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“Toda manhd na Afvica, a gazela acorda. Ela sabe que precisa correr mais rapido que o
mais rapido dos ledes para sobreviver. Toda manha um ledo acorda. Ele sabe que precisa
correr mais rapido que a mais lenta das gazelas sendo morrera de fome. Nao importa se vocé

’

é um ledo ou uma gazela. Quando o sol nascer, comece a correr.’

(Provérbio Africano)



RESUMO

A pitaia € uma frutifera exotica e promissora no Brasil, principalmente devido as suas
caracteristicas organolépticas. Os frutos, além do sabor agradavel, s&o ricos em vitaminas,
minerais, acidos graxos essenciais, dentre outros beneficios. Apesar de sua expansdo, sao
poucas as pesquisas com a cultura no Brasil. Alem de estudos com relagdo ao manejo, séo
necessarios estudos inerentes a biologia reprodutiva, principalmente acerca da viabilidade e
conservacao dos grdos de pélen, importante ferramenta nos programas de melhoramento. O
objetivo dessa pesquisa foi estabelecer um meio de cultura adequado para a germinacéo in
vitro e avaliar o poder germinativo dos grdos de pélen de pitaia de polpa vermelha, apds
armazenamento a baixas temperaturas. No primeiro experimento, para a determinacdo do
meio, foram instalados quatro experimentos de forma sequencial: 1) Agar (6, 8e 10 g L) e
pH (5,6 e 7); I1) Sacarose (0, 25, 50, 75, 100 e 125 g LY); 111) Nitrato de calcio (0, 200, 400,
600, 800 e 1000 mg L1); 1) Acido bérico (0, 200, 400, 600, 800 e 1000 mg L), todos em
delineamento inteiramente casualizado, com quatro repeti¢des. Foram avaliados comprimento
do tubo polinico e porcentagem de germinacdo dos gréos pdlen. Conclui-se que 0 meio para a
germinacdo de grdos de polen de pitaia deve ser acrescido de 100 g L™ de sacarose, 518 mg L
! de nitrato de célcio e 636 mg L™ de acido bdrico, sendo o pH aferido para 5 e 0 meio
solidificado com 6 g L™ de agar. A concentragdo de 500 mg L™ de acido bdrico propicia
maiores comprimentos do tubo polinico. No segundo experimento, os grdos de pélen foram
mantidos nas seguintes condi¢fes de armazenamento: T1, refrigerador (4 °C); T2, freezer (-20
°C) e T3, ultra-freezer (-80 °C), durante um periodo de oito semanas. A avaliacdo da
viabilidade deste pdélen foi realizada aos (7, 15, 30, 45 e 60 dias) por meio do teste de
germinacdo in vitro. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, em arranjo
fatorial 3 x 5 (3 temperaturas x 5 tempo) com quatro repeticbes. As condicdes de
armazenamento sob refrigerador (4 °C) e freezer (-20 °C) sdo recomendadas para a
conservagdo a curto prazo, ja o ultra-freezer (-80 °C), promoveu uma melhor viabilidade
polinica a longo prazo.

Palavras-chave: Biotecnologia. Armazenamento. Baixas temperaturas. Cultura de tecidos.



ABSTRACT

The dragon fruit is an exotic and promising fruit in Brazil, mainly due to its organoleptic
characteristics. The fruits beyond the pleasant taste are rich in vitamins, minerals, essential
fatty acids, among other benefits and advantages. However, despite its expansion, there are
only a few researches about dragon fruit in Brazil. In addition to studies on management, it is
necessary to study the reproductive biology, especially about the viability and conservation of
pollen grains, an important tool in breeding programs. The objective of this research was to
establish a suitable culture medium for in vitro germination and to evaluate the germinative
power of red pulp dragon fruit pollen grains after storage at low temperatures. In the first
experiment for the determination of the medium were installed four experiments sequentially:
I) Agar (6, 8 and 10 g L-1) and pH (5, 6 and 7); 1) Sucrose (0, 25, 50, 75, 100 and 125 g L™Y);
[11) Calcium nitrate (0, 200, 400, 600, 800 and 1000 mg L™); 1V) Boric acid (0, 200, 400, 600,
800 and 1000 mg L), all in a completely randomized design with four replications. Pollen
tube length and percentage of germination of pollen grains were evaluated. It is concluded
that the medium for the germination of dragon fruit pollen grains should be increased by 100
g L sucrose, 518 mg L™ calcium nitrate and 636 mg L™ boric acid, the pH being measured to
5 and the medium solidified with 6 g L™* agar. The concentration of 500 mg L of boric acid
gives higher pollen tube lengths. In the second experiment the pollen grains were kept under
the following storage conditions: T1, refrigerator (4 °C); T2, freezer (-20 °C) and T3, ultra-
freezer (-80 °C), over a period of eight weeks. The evaluation of the viability of the pollen
was performed (7, 15, 30, 45 and 60 days) by in vitro germination test. The experimental
design was completely randomized, in a factorial arrangement 3 x 5 (3 temperatures x 5 time)
with four replications. Storage conditions under refrigerator (4 °C) and freezer (-20 °C) are
recommended for short-term storage and the ultra-freezer (-80 °C) has promoted better long-
term pollen viability.

Keywords: Biotechnology. Storage. Low temperatures. Tissue culture.
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1 INTRODUCAO GERAL

A pitaia (Hylocereus polyrhizus Weber) é originaria do México e seu cultivo vem se
destacando no Brasil nos ultimos anos. Estudos mostram que os frutos de pitaia apresentam
elevados teores de compostos com capacidade antioxidante, apresentando grande potencial
comercial (DEMBITSKY et al., 2011).

De acordo com a espécie, seus frutos podem apresentar diferentes caracteristicas, tais
como: tamanho, formato, cor, além de caracteristicas fisico-quimicas (PRIATNI; PRADITA,
2015).

As flores da pitaia sdo mondicas, grandes (cerca de 30 cm de comprimento),
aromaticas e brancas. Para se produzir de forma satisfatéria, € essencial que ocorra
polinizacdo, seja ela por agentes polinizadores ou artificialmente. O florescimento ocorre
durante a noite, e as flores se abrem uma Unica vez, um dos motivos que podem causar
significativa queda dos botdes florais, pois nem sempre, 0s produtores conseguem realizar a
polinizacdo noturna, sendo necessarios estudos referentes a conservacdo e armazenamento do
polen para que as flores possam ser polinizadas durante o dia.

O armazenamento do grdo de polen de pitaia € uma importante ferramenta nos
programas de melhoramento, uma vez que visa evitar o processo de envelhecimento e manter
a viabilidade mé&xima do poélen para uso posterior. Pelo fato de ser uma frutifera com alta
procura no mercado e com baixa porcentagem de frutificacdo efetiva, faz-se necessario obter
informacdes a respeito do estudo do gréo de polen da pitaia, que é uma ferramenta importante
para estudos e programas de melhoramento genético e trabalhos sobre a biologia reprodutiva,
pois, cada grdo de polen, leva consigo os materiais genéticos resultantes da recombinacdo
(SOUZA; PEREIRA; MARTINS 2002).

Vérios métodos podem ser utilizados para se obter informacg6es sobre a viabilidade
polinica, dentre eles, a germinacdo in vitro € 0 mais conveniente e recomendado, pois,
segundo Marcellan e Camadro (1996), este revela a condicdo das membranas, o verdadeiro
estado das reservas e a conversao das reservas para o grdo de pélen germinar. Além disso, é o
método mais utilizado nos programas de melhoramento genético. Por esse fato, varias
pesquisas tém sido realizadas, a fim de estabelecer meios de cultura e condi¢cbes ambientais
para avaliar a viabilidade dos gréos de polen de varias espécies (NUNES et al., 2001).

Além de estimar a viabilidade polinica do pélen fresco, é importante realizar estudos
acerca do armazenamento de grdos de pdlen, pois essa é uma ferramenta requerida por varias

situacbes nos programas de melhoramento, como possibilitar a sincronia artificial entre a
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dispersdo de polen com a receptividade floral, ja que o p6len pode ser empregado a qualquer
tempo e, também, para complementar a acdo de agentes polinizadores pouco eficientes ou
mesmo inexistentes (TIGHE, 2004). Outros fatores proporcionados pela conservacédo do polen
sdo: a preservacao de germoplasma, o desenvolvimento de pesquisas com pdlen, a promocao
de intercdmbio de germoplasma e melhoria da eficiéncia dos programas de melhoramento
(HANNA, 1994).

Para preservacao do material genético, 0 armazenamento do grao de pdlen consiste em
conservar material para futura utilizacdo e, proporcionar ao material, condi¢cbes de forma a
manter o poder germinativo, vigor e integridade genética originais (WANG, 1975). A
reducdo do teor de umidade é um procedimento geralmente empregado para 0 armazenamento
de gréos de pdlen a fim de evitar oscilacdes no potencial germinativo (P10 et al., 2007).

Diante do exposto, objetivou-se com o presente trabalho, estabelecer um meio de
cultura adequado para a germinacao in vitro e avaliar o poder germinativo dos graos de pdlen

de pitaia de polpa e exocarpo vermelho, apds armazenamento a baixas temperaturas.
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2 REFERENCIALTEORICO

2.1  Acultura da pitaia

Frutas exdéticas como a pitaia (Hylocereus sp.) tém apresentado boa aceitacdo para
consumo in natura, ndo apenas pelo exotismo de sua aparéncia, mas também em virtude de
suas caracteristicas sensoriais. Os pregos praticados nos mercados regional, nacional ou
internacional, estimularam a expansdo e a intensificacdo do cultivo da pitaia em diferentes
sistemas de plantio. No México, Nicardgua, Malasia, Vietnd, Israel, e mesmo no Brasil, a
producdo se da, predominantemente, em pequenos cultivos, e a comercializagdo esta restrita a
mercados com maior poder aquisitivo (ESTELLENA, 2013; ORTIZ-HERNANDEZ;
CARRILLO-SALAZAR, 2012).

Dependendo da espécie, os frutos da pitaia apresentam caracteristicas diversificadas,
dentre as quais podem ser citadas Hylocereus undatus (Haw.) Britton e Rose (frutos com
casca vermelha e polpa branca), Hylocereus costaricensis e Hylocereus polyrhizus (frutos
com casca vermelha e polpa vermelha), Selenicereus megalanthus (K. Schum ex Vaupel)
(frutos com casca amarela com espinhos e polpa branca) e Selenicereus setaceus (Rizz.)
(frutos com casca vermelha com espinhos e polpa branca) (NERD; TEL-ZUR; MIZRAHI,
2002).

A propagacdo da cultura pode ocorrer de forma sexuada ou assexuada. No entanto, a
maneira mais viavel € a assexuada, pela técnica da estaquia, devido a planta gerada manter
as mesmas caracteristicas da planta mée (clone), bem como a precocidade na producdo dos
frutos. A propagacdo sexuada ou seminifera também é vidvel (SILVA, 2006), pois os frutos
possuem uma grande quantidade de sementes cerca de 1060, 6 (MENEZES, 2013) com alta
taxa de germinacdo. Porém, esse tipo de propagacdo ocasiona lento desenvolvimento das
plantas, além da ocorréncia de elevada variabilidade genética, prejudicial em pomares
comerciais.

No Brasil, a pitaia tem sido considerada uma fruta exotica, apesar de serem
encontradas espécies de pitaia nativas no Cerrado e matas de transi¢do, principalmente
especies do género Selenicereus e Hylocereus (JUNQUEIRA et al., 2002).

Os frutos possuem polpa rica em fibras com excelentes qualidades digestivas e de
baixo teor calérico. Atualmente, no Brasil, algumas areas tém se destacado pelo seu cultivo,
tais como o Sul de Minas Gerais, onde é produzida a pitaia vermelha de polpa branca e o

interior paulista, onde se cultiva principalmente a pitaia vermelha.
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Outro fator importante no cultivo da pitaia é que a cultura traz um rapido retorno
econdmico, pois, dependendo, produz logo no primeiro ano apo6s o plantio (LE BELLEC
VAILLANT; IMBERT, 2006; ZEE; CHUNG-RUEY; NISHINA, 2004) e, sua producéo, pode

alcancar 20 t hal no quinto e sexto ano, mantendo esta regularidade por 15 a 20 anos
(HESSEN; TELLEZ, 1995).

2.2  Estrutura floral da pitaia

Nos caules da planta de pitaia se encontram aréolas constituidas de gemas axilares,
espinhos e pelos, de onde surgem flores, frutos e ramificacdes, sendo que os espinhos sdo
modificacbes da folha, ao longo da evolucdo, para reduzirem a superficie de evaporacao,
ajudando a reter 4gua no seu interior (PAULA; RIBEIRO, 2004).

As flores dessa planta, classificada como cactacea, sdo monoicas com
aproximadamente 30 cm de comprimento, aromaticas e brancas (Figura 1), com os botdes
florais formados pouco antes da antese, apresentando um rapido desenvolvimento, com flores

gue possuem abertura uma unica vez, ocorrendo durante a noite (DONADIO, 2009).

Fonte: SANTOS (2017).

2.3 Polinizagéo e fertilizagéo

Com os gréos de polen liberados, a germinagdo ocorre rapidamente, quando em
contato com os pelos viscosos do estilo-estigma. O tempo necessario, desde a polinizagdo até
a fertilizacdo, depende da temperatura, da umidade e da constituicdo genética da planta
(GOODMAN; SMITH, 1987).

A germinacdo do grdo de polen consiste na emissdo do tubo polinico. Numa das
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extremidades fica uma massa viscosa ou citoplasma, com trés nucleos. Um desses, chamado
vegetativo, é responsavel pelo funcionamento dessa ponta apical. Os outros dois ndcleos sdo
generativos, que somente entram em acdo no processo de fertilizacdo (CHANG; NEUFFER,
1992).

Os tubos polinicos germinam e crescem, inicialmente, com base nas substancias de
reserva contidas no proprio grdo de pdlen, ficando depois dependente, para a sua propria
nutricdo, do estilo-estigma, no qual eles se desenvolvem. A direcdo do seu crescimento é
orientada por um mecanismo quimiotrépico e, especialmente quando ele passa do estilo-
estigma para a cavidade do ovério, e sdo substancias produzidas por células de cada ovério
que atraem o tubo polinico para o dvulo. Existem diferencas da taxa de crescimento desses
tubos durante todo o seu percurso, as quais sdo controladas por genes denominados
gametofiticos (BRIEGER; BLUMENSCHEIN, 1966).

Quando a ponta do tubo atinge a micrépila, se desenvolve entre as células do tecido
nucelar até atingir o saco embrionario. Na entrada do saco embrionério, a extremidade se
rompe, liberando os dois nucleos generativos. Um dos dois nucleos se funde com a oosfera
formando o zigoto, enquanto o outro nucleo se funde com os dois nucleos polares,

estabelecendo o ndcleo primério do endosperma.

2.3.1 Polinizacdo da pitaia

O estudo da polinizacdo de pitaias ainda é incipiente, e o fato de existirem trabalhos
que ndo corroboram os mesmos fatos, sdo necessarios mais estudos, principalmente com as
pitaias vermelhas de polpa branca e vermelhas, que sdo as principais cultivadas no Brasil.

Para se produzir pitaia de forma satisfatdria, € essencial que ocorra a sua polinizacao,
seja ela por agentes polinizadores, como borboleta e morcego, seja artificialmente. A
polinizagdo ocorre comumente durante a noite, na medida em que as flores vao se abrindo
(PUSHPAKUMARA; GUNASENA; KARIAYAWASAM, 2005).

Em trabalho realizado por Silva et al. (2011), avaliando a qualidade de frutos de pitaia
em funcdo da época de polinizacdo, da fonte de polen e coloracéo da cobertura, ndo verificou-
se frutificacdo nas flores autopolinizadas, indicando autoincompatibilidade. Por outro lado, os
mesmos autores obtiveram 100% de frutificagdo em plantas que sofreram polinizacéo
cruzada. Pushpakumara, Gunasena e Kariayawasam (2005), em estudo conduzido em Sri
Lanka, obtiveram 100% de frutificagdo em flores autopolinizadas, resultado também obtido

em estudo realizado por Lone, Takahashi e Faria (2010).
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A polinizagéo cruzada e autopolinizagdo em pitaia (Hylocereus undantus) foi estudada
por Menezes et al. (2015), em duas épocas, e sua influéncia sobre a qualidade de fruto em
pitaia vermelha de polpa branca, os autores constataram que ocorreu variagdo na porcentagem
de polinizacdo, quando se comparou os dois tipos de polinizacao, tanto em janeiro, quanto em

abril, evidenciando que a polinizagdo ¢ altamente influenciada pelas condi¢fes ambientais.

2.4  Grao de pdlen e sua importancia para o melhoramento genético de plantas

O gréao de pdlen é uma estrutura microscépica de coloracdo amarelada que apresenta nimero
haploide de cromossomos e dard origem ao gameta masculino (Figura 2). E formado nas
anteras, em estruturas chamadas sacos polinicos que contém as ‘células-mée’ dos grdos de
polen; cada uma sofre meiose e origina quatro microsporos, que sofrerdo modificacGes
morfolégicas, transformando-se em grdo de pélen adulto. O ndcleo do pélen sofre mitose,
resultando em dois nucleos, um reprodutivo e outro vegetativo. O ndcleo reprodutivo

originara dois microgametas e o vegetativo formara o tubo polinico (VIDAL; VIDAL, 1995).

Figura 2 — Grdo de pdlen de pitaia de polpa vermeha (Hylocereus polyrhizus Weber).
Aumento 100x.

Fonte: Da Autora (2017).
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O periodo de formacdo do tubo polinico é controlado por substancias naturais de
crescimento, as quais incluem tanto promotores quanto inibidores (CARVALHO, 1983). A
emissdo do tubo polinico é estimulada por meio de componentes quimicos, como agua
destilada, acido bdrico, acido nitrico, nitrato de célcio, sulfato de magnésio, sacarose e nitrato
de potéssio (KWACK; BREWBAKER, 1963; PFAHLER, 1967).

A hibridacdo controlada no campo, e a posterior avaliagdo das progénies, é a técnica
mais utilizada na obtencéo de novas cultivares. A analise da fertilidade dos gréos de pélen dos
progenitores coletados no campo ou armazenados € indispensavel antes de iniciar os
cruzamentos, uma vez que o periodo anual de floragdo das plantas em estudo pode ser curto e,
caso 0s polens ndo estejam viaveis, pode inviabilizar os cruzamentos (CHAGAS et al., 2010).

As técnicas para testar a fertilidade dos grédos de polen sdo de fundamental importancia
para os trabalhos de biologia reprodutiva e melhoramento genéticos de varias espécies,
permitindo um maior sucesso nos cruzamentos, que sdo realizados com a finalidade de obter
novos hibridos e/ou aumentar a variabilidade (NUNES et al., 2001).

Testes de viabilidade polinica sdo estudos aplicados no melhoramento genético de
plantas por meio de uma ciéncia denominada palinologia, ou seja, ciéncia que estuda 0s grdos
de polen e esporos (OLIVEIRA JUNIOR, 1999). A viabilidade polinica pode ser verificada
por meio da emissdo, alongamento e formacao do tubo polinico in vitro (Figura 3), auxiliando

assim, os programas de melhoramento genético (SILVA, 1996).
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Figura 3 — Emissédo de tubo polinico em gréos de polen de pitaia de polpa vermelha
(Hylocereus polyrhizus Weber.), submetidos a teste de germinag&o in vitro.
Aumento de 10x.

Fonte: Da Autora (2017).

A composic¢do do meio de cultura, o estado de maturacéo fisioldgica do gréo de polen,
sua origem, as caracteristicas genéticas e 0s agentes ambientais, como umidade e temperatura,
sdo alguns dos fatores primordiais para os testes de fertilidade do grdo de polen (OLIVEIRA
JUNIOR, 1999).

Fatores ambientais também podem interferir na viabilidade polinica. Quando a
abertura da antera coincide com elevada umidade do ar, a alta pressdo osmoética do contetdo
celular do grdo de pdlen, aliada a baixa resisténcia de sua parede, diminui a viabilidade
polinica (SOUSA, 1994).

2.5  Testes de verificacdo da viabilidade do grao de pélen

Em programas de melhoramento genético de frutiferas, os testes de germinacdo de
grdo de pdlen in vitro sdo tecnicas imprescindiveis, pois, por meio dessas analises
preliminares torna-se possivel verificar sua viabilidade, assim como realizar as primeiras
inferéncias sobre problemas de esterilidade intrinsecos das cultivares estudadas (P10 et al.,
2004).



20

Séo utilizados trés métodos para avaliar a fertilidade do pdlen in vitro, sendo:
procedimento fluorocromatico (FCR); testes de contetdo celular com corantes e; germinacéo

de pdlen em meio artificial.

2.5.1 Procedimento fluorocromatico (FCR)

Esse teste contém metodologia que faz a correlagdo entre a integridade da membrana
e 0 crescimento do tubo polinico dos grdos de pdlen, por meio de técnicas de microscopia de
fluorescéncia. Com esta técnica, os grdos de polen que ndo sdo completamente fluorescentes
sdo considerados inviaveis, por apresentarem algum tipo de problema em sua estrutura,
enquanto os graos de pdlen que ficam completamente fluorescentes sdo metodologicamente
considerados aptos a germinacdo, sendo entdo, vidveis (TECHIO; DAVIDE; PEREIRA,
2006).

2.5.2 Testes de conteddo celular com corantes

Apresenta atividade enzimaética da desidrogenase durante o processo respiratorio dos
tecidos, estando esse tipo de atividade enzimatica no grdo de pélen relacionado com a sua
capacidade de germinacdo. O corante, entdo, reage com o hidrogénio produzido na respiragdo
celular do pélen, fazendo o grdo de pélen adquirir uma coloracdo diferenciada (HUANG et
al., 2004).

2.5.3 Germinagdo em meio artificial

Esta metodologia tem sido muito atrativa entre 0s pesquisadores, uma vez que oferece
facilidade para a incorporacdo de agUcar ou outros estimulantes a germinagdo do pélen, além
de proporcionar umidade relativa constante. Outra vantagem também € a preparacdo de
quantidades que podem ser estocadas. Estudos tém sido conduzidos no sentido de determinar,
qualitativa e quantitativamente, os componentes necessarios para a melhor composi¢do do
meio de cultura para a germinacdo do grdo de pdlen. Os componentes sdo constituidos,
basicamente, por carboidratos e elementos estimulantes (BARBOSA et al., 1991; NUNES et
al., 2001; P10, 2003). Segundo Miranda e Clement (1990), para a germinacdo de gréos de
polen, os principais componentes do meio de cultura tém sido de diferentes concentragdes de

sacarose e acido barico.
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Segundo Askin, Hepaksoy e Ozcagiran, (1990), o boro, na presenca de sacarose,
forma o complexo ionizével sacarose-borato, o qual reage mais rapidamente com as
membranas celulares, facilitando o desenvolvimento in vitro. O emprego de calcio e boro é
importante para promover a germinacdo e o alongamento do tubo polinico (KWACK;
BREWBAKER, 1963; SAHAR; SPIEGEL, 1980).

O &gar solidifica o meio de cultura e facilita o deposito dos grdos de pdlen no meio. As
concentracdes e o tipo de frutifera a ser estudado propiciam uma variacdo na germinacdo do
gréo de polen. Algumas espécies podem germinar melhor em meio com maior concentracdo
de &gar (FREITAS et al., 2006), enquanto outras necessitam de quantidades menores
(CHAGAS et al., 2006).

O pH do meio de cultura também é um fator importante, pois pode influenciar a
disponibilidade de nutrientes e de fitorreguladores, bem como interferir no grau de
solidificacéo do 4gar (PASQUAL et al., 2002). Segundo Pierik (1987), o pH que proporciona
um crescimento adequado da maioria das espécies situa-se na faixa de 5 a 6,5. Valores acima
destes podem ocasionar uma paralisacdo do crescimento e do desenvolvimento in vitro
(MURASHIGE, 1974).

2.6 Fatores que interferem na conservacao dos graos de polen

Sabe-se que o armazenamento, como meio de manutencdo da viabilidade do polen, é
uma ferramenta valiosa empregada por melhoristas e geneticistas, justificando-se em
programas de hibridacdo quando ha& defasagem no florescimento entre as espécies de
interesse ou quando 0s mesmos se encontram em regides distintas.

O armazenamento pode ser classificado em dois tipos: curto e longo prazo. Segundo
Sousa (1988), normalmente, procede-se 0 armazenamento a curto prazo, visando estudos de
genética e de melhoramento e, a longo prazo, para a conservacdo genética, e € comum
ocorrer alteracdes que podem levar, ap6s muitos anos, a populacfes geneticamente diferentes
das originais.

Dentre os fatores que mais influenciam na longevidade do pdlen durante o
armazenamento, destacam-se a umidade relativa, a temperatura de armazenamento e as
embalagens de armazenamento. Essas variaveis devem ser definidas para possibilitar a
manutencdo da viabilidade por um periodo maior possivel (SOUSA, 1988). A maioria dos
métodos empregados envolve a redugdo do teor de dgua e a manutencdo do pdlen a baixa

temperatura, de modo que as oscilagdes sejam evitadas.
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Os fatores genéticos e fisiologicos também podem afetar a longevidade do pdlen.
Muitos autores relatam que grdos de pdlen binucleados possuem maior viabilidade,
comparados com os trinucleados, que se classificam em tolerantes ou sensiveis a desidratagéo,
respectivamente. Dentre as possiveis explicacdes para o fato, Sousa (1988) cita que a segunda
divisdo meidtica priva o grdo de polen de reservas suficientes para propiciar uma boa
longevidade e germinacdo. Kirby e Smith (1974) chegaram a conclusdo de que ha maior
quantidade de compostos de superficie na parede dos polens binucleados. O polen das
cactaceas é trinuclear, incluindo a pitaia, dificultando assim, o armazenamento dos gametas
masculinos (BREWBAKER, 1967).

Podem ocorrer também alteracfes fisiologicas durante o armazenamento do pdlen, o
que contribui para um decréscimo na viabilidade.

O teor de agua do pdlen é um dos fatores mais importantes que envolvem o
armazenamento e, normalmente, encontra-se negativamente relacionado a longevidade
(SOUSA, 1988). Mas, o teor de &gua ideal varia para cada caso empregado. Sousa (1988)
afirma que o cuidado para a secagem de pdlen trinucleado deve ser muito grande, pois 0s
componentes nucleares das células masculinas podem ser danificados, provocando reducao
da viabilidade.

Véarios métodos sdo empregados para conseguir a reducdo do teor de dgua dos grédos
de pdlen, como a manipulacdo por meio de sais saturados, como LiCl, MgCl2, Mg(NO3)2,
NH4NO3, KCI, CuS04.5H20, P205, ZnCI2, Ca(N03)2, NaNO2, silica gel, dessecacdo a
vacuo e vapor de nitrogénio liquido (CONNOR; TOWIL, 1993; HONG et al., 1999). O
processo de desidratacdo/hidratacdo estd no equilibrio entre a umidade relativa do ar e a
umidade contida no grdo de polen (CONNOR; TOWIL, 1993).

Além do teor de agua do grdo de pdlen, a temperatura e a umidade relativa do ar
também sdo fatores a serem considerados para garantir 0 sucesso no processo de conservacao
do pélen.

O emprego de baixas temperaturas, normalmente, encontra-se ligado a reducdo do
metabolismo do pdlen, o que propicia maior longevidade. Pode-se conseguir reducdo de
temperatura por meio de refrigeradores e freezer, que sdo de facil acesso, entretanto, ha
outros métodos mais sofisticados, como gases liquefeitos.

O estado nutricional da planta fornecedora de poélen é também um fator a ser
considerado. Stanley e Linskens (1974) evidenciaram que a nutrigdo mineral da planta,
durante o desenvolvimento do pdlen, pode afetar a longevidade do mesmo. Estes autores

destacaram a sensibilidade que as anteras apresentam ao boro, cuja auséncia pode levar
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alguns tecidos ao colapso e induzir uma concentragdo nuclear anormal, causada pela inibi¢do
da divisdo nuclear. A formacdo da parede pode ser impedida e, em muitos casos, ocorrer a

desintegracdo da celula.
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ARTIGO 1 - In vitro germination of pollen grains of Hylocereus polyrhizus Weber

ABSTRACT

The objective of the work was to adjust the culture medium for germination of dragon fruit
pollen grains (Hylocereus polyrhzius Weber). Four experiments were installed: 1) Agar (6, 8
and 10 g LY and pH (5, 6 and 7); 1l) Sucrose (0, 25, 50, 75, 100 and 125 g L%); 111) Calcium
nitrate (0, 200, 400, 600, 800 and 1000 mg L™); 1V) Boric acid (0, 200, 400, 600, 800 and
1000 mg L1). Pollen tube length and percentage of germination of pollen grains were
evaluated. It is concluded that the medium to obtain the maximum germination of dragon fruit
pollen grains should be increased by 100 g L sucrose, 518 mg L calcium nitrate and 636
mg L™ boric acid. The pH measured for 5 and the medium solidified with 6 g L™ of agar. The
concentration of 500 mg L of boric acid gives higher pollen tube lengths.

Keywords: Dragon fruit. Genetic improvement. Biotechnology. Tissue culture.

RESUMO

O objetivo do trabalho foi ajustar o meio de cultura para germinacéo de graos de polen de
pitaia (Hylocereus polyrhzius Weber). Quatro experimentos foram instalados: 1) Agar (6, 8 e
10g L) e pH (5, 6 e 7); I1) Sacarose (0, 25, 50, 75, 100 e 125 g L™%); I11) Nitrato de calcio (O,
200, 400, 600, 800 e 1000 mg L™%); 1) Acido bérico (0, 200, 400, 600, 800 e 1000 mg L™1).
Foram avaliados comprimento do tubo polinico e porcentagem de germinacdo dos graos
polen. Conclui-se que 0 meio para se obter a maxima germinacdo de grdos de pélen de pitaia,
deve ser acrescido de 100 g L de sacarose, 518 mg L de nitrato de célcio e 636 mg L de
acido borico, sendo o pH aferido para 5 e o meio solidificado com 6 g L™ de agar. A
concentracio de 500 mg Lt de 4cido borico propicia maiores comprimentos do tubo polinico.

Palavras chaves: Pitaia. Melhoramento genético. Biotecnologia. Cultura de tecidos.

1 INTRODUCTION

The awareness of the population in the search for a healthier diet promoted a
considerable growth in the consumption of fruits, with emphasis on exotic fruits.

Taking into account nutritional characteristics, especially its high levels of vitamin C
(20.69 mg 100 g*) and phenolic compounds (124.55 mg 100 g*) (ABREU et al., 2012),
dragon fruit appears as an interesting alternative to producers and consumers. It is a fruit

cactus originating in the tropical forests of Mexico and Central and South America
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(HERNANDEZ, 2000). The dragon fruits can be divided into four large groups: Stenocereus
Britton & Rose, Cereus Mill., Selenicereus (A. Beger) Riccob and Hylocereus Briton & Rose,
the genus Hylocereus being the most cultivated, with two species, red dragon fruit with withe
pulp [Hylocereus undatus (Haw.) Britton & Rose] and red dragon fruit with red pulp
(Hylocereus polyrhyzus Weber).

One of the basic premises for success in breeding programs of any specie is the prior
knowledge of the viability of pollen, whose objectives in the case of dragon fruit is the search
for more attractive aesthetically and nutrient rich cultivars.

The pollen performance of the species can be diagnosed by in vitro germination
(MARCELLAN; CAMADRO, 1996). According to Bolat and Pirlak (1999) there is a direct
relationship between germination percentage and pollen viability.

Pollen germination is influenced by several factors such as species, season,
composition and concentration of the medium, temperature and incubation time, stage of
flower development when collected and method of collection, and storage conditions
(MOURA; MACHADO; LEDO, 2015; SHARAFI, 2010; STANLEY; LINSKENS, 1974).

The aim of this study was to adjust the culture medium to verify the germination

capacity of the pollen grains of dragon fruit of red peel and pulp (H. polyrhizus).

2 MATERIAL AND METHODS

The experiments were conducted at the Tissue Culture Laboratory of the Federal
University of Lavras, MG. Pollen grains from red peel and pulp of dragon fruit flowers
(Hylocereus polyrhzius Weber), collected from healthy plants with four years of implantation
in the Fruit sector / UFLA from January to March, 2016.

Considering that the opening of the flowers only occurs at dawn, floral buds that
showed at the ends, between the sepals and the petals, white coloration, were selected during
the afternoon, indicating that they would open at dawn the next day. Posteriorly, they were
protected with paper bags in order to prevent future losses and contaminations from other
species and the following morning, they were collected and taken to the laboratory for in vitro

germination tests.
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2.1 Determination of the culture medium

The basic culture medium for in vitro pollen germination was determined from the
steps described below, using distilled water as the basic ingredient, where the best result from
the previous experiment was used for the next step.

a) Concentrations of agar (6, 8 and 10 g L) and pH of the medium (5, 6 and 7);
b) Concentrations of sucrose (0, 25, 50, 75, 100 and 125 g L%);

c) Concentrations of calcium nitrate (0, 200, 400, 600, 800 and 1000 mg L%);
d) Concentrations of boric acid (0, 200, 400, 600, 800 and 1000 mg L™).

2.2 Number of pollen grains per anther and per flower

The number of pollen grains per anther and per flower was obtained by simple
counting in order to characterize the species studied. The amount of anthers per flower in ten
flowers was evaluated. of these flowers, six anthers were randomly collected and each set of
anthers was stored in Eppendorf tubes uncovered at controlled temperature at 27 °C for 24
hours in the dark to promote dehiscence and thus the release of pollen grains according to
methodology established by Ramos et al. (2008).

After 24 hours, 1000 pL of lactic acid solution was added inside the tubes. After 48
hours, a 10 uL sample from each Eppendorf was placed on a ‘Neubauer’ reading sheet for the
quantification of the number of pollen grains with the aid of an optical microscope in the
objective of 100x. This experiment was conducted with five repetitions each repetition
consists of four readings on the blade.

The amount of pollen grains per anther was obtained by multiplying the average
number of pollen grains of each sample by the volume of lactic acid in the solution (1000 pL)
and dividing this value by the product by the volume of lactic acid in the sample ( 10 pL) and
the number of anthers of each tube. The number of pollen grains per flower was calculated by
multiplying the mean estimate of pollen grains per anther by the medium number of anthers

per flower.

2.3  Germination percentage

Pollen were uniformly distributed with brush on petri dishes containing 20 mL of

medium for each step. After the distribution, the medium was incubated at 27 °C, according to
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methodology described by Chagas et al. (2010) and Figueiredo et al. (2013). After 24 hours of
incubation, an optical microscope with a 10x magnification objective was used and then four
fields of vision were evaluated, corresponding to four replications. Pollen grains whose pollen
tube length exceeded twice their diameter were considered germinated (SOUSA; REGO;
DOS SANTOS, 2013).

During the definition of the appropriate basic medium in the step of determining the
concentration of boric acid for the germination of the pollen grain was also evaluated the
length of the pollen tube, through measurements made by Motic Image Plus 3.0 software.

All steps were conducted in a completely randomized design, with four replicates,
equivalent to the four fields of vision.

The data were submitted to analysis of variance, the means were compared by the
Tukey test at 5% of probability and the quantitative data submitted to the regression. The
analyzes were performed by SISVAR software (FERREIRA, 2011).

3 RESULTS AND DISCUSSION
3.1  Number of pollen grain per anther per flower

In dragon fruit of red peel and pulp the following values were observed: mean 993
anthers per flower, 180.67 pollen grains per anther and 180,847.30 pollen grains per flower

(Table 1).

Table 1 - Number of anther per flower, number of pollen grains per anther and per flower of
dragon fruit of red peel and pulp.

.. Number
Floristic Pollen grains per Pollen grains per
characteristic Anther per flower g P g P
anther flower
Means 993.00 180.67 180,847.3

Despite the high value of the anther average, it cannot be stated that it is indicative of a
higher quantity of pollen grains per flower, since the number of anthers per flower of a
cultivar can vary annually due to the environmental conditions to which the plants are found
(STANTON et al., 2007; ALBUQUERQUE JUNIOR et al., 2010).
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3.2  Germination percentage

There was no significant interaction between pH and agar, but the pH values differed
significantly at the 5% level by the Tukey test. It was observed that when the pH was adjusted
to 5, a higher germination rate of pollen grains (32.24%) occurred, and with pH elevation to 6
and 7, the values recorded were 23.92% and 16.05 %, respectively (Figure 1). This fact was
also investigated by Cuchiara et al. (2015) studying cultivars of Ricinus communis L. and
Nogueira et al. (2016) studying different pear cultivars. However, they differ from those
found by Ramos et al. (2008), which affirm that there is an increase in the germination rate of

pollen grains in citrus with increasing pH in the culture medium.

Figure 1 - Germination percentage in vitro of pollen grains of dragon fruit of red peel and
pulp submitted to different pH in the culture medium.
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The pH is an important factor in determining the basic medium for the in vitro
germination of pollen grains, it can influence the availability of nutrients and plant growth
regulators, as well as interfere with the degree of solidification of agar (PASQUAL et al.,
2002). According to Pio et al. (2006), the pH has great importance in the physiological
processes involved in the germination of the pollen grains, also influencing the chances of
fertilization and, consequently, the fruiting and production.

The concentration of agar is also considered a relevant characteristic in the
composition of the medium for germination of pollen grains. However, in the present study
there was no significant difference between the concentrations, so the concentration of 6 g L™

was used, as it presented a higher percentage of germination (25.42%).
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The agar together with pH acts as a solidifying agent of the medium, in addition to
influencing osmotic equilibrium and nutrient absorption. Each fruit has different results in
their need for agar concentration in the medium to maximize germination. Some species may
germinate better in medium with lower agar concentration (SOUSA et al., 2016), while others
require larger amounts (SOARES et al., 2016).

There was a tendency for linear increase in the percentage of germination of pollen
grains as the concentration of sucrose increased, registering the highest value (46.6%) when

100 g L was used, and the lowest ( 8.63%) in the absence of sucrose (Figure 2).

Figure 2 - Germination percentage in vitro of pollen grains of dragon fruit of red peel and
pulp submitted to different concentrations of sucrose in the culture medium.
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Similar results were observed by Xie et al. (2004) with Asian pear trees and by Chagas
et al. (2010), with pear tree rootstocks, where higher percentages of pollen grain germination
were achieved with higher concentrations of sucrose added to the medium.

This fact can be justified as a result of the sucrose aiming to provide energy in the
biosynthetic processes involved in cell growth, differentiation and morphogenesis. Thus, high
germination rates achieved with the increase of the sugar concentration may be a consequence
of the higher energy supply in the carbohydrate form, favoring the growth of the pollen tube.
However, according to Rosell, Herrero and Sadco (1999), the requirement of sucrose for
complete germination of the pollens can vary between species and even within the same
species.

The maximum germination was obtained at a concentration of 518 mg L? calcium
nitrate (68.87%), 29% increase compared to the absence of this component. At higher

concentrations the percentage gradually decreased (Figure 3).
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Figure 3 - Germination percentage in vitro of pollen grains of dragon fruit of red peel and
pulp submitted to different concentrations of calcium nitrate in the culture

medium.
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These results corroborate those of Santos et al. (2011) who studied the germination of
pollen grains of the ornamental banana tree (Musa Valentina H. Wendl. & Drude), and differ
from those found by Pio et al. (2004) for citrus pollen germination and that a higher
percentage obtained with 800 mg L calcium nitrate.

The maximum germination with the addition of the different boric acid doses was
obtained with 636 mg L%, reaching 86.97%, with a gradual fall in the upper doses (Figure 4),
showing an increase of approximately 87% in the germination rate. Similar results were

obtained by Figueiredo et al. (2013) in the addition of boric acid in black berry (Rubus spp.)
and by Chagas et al. (2010) in pear.
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Figure 4 - Germination percentage in vitro of pollen grains of dragon fruit of red peel and
pulp submitted to different concentrations of boric acid in the culture medium.
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A possible explanation for such a significant increase in germination may be the fact
that boric acid forms an ionizable complex with sugar, sugar borate, which reacts with the
plasma membrane, promoting greater growth of the pollen tube and thus possibly increasing
germination index (MALAVOLTA; VITTI; OLIVEIRA, 1997).

Longer length of the pollen tube (0.85 mm) was achieved with 500 mg L™ of boric
acid (Figure 5). This increase can be attributed to the fact that boron stimulates pollen tube
growth and decreases the probability of his break up (FRANZON; RASEIRA, 2006).

Figure 5 - Pollen tube length of pollen grains of dragon fruit of red peel and pulp submitted to
different concentrations of boric acid in the culture medium.
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4 CONCLUSIONS

The culture medium for pollen grain germination of dragon fruit peel and red pulp
(Hylocereus polyrhzius Weber) must be increased by 100 g L sucrose 518 mg L™ calcium
nitrate, 636 mg L™ boric acid, 6 g L™ agar and pH 5.

Boric acid favors germination and increases the length of the pollen tube.
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ARTIGO 2 - CondicGes de armazenamento de graos de polen de piataia de polpa
vermelha (Hylocereus polyrhizus Weber)

RESUMO

A finalidade do armazenamento do grdo de pdlen é conservar material para futura utilizagéo,
proporcionando-lhe condig¢Bes otimas, de forma a manter seu poder germinativo, vigor e
integridade genética originais. O objetivo deste trabalho foi verificar o poder germinativo dos
grdos de poélen de pitaia de polpa vermelha, ap6s armazenamento a baixas temperaturas. Os
grdos de pdlen foram coletados, colocados em Eppendorf e mantidos nas condicdes de
armazenamento: T1, refrigerador (4 °C); T2, freezer (-20 °C) e T3, ultra-freezer (-80 °C),
durante um periodo de oito semanas. A avaliacdo da viabilidade deste pélen foi realizada aos
(7, 15, 30, 45 e 60 dias) por meio do teste de germinagdo in vitro. O delineamento
experimental utilizado foi inteiramente casualizado, em arranjo fatorial 3 x 5 (3 temperaturas
x 5 tempo), contendo quatro repeticdes. As condi¢des de armazenamento sob refrigerador (4
°C) e freezer (-20 °C) sdo recomendadas para a conservagao a curto prazo ja o ultra-freezer (-
80 °C) promoveu uma melhor viabilidade polinica a longo prazo.

Palavras chave: Conservacdo. Temperatura. Polinizacéo.

ABSTRACT

The purpose of pollen grain storage is to conserve material for future use, providing optimum
conditions to maintain its original germinative power, vigor and genetic integrity. The
objective of this work was to verify the germinative power of red pulp dragon fruit pollen
grains after storage at low temperatures. The pollen grains were collected, placed in
Eppendorf and kept under storage conditions: T1, refrigerator (4 ° C); T2, freezer (-20 ° C)
and T3, ultra-freezer (-80 ° C), over a period of eight weeks. The evaluation of the viability of
this pollen was performed at (7, 15, 30, 45 and 60 days) by means of the in vitro germination
test. The experimental design was completely randomized, in a factorial arrangement 3 x 5 (3
temperatures x 5 time), containing four replications. Storage conditions under refrigerator (4 °
C) and freezer (-20 ° C) are recommended for short-term storage and the ultra-freezer (-80 °
C) has promoted better long-term pollen viability.

Keyword: Conservation. Temperature. Pollination.

1 INTRODUCAO

Acredita-se que a pitaia & uma frutifera nativa das Américas. Atualmente, a espécie de

polpa vermelha (Hylocereus polyrhizus Weber) vem ganhando mercado com grande
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intensidade, dado o interesse do consumidor pelo seu sabor agradavel, aparéncia,
propriedades nutracéuticas e beneficios antioxidantes (TENORE; NOVELLINO; BASILE,
2012).

Para se produzir pitaia de forma satisfatoria, € essencial que ocorra polinizacdo, seja
ela por agentes polinizadores ou artificialmente. A polinizagcdo ocorre comumente durante a
noite, a medida que as flores vdo se abrindo (PUSHPAKUMARA; GUNASENA,
KARIAYAWASAM, 2005). No entanto, durante a floracdo, ocorre significativa queda dos
botbBes florais, pois nem sempre os produtores conseguem conciliar e fazer polinizacao
noturna, sendo necessario estudos referentes a conservagdo e armazenamento do polen para
que as flores possam ser polinizadas durante o dia.

O armazenamento do grdo de polen em pitaia e outras frutiferas € uma importante
ferramenta também nos programas de melhoramento, uma vez que visa evitar o0 processo de
envelhecimento e manter a viabilidade méxima do pélen para uso posterior.

A conservacao de pélen permite a sincronia artificial entre a dispersdo de p6len com a
receptividade floral, uma vez que o pdlen pode ser empregado a qualquer tempo e também
para complementar a funcdo de agentes polinizadores pouco eficientes ou mesmo inexistentes
(TIGHE, 2004).

Muitos estudos tém sido conduzidos acerca da viabilidade de grdos de pdlen
armazenados em diversas espécies, como coco, bromélia, dendé, Leonurus cardiaca L., bacuri
e aveld (DE SOUZA et al., 2015; DE MOURA VALE et al., 2016; MACHADO et al., 2014;
NOVARA et al., 2017; SHEKARI; NAZERI; SHOKRPOUR, 2016; YOUMBI et al., 2015).

O tempo de armazenamento do polen € influenciado por diversos fatores como fase
fisioldgica da flor, temperatura de armazenamento, umidade relativa e umidade de poélen
(SOARES et al., 2008). Monitorar a viabilidade antes, durante e apds o0 armazenamento é
critico para um protocolo eficiente. Dessa forma, estabelecer o periodo maximo para o qual o
polen pode ser armazenado sem perda de germinabilidade e fertilidade é uma ferramenta
importante para a reproducéo e o intercabio de germoplasma (DAMASCENO JUNIOR et al.,
2008; GANESHAN et al., 2008).

Para ser considerado um pélen com caracteristicas eficientes, sua taxa de germinacgao
deve situar entre 50 a 80%. Entretanto, a porcentagem de germinagdo e o comprimento dos
tubos polinicos decrescem a medida que o pdlen envelhece, mas mesmo que o polen pareca
fraco, a presenga de alguns tubos polinicos vigorosos indica que o mesmo ainda é
suficientemente bom para assegurar, pelo menos, uma moderada frutificacdo efetiva, apesar
da baixa porcentagem de germinacdo (SCORZA; SHERMAN, 1995).
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A verificagdo da viabilidade do polen armazenado pode ser realizada por varios
métodos, incluindo histoquimica, germinagdo in vitro, uso de corantes e polinizacéo in vivo
sequida de porcentagem de frutificacdo (GALLETA, 1983). Diante do exposto, objetivou-se
com o presente trabalho, verificar o poder germinativo dos graos de pélen de pitaia de polpa

vermelha (H. polyrhizus), ap6s armazenamento a baixas temperaturas.

2 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos nos Laboratorios de Cultura de Tecidos e
Citogenética da Universidade Federal de Lavras, MG, no periodo de janeiro a marco de 2017.
Gréos de polen provenientes de flores de pitaia de polpa vermelha (Hylocereus polyrhzius
Weber.), foram coletados de plantas sadias, oriundas de propagacdo vegetativa com quatro
anos de implantacdo no Setor de Fruticultura/ UFLA.

Considerando que a abertura das flores sd ocorre durante a madrugada, bot6es florais
que apresentavam nas extremidades, entre as sépalas e as pétalas, coloracdo branca, foram
selecionados durante o final da tarde, indicio de abertura na madrugada do dia seguinte.
Posteriormente, foram protegidos com sacos de papel, a fim de impedir futuras perdas e
contaminages provenientes de espécies de polinizacdo e, na manha seguinte, foram coletados
e levados aos laboratérios para a realizacdo da montagem dos experimentos.

No Laboratério de Citogenética, com o auxilio de um pincel, os grdos de pélen foram
retirados e colocados em tubos Enpendorff. Foram testados trés ambientes de armazenamento:
refrigerador (4 °C), freezer (-20 °C) e ultra-freezer (-80 °C), durante o periodo de oito
semanas. As amostras foram divididas em varias aliquotas para reduzir o estresse ligado ao
descongelamento.

A viabilidade do pdlen foi estudada através da germinacéo in vitro utilizando meio de
cultura contendo 6 g L™ de agar e 100 g L™ de sacarose, 518 mg L ! de nitrato de calcio
(Ca(NOs)24H,0), 636 mg L™ de acido borico (HsBO3) e pH corrigido para 5. Pélens foram
distribuidos homogeneamente com pincel, sobre placas de petri, contendo 20 mL de meio de
cultura para cada etapa. Apds a distribuicdo, o meio foi incubado a 27 °C, de acordo com
metodologia descrita por Chagas et al. (2010) e Figueiredo et al. (2013). Apds 24 horas de
incubacdo, foi utilizado para leitura em quatro campos de visdo, microscopio optico, com
objetiva de aumento de 10x, equivalendo a quatro repeti¢fes. Foram considerados germinados
0s graos de polen cujo comprimento do tubo polinico ultrapassava o dobro do seu diametro
(SOUSA; REGO; DOS SANTOS, 2013).
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O experimento de conservacédo foi conduzido em um fatorial 3x5, onde foram testados
trés ambientes de armazenamento [refrigerador (4 °C), freezer (-20 °C) e ultra-freezer (-80
°C)] e cinco tempo de armazenamento (7, 15, 30, 45 e 60 dias), em delineamento inteiramente
casualizado, contendo quatro repeticGes, equivalentes a quatro campos de visdes. O
tratamento considerado como testemunha (pblen fresco) ndo foi submetido ao
armazenamento, sendo o polen avaliado logo ap6s a antese.

Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia, as médias comparadas pelo
teste de Tukey, a 5% de probabilidade de erro e os dados quantitativos submetidos a

regressdo. As andlises foram realizadas pelo software Sisvar (FERREIRA, 2011).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Com relagdo ao armazenamento verificou-se que houve interagéo significativa a 5% de

probabilidade de erro pelo teste de Tukey, entre os fatores temperatura e tempo (Figura 1).

Figura 1 - Porcentagem de germinacdo in vitro de grdos de pélen pitaia de polpa vermelha
(Hylocereus polyrhizus Weber) submetidos a diferentes temperaturas e tempo de
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— 90 -
S\i ] ————————0— —¢
o 75 -
iqv]
g -
£ 60 -
é 4
[<5] 45 -
(@]
g Y.
30
E 7] Tl
(=) ~ "I~
8 15 -+ A TSR
c s,
Q 1 ° *‘\\i
5 0 T T T T T | T T Sy T ﬁ
[a

Dias de armazenamento

—— Polén Fresco — 81— Refrigerador (4°C)
Y=80,83 ¥=-0,590x + 29,11 R2=0,75

----&--- Freezer (-20°C) —&— Ultra-freezer (-80°C)

Y=-0,715x + 34,46 R2= 0,64 ¥ =-0,770x+ 4252 R2 = 0,77

Todos os tratamentos apresentaram médias inferiores de germinacdo em relacdo ao

tratamento controle. Os grdos de pdlen frescos apresentaram uma taxa de germinacdo de
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80,83%, porem, quando colocados no ambiente de conservagdo, ndao houve resultado
satisfatorio, evidenciado pelas baixas taxas apresentadas pelos tratamentos.

Observa-se uma tendéncia linear decrescente para todos os ambientes testados ao
longo do tempo de armazenamento. Para os grdos de polen armazenados no refrigerador, a
maior taxa de germinacdo foi aos 7 dias com média de 27,16%, entretanto, esse valor ndo
diferiu estatisticamente da média de germinacdo alcancada aos 15 dias, ndo sendo detectada
germinacdo nos dias posteriores.

Esses resultados demonstram que o armazenamento a 4 °C, nao foi eficiente, pois foi
observada redugdo drastica na viabilidade polinica, ao longo do armazenamento, quando
comparado com a porcentagem de germinagdo de polen fresco. Esses resultados corroboram
os resultados de Pio et al. (2007) e Cuchiara, Silva e Bobrowski (2012), testando diferentes
condicdes de armazenamento em cultivares de laranja doce e de mamoneira, e diferiram dos
encontrados por Shekari, Nazeri e Shokrpour (2016), que conseguiram armazenar gréos de
polen de Leonorus cardiaca por um periodo de 50 dias.

Em relacdo ao uso do freezer observa-se uma taxa de germina¢do maxima aos 7 dias
de conservacdo (44,43%), decrescendo bruscamente até a inexisténcia de germinacgéo a partir
do 30° dia, evidenciando que o freezer seria uma boa alternativa para o armazenamento a
curto prazo. Resultados contraditérios foram encontrados por Macovei et al. (2016) estudando
o efeito da temperatura -20 °C no armazenamento de grdos de pdlen de rosas e aos de De
Moura Vale et al. (2016) que conseguiram armazenar grdos de pdélen de bacurizeiro por 450
dias.

A germinagdo méxima obtida no ultra-freezer foi aos 7 dias (41,01%) decrescendo ao
longo do tempo, apresentando uma taxa de 3,71% aos 60 dias, 0 que representa uma
diminuicdo de 90,95% na capacidade germinativa do grdo de polen. Tais resultados estdo de
acordo com resultados encontrados por Shekari, Nazeri e Shokrpour (2016) com grdo de
poélen de Leonorus cardiaca e Machado et al. (2014) com grdos de polen de coqueiro.
Entretanto, esses resultados divergiram dos encontrados por Metz, Nerd e Mizrahi (2000), que
conseguiram manter os graos de polen de pitaia de polpa vermelha (H. polyrhizus) viaveis por
9 meses, poréem, com baixa taxa de germinagéo (11%).

Fica evidente que o pdlen que ndo germina bem em meios adequados para o poélen
fresco ndo € necessariamente inviavel (RAJASEKHARAN et al., 1994, SHIVANNA;
RANGASWAMY, 1992) e pode produzir um conjunto satisfatério de frutos. Em
contrapartida, mesmo se o pdlen é julgado viavel por ensaio in vitro, a capacidade do pélen
para definir frutos ndo pode ser prevista (YATES; SPARKS, 1990).
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No presente trabalho, as condigfes de armazenamento com temperaturas mais baixas
mostraram-se mais eficientes, tal fato pode estar relacionado com a maior velocidade de
congelamento, que causa menores danos as células, por menor desidratacdo e menos
rompimento de membranas (DUMONT; MARECHAL,; GERVAIS, 2004; FELLOWS, 2006).
Contudo, nenhum dos tratamentos ultrapassaram as 8 semanas de armazenamento.

Para preservar maior longevidade nos graos de polen, deve-se promover a redugdo do
metabolismo celular, por meio do efeito de baixas temperaturas. No processo de
armazenamento de graos de polen, umas das maiores dificuldades encontradas é a formacao
de cristais de gelo no interior das celulas, que podem ocasionar a perda da semi-
permeabilidade e da compartimentacdo celular, devido a possibilidade de ruptura das
membranas, consequentemente, resultando em colapso e morte (lise) das células
(SALOMOM, 2003; SANTOS et al., 2002). A formacdo de cristais de gelo se da através da
expansdao da agua durante o congelamento, provocando injurias mecéanicas nas células
(SANTOS, 2001).

Outra possivel explicacdo seria que, durante o armazenamento dos grdos de pdlen,
pode ocorrer o decréscimo da viabilidade, por causa das alteragdes fisioldgicas
ocasionalmente ocorridas no processo. S&o exemplos de tais transformagdes: variagdo na
velocidade de respiracdo e alteracdo de conversdo de aclcares resultando em acidos
organicos, produtos metabolicos secundarios em acimulo e alteragdo dos lipideos da exina
presentes no pélen (STANLEY; LINSKENS, 1974).

4 CONCLUSOES

O refrigerador e o freezer podem ser usados como ambiente de armazenamento de
grdos de pélen de Hylocereus polyrhizus Weber em curto prazo.

O ultra-freezer se mostrou mais eficiente na conservacdo de grao pélen de até os 60
dias.

Esse estudo demonstra que estudos subsequentes devem ser realizados in vivo, visando
a confirmacdo do poder germinativo dos grdos de poélen, através do pegamento de frutos em

campo.
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