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RESUMO

A finalidade do armazenamento do grao de pélen é conservar material para futura utilizacdo, proporcionando-lhe
condicdes 6timas, de forma a manter seu poder germinativo, vigor e integridade genética originais. O objetivo deste
trabalho foi verificar o poder germinativo dos graos de pélen de mamdrieiraué communis.), apds armazenamento
a baixas temperaturas. Para tanto, graos de pélen dos cultivares IAC @uarany 2002 foram utilizados e armaze-
nados em quatro temperaturas: -196, -72, -18 e 4 °C, durante um periodo de oito geavatiasdo da viabilidade
deste poélen foi realizada semanalmente, até completar cinco semanas, sendo realizada uma Ultima avaliacdo apés a
oitava semana de armazenamento, por meio do teste de gernmnat@oMeio de cultura, contendo 10¢glde agar
100 gL* de sacarose, 0,004 gte acido boérico e pH 6,0, foi preparado e depositado em placas de lamina escavada,
onde o pélen foi distribuido sobre a superficie do Meqlacas foram incubadas a 20 °C em BOD. O delineamento
experimental foi inteiramente casualizado, em arranjo fatorial 2 x 4 (2 cultivares x 4 temperaturas) para cada tempo de
armazenamento, sendo analisados 100 graos de pélen por repeticéo, totalizando seis de cada ettificmnrte
diferenca significativa entre os tratamentos para a interacdo cultivar x temperatura na quinta semana de observacao (p
< 0,05). Demais interacdes foram altamente significativas em todas as épocas de observacao (p < 0,01). Portanto, a
utilizacao de ultrabaixas temperaturas permite a manutencdo da viabilidade de grdos de p6len de mamoneira, até a
quinta semana de armazenamento.

Palavras-chaveaarmazenamento de pdlen, viabilidade polinica, germiriagaio, criopreservagao.

ABSTRACT

Conservation of castor bean pollen at low temperatures

The objective of storing pollen is to preserve material for future use, providing optimal conditions to maintain their
original germination, vigor and genetic integritye aim of this study was to investigate the germination of castor
bean Ricinus communik.) pollen after storage at low temperatures. For this purpose, pollen of the cultivars IAC 80
andAL Guarany 2002 were used and stored at fofgrgint temperatures, -196; -72; -18; and 4°C, for a period of 60
days. The pollen viability was assessed weekly for five weeks, with a last evaluation performed after eight weeks of
storage using thie vitro germination test. Culture medium containing 16 gbar 100 gL sucrose, 0.004 g'iboric
acid, pH 6.0 was prepared and poored into cavity slides, where the pollen was evenly distributed over the surface of the
medium. The plates were incubated at 20°C in BOD. The experiment was arranged in a 2x4 factorial completely randomized
design (2 cultivars x 4 temperatures) for each storage time, with 100 pollen grains analyzed per repetition, totaling six
each treatment. There was significant difference between treatments for the cultivar x temperature interaction in the
fifth week of observation (p<0.05). Other cultivar x temperature interactions were highly significant at all times of
observation (p<0.01). It is therefore concluded that the use of ultra low temperatures allows the maintenance of castor
bean pollen viability until the fifth week of storage.

Key words: pollen storage; pollen viabilityn vitro germination; cryopreservation.
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INTRODUCAO MATERIAL E METODOS

A mamoneiraconhecida cientificamente coR&inus O trabalho foi conduzido no Laboraimde Genética
communid.., € uma xerofila caracterizada por ter toleranda Universidade Federal de Pelotas - UFPel, Pelotas, no
cia a escassez de agua e ser exigente em caloane de 2009, durante o periodo de florag&o, marco e abril,
luminosidade. Reconhecido como o petréleo verde, o éldos cultivares IAC 80 AL Guarany 2002. Esses cultiva-
da mamona pode ser utilizado como fonte energéticas estavam localizados no campo experimental da
renovavel, em substituicdo ao 6leo diesel, e é consideEanbrapa Climalemperado - CARCT, no municipio de
do matéria-prima nacional, ja que a mamoneira € uma pldelotas, Rio Grande do Sul, na latitude 31°41’S e longitu-
ta adaptada aos solos brasileiro, podendo ser cultivada52°21'W e altitude de 60 m.
em qualquer parte do Pais (Chierice & Claro Neto, 2001). Para a realizagdo do trabalho, foram selecionadas dez

O armazenamento do grao de pdlen para uso nos pirtflorescéncias de cada cultivabletadas aleatoriamen-
gramas de melhoramento € requerido por varias situacdes,em todas as partes da planta, no periodo da manha,
como a correcdo da ndo coincidéncia de floracdes, o proximo as 8:00 hAs inflorescéncias foram levadas e
tercdmbio com outros paises ou outras regides do paiswantidas no laboratdrio, em dgua destilada, & temperatura
apenas para ser utilizado em cultivares de floracao tardsambiente, até a antese e retirada dos gréos de pélen, que,
Neste caso, é recomendavel testar sua viabilidade, antsstdo, foram colocados em tubo tipppendorfe
durante e apds sua utilizagéo (Einhatdal, 2006). Se- criotubos, para armazenamento.
gundo Dafni (1992), a avaliacdo da viabilidade dos grados Os tratamentos de conservacao utilizados neste experi-
de polen é o primeiro passo para se verificarem as changento consistiram em quatro temperaturas: -196, -72,-18 e 4
que ele tem de germinar no estigma da @l@ue é crucial °C, durante um periodo de oito semaAasabilidade dos
a fertilizacao. graos de polen armazenados foi avaliada por meio do teste

A viabilidade polinica pode ser determinada por meide germina¢am vitro, com avaliacdes semanais, até com-
de um grande nimero de técnicas, sendo a mais utilizagadetar cinco semanas e, depois, na oitava semana. Para essa
a germinagaan vitro (Soarest al, 2008), chamada de avaliagdo, os grédos de polen foram polvilhados sobre um
método direto (Dafni, 1992; Kearns & Inouye, 1993). Essmeio de cultura, constituido de 10%glle 4gar100 gL* de
método consiste em pOr a germinar uma pequena amossagarose e 0,004 gde 4cido bérico. O pH do meio foi
em meio apropriado, e observar em microscopio, dep@pistado para 6,0, 0 meio foi aquecido e, ainda quente, dis-
de determinado periodo, o nimero de graos de pdélen dabuido em lamina escavada de Kline com 12 poros.
emitem tubo polinico (Galletta, 1983). As laminas foram colocadas em placas de Petri com

Segundo Souzt al.(2002), a viabilidade e a germina-fundo coberto por papel filtro umedecido (simulando céa-
¢éao do tubo polinico constituem fatores importantes pamgara Umida) e levadas para incubagédo em camara de ger-
o melhoramento de plantas, pois cada gréo de pélen lewanacao tipo BOD, com temperatura controlada a 20 °C.
consigo os materiais genéticos resultantes da recombina-Apo6s 24 horas de incubacéo, realizou-se a contagem
¢do. O cruzamento permite a transmisséo as proximas ge-graos de polen germinados, com microscépio éptico
racdes de genes altamente diversificados e promovean aumento de 40x, num total de 100 polens/cavidade da
diversidade genética por diferentes combinacdes dpkica. Cada cavidade foi considerada uma repeticéo, sen-
alelos durante a meiose. do utilizadas seis repeticbes por tratamento. Segundo

O armazenamento do grao de pdlen, com o objetivo Basquaét al.(1982), foram considerados como germina-
conservagao genética, consiste em conservar material pdwa aqueles que apresentassem tubo polinico de compri-
futura utilizagcéo e, também, para proporcionar ao materiaento igual ou superior ao didmetro do préprio polen,
condi¢gbes Otimas, de forma que mantenha seu podenforme Figura 1.
germinativo, vigor e integridade genética originaisuigy O delineamento experimental foi inteiramente casualiza-
1975). do, em arranjo fatorial 2 x 4 (2 cultivares x 4 temperaturas)

Para os melhoristas, a preservacao da viabilidade plara cada tempo de armazenamento (12 semana, 22 sema-
pdlen soluciona dois dos maiores problemas da polinizagé®, 32 semana, 4 semana, 52 semana e 82 semana). Os
manual, que sao o tempo e o espaco, permitindo, assiggultados obtidos foram submetidos & analise de variancia
cruzamentos entre plantas situadas em diferentes localias médias foram comparadas pedtetde Duncaro(=
dades (Bissiri & Niknejad, 1976)endo em vista a diver 1%), com auitio do programa estatistico SANEST (Zonta
sidade da utilizacdo do material vegetal em estudo, o dbMachado, 1984). Os dados, expressos em percentagem,
jetivo deste trabalho foi verificar o poder germinativo doforam transformados segundo arco seno de (X¥30&h
graos de pdolen de mamoneiRidinus communik.) apds que X representa o valor percentual obtido para cada va-
armazenamento a baix@snperaturas. riavel.As andlises foram realizadas puoando-se verifi-

Rev CeresVigosa, v59, n.1, p. 82-87, jan/fe2012



84 Cristina Copstein Cuchias al.

semana de armazenamento o coeficiente de variacéo foi

relativamente alto, por causa da germinacéo dos graos de
> polen do cvAL Guarany 2002, conservados em -72 °C,
enquanto os outros tratamentos a frio causaram a
inviabilidade dos grédos de poélen dos dois cultivares tes-

® :
‘ 3 ° tados na mesma época.

e ¢ Conforme resultados mostrados habela 2, o
=9 ‘ armazenamento do polen de ambos os cultivares, a 4 °C,
@° .\‘ b L4 nédo foi eficiente, pois foi observada reducao drastica na
viabilidade polinica, ao longo do armazenamento, quan-
ﬁ ‘ do comparado com a percentagem de germinacéo de po-
‘Q / - '. len fresco. Estes resultados discordam dos apresentados

‘ or Gomezt al.(2000) e Siregar & Sweet (2000), que man-
(%) p g q
_ o o 5 ] tiveram gréos de poélen de amendoéifeunus dulciy e
Figura 1. Emissdo de tubo polinico em gréos de pdlen d&ePinusspp., respectivamente, armazenados a 4° C, por
mamoneira Ricinus communid..), submetidos a teste de varios meses. Embora tendo apresentado um decréscimo
germinagéadn vitro. Aumento de 40x. o ) ~ P
de viabilidade em funcédo do tempo de armazenamento,
feito das dif g esse decréscimo nao foi tdo drastico.
car o efeito das diferentes temperaturas de armazenamentcNo entanto, os grios de pélen dol&C 80 mantive-

denlflro de czdﬁ]cultwar esltudado: loi realizad ram um percentual de germinacdo maior que o dos gréaos
este trabaiho, o controle experimental foi realizado pef pélen do VAL Guarany 2002, durante todo o periodo

meio do teste de germinagaovitro de gréos de polen do experimento, demonstrando serem menos sensiveis aos

antes do armazenamento, sendo chamado de pélen fre&gﬁ)os causados pelo armazenamento a 4@ (T 2)
(testemunha). De acordo com Bial.(2007), os resulta- Os grios de pélen mantidos a -18ai@esentaram

dos desse procedimento serviram de referéncia para a COM: percentagem de germinaco do que aqaeies-
par'agao da percentag?\lm de graos ijefpplen gerfn_'naggﬁados 4°C, durante a execug¢do do experimento, tendo-
apos armazenamento. No entanto, nao fol necessario A&encontrado, na quinta semana de conservacao, 7,93%

liar o efeito do armazenamento dos gréos de pdlen, a - viabilidade para o CUAC 80 e 12,62% para o AL
peratura ambiente, por oito semanas, visto que, na aberté'@arany 2002 @bela 2) ' '

floral, o gréo de pdélen necessita estar viavel e, com o pas- geral, no que diz respeito 4 viabilidade do gréo de

sar do tempo, a viabilidade vai diminuindo e vai-se redUZiB'élen em cada tempo de armazenamento, nota-se que o
do sua eficiéncia na fertilizagdo (Sowtaal, 2002). Ou polen armazenado a 4 °C perdeu sua viabilidade muito
seja, a medida que o pdlen envelhece, o comprimento r%%idamente em relacdo ao armazenado a -18 °C, no mes-
tubo pollnlc;? €a perlcentégé(_en;aﬁ gle;mma(;ao ddecresc%rg periodo de tempo. Mesmo assim, foi possivel verificar
(Scorza & Sherman, 1995; Ein bl, 2006). Sendo as- que houve reducédo menos drastica da viabilidade com o

sim, someljte .a' utilizagéc? Qe babas temper?turas ¢ Capafe%po de conservacdo. Ja, na oitava semana de armazena-
manter a viabilidade polinica por longo periodo. mento, houve inviabilidade total dos graos de pdlen ar-
RESULTADOS E DISCUSSAO mazenados tanto a 4 °C quanto a -18 #bé€la 2). Resul-
tados semelhantes foram encontrados em trabalho com
Tomando por base a andlise de variagdo realizada, eenservagédo de pélen de mamoefarica papayal.)
rificou-se diferenca significativa entre os tratamentos, @nforme Damasceno Jungtral (2008), em que os am-
5% de probabilidade, para a interagdo cultivar x tempedaientes a 4 °C e a -18 °C nédo influenciaram para diferencas
tura, na quinta semana de observacabé¢la 1)As de- significativas para os grdos de pdélen armazenados no
mais interacdes foram altamente significativas, a 1% tet&o floral. No entanto, com o passar do tempo foi ob-
probabilidade, em todas as épocas de observacgdo, cagrvada reducéo significativa da viabilidade dos gréos de
forme se observa rikabela 1. Esses resultados confirpdlen armazenados a essas temperaturas.
mam que a percentagem de germinacdo € dependente de A viabilidade dos gréos de poélen estocados a -72
diversos fatores, principalmente, aqueles relacionad®S decresceu lentamente com o passar do tempo. Para o
com o armazenamento (Ribal, 2007). cv. IAC 80, o percentual de tubos polinicos germinados
Os coeficientes de variagéo obtidos para os periodearmaneceu alto até a quarta semana, decaindo logo apos
avaliados foram baixos, levando a crer que os fatores exquinta semana. Ja para oAlv Guarany 2002 também
ternos tenham exercido pouca influéncia sobre as temp@uve um decréscimo gradativo com o passar do tempo;
raturas de armazenamentai§€la 1). Somente na oitavaporém, na oitava semana de armazenamento, foi observa-
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do que 9,23% dos graos de pdlen germinafanta que de congelamento, que causa menores danos a célula, por
a percentagem de graos de polen viaveis seja baixananor desidratacdo e menos rompimento de membranas
presenca de alguns tubos polinicos vigorosos indica g{zumontet al, 2004; Fellows, 2006).
o grao de pélen é suficientemente bom para assegurar SegundoAlmeidaet al. (2002), a técnica da crio-
pelo menos, uma moderada frutificacéo efetiva, apesardanservacao, isto €, o armazenamento a -196 °C, pro-
baixa percentagem de germinacéao (Einhetrdt, 2006). porciona potencial para uma preservacao sem limites
O mesmo pode ser observadogagaset al.(2009), que de tempo, com a redugcédo do metabolismo a niveis tao
relataram que, entre as temperaturas de -196, -72, -18leadixos que todos os processos bioquimicos séo signi-
°C, testadas durante 15 e 30 dias, o melhor indice de dggzativamente reduzidos e a deterioracao biolégica é
minacgéo de polen ocorreu quando foi utilizada a tempendrtualmente paralisada. Para os cultivares de mamo
tura de -72 °C para armazenamento, podendo, desta fogira estudados neste trabalho, a técnica de criopre
ma, ser considerado o mais eficiente entre os sistens&svacao foi muito eficiente até a quinta semana de
testados pelo autor armazenamento, permitindo a manutencdo do poder
Esta maior eficiéncia na conservacéao a ultrabaixas tegerminativo durante esse periodo, principalmente, para
peraturas pode estar relacionada com a maior velocidadev. AL Guarany 2002.

Tabela 1 Resumo das analises de variancia da percentagem de germinagao de gréos de pélen de Rainuseia{munis.),
submetidos a armazenamento em baixas temperaturas, avaliados em diferentes épocas

Quadrado Médio

Causas davariacao cL Pdlen Fresco GL l3semana 23semana
Cultivar 1 116,5* 1 1259,7** 16,5ns
Temperatura - - 3 499,2*%* 140,5**
Cultivar X Temperatura - - 3 97,6** 285,3**
Residuo 10 12,9 40 19,4 10,9
C.V. (%) 8,84 11,92 11,89
Média Geral (%) 40,73 36,94 27,81
Quadrado Médio
Causas davariacdo cL 32 semana 42 semana 52 semana 82 semana
Cultivar 1 22,3ns 45,1ns 165,9** 346,7**
Temperatura 3 575,0** 627,1** 1811,5** 194,8**
Cultivar X Temperatura 3 164,2** 395,4** 37,0* 198,7**
Residuo 40 11,8 16,6 9,6 11,5
C.V. (%) 11,93 14,65 14,00 90,50
Média Geral (%) 28,85 27,87 22,17 3,75

* e ** gignificativos a 5 e 1% de probabilidade de erro, respectivamesitsignifica ndo significativo a 5 e 1% de probabilidade de erro.

Tabela 2 Percentagem de germinacéo de gréos de polen de mamBi@irag communis.) cultivares IAC 80 AL Guarany 2002,
submetidos a tratamentos de baixas temperaturas de armazenamento

IAC 80
Tratamento Pélen Fresco 12 semana 22 semana 32 semana 42 semana 52 semana 82 semana
4°C 47,99 31,99 b 25,48 a 15,36 b 13,72 b 0,94 ¢ 0,00 a
-18°C 47,99 54,40 a 23,84 a 24,92 a 1499 b 793 b 0,17 a
-72°C 47,99 44,81 a 25,57 a 30,94 a 41,62 a 24,77 a 0,02a
-196 °C 47,99 53,01 a 10,58 b 27,02 a 15,17 b 24,21 a 0,02a
AL Guarany 2002
Tratamento Pélen Fresco 12 semana 22 semana 32 semana 42 semana 52 semana 82 semana
4°C 37,25 20,6 bc 10,58 b 822 ¢ 11,39 ¢ 1,62 d 0,00 ¢
-18°C 37,25 30,35 b 29,64 a 18,29 b 15,26 ¢ 12,62 ¢ 0,05 ¢
-72°C 37,25 19,03 ¢ 25,70 a 24,62 b 27,35 b 2529 b 9,23 a
-196 °C 37,25 43,04 a 26,78 a 42,96 a 43,28 a 37,56 a 1,37 b

* Médias, seguidas de letras minUsculas, diferem estatisticamente a 1% de probabilidade de erro pelo teste de Duncan, nas colunas.
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Resultados contraditdrios foram apresentados em tGONCLUSAQO

balhos comAnnonaspp., em que a utilizacdo de -196 °C . . :
O . . A utilizacao de ultrabaixas temperaturas permite a ma-
néo foi eficiente, pois os efeitos de seu uso, quando com-

o ~ nutencao da viabilidade de gréos de pdlen de mamoneira
parados com os de 4 °C, ndo causaram aumento da

longevidade do pélen das espéciesAmmonaestuda- g\(;i'sleAr\c/:asgc?AL Guarany 2002 até a quinta semana de
das (Bettiol Netet al,, 2009). Gao.
No entanto, nenhum dos ambientes de conservaca ~
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