie do estigma. As plantas desenvolvidas
em casa de vegetacao apresentam uma maior abundancia de polen em virtude das flores
estarem protegidas do vento e das visitas dos insetos que, nas condigdes de campo,
provocam o desprendimento do pdlen. A coleta de polen depende das condi¢des do
ambiente, sendo que o seu desprendimento estd subordinado a um ambiente seco e
quente (Ikuta, 1961). A coleta do poélen pode ser feito por pinga (baixa eficiéncia) ou
com auxilio de um vibrador elétrico (alta eficiéncia). Na segunda opc¢do, as flores da
linhagem masculina devem ser recolhidas com algumas horas de antecedéncia e

colocadas em local seco e fresco, para facilitar o desprendimento do polen (Nascimento,
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2004). Nas condicdes de casa de vegetacdo, o desprendimento do pdlen ¢ bastante
satisfatorio a partir das 10 horas da manha. A coleta do mesmo ¢ realizada com o
auxilio de um vibrador elétrico do tipo descrito por McGuire (1952) e modificado pelo
engenheiro agronomo M. Dias para a obtencdo de pdlen de tomateiro. Com o auxilio
deste aparelho, coleta-se pélen em poucos minutos e em abundancia, o qual é em
seguida transportado em tubinhos de vidro para o campo, onde no mesmo dia as plantas
da linhagem feminina sdao polinizadas com o auxilio da tampa de vidro de penicilina
(Ikuta, 1961).

A polinizacdo deve ser executada de preferéncia em dias claros, de pouco vento,
sobretudo no final da manha, para melhorar a eficiéncia de fertilizacdo (Nascimento,
2004). Apos a realizagdo dos cruzamentos, os botdes sdo protegidos por roletes de papel
aluminio e as flores etiquetadas com a descri¢ao do cruzamento. Os roletes sao retirados
apds uma ou duas semanas, dependendo do murchamento do estigma (Ikuta, 1961). A
producdo de sementes hibridas de berinjela ¢ relativamente facil e o numero de
sementes obtido por fruto ¢ muito elevado, o que torna o seu prego bastante acessivel
(Ikuta, 1961). Nas duas ultimas décadas, ocorreu uma grande expansdao no uso de
sementes hibridas devido a maior facilidade de combinacdo de um nimero maior de
atributos em um unico genotipo e a maior agregacao de valor a semente (Giordano et
al., 2003).

A produgdo de sementes hibridas de berinjela ¢ favorecida pelo grande tamanho
dos botdes florais, abundancia de pdlen coletado facilmente, amplo periodo de
florescimento, e elevado nimero de sementes por fruto. Um dos fatores importantes a
considerar ¢ que determinados botdes estdo condenados a queda apds o cruzamento

(Ikuta, 1981).

Conservacao de griao de polen

A conservacdo genética mediante o armazenamento de pdlen ¢ de interesse para
diversas espécies de plantas. O polen pode ser mantido em bancos de conservacdo com
a descricdo da informagdo do progenitor masculino. Assim, seu uso ¢ facilitado em
programas de melhoramento genético (Ganeshan, 1998) e em programas de produgao
de sementes hibridas.

O sucesso da preservagdo do polen, independentemente do periodo de

conservagao, depende principalmente de fatores como a temperatura e umidade relativa
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do ambiente de armazenamento e do grau de umidade do grao de polen (Linskens,
1964; Dean, 1965; Khan et al., 1971; Casali et al., 1984; Bezdickova, 1989; Lacerda et
al.,, 1995; Usman et al.,, 1999; Yogeesha et al., 1999). Este ultimo fator ¢ muito
importante, pois quando imido, pode formar cristais de gelo durante o armazenamento,
inviabilizando os graos de polen por danificar seus tecidos. Por outro lado, quando o
grao de polen esta extremamente seco, pode haver uma perda na sua capacidade de
germinagdo. Assim, a dessecagao deve ser realizada com bastante cuidado.

Para o armazenamento, os graos de podlen podem ser submetidos a diferentes
temperaturas. Algumas espécies conseguem manter a capacidade germinativa dos graos
de polen, e em condicdes para produzir sementes, enquanto outras ndo. Submetida a
temperatura 5°C a capacidade germinativa pode ser mantida (Bezdickova, 1989; Silva
Filho, 2007) ou reduzida (Hecker et al., 1986; Kanazawa et al., 1992; Dutra et al.,
2000). J& nas temperaturas -196°C e -20°C ndo observou-se redugdo na capacidade
germinativa do grao de pélen de varias espécies (Akihama et al., 1978; Ganeshan, 1986;
Hecker et al., 1986; Yates e Sparks, 1989; Gomes et al., 2003; Ferreira et al., 2006).
Segundo Casali et al. (1984), a redugdo da temperatura no armazenamento prolonga a
viabilidade do grao de polen de Capsicum. Entretanto o grao de pdlen de batata quando
armazenado a -20°C e -196°C apresentou viabilidade para produzir sementes
(Weatherhead et al., 1978), enquanto polen de berinjela submetido a 5°C também
viabilizou a producdo de sementes com qualidade fisiologica, mesmo este tendo sido
armazenado por curto periodo (Nascimento et al., 2003). Assim, a temperatura ndo ¢ o
unico fator que afeta a conservacao do grao de polen, devendo levar em consideracao o
periodo e a umidade relativa de armazenamento.

Segundo Giordano et al. (2003), a baixa umidade relativa permite a viabilidade do
grao de podlen de tomate. Ambientes com umidade relativa controlada e baixa
temperatura viabilizam a capacidade germinativa dos graos de pdlen de pimenta (Dutra
et al., 2000), enquanto que o aumento da temperatura nesta mesma condicao diminui a
viabilidade polinica de graos de Allium cepa (Nomura et al., 1994) e de pistache
(Vithanage e Alexander, 1985). Kwan et al, (1969) e Chang e Struckmeyer (1975;
1976) trabalhando com graos de pdlen de cebola e Luza e Polito (1985) com graos de
polen de noz européia, concluiram que o aumento da temperatura e da umidade relativa
no ambiente de armazenamento diminuiram drasticamente a viabilidade polinica. Grao
de pélen de noz européia armazenado com controle de umidade na temperatura -20°C

apresentou viabilidade polinica com o passar do tempo, entretanto sem o controle de
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umidade relativa foram encontrados resultados contrastantes (Luza e Polito, 1985;
Pinney e Polito, 1990)

Alguns autores relatam que o aumento da temperatura de armazenamento do polen
de diversas espécies diminui progressivamente o vigor germinativo do mesmo,
reduzindo seu periodo de viabilidade (Luza e Polito, 1985; Hecker et al., 1986;
Bezdickova, 1989; Barbosa et al., 1991; Kanazawa et al., 1992; Dubouzet et al., 1993;
Nomura et al., 1994; Giordano et al., 2003; Ferreira et al., 2006). Em mamao, a redugdo
da temperatura manteve o polen com capacidade germinativa por um periodo superior
ao vidvel para produzir sementes (Ganeshan, 1986; Cohen et al., 1989). Isso indica que,
mesmo obtendo pdlen com germinacao viavel em teste de laboratorio, ndo significa que
o polen consiga fertilizar o 6vulo e produzir sementes. O periodo de viabilidade
depende da espécie e pode durar de dias a anos.

Na maior parte dos trabalhos existente na literatura com graos de polen de
diversas espécies nao ha descricdo detalhada da metodologia de extragdo, secagem e
conservagdo, o que dificulta a sua repetibilidade. Soma-se a isto, que inexistem

trabalhos com berinjela.
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VIABILIDADE E TOLERANCIA A DESSECACAO DE POLEN DE
BERINJELA

FRANCA, L.V.; CARMONA, R.; NASCIMENTO, W.M.

RESUMO

A alta demanda por sementes hibridas tem estimulado pesquisas que asseguram a
oferta destas, como ¢ o caso da manipulacdo de graos de podlen. Assim, em estudo
conduzido na Embrapa Hortalicas ¢ na Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia,
no ano de 2006, objetivou-se determinar a tolerancia a dessecagdo do grao de podlen
visando a producdo de sementes hibridas, além de determinar metodologias
(germinacao in vivo, in vitro e solucao de tetrazolio) para avaliar a viabilidade polinica
de berinjela ‘Ciga’. Para avaliar a eficiéncia do grao de polen foi utilizado poélen fresco
(testemunha) e pdlen seco com silica gel em recipiente de aluminio e dessecador por
periodos de 24 e 48 horas. Os respectivos graos de pélen foram polinizados na linhagem
feminina onde foi avaliado o pegamento de fruto, producao e qualidade fisioldgica de
sementes através de: massa de 100 sementes, teste de primeira contagem, germinagao,
emergéncia de plantulas e envelhecimento acelerado. Na germinagdo in vitro, o pdlen
fresco foi incubado a temperatura ambiente no meio de cultura de Brewbaker e Kwack
(1963) pelos periodos de 30 minutos e 16 horas em diferentes concentracdes de sacarose
(0; 5,0; 7,5 e 10,0 g/L), e analisados mediante fotografias digitais em microscopio
optico (10x). Na germinagdo in vivo, o pdlen fresco foi polinizado na linhagem
feminina, onde apds 4 e 24 horas em contato com o estigma, o grdo de pdlen foi
submetido a coloragdo com o pigmento azul de anilina e analisado em microscopio
ultravioleta na objetiva 10x. Na solucdo de tetrazolio em diferentes concentragdes (1;
0,75 e 0,5%), adicionou polen fresco e os submeteu a 25°C por 24 horas, analisando em
microscopio optico (10x) e em lupa, a coloracdo da massa de polen. Concluiu-se que
protocolos para germinagdo in vitro de berinjela devem ser estudados; grao de polen de
berinjela em contato com o estigma por 24 horas validou o teste de germinagao in vivo;
a metodologia de viabilidade polinica com a utilizagdo de solugdo de tetrazolio deve ser
melhorada,; grdo de poélen com teor de agua de 4,7% a 47,2% proporcionou uma boa
producdo de sementes.

Palavras chaves: Solanum melongena, producao de sementes, qualidade fisioldgica,
germinagao in vivo € in vitro.
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VIABILITY AND DISSACATION TOLERANCE OF EGGPLANT POLLEN
FRANCA, L.V.; CARMONA, R.; NASCIMENTO, W.M.

ABSTRACT

The demand of hybrid seeds has stimulated researcheres, including the pollen
grain manipulation, to ensure the availability of those seeds. Thus, in a study developed
at Embrapa Vegetables and Embrapa Genetic Resources and Biotechnology, in 2006,
determined the tolerance for pollen grain dissacation to produce seeds, and determined
the methodologies (in vivo germination test, in vitro pollen germination and stained with
tetrazolium test) to evaluate the pollen viability of ‘Cig¢a’eggplant. To asses the
efficiency of pollen grain drying it were used fresh pollen (control) and dry pollen using
silica-gel in aluminum and dissector containers for 24 and 48 hours. The pollen grains
were pollinated in female plants where was evaluated the fruit set, production and
physiological seed quality (seed mass, first counting, germination, seedling emergence
and accelerated aging). For in vitro pollen germination, the fresh pollen was incubated
at laboratory conditions in culture medium of Brewbaker and Kwack for 30 minutes and
16 hours in different sucrose concentrations (0; 5,0; 7,5 and 10,0 g/L), and evaluated by
digital photograph in an optical microscope (10x). For in vivo germination test, the fresh
pollen was pollinated in female plants, and after 4 and 24 hours in their stigma the
pollen grains were stained with aniline blue and evaluated in an ultraviolet light
microscope. Fresh pollen grains were put in tetrazolium solutions (1; 0,75 and 0,5%)
and submitted at 25°C for 24 hours. After this time it was evaluated the pollen staining
using a microscope and a loupe. The results indicated that there is necessity studies to
find the methodology to evaluate the viability of pollen with in vitro test; the eggplant
pollen in the plant for 24 hours evaluate the pollen viability; pollen drying at moisture
content of 4,7% and 47,2% was efficient to eggplant seed production. Physiological
seed quality was not affected by the pollen drying method.
Keywords: Solanum melongena, seed production, seed physiological quality, in vivo

germination test and in vitro pollen germination.
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INTRODUCAO

Atualmente a demanda por berinjela (Solanum melongena L.) tem aumentado,
pois além de ser um produto saudédvel, apresenta propriedade que reduz o nivel de
colesterol. Os hibridos tém sido mais utilizados, pois além do ganho com a heterose e a
melhor resisténcia a doengas, a produg¢do de sementes hibridas ¢ facilitada, devido ao
tamanho do botdo floral da espécie, entre outras vantagens.

Conhecer a capacidade germinativa (viabilidade) do grdo de polen do progenitor
masculino ¢ fundamental no processo de hibridagdo artificial. A viabilidade do pdlen
pode ser afetada durante a maturacdo da planta por varios fatores enddgenos e
exogenos, tais como estadio de desenvolvimento da flor (Lacerda et al., 1994); altas
(40°C) (Giordano et al., 2003) e baixas temperaturas (15°C) (Chira, 1963); estado
nutricional da planta (Howlett, 1936); luminosidade (Goss, 1971), defensivos agricolas
e outras substancias quimicas (MacDaniels e Hildebrand, 1939; Dubey e Mall, 1972).

Segundo Sari-Gorla et al. (1995) tanto o diametro do grao de pdlen quanto a
capacidade de emissdo do tubo polinico, podem ser considerados como indicadores da
qualidade do pdlen, independente do efeito do ambiente que se encontra a flor a ser
polinizada, porém o desempenho do polen varia de acordo com a combinacao genética
pOlen-pistilo.

A viabilidade do grdo de pdlen, medida de fertilidade masculina, pode ser
determinada através de diferentes técnicas (Dafni, 1992; Kearns e Inouye 1993). Estas
podem ser agrupadas em métodos diretos, tais como a inducao da germinacao in vitro
(Dutra et al., 2000; Gomes et al., 2003; Pio et al., 2007) e in vivo (Oliveira et al., 2001,
Ferreira et al., 2006) ou método indireto baseado em parametros citoldgicos, como a
coloracdo (Shivanna e Johri, 1985; Dafni, 1992; Shivanna e Rangaswamy, 1992; Kearns
e Inouye, 1993).

Dentre os corantes mais utilizados destacam-se o carmim acético, azul de anilina,
azul de algodao, iodeto de potassio (Stanley e Linskens, 1974; Sharma e Sharma, 1994),
cloreto de trifeniltetrazolio e tetrazolio vermelho (Shivanna e Rangaswamy, 1992), os
quais promovem diferengas na coloragdo dos graos de polen, fornecendo resultados de
forma rapida e com baixo custo. Na literatura ndo ha a descricdo de um teste de
viabilidade universal utilizando um corante especifico. Os corantes nucleares, de acordo
com Alexander (1969, 1980), tém uma aplica¢ao limitada, pois colorem somente graos

de polen funcionais, enquanto que aqueles inviaveis sdo identificados por nado
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colorirem. Assim, ndo sdo adequados para espécies cujos graos de podlen apresentam
paredes espessas, mucilaginosas e com presenca de espiculas, pois dificultam a sua
penetracao ¢ impedem a coloragao. Nessa condi¢do, graos de pdlen viaveis podem ndo
apresentar coloracdo e serem equivocadamente classificados como ndo vidveis. Para
evitar isso, uma alternativa seria a utilizagdo de corantes a base de verde malaquita e
fucsina 4cida que, devido as suas propriedades quimicas bésicas e acidas,
respectivamente, colorem graos de polen vidveis e nao viaveis, mostrando-se eficiente
para varias espécies.

A germinagdo de graos de pdlen in vitro € um dos métodos que permite verificar
sua viabilidade (Dutra et al., 2000; Gomes et al., 2003). O método geral consiste em
germinar uma pequena amostra em um meio de cultura apropriado e observar em
microscopio, apoés um determinado periodo, a porcentagem de grdos de polen que
desenvolvem tubo polinico. A composi¢do do meio e o pH estdo entre os fatores que
afetam a sua germinagdo. O polen das angiospermas precisa de uma fonte de carbono,
de boro e, freqlientemente de outros nutrientes para promover a sua germinagao
(Galleta, 1983). Segundo Pfahler (1967), a adicdo de boro tem importancia, e suas
respostas sdo varidveis conforme a espécie. Seu mecanismo de acdo consiste em
interagir com o acucar e formar um complexo ionizavel aglcar-borato, o qual reage
mais rapidamente com as membranas celulares. Thompson e Batjer (1950) verificaram
que a adi¢do de boro ao meio aumentou marcadamente a porcentagem de germinacao e
o comprimento do tubo polinico de véarias frutiferas de clima temperado. O calcio
adicionado ao meio de cultura para germinagdo propicia caracteristicas fisioldgicas com
o tubo polinico e grao de pdlen com menor sensibilidade a variagdes do meio basico,
menor permeabilidade, crescimento em forma linear e aparéncia rigida do tubo polinico
(Bhojwani e Bhatnagar, 1974). Na auséncia de calcio, hd uma maior permeabilidade da
membrana do tubo polinico, causando a liberacdo de metabdlitos internos para o meio
externo (Stanley e Linskens, 1974). Beyoung (1965) observou, em 46 espécies
horticolas, que a adicdo de célcio promoveu a germinacdo do grdo de pdlen e o
crescimento do tubo polinico em todas as espécies estudadas. Brewbaker e Kwack
(1963), trabalhando com 86 espécies e 39 familias, mostraram que a adi¢do de calcio e
boro atua como um fator de controle primario da germinacao do tubo polinico in vitro.

O acucar empregado no meio de cultura tem por finalidade proporcionar o
equilibrio osmotico entre o poélen e a solucdo de germinacdo e fornecer energia para

auxiliar o processo de desenvolvimento do tubo polinico (Stanley e Linskens, 1974;
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Galleta, 1983; Miranda e Clement, 1990). Dentre os aglcares, a sacarose ¢ a mais
indicada para a cultura de 6vulos de Lycopersicum peruvianum, sendo crucial para o
crescimento do ovario e formagdo de sementes in vitro (Torres, 1984). Para a cultura do
tomate (Silva Filho, 2007) e fumo (Loguercio, 2002), o meio de cultura de Brewbaker e
Kwack (1963) deve ser calibrado com 10g/L de sacarose.

Segundo Akamine e Girolami (1959), tubos polinicos se rompem devido, entre
outros fatores, a alta umidade e a variagdo do meio, ocasionada pelo aumento da pressao
osmotica e pela baixa resisténcia da parede celular.

O teste de germinagado in vitro tenta através do meio de cultura simular o ovario da
planta, ambiente em equilibrio para desenvolvimento do tubo polinico, local este
utilizado para germinagdo do grao de pdlen na germinagao in vivo. Assim, a germinagao
in vivo consiste em colocar o grdo de polen no estigma da flor receptiva, e avaliar ao
microscopio aqueles desenvolvidos (Silva Filho, 2007). Pode-se ainda avaliar a
germinagdo pela porcentagem de pegamento ou frutificagdo (Galleta, 1983) ou pelas
sementes produzidas (Stanley e Linskens, 1974; Akihama et al., 1978).

Galleta (1983) considera que o método de corante superestima a porcentagem de
germinagdo do grao de pdlen, enquanto o teste in vitro a subestima. Ja para Einhard et
al. (2006), amostras de pdlen que parecem nao viaveis quando testadas in vitro, podem
produzir boa porcentagem de sementes in vivo. A coloracdo, embora seja um
procedimento simples e de baixo custo, ndo fornece informagdes sobre a capacidade
germinativa do pélen, o que pode ser obtido por meio de testes de germinagdo in vitro
(Techio et al., 2006) ou in vivo (Einhardt et al., 2006).

A planta quando bem manejada apresenta polen com alta capacidade germinativa.
Este polen pode ser utilizado tanto em sistema de conservacdo de germoplasma, da
mesma forma em que se utilizam sementes e partes vegetativas (Yates e Sparks, 1990),
como em programas de melhoramento genético para utilizacdo em hibridacao artificial.

A preservagao da viabilidade dos graos de polen, durante curto ou longo periodo
de conservagdo, envolve a redugdo 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 (Akihama et al., 1979). Com isto, as
variacoes da taxa respiratoria € de outros processos metabdlicos sdo minimizadas,
tornando o podlen, entdo, quase inativo ou dormente durante o tempo em que estiver
armazenado (Snyder e Clausen, 1974). Soma-se a isto, a redugdo da proliferacdo de

microorganismos, € conseqiientemente a deterioragcao dos graos de pdlen.
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Segundo Martins et al. (1981), quanto menor o periodo € maior a temperatura de
armazenamento, maior podera ser o teor de agua do grao de pdlen. Assim, polen com
baixo teor de agua (8 a 10%), propicia boa longevidade, independente do método de
armazenamento (Sprague e Johnson, 1977). Em varios trabalhos, a viabilidade do pdlen
armazenado ¢ mantida quando o mesmo estd seco (Sousa, 1988); neste caso, hd uma
diminui¢do do risco de formagdo intracelular de cristais de gelo (Barnabas e Rajki,
1976). A formacao destes cristais pode romper os tecidos celulares, possivelmente
devido a lesdes na membrana celular (Polito e Luza, 1988) o que afeta a viabilidade do
pélen.

Segundo Weatherhead et al. (1978), nao existe a necessidade da secagem do pdlen
antes do armazenamento, uma vez que foi possivel a produgdo de sementes botanicas
de batata utilizando pdlen fresco. Entretanto, segundo Akihama et al. (1978), também ¢
possivel produzir sementes de péra e péssego utilizando poélen seco e armazenado.

A secagem ¢ a forma de reduzir o teor de agua do pdlen. Esta deve ser realizada
com cuidado, nao permitindo que a temperatura de secagem exceda 28°C (Argerich e
Gaviola, 1995). Pélen muito seco pode reduzir sua capacidade germinativa por perder
dgua de constitui¢do. Algumas técnicas para retirar umidade do grdo de polen sdo
liofilizacdo (Mcguire, 1952; Akihama et al., 1978) e utilizacdo de substancias
higroscopicas, podendo ser silica gel (Ahlgren e Ahlgren, 1978; Pereira et al., 2002),
solugdo de cloreto de sodio (Ferreira et al., 2006), ou outras, desde que acondicionadas
em recipientes que proporcionem a condi¢ao de vacuo (dessecador).

A quantidade de 4gua que pode ser retirada do grao de pdlen varia com a espécie.
Em milho, por exemplo, a retirada de dgua reduz sua viabilidade (Ferreira et al., 2006),
enquanto que em beterraba, essa viabilidade ¢ mantida (Hecker et al.,1986). O pdlen
tolera dessecacdo até¢ certo ponto, sendo que a perda da viabilidade em diferentes
espécies tem sido correlacionada com a perda de agua e a manutencao do estado de
desidratacdo em condigdes naturais e de laboratorio (Linskens e Cresti, 1988; Nepi e
Pacini, 1993; Lisci et al., 1994). A graminea Festuca arundinaceae apresenta pdlen
parcialmente desidratado com viabilidade reduzida ou quase nula apds a deiscéncia das
anteras (Pacini et al. ,1997).

Na literatura, dificilmente sdo mencionadas formas de secagem do polen, € nos
casos em que isso ocorre (Mcguire, 1952; Kwan et al., 1969; Akihama et al., 1978;

Ferreira et al., 2006; Silva Filho, 2007) ndo existe uma descricdo detalhada da
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metodologia utilizada e do teor de dgua residual presente no grao de polen. Isto dificulta
sua repetibilidade e utilizacao pratica na producao de sementes hibridas.

O objetivo deste trabalho foi realizar testes preliminares para avaliar a viabilidade
e determinar a tolerancia a dessecag@o do pdlen de berinjela que viabilize a produgdo de

sementes hibridas.

MATERIAL E METODOS

Germinacgao in vitro

O presente trabalho foi realizado no Laboratério de Biologia Celular da Embrapa
Hortaligas, em janeiro de 2006. Graos de polen do progenitor masculino da berinjela
‘Cig¢a’ foram coletados de flores em antese utilizando um pequeno vibrador elétrico.
Para o estabelecimento do protocolo de germinagdo de graos de polen in vitro foi
utilizado, como padrao, o meio de cultura composto de macro e microelementos de
Brewbaker e Kwack, que consiste de KNO; (100 g/L), MgSO,4.7H,O (200 g/L), H;BOs;
(100 g/L) e Ca(NOs),.4H,0 (300 g/L) (Brewbaker e Kwack, 1963).

Para calibrar o acucar do meio, primeiramente foi adicionado concentragdes de 0;
2,5;5; 10; 15 e 20g/L de sacarose. Em laminas, foram aplicadas duas gotas do meio de
cultura com os respectivos niveis de sacarose, e nelas distribuido os graos de pdlen. As
laminas foram incubadas por 30 minutos em temperatura ambiente. Cada meio de
cultura com sua respectiva concentragao de sacarose foi realizada em uma lamina. Nao
realizou a contagem dos graos de pdlen germinados, apenas avaliou visualmente o
desenvolvimento dos tubos polinicos em microscopio dptico com objetiva 10x. Baseado
nesse teste prévio, repetiu-se o teste, mas adicionando ao meio, respectivamente as
seguintes concentragdes de sacarose (0; 5,0; 7,5 e 10,0 g/L). Foram aplicadas, em
laminas, duas gotas do meio com os respectivos niveis de sacarose e nelas distribuido os
graos de polen. Cada lamina era uma parcela. As laminas foram colocadas em camaras
umidas constituidas por placas de Petri alinhada com papel de filtro umedecido, e
incubadas a 25°C sob luz inflorescente de 40W por 16 horas. Na incubagdo por 16
horas, a avaliagdo dos graos de polen germinados € nao germinados foram fotogratados
com maquina digital em microscopio Optico com objetiva de aumento de 10x. As
laminas fotografadas foram analisadas em trés regides cada, e nestas foram contados os

graos de podlen germinados e os ndo germinados, sendo considerado grao de polen
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germinado aquele que apresentava o tubo polinico desenvolvido. O delineamento
experimental utilizado foi inteiramente casualizado, com trés repeti¢des, utilizando o
Sisvar (Ferreira, 2000) como programa estatistico. Os dados foram transformados em

(x)"? e as médias comparadas por regressdo polinominal.

Germinacio in vivo via fluorescéncia

O presente trabalho foi realizado no Laboratorio de Biologia Celular da Embrapa
Hortaligas, Brasilia, DF, no ano de 2006.

Botdes florais do progenitor feminino foram emasculados e polinizados com
polen fresco, recém-extraido. Apos 4 e 24 horas de contato entre o grao de pdlen e o
estigma, a flor foi colhida. Desta retirou-se o pistilo e o submeteu a um fixador em 30%
de etanol (3 partes de alcool etilico e 1 parte de acido acético) por 10 minutos, cuja
func¢do foi manter os graos de polen no estagio que estavam assim que a flor foi retirada
da planta. Em seguida foi efetuada a lavagem dos pistilos por 30 minutos em alcool
70% para despigmentar o tecido do carpelo e facilitar a andlise. Apds, efetuou a
lavagem em agua destilada seguida da solugdo de hidroxido de s6dio (NaOH) por 20
minutos, para “amolecer” o tecido do pistilo. Lavou novamente em agua destilada e o
macerou em uma lamina com duas gotas do pigmento azul de anilina a 0,1% em 0,1N
de fosfato de potassio (O’Brien e McCully, 1981; Torres, 1984), deixando reagir por 5
minutos. Apos esse periodo, o pistilo foi analisado em microscépio de luz ultravioleta
na objetiva 10x, observando o desenvolvimento do tubo polinico via fluorescéncia.
Foram considerados graos de polen germinados aqueles que apresentaram tubo polinico
e/ou coloracdo verde brilhante, e os ndo germinados aqueles de coloragdo marrom.

Para o periodo de 4 horas foi utilizado somente um botao floral. Para o periodo de
16 horas utilizou trés repeticdes, onde cada repeticao consistiu de uma lamina com um
estigma, sendo cada lamina composta pela média de trés regides da mesma ao acaso
com area de 5 mm? (Figura 1.1) analisada, pois a quantidade de polen era elevada. Nesta
area, contou os graos pigmentados (germinados) e os ndo pigmentados e, baseado no
total, foi expresso a porcentagem de graos germinados. Essa pigmentacdo acontece
devido a reacdo do corante azul de anilina com a calose, substancia presente nos graos
maduros prontos para emitir o tubo polinico (Currier, 1957; Stanley e Linskens, 1974);

isto a deixa fluorescente, sendo este um indicativo da viabilidade polinica (Linskens e
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Esser, 1957; Stanley e Linskens, 1974) (Figura 1.2). A anéalise ndo foi realizada pela

fotografia, por nela ndo ser possivel visualizar os graos nao pigmentados (inviaveis).

Viabilidade polinica através de solucio de tetrazolio

Este trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Cultura de Tecidos da Embrapa
Recursos Genéticos e Biotecnologia, em Brasilia, DF, em junho de 2006. Inicialmente,
preparou-se uma solugdo de tetrazélio nas concentracdes de 1; 0,75 e 0,5%. As solugdes
foram colocadas em eppendorfs com volume de 1,5ml. Em cada concentragdo foi
adicionado uma pequena por¢ao de grao de pdlen fresco, sendo os eppendorfs cobertos
com papel aluminio e agitados para que os graos de pélen entrassem em contato com a
solucdo. Em seguida, foram colocados em germinador BOD a 25°C por 24 horas. Apds
esse periodo, os graos de polen foram analisados de trés formas: a) visualizagdo a olho
nu da coloragdo da massa de pdlen no eppendorf; b) coloragdao dos graos de pdlen em
laminas, observado em microscopio Optico na objetiva 10x; e ¢) coloragao dos graos de
p6len em papel filtro, observado em lupa.

Baseado nos resultados obtidos, foi colocado pdlen fresco e podlen extraido
armazenado por dois anos em eppendoffs contendo solucdo de tetrazolio na
concentragdo de 0,75%. Os mesmos foram cobertos com papel aluminio e agitados. Em
seguida, foram colocados em germinador BOD a 25°C por 24 horas. Apds esse periodo
os graos foram analisados de duas formas: a) visualizagdo a olho nu da coloragdo da
massa de pdlen no eppendorf; e b) coloracao dos graos de polen em laminas, observado

em microscopio na objetiva 10x.

Tolerancia do polen a dessecagdo

O trabalho foi desenvolvido na Embrapa Hortaligas, Brasilia, DF, no periodo de
junho a outubro de 2006. Foram coletadas flores da linhagem masculina do hibrido de
berinjela ‘Cica’ e extraido pdlen com auxilio de vibrador elétrico. A umidade do grao de
polen foi reduzida através do acondicionamento dos mesmos em eppenforf (1500ul)
abertos e submetidos a secagem em dessecador e recipiente de aluminio com 300
gramas de silica gel, ambos por periodos de 24 e 48 horas em ambiente de laboratorio.
Em cada eppendorf havia polen extraido de 30 flores. Como testemunha, foi utilizado

polen fresco (extraido e ndo submetido a dessecacdo).
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Foi determinado o grau de umidade do grao de pdlen na base umida para todos os
tratamentos, adotando a mesma metodologia utilizada para a determinag¢do do grau de
umidade de sementes (Brasil, 1992). Em virtude do grao de polen ser pequeno ¢ leve,
foram confeccionadas taras de papel aluminio com didmetro de 1,5 cm e 1,0 cm de
altura. Nelas foram colocadas uma porc¢do de grao de poélen (quantidade aproximada de
polen extraido de 20 flores) e pesada em balanga de precisdao com trés casas decimais e,
em seguida, colocada em estufa a 105°C % 3°C por 24 horas, sendo apds esse periodo
pesada novamente, a tara com os graos de poélen seco e somente a tara. Assim a umidade

foi determinada pela seguinte equacao:

U = (Pu-Ps) x 100
(Pu-Pt)

Onde:

U — Grau de umidade do grao de polen (%)
Pu — Peso timido (g)

Ps — Peso seco (g)

Pt — Peso da tara (g)

A umidade de cada tratamento foi determinada pela média encontrada de trés
amostras de cada tratamento.

Os graos de polen frescos e secos foram polinizados em flores da linhagem
feminina da cultivar ‘Cig¢a’ no estddio de botdao, onde apos a emasculagdo, com auxilio
de uma tampa de penicilina, contendo o poélen, foi realizada a polinizagdo. Foram
polinizados , ao acaso, 10 botdes para cada tratamento. Apds 15 dias da polinizagao, foi
verificado o pegamento de fruto nas plantas. Sessenta dias ap6s a polinizagao, os frutos
produzidos foram colhidos e colocados em repouso por 15 dias em local sombreado,
seco e arejado, conforme Nascimento et al., 2000. Apds o repouso, as sementes foram
extraidas, e para isso, cortou-se os frutos em pequenos pedagos e em seguida, passou os
pedagos de frutos duas vezes em um equipamento desintegrador de polpa. Foi
adicionado agua a polpa com a semente para a extracdo umida. As sementes foram
entdo submetidas a uma pré-secagem a 32°C por 24 horas, seguida de uma secagem a
40°C por 24 horas, mantendo a semente com umidade de aproximadamente 5%. As
sementes foram avaliadas imediatamente ap6s a extragdo mediante os seguinte

parametros:
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Numero de sementes por fruto: pesou-se a quantidade de sementes extraidas dos
frutos e, baseado na massa de 100 sementes, estipulou-se o niumero de sementes por
fruto.

Massa de 100 sementes: quatro sub-amostras de 100 sementes de cada tratamento
foram pesadas, sendo a média dos resultados expressos em gramas (g).

Teste de germinagdo: o teste foi conduzido segundo as Regras para Andlise de
Sementes (Brasil, 1992). Foram utilizadas para cada tratamento quatro repeti¢coes de 50
sementes em caixas gerbox sobre papel umedecidos com 4gua e levadas ao germinador
em temperatura alternada de 20°C (16 horas) por 30°C (8 horas), sendo as avaliagdes
realizadas aos 7 (primeira contagem) e 14 dias.

Teste de emergéncia de pldantulas em substrato: foram utilizadas quatro repeticdes
de 50 sementes de cada tratamento. A semeadura foi realizada em bandejas de
poliestireno expandido (isopor”) de 200 células, contendo uma semente por célula,
utilizando como substrato artificial a base de Plantmax®. O teste foi desenvolvido em
casa de vegetagao com avaliagdo aos 32 dias.

Teste de envelhecimento acelerado: o teste foi conduzido segundo Franca et al.
(2007) em gerbox adaptado, e para formar uma camara imida com 76% de umidade
relativa foi adicionado 40 ml da solugdo salina na concentragdo 40g NaCl/100ml H,O.
Neste gerbox foi colocado uma tela suspensa e acondicionadas as amostras de cada
tratamento de maneira a constituirem uma camada unica de sementes. Cada amostra
continha aproximadamente 250 sementes. Os gerbox foram mantidos por 96 horas em
estufa a 41°C. ApoOs esse periodo, as sementes foram submetidas ao teste de
germinagdo, conforme descrito anteriormente, sendo avaliadas ap6s 7 dias.

O delineamento utilizado foi inteiramente casualizado, com quatro repeti¢des.
Utilizou-se o Sisvar (Ferreira, 2000) como programa estatistico. Os dados foram
transformados em (x+1)"?, e as médias dos tratamentos comparadas pelo teste de Tukey.

Realizou-se regressao polinomial para a variavel umidade.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Germinacao in vitro

A germinagdo in vitro ¢ considerada um indicativo da viabilidade polinica (Sari-

Gorla et al., 1995). Esta atividade simula o ovario da planta onde o pdlen naturalmente
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germinaria. No teste em que os grdos de pdlen permaneceram incubados por 30
minutos, em todos os tratamentos foi possivel observar o inicio da emissdao do tubo
polinico, embora estes nao estivessem bem desenvolvidos. A andlise foi realizada
visualmente, sendo que nas concentracdes de 5g/L e 10g/L de sacarose, observou-se
uma maior germinagdo, entretanto, constatou-se que o tempo de incubagdo foi curto.
Segundo Lacerda et al. (1995), para meios de cultura em condigdes ideais para
germinagdo de pdlen de tomate, os niveis de sacarose € o tempo de incubagdo
influenciaram na germinacdo dos graos de polen. Assim, no segundo teste, os graos
foram incubados por um maior periodo, ou seja, 16 horas.

Os graos de polen germinaram no meio em todos os niveis de sacarose analisados
(Figuras 1.3 a 1.6), entretanto, quando incubados a 5,0 g/L apresentaram grande indice
de graos de pdlen rompidos (Figura 1.4). Segundo Akamine e Girolami (1959) e Salles
et al. (2006), tubos polinicos se rompem devido, entre outros fatores, a alta umidade e a
variacdo do meio ocasionada pelo aumento da pressdo osmotica e pela baixa resisténcia
da parede celular.

Conforme Figura 1.7, o meio de cultura com nivel de sacarose de 7,5 g/L
apresentou diferenca significativa quando comparado aos demais niveis analisados.
Entretanto, seu resultado ndo foi satisfatorio, pois mesmo tendo apresentado a melhor
germinagdo, foi observada uma porcentagem muito baixa. Em outros trabalhos, nas
culturas da cebola (Gomes et al., 2003) e de pimenta (Dutra et al., 2000), a germinacao
in vitro encontrada foi de 49,8 % e 82,0%, respectivamente.

Isso indica a necessidade de estudos para a verificacdo da possibilidade de
aumentar a porcentagem de germinacao in vitro, que pode ser realizado de duas formas:

«  Através da calibracdo dos macro e microelementos como calcio e boro

presentes no meio de cultura Brewbaker e Kwack (1963), uma vez que ambos
sdo elementos essenciais para o inicio do prolongamento da intina e
conseqiiente formagdo do tubo polinico in vitro (Brewbaker e Kwack, 1963;
Pio et al., 2004; Marcos Filho, 2005). Altas dosagens de calcio e auséncia de
boro podem aumentar a quantidade de grios de pdlen rompidos com a
liberacao do conteudo citoplasmatico para o meio externo além de um baixo
indice de graos de pdlen germinados (Pio et al., 2004). Assim, a calibragao
desses elementos ao meio de cultura pode aproxima-lo das condi¢des do

ovario da planta, podendo aumentar a porcentagem de germinagdo in vitro €
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validando esta técnica de viabilidade polinica para a espécie Solanum
melongena; ou

«  Através de estudos com outros protocolos que validam a germinagao in vitro
com graos de pdlen para berinjela, pois mesmo o protocolo de Brewbaker e
Kwack (1963) sendo eficiente para germinagdo de grdos de tomate (Silva
Filho, 2007) existe a possibilidade dele nao ser adequado para germinagao de

graos de polen dessa espécie.

Germinacao in vivo via fluorescéncia

O grao de poélen inicialmente permaneceu em contato com o estigma por 4 horas,
entretanto, ndo foi observado emissdo de tubo polinico. Cada espécie apresenta um
periodo para que o pdlen emita o tubo polinico e permita a avaliagdo da germinagdo in
vivo. Para tomate, por exemplo, sdo necessarios apenas 4 horas (Silva Filho, 2007)
enquanto para péssego sdo necessarios 4 dias (Einhardt et al., 2006). Baseado nisso,
repetiu-se o teste deixando o grao de pdlen em contato com o estigma por um periodo
maior, ou seja, por 24 horas; neste caso, obteve-se a emissao do tubo polinico com
média de germinagdo de 66%. A quantidade de grao de podlen variou nas repetigdes
analisadas (Tabela 1.1), o que pode ter sido influenciado pela pressao dada ao pistilo, no
momento que os graos de pdlen foram espalhados na lamina. Essa porcentagem de
germinagdo valida o teste, pois segundo Scorza e Sherman (1995) uma boa porcentagem

de germinacao encontra-se entre 50% e 80%.

Viabilidade polinica através da solucio de tetrazolio

No primeiro estudo, a coloracdo da massa de pdlen na concentragdao de 1% ficou
muito escura (Figura 1.8), a 0,5 % nao coloriu bem, entretanto a 0,75% os graos de
polen apresentaram uma boa coloragdo (vermelho-carmin) (Figura 1.9). Colocando-os
em lamina de microscopia e observando em microscopio Optico, verificou-se que a
grande maioria dos graos de pdlen permaneceram brancos (indicativo de inviabilidade
polinica), ao contrario do resultado satisfatorio visto na massa de pélen. Em papel de
filtro visto em lupa, ndo foi possivel distinguir a cor dos graos de polen (Figura 1.10)
que pode ser explicado possivelmente pela dificuldade de colocar no papel de filtro uma

pequena quantidade de graos sem interferir no tratamento; ou pelo pequeno tamanho
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dos graos, o que dificulta sua manipulacdo ou finalmente por a lupa ndo proporcionar
um aumento significativo para o material utilizado.

No segundo estudo, comparando os graos frescos ¢ armazenados na solucao de
0,75% de tetrazolio, observa-se que a massa daqueles armazenados ndo coloriram,
enquanto a massa dos grdos frescos apresentou colora¢ao vermelho-carmim (Figura
1.11). Mesmo a massa de grdos de pdlen fresco tendo colorido, como observado
anteriormente, quando visto em microscopio, ele permaneceu branco. Este ultimo
resultado torna o primeiro insatisfatorio.

A validacdo do teste de coloracdo do grao de polen com solugdo de tetrazdlio nao
apresentou resultado satisfatorio, devido a dificuldade de concluir se os graos de pdlen
permaneceram brancos por estarem inviaveis ou devido a metodologia utilizada neste
trabalho ndo ter permitido que os grdos reagissem com a solucdo e indicasse a
viabilidade polinica. Uma sugestdo para validar o teste de viabilidade polinica de
berinjela através do teste de tetrazolio seria melhorar a utilizacdo da metodologia
utilizada, como umedecer os graos de pélen em agua antes de coloca-los na solugdo de
tetrazolio, semelhantemente a metodologia prescrita para analise de sementes (Brasil,

1992).

Tolerancia do polen a dessecacao

O polen fresco (recém-extraido) apresentou grau de umidade de 47,2% (Tabela
1.2). A secagem por 24 hs no dessecador reduziu para 10,8% (perda de 36,4% de agua),
enquanto no recipiente de aluminio o teor de agua foi reduzido para 17,4% (perda de
29,8% de agua). O periodo de 48 hs proporcionou uma maior desidratacdo do grdo de
poélen em ambos os recipientes com reducdo nos teores de agua para 4,7% e 5,3% nos
recipientes de aluminio e dessecador, respectivamente. Observou-se uma reducdo no
teor de agua do pdlen com o aumento do periodo de dessecagdo, independente do local
de secagem (Figura 1.12). Com 24 horas, a dessecagdo foi mais drastica, sendo que apos
este periodo, houve uma tendéncia de estabilizacao.

A polinizacdo realizada com os graos de pdlen com os cinco teores de umidade
apresentaram excelente pegamento de fruto (Dados nao apresentados). O pegamento
realizado com graos de pdlen secos foi similar aquele realizado com polen fresco, sendo
este resultado semelhante ao observado em outras espécies, como péra e péssego

thama et al., . Os graos de polen com 47,2% de umidade ou seco (4,7%
Akih 1., 1978). Os graos de pol 47,2% d idad 4,7%
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proporcionaram 90% de pegamento de fruto, enquanto os demais teores apresentaram
100%. Essa porcentagem reduzida de pegamento (90%) ndo deve ser levada em
consideragdo, pois alguns botdes sdo naturalmente condenados a queda, além do que
esse resultado foi superior aquele observado por Akihama et al. (1978), os quais
obtiveram pegamento de 82% com polen de péra seco contendo teor de agua de 5,6%.

O numero de sementes por fruto variou significativamente, sendo que o pdlen com
10,8% e com 4,7% proporcionaram um maior € menor numero de sementes,
respectivamente (Tabela 1.2). O pdlen contendo 4,7% de &4gua sofreu a maior
desidratacdo (perda de 42,5% de agua). Ja os frutos com maior niimero de sementes
foram aqueles polinizados com graos de polen mais imidos. Resultado semelhante foi
observado por Ferreira et al. (2006) com pélen de milho, onde houve uma redugao na
viabilidade do polen, causado pela desidratacdo. Entretanto, Akihama et al. (1978)
observaram que o nimero de sementes de péra obtido com polinizagdes realizadas tanto
com polen fresco ou seco foi similar. Segundo Kakizaki, citado por Noda (1980), frutos
de berinjela provenientes de polinizagao cruzada produzem em média 688 sementes; os
resultados encontrados no presente trabalho apresentaram médias superiores ao citado
anteriormente, onde a menor média encontrada foi de 917 sementes, observada em
frutos que sofreram polinizagdo com graos de podlen que sofreram uma maior
dessecacao. Essa diferenca ndo ¢ relevante, pois mesmo “saturando” o estigma com
pélen, o ovério de cada flor contém uma quantidade diferente de 6vulos, e mesmo se
todos os graos de polen fossem fertilizados, o nimero de sementes produzidas poderia
ser variavel, devido inclusive a fatores externos.

Com relagdao a massa de sementes, os graos de pélen que apresentaram teores de
agua de 17,4% foram os que obtiveram uma maior massa de sementes. J& aqueles com
teores de 4,7%, 10,8% e 47,2% obtiveram menor massa de sementes (Tabela 1.2). A
umidade do pdlen, no momento da polinizagdo, parece nao ter relacdo direta com a
massa de sementes obtida.

Como observado, houveram diferencas significativas com relagdo a quantidade de
sementes produzidas, entretanto estas sementes ndo apresentaram diferenca quanto a
qualidade fisioldgica (Tabela 1.2). Comparando a testemunha com os graos de polen
secos, observou-se que a diferenca no grau de umidade nao afetou a qualidade das
sementes produzidas, e assim a capacidade de fertilizagdo do pdlen seco para producdo
de sementes foi mantida (Tabela 1.2). Resultado similar foi encontrado por Hecker et al.

(1986) com polen seco (12%) de beterraba. Assim, a qualidade fisioldgica das sementes

36



produzidas utilizando o grao de polen com 4,7% de agua foi similar a encontrada nas
sementes produzidas utilizando pdlen com 47,2%, entretanto em valor absoluto a
qualidade fisioldgica encontrada foi menor que a minima exigida pelo MAPA para
comercializacdo, provavelmente devido a dorméncia presente nas sementes.

Aparentemente, existe um nivel ideal de umidade do podlen para cada espécie,
mantendo-o viavel ou ndo. Para Pseudotsuga menziesii, este valor de umidade situa-se
entre 4 a 7% (Copes, 1987), para polen de Juglans regia, entre 3,2 ¢ 7,0% (Luza e
Polito, 1988) e para polen de milho abaixo de 21% (Ferreira et al., 2006). Em geral, o
limite maximo de umidade do polen para diversas espécies, situa-se entre 20 e 40%. Por
outro lado, o limite inferior esta estimado entre 1 € 5%, devendo ser utilizado com
cuidado, pois pode haver redugdo de viabilidade a esses niveis mais baixos (Kartha,
1985).

O polen de berinjela com grau de umidade entre 4,7% e 47,2% independente de
como esses valores foram atingidos, apresentou viabilidade para produzir semente com
qualidade fisiologica aceitdvel. Entretanto, o grao de polen a ser armazenado deve ter
uma umidade adequada, pois se muito seco pode haver perda da viabilidade, da mesma
forma que quando muito imido pode ter o risco de formagdo intracelular de cristais de
gelo (Barnabas e Rajki, 1976), além de degradacdo por aumento da atividade

metabolica.
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CONCLUSOES

* Protocolos para germinagao in vitro de berinjela devem ser estudados;

e O grao de pdlen de berinjela em contato com o estigma por 24 horas permitiu
avaliar a viabilidade através da germinacao in vivo;

* A metodologia de viabilidade polinica para berinjela utilizando solug¢ao de
tetrazolio deve ser melhorada;

* QGraos de polen de berinjela com teor de umidade entre 4,7% e 47,2%

produziram sementes com qualidade fisioldgica.
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TABELA 1.1. Porcentagem de germinacio in vivo de graos

berinjela ‘Cic¢a’, Brasilia, DF, 2006.

de poélen fresco de

Repeticao Polen germinado Total de polen Germinac¢ao (%)
I 179 251 71
II 160 183 87
111 23 55 41
MEDIA 66

TABELA 1.2. Valores médios obtidos no nimero de sementes (NS), massa de 100

sementes (MCS), testes de primeira contagem (PC), germinaciio (Ger), emergéncia

de plantulas em substrato (Eme) e envelhecimento acelerado (EA) de sementes de

berinjela ‘Cica’ oriundas de cruzamentos utilizando graos de pdlen com diferentes

graus de umidade (GU), Brasilia, DF, 2006.

Secagem do polen MCS PC Ger Eme EA
Local Periodo GU () NS
(8 ) () () ()
- - 47,2 1410ab  0,49c¢ 18a 6la 6la 45a
Aluminio 24 17,4 1402ab 0,52a  24a 58a 60a 46a
Dessecador 10,8 1653a  0,49c 13a 51a 53a 32a
Aluminio 48 4,7 917b  0,49c¢ 18a 53a 42a 27a
Dessecador 5,3 1149ab 0,51b 13a S51a 47a 33a
CV (%) 9,1 0,18 16,87 6,89 1596 22,79

Meédias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey, a

5% de probabilidade.
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21/06/2006

Fonte: Franca, 2006

FIGURA 1.1. Area iitil de contagem do teste de germinacio in vivo via

fluorescéncia.

21/06/2006

Fonte: Franca, 2006

FIGURA 1.2. Germinacio in vivo via fluorescéncia de graos de pélen viaveis de

berinjela ‘Cica’.
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Fonte: Francga, 2006

FIGURA 1.3. Germinacao in vitro de graos de polen de berinjela em meio de
cultura com 0% de sacarose, observada de microscopio optico com

objetiva de aumento de 10x.
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Fonte: Franca, 2006

FIGURA 1.4. Germinac¢do in vitro de grios de polen de berinjela em meio de
cultura com 5% de sacarose, observada de microscopio optico com

objetiva de aumento de 10x.
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Fonte: Franga, 2006

FIGURA 1.5. Germinacao in vitro de graos de polen de berinjela em meio de
cultura com 7,5% de sacarose, observada de microscopio doptico

com objetiva de aumento de 10x.

Fonte: Franga, 2006

FIGURA 1.6. Germinacao in vitro de graos de polen de berinjela em meio de
cultura com 10% de sacarose, observada de microscopio optico

com objetiva de aumento de 10x.
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FIGURA 1.7. Porcentagem de germinacio in vitro de graos de polen de berinjela

‘Cica’ submetido a meios de cultura de Brewbaker e Kwack com

diferentes concentracoes de sacarose.

Fonte: Franca, 2006

FIGURA 1.8. Grios de polen de berinjela ‘Cica’ em solucio de tetrazolio a 1,0%.
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Fonte: Franca, 2006

FIGURA 1. 9. Grios de polen de berinjela ‘Cica’ em solucgiao de tetrazélio a 0,5% e
0,75%.

01/06/2006

Fonte: Franca, 2006

FIGURA 1.10. Solucio de tetrazélio a 0,75% e griaos de polen de berinjela ‘Ci¢ca’

colocados sobre papel filtro e visualizado em lupa.
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Fonte: Franca, 2006

FIGURA 1.11. Graos de polen de berinjela ‘Cica’ fresco (extraido em 2006) e
armazenado (extraidos em 2004) em solucdo de tetrazdlio a
0,75%.
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FIGURA 1.12. Grau de umidade (%) de graos de polen de berinjela desidratados

nos diferentes recipientes e periodos de secagem.
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CAPITULO 2

CONSERVACAO DE GRAO DE POLEN DE BERINJELA VISANDO A
PRODUCAO DE SEMENTES HiBRIDAS

(Trabalho a ser enviado a Revista Brasileira de Sementes)
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CONSERVACAO DE GRAO DE POLEN DE BERINJELA VISANDO A
PRODUCAO DE SEMENTES HiBRIDAS
FRANCA, L.V.; CARMONA, R.; NASCIMENTO, W.M.

RESUMO

A longevidade do grio de polen ¢ um fator de grande importancia para o
planejamento em programas de producao de sementes hibridas, principalmente, quando
ha a possibilidade de se armazenar o pdlen. Este ¢ um processo imprescindivel quando
se pretende proceder o cruzamento de linhagens com periodos distintos de floragao e/ou
localizados em regides distintas. Para que este processo tenha sucesso, fatores como a
umidade do grdo de pdlen e temperatura de armazenamento devem ser controlados.
Estes fatores estdao diretamente relacionados ao metabolismo do grao de polen e a
contaminagdo por microorganismos; a reducao dessas atividades tende a aumentar a
longevidade do pdlen. Em virtude disso, este trabalho teve como objetivo avaliar o
potencial de conservagdo de grdos de polen de berinjela submetidos a diferentes
condi¢des de armazenamento visando a produgdo de sementes hibridas. Para tanto,
graos de polen do progenitor masculino de berinjela ‘Cica’ com teores de agua de
35,8% (fresco), 5,4% e 5,1% (desidratados por 24 e 48 horas com silica gel,
respectivamente) foram armazenados a 5°C (refrigerador), -20°C (freezer) e -196°C
(nitrogénio liquido) por 180 dias. A cada 60 dias foi realizada a avaliagdo da viabilidade
polinica utilizando tanto a germinag¢dao in vivo como a polinizacdo em campo,
verificando assim o pegamento e a producdo de fruto e sementes. Avaliou-se ainda a
qualidade fisiologica das sementes através de massa de 100 sementes, teste de primeira
contagem, germinagdo, emergéncia de plantulas e envelhecimento acelerado. Concluiu
que: a) resultado da viabilidade polinica nao apresentou uma relagdo direta com a
producdo de sementes; b) o grao de pdlen desidratado produziu sementes com qualidade
fisiologica semelhante ao polen fresco; ¢) o grao de pdlen armazenado com elevado teor
de agua (35,8%) ndo produziu sementes; d) graos de polen armazenados a -20°C e -196°
C com aproximadamente 5% de 4gua foram eficientes para produzir sementes por 180
dias com alta qualidade fisioldgica.

Palavras chaves: Solanum melongena, temperatura de armazenamento, grau de
umidade polinica, germinagao.
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EGGPLANT POLLEN CONSERVATION TO HYBRID SEED PRODUCTION
FRANCA, L.V.; CARMONA, R.; NASCIMENTO, W.M.

ABSTRACT

Increasing pollen survive is an important factor for the planning during hybrid
seed production, in special, when there is the possibility to store pollen. Pollen
conservation is very important, especially when the parent lines have different
flowering periods and/or they are in different regions. In order this process to have
success is necessary to control some factors such as pollen moisture content and storage
temperature. These factors are connected to the metabolism of pollen and the
microorganism infestation; the reduction of this activity could increase the pollen
survive during storage. Thus, the aim of this study was to estimate the potential of
pollen conservation in different conditions to produce hybrid seeds. Pollen grains of
‘Cica’ eggplant with 35,8% of moisture content (fresh), 5,4% and 5,1% (dried for 24
and 48 hours in silica-gel, respectively) were stored at 5°C (refrigerator), -20°C
(freezer) and -196°C (liquid nitrogen) up to 180 days. Bimontly, pollen viability was
estimated using both the in vivo germination test and field pollination, in order to check
the fruit set and fruit and seed production. Seed physiological quality was estimated by
seed mass, first counting, germination, seedling emergence and accelerated aging. The
results indicated that: a) pollen viability have no correlation with the seed production; b)
dried pollen produced seed with the same physiological quality of fresh pollen; c) pollen
with a high percentage of water (35,8%) storage don’t produced seed; d) pollen
conserved in -20°C and -196°C with 5% of water are efficient to produce seed with high
physiological quality.

Keywords: Solanum melongena, storage temperature, pollen moisture, germination.
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INTRODUCAO

A berinjela (Solanum melongena L.) ¢ uma das hortalicas cuja demanda tem
crescido nos ultimos anos, devido ao seu elevado valor nutritivo e propriedades
medicinais. Junto com essa demanda também est4 crescendo a area plantada e o nimero
de produtores de berinjela no Brasil. A grande maioria dos produtores dessa hortalica
tem optado por produzir cultivares hibridas devido sua alta produtividade,
uniformidade, qualidade de frutos e tolerdncia a pragas e doencas, entre outras
vantagens. No mercado brasileiro existem varios hibridos de berinjela, dentre eles, a
cultivar ‘Cig¢a’, uma cultivar resistente a antracnose e¢ a podridao-de-fomopsis, ambas
doengas causam severos danos a cultura (Reifschneider et al.,, 1993; Embrapa
Hortalicas, 2003).

Uma das dificuldades encontradas pelos produtores de sementes hibridas ¢ a
realizagdo de cruzamentos entre plantas que floresgcam em épocas nao coincidentes e/ou
situadas em diferentes localidades. Segundo Stanley e Linskens (1974) e Bissiri ¢ Nik-
Nejad (1976), o armazenamento de grdos de poélen seria uma opgdo viavel para
solucionar tal problema, pois com a manutencdo da viabilidade polinica por
determinado periodo, os fatores tempo e espaco ndo seriam mais empecilhos para que
ocorra a hibridacao nas diferentes espécies.

Durante o armazenamento, os graos de polen devem ser conservados em
condi¢des ambientais adequadas para manter sua viabilidade durante todo o periodo de
armazenamento (Dutra et al., 2000). O periodo de viabilidade do grao de polen varia
com as condi¢des em que ele ¢ armazenado. Por exemplo, em tomate, o pélen pode
permanecer viavel por varias semanas quando armazenado em ambientes com baixa
umidade relativa (Giordano et al., 2003). Mcguire (1952) cita que o polen de tomate
pode permanecer viavel por um periodo de até seis meses, se armazenado em
dessecador, e por dois anos com a utilizagao de técnicas de liofilizacdo. Weatherhead et
al. (1978), avaliando um método simples, sem pré-secagem, no armazenamento de
pélen de batata em nitrogénio liquido (-196°C), obtiveram, com sucesso, o0
estabelecimento de sementes com podlen armazenado por nove meses. Chang e
Struckmeyer (1976) relacionaram a influéncia da temperatura ¢ da umidade relativa na
germinacdo de polen de cebola, obtendo 63% de germinagdo a 21°C, com umidade
relativa de 20%. Esses autores concluiram que com o aumento da umidade, ocorre uma

diminui¢do da porcentagem de germinacdo. Em um estudo preliminar com berinjela,
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Nascimento et al. (2003) recomendaram o armazenamento do pélen a 5°C por até 50
dias, obtendo-se assim uma alta fertilizacao, boa producao de sementes e alta qualidade
fisiologica.

O sucesso da preservacdo do pdlen, independentemente da duragdo do periodo de
conservacao, depende principalmente de fatores como a temperatura e umidade relativa
do ambiente de armazenamento e do grau de umidade do polen (Linskens, 1964; Dean,
1965; Khan et al., 1971; Snyder e Clausen, 1974). Assim, a manuten¢do do pdélen em
baixa temperatura e a reducdo do seu grau de umidade estdo envolvidas na maioria dos
métodos empregados para o armazenamento de pdlen, de modo que oscilagdes sejam
evitadas.

Pode-se conseguir uma reducdo de temperatura para propiciar uma maior
longevidade do polen por meio de refrigeradores ou freezers. Entretanto, isso também ¢
possivel de forma mais promissora através de criopreservacao utilizando nitrogénio
liquido a -196°C (na fase liquida), ou a -150°C (na fase de vapor) (Withers, 1984, 1985;
Kartha, 1985). Nessa temperatura ultra baixa, o metabolismo celular do grao de pdlen,
como a respiragdo e atividades enzimaticas pode reduzir-se substancialmente (Snyder e
Clausen, 1974; Medeiros e Cavallari, 1992) ou até mesmo ser inativado (Benson et al.,
1998; Carvalho e Vidal, 2003), permitindo, teoricamente, a manutencdo de sua
viabilidade por um periodo indefinido. De modo geral, estruturas de tamanho reduzido
sdo mais apropriadas para o congelamento, uma vez que a desidratacio e o
congelamento ocorrem de forma mais rapida e uniforme (Carvalho e Vidal, 2003).

O congelamento do material a ultra baixa temperatura pode ser lento ou rapido. As
duas formas proporcionam diferentes mecanismos de sobrevivéncia. No congelamento
lento, o material ¢ congelado de forma gradual, com a temperatura reduzindo-se de 0,1 a
3°C/min; neste processo, ocorre uma desidratagdo celular protetora, de maneira que os
cristais de gelo se formam extracelularmente (Guerra e Pompelli, 2001). Como a agua ¢
retirada para o meio extracelular, a célula fica desidratada e essa desidratagcdo reduz a
quantidade de agua disponivel a formacdo prejudicial de cristais de gelo na célula,
consequentemente sua danificacdo e/ou a lise celular. Em seguida, o contetido de dgua
se solidifica ocorrendo normalmente a formacdo de cristais de gelo inofensivos a
integridade da célula (Carvalho e Vidal, 2003). Este método ¢ o mais recomendado em
vegetais, porém ¢ dependente do emprego de um freezer com temperatura escalonada,
equipamento este normalmente de maior custo (Guerra e Pompelli, 2001). No

congelamento rapido, o material vegetal ¢ colocado diretamente em nitrogénio liquido e
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a velocidade de diminuic¢do da temperatura ¢ da ordem de 1000°C/min onde hé indugdo
de um congelamento intracelular, evitando assim a desidratacdo da célula (Carvalho e
Vidal, 2003). No congelamento rapido, um dos principais riscos ¢ a formagao de cristais
de gelo intracelular, os quais podem danificar a célula, inviabilizando assim toda a
técnica (Mroginski, et al., 1993). Geralmente, o congelamento rapido ¢ bem mais dificil
de conseguir que o lento (Withers, 1984, 1985; Kartha, 1985; Withers e Williams,1998).

O sucesso ou o fracasso de muitos experimentos com armazenamento de graos de
polen ocorre devido a técnica de congelamento e/ou descongelamento utilizada (Withers
e Williams, 1998). O descongelamento inadequado pode tornar falho todo o esfor¢o do
resfriamento e armazenamento, se ndo forem tomados os cuidados necessarios
(Mroginski et al., 1993). No congelamento, pode ocorrer formagao de cristais de gelo e
no descongelamento, os cristais podem demorar para serem desfeitos o que inviabiliza o
polen. Assim, o descongelamento ¢ realizado rapido para evitar a recristalizacdo de
gelo, na qual os pequenos cristais crescem a tamanhos que danificam a célula. Isto pode
ser feito utilizando correntes de ar quente, a qual descongela o material mais
rapidamente (Withers, 1984, 1985; Kartha, 1985; Mroginski, et al., 1993). Diferentes
espécies reagem de maneira diversa a criopreservacao, de forma que se torna necessario
o desenvolvimento de metodologias que atendam as exigéncias de cada espécie
(Williams, 1990).

O grau de umidade do polen ¢ um dos fatores mais importantes envolvendo o
armazenamento, ¢ normalmente encontra-se negativamente relacionado a longevidade
(Sousa, 1988). O baixo teor de umidade do polen (8 a 10%) propicia boa longevidade,
independente do método de armazenamento (Sprague e Johnson, 1977). A umidade
elevada no grdo de polen ¢é prejudicial para o armazenamento utilizando a
criopreservacdo, pois esse fator concorre para a formagdo de gelo intracelular por
ocasido do congelamento (Sousa, 1990). Nos sistemas classicos de criopreservagao
onde se utiliza sementes ou partes vegetativas, antes da cultura entrar para o sistema, ¢
aplicado um redutor osmotico (geralmente manitol a 4%); isto permite uma diminuigao
do contetido celular, e um crioprotetor, cuja funcdo ¢ a de modificar a permeabilidade
da membrana, protecio de macromoléculas e inativacao de radicais livres (Benson e
Withers, 1987) constituindo-se assim de um meio para superar o problema de injurias
provocadas pelo congelamento. Existem varios produtos que podem ser utilizados com
essa finalidade, como etanol, glicois, (dimetilsulféxido - DMSO), acetado de amonio,

carboidratos, sorbitol, betaina, sarcosina, uréia, agucares, alcoois-acucares, varios
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aminoacidos, polidis, 6xido de trimetilamina e finalmente o glicerol como o mais
efetivo (Kartha, 1985). Esse ultimo tem a vantagem de ndo ser toxico, mesmo em alta
concentracdo. O glicerol tem se mostrado eficiente para as células animais (Kartha,
1985), mas ndo para as vegetais (Luza e Polito, 1988). Os aminodcidos sdo
considerados bons crioprotetores de células vegetais devido a sua rapida permeabilidade
(Kartha, 1985). Uma vez que a manipulagdo de grao de polen ndo contribua para a
utilizacao desses crioprotetores, a op¢ao para tentar conservar o polen seria reduzir a
umidade do poélen. Assim, quanto maior for o periodo de armazenamento, menor
deveria ser a umidade do polen (McGuire, 1952; Kwan et al., 1969; Akihama et al.,
1978; Hecker et al., 1986; Ferreira et al., 2006; Silva Filho, 2007); a determinacao da
umidade do pélen ¢ a principal ferramenta para a decisao das medidas que devem ser
tomadas por ocasido do armazenamento.

O grao de polen deve manter sua viabilidade apds o armazenamento, uma vez que
esse ¢ um fator que influéncia diretamente o sucesso da fertilidade e da produgdo de
sementes (Vianna et al., 2006). Conhecer a viabilidade do pdélen armazenado ¢ uma
medida para determinar a utilizagdo ou ndo do pdlen em hibridagdes artificiais,
determinando o sucesso ou fracasso da técnica utilizada no armazenamento (Rigamoto e
Tyagi, 2002). A viabilidade polinica pode ser medida de vérias maneiras (Dutra et al.,
2000; Oliveira et al., 2001; Techio et al., 2006), sendo o método de coloragao e
contagem direta o mais comum (Kelly et al., 2002). Entretanto, a coloracdo fluorescente
¢ mais eficiente com relagdo a visualizagdo e coloragdo do grido e do tubo polinico
(Dantas et al., 2005).

A longevidade do grao de polen vem sendo estudada em muitas espécies de
importancia agrondmica, na tentativa de conhecer as melhores condi¢des de estoque
para preservar a viabilidade e habilidade de fertilizagdo do pélen por um longo periodo
(Casali et al., 1984; Bezdickova, 1989; Barnabas e Kovacs, 1994; Lacerda et al., 1995;
Usman et al., 1999; Yogeesha et al., 1999). Baseado nisso, o objetivo desse trabalho foi
otimizar formas de conservacdo do grdo de polen de berinjela que viabilizasse a

producdo de sementes hibridas.

MATERIAL E METODOS

Este estudo foi conduzido na Embrapa Hortaligas, Brasilia — DF. Flores do

progenitor masculino da cultivar ‘Cic¢a’ (Reifschneider et al., 1993; Embrapa Hortaligas,
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2003), cultivados em casa de vegetagao no periodo de novembro de 2006 a fevereiro de
2007, foram coletadas quando as plantas estavam no pico de florescimento. A colheita
foi realizada dia 26 de fevereiro de 2007 as 8:00 horas da manha (cerca de 54 dias apos
o transplantio) de forma aleatoria. Foram colhidas flores abertas que j& haviam sofrido
antese e assim ja estavam com o poélen maduro e viavel. No total, foram colhidas 1500
flores e separadas em 30 grupos de 50 flores cada. Foram extraidos os graos de podlen
dessas flores com auxilio de um vibrador elétrico. Cada grupo de poélen foi
acondicionado em um criotubo rosqueado de 1,8 mL.

Para reduzir o grau de umidade dos grdos de pdlen e obter diferentes teores
iniciais de agua, uma parte dos graos ndo sofreu secagem (permanecendo fresco da
forma em que foi extraido), outra parte teve o teor de agua reduzido utilizando um
recipiente de aluminio contendo 300 gramas de silica gel, pelo periodo de 24 ou 48
horas. Os criotubos permaneceram destampados dentro dos recipientes de aluminio, e
estes permaneceram fechados durante todo periodo de secagem do poélen.

Todos os criotubos antes de serem fechados, tanto os que continham podlen que
passaram por periodo de secagem, quanto aqueles que continham polen fresco,
permaneceram abertos por 10 minutos em uma capela de fluxo laminar, para evitar o
contato do pdlen com ar poluido dentro do criotubo. Em seguida, os mesmos foram
rosqueados e lacrados com papel filme pvc. Posteriormente, os criotubos foram entao
armazenados em refrigerador (5°C), freezer (-20°C) e nitrogénio liquido (-196°C) por
60, 120 e 180 dias. No refrigerador ¢ no freezer (mensalmente foram verificadas a
temperatura e umidade relativa), os criotubos foram acondicionados em um recipiente
pléstico com tampa. No nitrogénio liquido, os criotubos foram colocados em canigos em
botijdo criogénico. Em cada temperatura foram armazenados graos de polen com os
diferentes teores iniciais de agua, sendo trés criotubos com poélen fresco, trés com polen
seco por 24 horas e trés com polen seco por 48 horas. Os graos de polen foram retirados
do armazenamento em intervalos de 60 dias, onde de cada condigao de armazenagem,
foram retirados trés criotubos, correspondentes aos diferentes teores iniciais de d4gua em
que foram armazenados. Apds retirar os criotubos do armazenamento, eles
permaneceram 3 horas a temperatura ambiente para descongelamento do material.

Tanto o pdlen fresco quanto os que sofreram secagem, tiveram seu grau de
umidade determinado na base imida, adotando a mesma metodologia utilizada para a
determinag¢do do grau de umidade de sementes das Regras de Andlise de Sementes

(Brasil, 1992). Em virtude do grao de pdlen ser pequeno e leve, foram confeccionadas
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pequenas taras de papel aluminio com diametro de 1,5 cm e 1,0 cm de altura. Nelas
foram entdo colocadas um por¢do de grao de polen (quantidade aproximada de polen
extraido de 20 flores) e pesadas em balanca de precisdo com quatro casas decimais, e
em seguida, colocada em estufa a 105°C £ 3°C por 24 horas. Apds esse periodo pesou-
se novamente, a tara com os graos de pdlen seco e somente a tara. Assim a umidade foi

determinada pela seguinte equacao:

U = (Pu-Ps) x 100
(Pu-Pt)

Onde:

U — Grau de umidade do grao de polen (%)

Pu — Peso umido do grao de pdélen (g)

Ps — Peso seco do grdo de polen (g)

Pt — Peso da tara (g)

A umidade de cada tratamento foi determinada pela média encontrada nas trés
repeticoes de cada tratamento. Apos os periodos de armazenamento foi determinado
novamente o grau de umidade dos graos de polen.

Viabilidade polinica: Para avaliar a capacidade germinativa do grao de pdlen,
botdes do progenitor feminino de plantas desenvolvidas em casa de vegetagcao
climatizada, foram emasculados e polinizados com os graos submetidos aos
tratamentos. Apos 24 horas da polinizacdo, os pistilos dos botdes foram retirados e
submetidos a um fixador com 30% de etanol (1 parte de 4acido acético e 3 partes de
alcool etilico) por 10 minutos, mantendo assim, os graos e tubos polinicos no mesmo
estadio de desenvolvimento que estavam quando foram retirados da planta. Em
seguida, lavou-se os pistilos com alcool 70% por 30 minutos para despigmentar o tecido
e facilitar a analise dos mesmos. Apds este periodo, os pistilos foram lavados em agua
destilada e transferidos para uma solucdo de Hidroxido de Sodio (NaOH) a 10N, onde
permaneceram por 20 minutos com a finalidade de amolecer os tecidos dos pistilos.
Ap0s esse periodo, os pistilos foram novamente lavados em agua destilada e colocados
em laminas de microscopia, acrescentando 2 gotas do pigmento azul de anilina a 0,1%
em 0,1N de fosfato de potassio por 5 minutos (O’Brien e McCully, 1981; Torres, 1984).
Finalmente, os pistilos foram macerados, cobertos por uma laminula e analisados em
microscopio de ultravioleta com objetiva 10x, observando o desenvolvimento do tubo
polinico via fluorescéncia, de acordo com metodologia descrita por Torres (1984). Cada

tratamento foi polinizado em trés botdes florais, sendo observadas, com contagem
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direta, trés laminas para cada tratamento em trés determinados campos de visdo (Smm?)
para cada lamina. Considerou-se graos de polen germinados aqueles que apresentaram
tubo polinico e/ou coloragdo verde brilhante, e os ndo germinados aqueles de coloragao
marrom

Para avaliar a capacidade de producdo de sementes utilizando o pdlen
armazenado, semeou de forma escalonada, os progenitores femininos da cultivar ‘Ciga’,
em novembro de 2006, janeiro, mar¢o e maio de 2007. Utilizou-se para isso, bandejas
de poliestireno expandido (isopor®), com 128 células, preenchidas com substrato
artificial para hortalicas (Plantmax®). Apos 15 dias do semeio, foi realizado o desbaste,
deixando em cada cé€lula, as plantulas mais vigorosas. Com o surgimento da 3* folha
definitiva (entre 40 e 48 dias apos a semeadura), as mudas foram transplantadas para
vasos plasticos com 30 cm de didmetro, com capacidade para 5 Kg, preenchidos com
solo e levadas a casa de vegetacdo climatizada (temperatura e umidade relativa
controladas por ventiladores e lamina de agua, e verificadas diariamente por um
termohigrografo), a irrigagdo feita por gotejo. As adubagdes de cobertura e os
defensivos agricolas para controle de pragas e doengas foram utilizados de acordo com
as recomendacdes para a cultura.

Os graos de pdlen foram retirados das diferentes condi¢des de armazenagem a
cada 60 dias; neste dia, os mesmos eram utilizados na polinizagao das plantas semeadas
de forma escalonada. O escalonamento permitiu que na época da polinizagdo, as plantas
estivessem no mesmo estadio de desenvolvimento (60 dias apds transplantio). As
polinizagdes ocorreram em fevereiro com os graos de pdlen (armazenados por 0 dia),
em abril (armazenado por 60 dias), em junho (armazenado por 120 dias) e agosto
(armazenado por 180 dias). Em fevereiro, a poliniza¢do foi realizada com pélen com
grau de umidade de 35,8%; 5,4% e 5,1%. Nos meses de abril, junho e agosto, a
polinizagcdo ocorreu com os graos de polen que foram armazenados a 5°C, -20°C e
-196°C com as trés umidades iniciais ja mencionadas em cada temperatura. Foram
escolhidos, ao acaso, 10 botdes florais com estigma receptivo (botdo com mudanca da
cor da pétala do botdo de verde para rosa), e realizada a polinizacdo para cada
tratamento ¢ em cada época de polinizagdo. Os botdes foram emasculados com pinga,
polinizados com auxilio de uma tampa de penicilina e cobertos com rolete de papel
aluminio. Estes roletes foram retirados 15 dias apos a polinizagdo. Sessenta dias apos a
polinizagdo, os frutos produzidos foram colhidos e colocados em repouso por 15 dias

em local sombreado, seco e arejado, conforme Nascimento et al., 2000. Apds o repouso,
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as sementes foram extraidas, e para isso, os frutos foram cortados em pequenos pedagos
e em seguida, passou os pedacos de frutos duas vezes em um equipamento
desintegrador de polpa. Foi adicionado agua a polpa com a semente para a extragao
umida. As sementes foram entdo submetidas a uma pré-secagem a 32°C por 24 horas,
seguida de uma secagem a 40°C por 24 horas, mantendo a semente com umidade de
aproximadamente 5%. Os parametros avaliados foram:

Pegamento de fruto: ap6s 15 dias da polinizacao, foi analisado o pegamento de
fruto nas plantas em casa de vegetacao.

Producao de frutos: os frutos foram pesados no dia da extragdo das sementes ¢ a
massa total (g) dividida pela quantidade de frutos produzidos.

Massa de 100 sementes: quatro sub-amostras de 100 sementes de cada tratamento
foram pesadas, sendo a média dos resultados expressos em gramas (g) com trés casas
decimais.

Produgdo de sementes por fruto: pesou-se a quantidade de sementes extraidas dos
frutos e dividiu a massa de sementes (g) pela quantidade de frutos produzidos.

Teste de germinagdo: foi conduzido segundo as Regras para Andlise de Sementes
(Brasil, 1992). Foram utilizadas para cada tratamento quatro repeticdes de 50 sementes
em caixas gerbox sobre papel umidecidos com agua e levadas ao germinador em
temperatura alternada de 20°C (16 horas) por 30°C (8 horas), sendo as avaliagdes
realizadas aos 7 (primeira contagem) e 14 dias.

Teste de emergéncia de plantulas em substrato: foram utilizadas quatro repetigdes
de 50 sementes de cada tratamento. A semeadura foi realizada em bandejas de
poliestireno expandido (isopor) de 200 células, com uma semente por célula, utilizando
o substrato Plantmax®. O teste foi desenvolvido em casa de vegetagdo com avaliagdo em
21 dias.

Teste de envelhecimento acelerado: foi conduzido segundo Franga et al. (2007)
em gerbox adaptado para formar uma camara timida com 76% de umidade relativa,
onde foi adicionado 40 ml da solugdo salina na concentragdo de 40g NaCl/100ml H,O.
Neste gerbox foi colocado uma tela suspensa para acondicionar as amostras de cada
tratamento de maneira a constituirem uma camada unica de sementes. Cada amostra
continha aproximadamente 250 sementes. Os gerbox foram mantidos por 96 horas em
estufa a 41°C. Apos esse periodo, as sementes foram submetidas ao teste de

germinagdo, conforme descrito anteriormente, sendo avaliados ap6s 7 dias.
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O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente ao acaso, sendo
realizados dois esquemas fatoriais. Um fatorial 3 (grau de umidade inicial do pdlen) x 3
(temperatura de armazenamento) X 3 (periodo de armazenamento) para analisa-los
somente durante o armazenamento e um outro fatorial 4 (periodo de armazenamento) x
3 (grau de umidade inicial do pdélen) em cada temperatura de armazenamento para
compara-los com o pdlen ndo submetido a temperatura de armazenamento. Para a
avaliagdo dos parametros de viabilidade polinica e qualidade da semente foram
utilizadas trés e quatro repetigdes, respectivamente. As médias foram comparadas entre
si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Todos os dados foram transformados para
(x+0,5)"?, mas os resultados sdo apresentados com as médias originais. Em cada
temperatura de armazenamento analisada, o efeito do tempo de armazenamento do
polen dentro de cada grau de umidade foi avaliado por meio do ajuste de equagdes de
regressdo polinomial. Para a andlise estatistica, foi utilizado o programa estatistico

SAS® Learning Edition 2.0 (SAS Institute Inc., 2004).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Avaliando a qualidade fisiologica das sementes a 5°C houve interagdao
significativa entre os dois fatores analisados (periodo de armazenamento e umidade do
grao de podlen) em todas variaveis analisadas. Enquanto a -20°C nao houve interagao
dupla para a varidvel primeira contagem e envelhecimento acelerado e a -196°C para a
variavel germinagao.

Analisando a viabilidade polinica e os demais indicadores de qualidade fisiologica
da semente: massa de 100 sementes, primeira contagem, germinagdo e emergéncia
houve interacdo significativa entre os trés fatores. Ja para o envelhecimento acelerado
das sementes nao houve interagao significativa entre os trés fatores analisados, havendo
as interacdes duplas entre os fatores periodo e temperatura de armazenamento e

umidade inicial do grdo e temperatura de armazenamento.

Umidade polinica

Antes dos graos de polen serem armazenados, foi determinado o teor de agua
inicial, sendo que os graos frescos apresentaram 35,8% de umidade, os secos por 24

horas 5,4% e os secos por 48 horas 5,1%. Dessa forma, observou-se que a secagem dos
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graos de poélen foi maior nas primeiras 24 horas de desidratagdo. Apds o
armazenamento foi novamente determinado o teor de agua dos graos e observou que
houve uma leve oscilagdo com o tempo de armazenamento, devido a condigdo de
armazenamento, entretanto, esta variagdo que ndo foi significativa para o desempenho

dos mesmos.

Pegamento e Produc¢io de Fruto

O cruzamento realizado na linhagem feminina da cultivar ‘Ciga’ com grao de
polen armazenado por diferentes periodos de tempo, temperaturas e graus iniciais de
umidade possibilitou, de uma maneira geral, um bom pegamento de frutos. Os Unicos
tratamentos que apresentaram baixo pegamento de frutos foram aqueles provenientes de
polen fresco (35,8% de umidade) armazenado por 60 dias nas trés condi¢des (Tabela
2.1). Esse baixo pegamento de fruto também foi observado por Nascimento et al. (2003)
com polen fresco, armazenado por 60 dias a 5°C. Os graos de pdlen submetidos a
temperatura de -20°C, tanto aqueles secos quanto aqueles frescos, ndo apresentaram
diferengas no pegamento de fruto, da mesma forma que Kobayashi et al. (1978)
observaram com poélen de Citrus armazenado por 3 anos. A utilizagdo do pdlen
armazenado a -196°C também proporcionou 6timo pegamento de fruto, semelhante ao
obtido por Ganeshan (1986a) com pdlen de mamao armazenado por quase um ano.
Desta forma, pode-se dizer que o polen de berinjela armazenado a baixa temperatura
(-20°C e -196°C) independente do grau de umidade, proporciona 6timo pegamento de
frutos quando armazenado por periodo de até 180 dias; estes resultados corroboram
também com aqueles obtidos com poélen de péra por Akihama et al. (1978).

Conforme observado na Tabela 2.1, todos os grdos de poélen armazenados com
grau inicial de umidade de 35,8%, independente do periodo e da temperatura de
armazenamento, produziram frutos menos pesados, considerando que o peso médio de
frutos de berinjela ‘Cica’ ¢ de 350 gramas (Reifschneider et al., 1993; Embrapa
Hortalicas, 2003). Os grios de polen com 5,4% armazenados na temperatura mais
elevada (5°C) por 120 dias e nos trés teores de umidade (5,1%, 5,4% e 35,8%) por 180
dias também produziram frutos leves. Segundo Bots ¢ Mariani (2005), o pegamento de
fruto influénciam a produgdo de frutos. Os resultados obtidos indicam um elevado
pegamento de fruto, entretanto leves. Assim, o elevado teor de dgua do polen, a alta

temperatura de armazenamento € o aumento do periodo de armazenamento favoreceram
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o pegamento de fruto, mas com producdo de frutos leves e pequenos, fora do padrao da
cultivar. Com os demais graos de poélen armazenados, a producdo dos frutos teve

correlagdo com a eficiéncia do pegamento de frutos (Tabela 2.1).

Produciao de Sementes

Segundo Nascimento (2004), a producao média de sementes hibridas de berinjela
‘Cica’ ¢ de 6 a 8 gramas por fruto. Observou-se no presente estudo que os frutos leves
produziram uma quantidade de sementes muito inferior & média citada por este autor
(Tabela 2.1); assim o armazenamento dos graos de polen nas condi¢des a que foram
submetidos e produziram esses frutos fora do padrao ndo sao indicados para a producao
de sementes. Além disso, todos os frutos provenientes dos graos de polen armazenados
em alta temperatura (5°C), independente da umidade do pdlen e do periodo de
armazenamento, também proporcionaram uma produg¢do de sementes muito baixa,
mesmo aqueles que produziram frutos pesados. Assim, independente do periodo de
armazenamento, o polen seco ou fresco conservado a 5°C ou poélen fresco (35,8%)
submetido a qualquer temperatura ndo sdo desejaveis para a utilizagdo durante a
producdo de sementes, entretanto seria interessante para a produgdo de frutos. Vale
salientar que esta operagao nao ¢ realizada comercialmente para a produgdo de frutos
frescos, devido ao alto custo.

Com a polinizagdo utilizando o grao de polen no estigma do botdo floral, os frutos
conseguem se desenvolver, possivelmente devido ao crescimento do tubo polinico
(Smith, 1935) e também a auxina presente no grao de pdlen (Marcos Filho, 2005).
Entretanto, para que ocorra a producdo de sementes ¢ preciso que ocorra a fertilizagao,
mas, segundo Zamir e Jones (1981), apenas 2% dos graos polinizados sdo responsaveis
por isso. Assim, com a polinizacao ¢ possivel que os frutos se desenvolvam, mas nao
asseguram a producao de sementes. Sabendo disso, pode-se considerar que os graos de
poélen que produziram frutos com quantidade pequena de sementes deram origem a
frutos partenocarpicos, mesmo com um bom pegamento de frutos. Também foram
produzidos frutos partenocarpicos utilizando graos de polen de brassicas submetidos a
baixa temperatura de armazenamento (Rao et al., 1992).

A elevada temperatura de armazenamento (5°C) e/ou o elevado teor de agua no
polen fresco (35,8%) causou a deterioracdo do mesmo, possivelmente exaurindo suas

reservas € nao permitindo que ele alcangasse o 6vulo e produzisse sementes. E possivel
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que ocorra alguma produ¢do de sementes com polen submetido a alta temperatura de
armazenamento desde que seja por curto periodo. Por exemplo, polen de milho fresco
armazenado por apenas seis dias (Stanley e Linskens, 1974) ou de berinjela armazenado
por 50 dias (Nascimento et al., 2003) produziram sementes.

O emprego de baixas temperaturas normalmente encontra-se relacionado a
reduc¢do do metabolismo do pdlen, o que propicia uma maior longevidade. Além disso,
quando se pretende submeter o pélen a temperaturas muito baixas (-10°C ou menos), a
reducdo de umidade € necessaria para evitar o rompimento dos tecidos, provocado pelo
congelamento intracelular da dgua contida no polen (Pio et al., 2007). Segundo Oliveira
et al. (2001), a diminuigdo na porcentagem de graos de pdlens viaveis de péssego pode
estar relacionada a varios fatores, tais como as condi¢oes de armazenamento, o
recipiente usado no acondicionamento do pdlen e a manipulagdo dos recipientes. Em
varios trabalhos, a viabilidade do pdlen armazenado ¢ mantida se estes estiverem secos
(Sousa, 1988).

Os graos de polen de berinjela secos (5,1% e 5,4% de umidade) e submetidos a
baixa temperatura (-20°C e -196°C) proporcionaram uma boa producdo de sementes,
em torno de 6 gramas/fruto, independente do periodo de armazenamento (Tabela 2.1).
Resultados semelhantes foram observados com polen seco de varias espécies (Akihama
et al., 1978; Kobayashi et al., 1978; Weatherhead et al., 1978; Ganeshan, 1986a). Esses
resultados indicam a necessidade de se reduzir tanto o teor de agua do grdo de pdlen
como a temperatura de armazenamento para viabilizar sua conservagdo. E importante
lembrar que as sementes provenientes de graos de pdlen conservados devem apresentar
qualidade fisioldgica o que assegurara que essas sejam capazes de dar origem a uma

plantula sadia e vigorosa.

Massa de 100 Sementes

Os graos de poélen secos, ndo armazenados, produziram sementes com massa
semelhante as sementes provenientes dos graos frescos ndo armazenados (Tabela 2.2).
De forma geral, os graos com 5,4% de umidade produziram sementes mais pesadas,
com mais reserva, quando comparado aos graos de pdlen com 5,1% de umidade,
quando combinado os fatores periodo e temperatura de armazenamento (Tabela 2.2). Ja
com relagdo a melhor temperatura de armazenamento que propiciasse sementes mais

pesadas, nenhuma foi superior a outra em todas combina¢des de periodo de
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armazenamento ¢ umidade do polen existente, de forma que em algumas combinagdes,
a temperatura de -20°C propiciou sementes mais pesadas € em outras situagoes, -196°C
a superou (Tabela 2.3). Os graos armazenados a -20°C com 5,4% de umidade
produziram sementes mais pesadas que aqueles com 5,1% durante todo periodo de
armazenamento (Figura 2.1). Ja a -196°C, o pdlen com 5,1% ndo apresentou sementes
mais pesadas que as de 5,4% durante o periodo de armazenamento, mas foi o que
apresentou maior estabilidade durante todo periodo, mesmo tendo apresentado
decréscimo com o aumento do perido de armazenamento (Figura 2.2). Essa diferenca no
comportamento dos graos armazenados em ambas temperaturas, pode ser explicada pela
capacidade de paralisagdo do metabolismo dos graos em temperaturas mais reduzidas,
proporcionando ao grao mais seco a manutencao de suas caracteristica fisicas durante o

armazenamento, para posterior utilizagdo no processo de hibridagao.

Germinacao

Os graos de polen ndo armazenados produziram sementes com excelente potencial
germinativo ¢ ndo diferenciaram entre si (Tabela 2.4). Aqueles graos desidratados
(5,4% e 5,1%) na maioria dos periodos de armazenamento, produziram sementes com
percentual germinativo similar (Tabela 2.4) e a temperatura -196°C foi tao eficiente
quanto a -20°C para o armazenamento o polen para posterior producdo de sementes com
elevada germinagdo (Tabela 2.5). O periodo de armazenamento dos graos de pdlen
secos (5,1% e 5,4%) submetidos a -20°C (Figura 2.3) e -196°C (Figura 2.4) interferiram
no percentual germinativo das sementes, entretanto nessas condigdes, até 180 dias
indica-se a conservagdo do mesmo para produzir sementes com elevado potencial
germinativo, mesmo as sementes tendo apresentado o maximo germinativo a -20°C com
136 dias e a -196°C com 129 dias. Vale salientar que a porcentagem germinativa
minima aceita para comercializacdo de sementes de berinjela no pais ¢ 70% (Portaria
Ministerial n°457, de 18 de dezembro de 1986). Neste estudo, todas as sementes

apresentaram valor acima do exigido.

Vigor

Para avaliar este pardmetro, foram utilizados trés testes, sendo eles primeira

contagem da germinagdo, envelhecimento acelerado e emergéncia de plantulas. Os
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graos de podlen secos ndo armazenados produziram sementes com vigor elevado e
similar aos frescos nao armazenados (Tabelas 2.6 a 2.8). Nas mesmas tabelas observa-se
que independente do grdo conter 5,1% ou 5,4% de umidade, eles proporcionaram
sementes com elevado vigor e similar entre si. O vigor de sementes provenientes do
cruzamento com graos de poélen armazenados a -196°C e a -20°C nao diferiram entre si
(Tabelas 2.9 a 2.11). Em todos os testes conduzidos para determinar o vigor da semente
tanto com poélen submetido a -20°C quanto a -196°C, as sementes mostraram-se
vigorosas até 180 dias armazenados, apesar de terem sofrido variagdes no vigor durante

o periodo de armazenamento (Figuras 2.5 a 2.10).

Viabilidade Polinica

Nos trés periodos de armazenamento associados & umidade do podlen fresco
(35,8%). Nao houve diferenca na viabilidade polinica do polen fresco (35,8%) quando
comparada nas trés temperaturas analisadas em cada periodo de armazenamento (Tabela
2.12). Verifica-se que a capacidade germinativa aos 180 dias foi muito baixa em todas
as temperaturas (Tabela 2.12). Resultados obtidos neste trabalho com o pdlen fresco por
60 dias diferiu daqueles resultados obtidos em condigdes semelhantes por Kanazawa et
al. (1992) com polen de Allium e por Pio et al. (2007) com pdlen de laranja doce, onde
o primeiro observou uma perda da capacidade germinativa a 5°C e o segundo uma
maior viabilidade a -20°C do que a 5°C. Nos periodos de 60 e 120 dias de
armazenamento o polen com umidade de 5,4%, ndo apresentou diferenca na viabilidade
nas trés temperaturas de armazenamento em cada periodo analisado; entretanto, com
180 dias, o polen armazenado a -196°C teve maior viabilidade e a 5°C a menor; ou seja,
por 180 dias com umidade de 5,4%, o pdlen se expressa melhor em temperaturas mais
baixas de armazenamento. A associacdo dos periodos de 60 e 180 dias com o pdlen
contendo 5,1% de umidade apresentou viabilidade similar a 5°C, -20°C e -196°C. A 120
dias o armazenamento na temperatura -196°C proporcionou uma menor viabilidade,
mas mesmo assim essa capacidade polinica ainda se encontrava dentro do padrio
aceitavel de viabilidade polinica, onde graos de polen bem conservados devem
apresentar 50% a 80% de germinacdo (Bernard e Noiret, 1970; Scorza e Sherman,
1995).

Os graos de polen secos (5,1% e 5,4%) e ndo armazenados apresentaram

viabilidade polinica semelhante aos graos frescos ndo armazenados (Tabela 2.13), da

68



mesma forma que ocorreu com poélen de péra e péssego (Akihama et al., 1978). O
armazenamento nas temperaturas de -20°C e -196°C pelo periodo de 60 dias nao afetou
significativamente a viabilidade polinica nas trés umidades analisadas. Resultados
semelhantes foram observados em poélen de milho com diferentes graus de umidade,
entretanto, por menor periodo de tempo (30 dias) (Ferreira et al, 2006). A 120 dias, o
polen com 5,4% de umidade apresentou viabilidade superior aos demais graos de polen,
somente a -196°C e a 180 dias o polen com umidade mais elevada (35,8%) apresentou
uma menor viabilidade. Pélen armazenado a -20°C por 60 e 120 dias apresentou uma
viabilidade similar nas trés umidades testadas. Aos 180 dias, o grao de podlen com o
maior grau de umidade apresentou menor viabilidade. Assim, o pdlen armazenado em
baixas temperaturas (-196°C e -20°C) pelo periodo de 180 dias apresenta baixa
viabilidade polinica quando o mesmo possui elevado teor de agua (35,8%). Ja o pdlen
desidratado (5,1% e 5,4% de umidade) manteve sua viabilidade quando conservado em
baixa temperatura (-20°C e -196°C). Pdlen seco de beterraba (Hecker et al., 1986), de
péra e péssego (Akihama et al., 1978) quando submetidos as mesmas condigdes de
armazenamento por periodos superiores a um ano também mantiveram sua viabilidade.
Pdlen armazenado a 5°C por 60 dias com umidade 5,4% a viabilidade foi superior as
demais umidades analisadas nesse periodo (Tabela 2.13), entretanto em valor absoluto a
viabilidade do polen com umidade 5,1% também foi considerada viavel. Aos 120 dias, a
viabilidade foi similar com poélen contendo os trés teores de umidade. Por 180 dias de
armazenamento, o polen com maior viabilidade foi aquele com umidade de 5,1%,
apresentando um valor absoluto préximo do valor aceitdvel como vidvel. Na maior
temperatura de armazenamento (5°C), em valores absolutos, pode-se dizer que a menor
viabilidade polinica foi encontrada nos grdos de polen com elevado grau de umidade
nos diferentes periodos de armazenamento. Também pode-se dizer que pelo periodo de
180 dias associado as trés temperaturas de armazenamento analisadas em separado, o
poélen foi vidvel somente quando seu teor de dgua for baixo (5,1% e 5,4%).

Nas equagdes de regressdo ajustadas para a viabilidade polinica em fun¢ao do
periodo de armazenamento e do grau inicial de umidade do polen submetido a 5°C,
observou-se que os graos desidratados (5,1% e 5,4%) permaneceram vidveis por maior
periodo de tempo, quando comparado com o fresco (Figura 2.11). Apresentando no
entanto um decréscimo de viabilidade em fun¢do do tempo de armazenamento,
semelhante ao observado com poélen seco de citrus (Kobayashi et al., 1978). O

comportamento do grao de polen fresco coincidiu com o obtido com polen de beterraba
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(Hecker et al., 1986) e pimenta (Dutra et al., 2000) que permaneceram invidveis apos
armazenados a 5°C. Estes resultados sdo contrastantes com outros autores (Lee et al.,
1981; Almeida et al., 1985; Dubouzet et al., 1993; Nomura et al., 1994; Gomez et al.,
2000; Siregar e Sweet, 2000; Pio et al., 2007; Silva Filho, 2007) os quais verificaram
uma manuten¢ao da viabilidade do grdo de pdlen fresco de varias espécies armazenados
em refrigerador por periodos de dias a anos. Entretanto, nesses trabalhos, os autores nao
especificaram o grau de umidade dos graos, ndo podendo inferir se a umidade teve
interferéncia ou ndo na conservacdo, uma vez que algumas espécies apresentam graos
de polen com elevado teor de 4agua quando extraidos da flor, enquanto outros
apresentam teor reduzido de agua quando comparado aos primeiros.

Os graos de polen frescos submetidos a -20°C mantiveram viaveis por até
aproximadamente 150 dias, enquanto os grdos de polen secos (5,1% e 5,4%)
apresentaram certa estabilidade mantendo-se viavel por 180 e 170 dias respectivamente
(Figura 2.12). Resultados semelhantes foram observados para polen seco de citrus
(Kobayashi et al., 1978). Ja o pdlen fresco assim como o polen seco de cereja (Franzon
e Raseira, 2006) e de cebola (Kanazawa et al., 1992) também apresentaram uma
reducdo de viabilidade com o passar do tempo de armazenamento, enquanto houve
manuten¢do em ameixa (Lee et al., 1981), tomate (Silva Filho, 2007), Allium (Nomura
et al., 1994), mamao (Cohen et al., 1989), pistache (Vithanage e Alexander, 1985) e acai
(Oliveira et al., 2001) e inviabilidade com polen de capim elefante (Techio et al., 2006)
e araga (Raseira e Raseira, 1996).

Conforme observado na Figura 2.13, com graos de polen secos (5,1% e 5,4%)
submetidos a -196°C apresentaram diferengas significativas na viabilidade com o
periodo de armazenamento, mas ainda dentro do intervalo considerado viavel (50-80%).
Pdlen seco de noz inglesa (Luza e Polito, 1988) e de citrus (Kobayashi et al., 1978)
mantiveram-se viaveis por varios anos a -196°C. Entretanto, nesta temperatura também
¢ possivel manter viavel pdlen fresco por periodos maiores que um ano para cebola
(Ganeshan, 1986b; Kanazawa, 1992; Gomes et al., 2003), nogueira peca (Yates e
Sparks, 1989; 1990), e mamao (Ganeshan, 1986a). O pdlen com menor grau de
umidade, quando submetido ao nitrogénio liquido, apresenta a sua germinagao
estimulada. Futuras investigagdes deverao esclarecer essas observagdes. Esse fenomeno
ndo tem sido bem entendido, mas pesquisadores como Kartha (1985) também

verificaram maior viabilidade do pélen congelado, comparativamente ao recém-colhido.
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Segundo esse autor, durante o processo de congelamento poderia haver a liberagao de
alguns nutrientes necessarios a germinagao do polen.

Conforme o comportamento observado nas trés temperaturas de armazenamento, a
medida que o pdlen envelhece, a porcentagem de germinacdo decresce (Oliveira et al.,
2001; Einhardt et al., 2006), de forma que o grao de pdlen perde sua viabilidade com o
tempo de armazenamento (Pereira et al.,, 2002). Além disso, também foi possivel
observar que nas trés temperaturas de armazenamento, o pélen mais umido (35,8%) foi
0 que apresentou uma maior reducdo de viabilidade polinica com o aumento do periodo
de armazenamento. Segundo Guerra e Nodari (2006), quando o grdo ¢ armazenado sob
baixa temperatura, ¢ essencial que os mesmos estejam secos para evitar que suas células
produzam cristais a partir do contetudo celular, assim desidratando-os o contetudo celular
aquoso adquire a conformacdo vitrea, o que ¢ desejavel para evitar deterioragdo do
material.

O resultado da viabilidade polinica dos graos armazenados encontrada no presente
estudo nao apresentou uma relagdo direta com a produgdao de sementes. Essa falta de
correlagdo ocorreu possivelmente devido a metodologia de germinacao in vivo utilizada,
pois mesmo ela apresentando varias vantagens, geralmente acaba superestimando a
viabilidade polinica (Bots e Mariani, 2005). Isso ocorre, pois na andlise da germinacao
in vivo observa-se o crescimento do tubo polinico, entretanto isso ndo ¢ um indicativo
de que esse tubo tem energia suficiente para alcancgar o dvulo e fertiliza-lo, tendo por
conseguinte producdo de semente. Uma solu¢do para minimizar essa diferenga
observada entre viabilidade polinica e produg¢do de sementes, seria realizar corte
histolégico no estigma e no pistilo do botdao floral polinizado durante o protocolo de
germinacdo in vivo (Einhardt et al.,2006), pois assim seria possivel realizar a contagem
dos graos capazes de emitir tubos com forga suficiente para percorrer todo estilete e

realizar a fecundagao.
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CONCLUSOES

* O grao de podlen de berinjela tolerou dessecagdo até 5,1% de umidade sem afetar
a qualidade fisiologica das sementes.

* O teor de agua do grao de pdlen, a temperatura e o periodo de armazenamento
afetaram a producdo e qualidade fisiologica das sementes hibridas.

* Nao houve producdo de sementes utilizando grdo de poélen armazenado com
elevado teor de agua (35,8%).

* Graos de polen de berinjela com grau de umidade ao redor de 5% produziram
sementes com alta qualidade fisioldgica quando armazenados a -20°C e -196°C.

* O resultado da viabilidade polinica ndo apresentou uma relagdo direta com a

producao de sementes.
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TABELA 2.1. Pegamento de fruto, massa média por frutos e producio de
sementes, provenientes do cruzamento utilizando graos de pdlen
de berinjela com diferentes graus de umidade e armazenados por
diferentes periodos, em diversas condi¢cdes de armazenamento,

Brasilia, DF, 2007.
. Umidade Pegamento Massa Producdo de
Periodo o Temperatura L 1
(dias) 1r}101a1 do °C) de fruto média por sementes
pélen (%) (%) frutos (g) (g/fruto)
5,1 - 100 551,0 6,670
0 5,4 - 100 599,5 10,461
35,8 - 100 583.8 6,916
-196 100 5354 4,849
5,1 -20 100 519,7 5,791
5 100 560,2 0,350?
-196 90 589.3 6,577
60 5,4 -20 100 692,8 6,959
5 90 616,1 1,963
-196 50 192,7! 0,1892
35,8 -20 50 203,5¢ 0,1312
5 30 167,3! 0,000?
-196 90 476,1 5,482
5,1 -20 100 481,6 4,340
5 100 467,8 0,260?
-196 100 3714 4,054
120 5,4 -20 90 485,5 8,425
5 100 169,8' 0,284
-196 100 126,9' 0,0232
35,8 -20 100 145,1" 0,030%
5 100 189,0! 0,0012
-196 100 449,3 8,127
5,1 -20 100 4453 6,784
5 100 303,4! 0,0862
-196 90 460,3 8,655
180 5,4 -20 90 556,3 9,962
5 80 182,0" 0,007>
-196 80 147,0 0,080?
35,8 -20 70 81,4 0,0432
5 70 53,0! 0,007?

! Frutos leves. 2 Producao de semente irrelevante.
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TABELA 2.2. Massa de 100 sementes (g) de berinjela provenientes de frutos

polinizados com graos de pdlen submetidos a combinacdes de
periodos de armazenamento (0, 60, 120, 180 dias) com
temperaturas de armazenamento (5°C, -20°C, -196°C) por graus
iniciais de umidade do grao de polen (5,1%, 5,4%, 35,8%),
Brasilia, DF, 2007.

Periodos Temperatura Umidade do polen (%) o
(dias) (°C) 5,1 5,4 35,8 CV (%)

0 - 0,568A 0,565A 0,571A 0,26

-196 0,528B 0,551A 0,000C* 0,22

60 -20 0,523B 0,553A 0,000C* 0,21

5 0,564B* 0,602A%* 0,000C* 0,60

-196 0,503A 0,452B 0,000C* 0,25

120 -20 0,471A 0,471A 0,000B* 0,30

5 0,572B* 0,708A* 0,000C* 0,46

-196 0,490A 0,483A 0,000B* 0,58

180 -20 0,494B 0,525A 0,000C* 0,25

5 0,000A* 0,000A* 0,000A* 0,00

Médias seguidas pela mesma letra na linha nao diferem entre si pelo teste de Tukey, a
5% de probabilidade. * polen ndo produziu semente

TABELA 2.3. Massa de 100 sementes (g) de berinjela proveniente de frutos

polinizados com graos de pdlen submetidos a combinacdes de
periodos de armazenamento (60, 120, 180 dias) com graus iniciais
de umidade do grao de pdlen (5,1%, 5,4%, 35,8%) por
temperaturas de armazenamento (5°C, -20°C, -196°C), Brasilia,

DF, 2007.
Umidade do Temperatura (°C) o
Periodo (dias)  polen (%) -196 -20 5 CV (%)

5,1 0,528B 0,523B 0,564A%* 0,56

60 5,4 0,551B 0,553B 0,602A%* 0,26
35,8 0,000A* 0,000A* 0,000A* 0,00

5,1 0,503B 0,471C 0,572A%* 0,44

120 5,4 0,452C 0,471B 0,708A* 0,33
35,8 0,000A* 0,000A* 0,000A* 0,00

5,1 0,490A 0,494A 0,000B* 0,53

180 5,4 0,483B 0,525A 0,000C* 0,35
35,8 0,000A* 0,000A* 0,000A* 0,00

Meédias seguidas pela mesma letra na linha ndo diferem entre si pelo teste de Tukey, a
5% de probabilidade. * polen ndo produziu semente
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TABELA 2.4. Porcentagem germinativa de sementes (%) de berinjela provenientes
de frutos polinizados com graos de pdlen submetidos a combinagodes
de periodos de armazenamento (0, 60, 120, 180 dias) com
temperaturas de armazenamento (5°C, -20°C, -196°C) por graus
iniciais de umidade do grao de polen (5,1%, 5,4%, 35,8%), Brasilia,

DF, 2007.
Temperatura Umidade do pdlen (%) o
Periodos (dias) (°C) 5,1 5,4 35,8 CV (%)

0 - 100A 98A 99A 0,84
-196 85B 81B 93A* 2,27

60 -20 70B 83A 88A* 3,11
5 49B* TTA* 00C* 15,42

-196 94A 94A 96A* 3,37

120 -20 97A 98A 97A* 1,97
5 72B* 98A* 00C* 2,54

-196 93A 88A 90A* 3,24

180 -20 94B 97AB 100A* 0,94
5 80A* 00B* 00B* 6,69

Médias seguidas pela mesma letra na linha nao diferem entre si pelo teste de Tukey, a
5% de probabilidade. * polen ndo produziu semente

TABELA 2.5. Porcentagem germinativa de sementes (%) de berinjela proveniente
de frutos polinizados com graos de polen submetidos a combinagoes
de periodos de armazenamento (60, 120, 180 dias) com graus iniciais
de umidade do grao de polen (5,1%, 5,4%, 35,8%) por temperaturas
de armazenamento (5°C, -20°C, -196°C), Brasilia, DF, 2007.

Umidade do Temperatura (°C) o
Periodos (dias) _polen (%) 196 20 5 Voo

5,1 85A 70B 49C* 5,11

60 5,4 81A 83A TTA* 8,79
35,8 93A* 89A* 00B* 2,90

5,1 94A 97A 72B* 1,97

120 5,4 94A 98A 98A* 2,04
35,8 96A* 97TA* 00B* 4,60

5,1 93A 94A 80B* 2,75

180 54 88B 97A 00C* 2,21
35,8 90B* 100A* 00C* 3,88

Médias seguidas pela mesma letra na linha nao diferem entre si pelo teste de Tukey, a
5% de probabilidade. * polen ndo produziu semente
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TABELA 2.6. Primeira contagem de sementes (%) de berinjela provenientes de
frutos polinizados com graos de polen submetidos a combinacgdes de
periodos de armazenamento (0, 60, 120, 180 dias) com temperaturas
de armazenamento (5°C, -20°C, -196°C) por graus iniciais de
umidade do grio de polen (5,1%, 5,4%, 35,8%), Brasilia, DF, 2007.

Periodos Temperatura Umidade do pélen (%)

V)
(dias) °C) 5.1 5.4 358 CV (%)

0 . R7A R0A 93A 87
19 31A 32A G2A* 24.83
60 20 31B 328 65A* 18,65
5 26AB* 36A% 00B* 62.55
7196 44A 67A RSAF 21.55
120 20 51A 60A 60A* 29,80
5 20B* 73A% 00C* 23.17
7196 R5A T3A TSAF 10.96

180 20 S0A 93A 1A% 491
5 49A* 00B* 00B* 16.90

Meédias seguidas pela mesma letra na linha ndo diferem entre si pelo teste de Tukey, a
5% de probabilidade. * polen ndo produziu semente

TABELA 2.7. Envelhecimento acelerado de sementes (%) de berinjela
provenientes de frutos polinizados com graos de polen
submetidos a combinag¢odes de periodos de armazenamento (0, 60,
120, 180 dias) com temperaturas de armazenamento (5°C, -20°C,
-196°C) por graus iniciais de umidade do grao de poélen (5,1%,
5,4%, 35,8%), Brasilia, DF, 2007.

Temperatura Umidade do polen (%) o

Periodos (dias) (°C) 5,1 5,4 35,8 CV (%)
0 - 50A 58A 51A 30,77
-196 41A 43A 00B* 56,30
60 -20 41A 37A 00B* 57,82
5 27A%* 35A* 00A* 64,69
-196 41A 33A 00B* 52,87
120 -20 37A 39A 00B* 58,20
5 24AB* 39A* 00B* 63,63
-196 72A 63A 00B* 28,89
180 -20 64A 84A 00B* 28,57
5 00A* 00A* 00A* 0,00

Meédias seguidas pela mesma letra na linha ndo diferem entre si pelo teste de Tukey, a
5% de probabilidade. * polen ndo produziu semente
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TABELA 2.8. Porcentagem de emergéncia de plintulas de sementes de berinjela

provenientes de frutos polinizados com graos de pdlen submetidos a
combinacdes de periodos de armazenamento (0, 60, 120, 180 dias)
com temperaturas de armazenamento (5°C, -20°C, -196°C) por
graus iniciais de umidade do grao de polen (5,1%, 5,4%, 35,8%),
Brasilia, DF, 2007.

Temperatura Umidade do pdlen (%) o

Periodos (dias) (°C) 5,1 5,4 35,8 CV (%)
0 - 99A 97A 98A 0,87
-196 97A 99A 00B* 0,93
60 -20 96A 98A 00B* 1,79
5 TOA* 94A* 00B* 8,10
-196 98A 96A 00B* 1,63
120 -20 98A 99A 00B* 0,92
5 93A* O8A* 00B* 4,83
-196 97A 97A 00B* 1,17
180 -20 96A 97A 00B* 1,56
5 00A* 00A* 00A* 0,00

Médias seguidas pela mesma letra na linha nao diferem entre si pelo teste de Tukey, a
5% de probabilidade. * polen ndo produziu semente

TABELA 2.9. Primeira contagem das sementes (%) de berinjela proveniente de

frutos polinizados com graos de polen submetidos a combinacgdes de
periodos de armazenamento (60, 120, 180 dias) com graus iniciais
de umidade do grao de pélen (5,1%, 5,4%, 35,8%) por
temperaturas de armazenamento (5°C, -20°C, -196°C), Brasilia, DF,
2007.

Umidade do Temperatura (°C) o
Periodos (dias)  pdlen (%) -196 -20 5 CV (%)

5,1 31A 31A 26A* 40,74
60 5,4 32A 32A 36A* 33,43
35,8 62A* 65A* 00B* 18,72
5,1 44A 51A 22A%* 34,64

120 5,4 67A 60A T3A* 17,85
35,8 88A* 60A* 00B* 27,20

5,1 85A 80A 49B* 6,46
180 5,4 73A 93A 00B* 10,26
35,8 T8A* 91A* 00B* 12,87

Meédias seguidas pela mesma letra na linha ndo diferem entre si pelo teste de Tukey, a
5% de probabilidade. * polen ndo produziu semente
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TABELA 2.10. Envelhecimento acelerado de sementes (%) de berinjela
provenientes de frutos polinizados com graos de poélen
submetidos a graus inicias de umidade (5,1%, 5,4%, 35,8%) por
temperaturas de armazenamento (5°C, -20°C, -196°C), Brasilia,

DF, 2007.
Umidade do pélen Temperatura (°C) Ccv
(%) -196 -20 5
5,1 51Aa 47Aa 17Ab* 46,06
5,4 46Aa 53Aa 25Aa* 55,61
35,8 00Ba* 00Ba* 00Ba* 0,00
CVv 43,49 45,94 78,23

Meédias seguidas pela mesma letra maitscula na coluna e mintscula na linha, nio
diferem entre si pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade. * pdlen ndo produziu
semente

TABELA 2.11. Porcentagem de emergéncia de plantulas de sementes de berinjela
proveniente de frutos polinizados com graos de polen submetidos a
combinacdes de periodos de armazenamento (60, 120, 180 dias)
com graus iniciais de umidade do grdo de polen (5,1%, 5,4%,
35,8%) por temperaturas de armazenamento (5°C, -20°C, -196°C),

Brasilia, DF, 2007.
Temperatura (°C) o
Periodo (dias) Umidade (%) -196 -20 5 CV (%)

5,1 97A 96A 76B* 5,59

60 5,4 99A 98A 94B* 0,81
35,8 00A* 00A* 00A* 0,00

5,1 98A 98A O3A* 3,03

120 5,4 96A 99A O8A* 1,87
35,8 00A* 00A* 00A* 0,00

5,1 97A 96A 00B* 1,70

180 5,4 97A 97A 00B* 0,93
35,8 00A* 00A* 00A* 0,00

Meédias seguidas pela mesma letra na linha ndo diferem entre si pelo teste de Tukey, a
5% de probabilidade. * polen ndo produziu semente
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TABELA 2.12. Viabilidade polinica (%) de graos de polen de berinjela submetidos
a combinac¢oes de periodos de armazenamento (60, 120, 180 dias)
com graus iniciais de umidade do grao de polen (5,1%, 5,4%,
35,8%) por temperaturas de armazenamento (5°C, -20°C, -196°C),

Brasilia, DF, 2007.
Periodo Umidade do Temperatura (°C) o
(dias) polen (%) -196 -20 5 CV (%)

5,1 81A 86A 75A 4,76

60 5,4 73A 79A 81A 3,74
35,8 70A 73A 63A 3,86

5,1 69B 80A 80A 2,35

120 5,4 78A T7A 75A 4,61
35,8 65A 66A 66A 6,06

5,1 67A 55A 53A 5,48

180 54 64A 62AB 41B 8,97
35,8 17A 19A 26A 11,50

Médias seguidas pela mesma letra na linha nao diferem entre si pelo teste de Tukey, a

5% de probabilidade.

TABELA 2.13. Viabilidade polinica (%) de graos de polen de berinjela submetidos
a combinacgdes de periodos de armazenamento (0, 60, 120, 180 dias)
com temperaturas de armazenamento (5°C, -20°C, -196°C) por
graus iniciais de umidades iniciais do grao de pdlen (5,1%, 5,4%,

35,8%), Brasilia, DF, 2007.

Periodo Temperatur Umidade do pélen (%) o
(dias) 2 (°C) 5.1 5.4 358 CV (%)
0 - 54A 67A 63A 5,96

-196 81A 73A 70A 4,56

60 -20 86A 79A 73A 4,18
5 75AB 81A 63B 3,67

-196 69B 78A 65B 2,31

120 -20 80A 77A 66A 5,25
5 80A 75A 66A 5,27

-196 67A 64A 17B 6,48

180 -20 55A 62A 19B 6,70
5 53A 41AB 26B 11,38

Meédias seguidas pela mesma letra na linha ndo diferem entre si pelo teste de Tukey, a

5% de probabilidade.
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FIGURA 2.1. Massa de 100 sementes (g) de berinjela proveniente de frutos
polinizados com grios de pélen com graus iniciais de umidade
(5,1%, 5,4%, 35,8%) submetidos a temperatura -20°C durante o
armazenamento.
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FIGURA 2.2. Massa de 100 sementes (g) de berinjela proveniente de frutos

polinizados com grios de podlen com graus iniciais de umidade
(5,1%, 5,4%, 35,8%) submetidos a temperatura -196°C durante o
armazenamento.
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FIGURA 2.3. Porcentagem germinativa de sementes (%) de berinjela proveniente
de frutos polinizados com griaos de podlen com graus iniciais de
umidade (5,1%, 5,4%, 35,8%) submetidos a temperatura -20°C
durante o armazenamento.
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FIGURA 2.4. Porcentagem germinativa de sementes (%) de berinjela proveniente
de frutos polinizados com griaos de podlen com graus iniciais de
umidade (5,1%, 5,4%, 35,8%) submetidos a temperatura -196°C
durante o0 armazenamento.
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FIGURA 2.5. Primeira contagem de sementes (g) de berinjela proveniente de
frutos polinizados com graos de polen com graus iniciais de
umidade (5,1%, 5,4%, 35,8%) submetidos a temperatura -20°C
durante o armazenamento.
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FIGURA 2.6. Primeira contagem de sementes (g) de berinjela proveniente de
frutos polinizados com graos de pélen com graus iniciais de
umidade (5,1%, 5,4%, 35,8%) submetidos a temperatura -196°C
durante o armazenamento.
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FIGURA 2.7. Envelhecimento acelerado de sementes (%) de berinjela proveniente
de frutos polinizados com griaos de podlen com graus iniciais de
umidade (5,1%, 5,4%, 35,8%) submetidos a temperatura -20°C
durante o0 armazenamento.
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FIGURA 2.8. Envelhecimento acelerado de sementes (%) de berinjela proveniente
de frutos polinizados com graos de polen com graus iniciais de
umidade (5,1%, 5,4%, 35,8%) submetidos a temperatura -196°C
durante o armazenamento.
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FIGURA 2.9. Emergéncia de plintulas em substrato de sementes (%) de berinjela

120 -

100

proveniente de frutos polinizados com graos de pdolen com graus
iniciais de umidade (5,1%, 5,4%, 35,8%) submetidos a temperatura
-20°C durante o armazenamento.
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FIGURA 2.10. Emergéncia de plantulas em substrato de sementes (%) de berinjela

proveniente de frutos polinizados com graos de pdlen com graus
iniciais de wumidade (5,1%, 5,4%, 35,8%) submetidos a
temperatura -196°C durante o armazenamento.
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FIGURA 2.11. Viabilidade polinica (%) de graos de pdlen de berinjela com graus
iniciais de wumidade (5,1%, 5,4%, 35,8%) submetidos a
temperatura 5°C durante o armazenamento.
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FIGURA 2.12. Viabilidade polinica (%) de graos de pdlen de berinjela com graus
iniciais de umidade (5,1%, 5,4%, 35,8%) submetidos a
temperatura -20°C durante o armazenamento.
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Viabilidade polinica (%)

30 - - - .5,1% y=54,11+1,0448x-0,0123x2+0,00004x3 ** R2=0,7084
20 — 5,4% y=66,9033-0,0143x+0,0027x2 ** R2=0,8615 .
------- 35,8% y=62,8267+0,0338x+0,0029x2-0,00002x3 ** R2=0,9701 *
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FIGURA 2.13. Viabilidade polinica (%) de griaos de pélen de berinjela com graus
iniciais de wumidade (5,1%, 5,4%, 35,8%) submetidos a
temperatura -196°C durante o armazenamento.
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