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RESUMO: Objetivou-se com o presente estudo estabelecer uma metodologia para
a conservacao de grdos de pélen da Carnalba (Copernicia prunifera (Miller) H.E.
More). A viabilidade dos grdos de podlen, recém-liberados, foi avaliada pelas
técnicas de coloracéo por carmim acético 1%, Reativo de Alexander e lugol. A taxa
de germinacéo in vitro foi verificada através de trés meios de cultura: M1: 100g L
de sacarose; 10g L™ de &gar; M2: 100g L de sacarose; 500mg L de H3sBOs; 10g
L de 4gar; M3: 100g L de sacarose; 300mg L de CaCly; 10g L de &gar. A
influéncia da reducdo do teor de 4gua dos gréos de pélen foi verificada por meio de
quatro processos: 1) em dessecador com silica gel, sob vacuo, por 24 h; 2) em
liofilizador por 24h; 3) cloreto de célcio dihidratado (CaCl, 2H20) e 4) pélen sem
reducdo de umidade. Os gréos de p6len com melhor resposta & dissecacdo foram
armazenados: congelador (-4°C), geladeira (10°C), e temperatura ambiente (26°C).
Todos os corantes utilizados sdo adequados e praticos para analisar a viabilidade
polinica dos grdos de pdlen da Carnadba. O meio de cultura adequado para avaliar
a viabilidade polinica da Carnalba contém em sua composicdo sacarose e acido
borico. O armazenamento do grdo de pdlen da carnadba pode ser realizado nas
temperaturas de 10°C e -4°C.

Viability and conservation of carnauba pollen grains
(Copernicia prunifera (Miller) H.E. More)

ABSTRACT: The objective of this study was to establish a methodology for the
conservation of Carnauba (Copernicia prunifera (Miller) H.E. More) pollen grains.
The viability of newly released pollen grains was evaluated by the 1% acetic carmine
staining technique, Alexander reactive and Lugol. The in vitro germination rate was
verified through three culture media: M1: 100g L sucrose; 10g L of agar; M2:
100g L sucrose; 500mg L of H3BOs; 10g L™ of agar; M3: 100g L™ sucrose;
300mg L* of CaCly; 10g L of agar. The influence of the reduction of the water
content of the pollen grains was verified by means of four processes: 1) in desiccator
with silica gel, under vacuum, for 24 h (10% final moisture); 2) in lyophilizer for
24h; 3) calcium chloride dihydrate (CaCl, 2H,0) and 4) pollen without reduction of
humidity. The pollen grains with the best response to dissection were stored at three
different temperatures: freezer (-4 ° C), refrigerator (10 ° C), and room temperature
(26 ° C). All dyes used are suitable and practical to analyses the pollen viability of
Carnauba pollen grains. The culture medium suitable for evaluating the pollen
viability of Carnauba contains sucrose and boric acid in its composition. The storage
of pollen grains of dehydrated carnauba with silica gel can be carried out at
temperatures of 10 ° C and -4 ° C.
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Introducao

A carnalba, Copernicia prunifera (Miller)
H.E. More, é uma palmeira endémica e de suma
importancia ao semiarido nordestino. Essa espécie,
possui alto valor social, econémico e cultural
(Rodrigues et al. 2013), sendo explorada, com
predomindncia, no periodo de estiagem (Ferreira et
al. 2013) para a producéo de forragem ou producédo
de cera (Vieira et al. 2016), gerando renda para
manter economicamente familias rurais no Nordeste
(Salm et al. 2011). Além disso, é a Unica espécie do
género Copernicia na regido do semiarido, que vém
alcancando grande importancia social e industrial
pela extragdo e uso da cera produzida em suas folhas
(Queiroga et al. 2013; Rodrigues et al. 2013).

O conhecimento da biologia floral e
reprodutiva, juntamente com 0s mecanismos de
dispersdo de pélen e sementes, tem papel central em
programas de conservacdo, por permitir delinear
estratégias que aperfeicoam a amostragem da
variabilidade genética (Vieira et al. 2016; Melo
Junior et al. 2015). Um trabalho que discorra sobre
0 conhecimento da viabilidade e conservagdo de
grdos pdlen de populagdes naturais da carnalba
contribui para o conhecimento do germoplasma da
espécie, 0 que pode auxiliar em trabalhos de coleta,
conservacdo e avaliagdo do germoplasma da
Copernicia prunifera que é pouco estudado. A
viabilidade do pélen é um pardmetro de grande
importancia, pois além de evidenciar a
potencialidade reprodutora masculina da espécie,
contribui em estudos taxondmicos e ecologicos,
fornecendo informacgdes basicas para a aplicagdo
pratica na conservacdo genética, bem como no
cultivo da espécie (Cuchiara et al. 2012; Campos et
al. 2015; Hister & Tedesco 2016). Além disso, a
determinacdo da viabilidade do p6len é fundamental
na investigacdo das causas da infertilidade das
plantas, assim como para 0 conhecimento do
potencial reprodutivo de uma populacdo e dos
problemas de fertilidade que possam ocorrer
(Abdelgadir et al. 2012; Novara et al. 2017).

A avaliacdo da viabilidade do grdo de pdlen
pode ser feita por métodos diretos, tais como a
inducdo da germinag&o do pdlen in vivo ou in vitro e
métodos indiretos (Cuchiara et al. 2012; Campos et
al. 2015). Estes Gltimos séo baseados em parametros
citolégicos como a coloragdo (Hister e Tedesco
2016). Os metodos colorimétricos utilizam corantes
quimicos especificos que reagem com componentes
celulares presentes nos grdos de pdélen maduro,
diferenciando polens férteis (vidveis) dos estéreis
(inviaveis) (Abdelgadir et al. 2012). Quando é feita
a germinagdo do polen in vitro é sempre relevante
ajustar e determinar o melhor meio de cultura, pois a
viabilidade pode variar em fungdo da composicéo do
meio de cultura, bem como do periodo de
armazenamento do grdo de polen e dos aspectos
fisiolégicos da espécie estudada (Souza et al. 2014;
Zambon et al. 2014; Shekari et al. 2016).

O armazenamento do grdo de pélen a baixas
temperaturas consiste em conservar o material
genético para futura utilizagdo, também, proporciona
condigbes Otimas para manutencdo do poder
germinativo, vigor e processos genéticos (Vieira et
al. 2016). O pdlen conservado deve preservar sua
capacidade de germinag&o e por isso a necessidade
de monitorar essa capacidade com testes de
viabilidade antes, durante e ap6s 0 armazenamento
(Novara et al. 2017). E possivel estabelecer o
periodo maximo em que os graos de polen podem
permanecer conservados sem perder a capacidade de
germinar (Wang et al. 2015). Com tudo, 0 método e
o periodo de armazenamento dependerdo do objetivo
do trabalho a ser desenvolvido e da viabilidade
polinica expressa ao longo do periodo de
armazenamento.

Nesse contexto, observa-se que a carnauba é
uma espécie com relevancia social, econdmica e
cultural, a qual precisa ser adequadamente
conservada, estudada e utilizada. Justificando,
portanto, estudos que visam 0 conhecimento da
espécie a fins de uso e conservagdo genética.

Diante das justificativas apresentadas, o
objetivo do estudo concentra-se em estabelecer uma
metodologia para a conservacao de graos de pdlen de
Carnauba. Bem como, estimar a viabilidade polinica
através de testes colorimétricos e germinagdo in
vitro.

Material e Métodos

As amostras das inflorescéncias foram
coletadas de maneira aleatéria, em 20 palmeiras com
distancia espacial de 100 metros entre si, sendo a
populacdo localizada no municipio de Russas, Ceara.
As inflorescéncias foram coletadas em estadios de
desenvolvimento floral diferentes, pré-antese e
antese, colhidas com + 50% de antese. Estas foram
levadas ao laboratdrio e mantidas em agua destilada
a temperatura ambiente até a completa abertura
floral. Em seguida, foram colocadas em cone de
papel até a deiscéncia e liberagdo do polen. A
mistura de pdlen, oriundas das inflorescéncias de 20
plantas, foi coletada e acondicionada em tubo
eppendorf.

Este estudo foi dividido em trés ensaios, nos
quais foi verificado: 1) a viabilidade e germinagéo
do pélen recém-coletado; 2) o efeito da desseca¢do
dos grdos de pédlen; e 3) o efeito de diferentes
temperaturas e condi¢des de umidade na germinacéao
do gréo de polen, ao longo do tempo.

Ensaio 1: Viabilidade do pdlen recém coletado por
meio de testes colorimétricos e germinativos

A viabilidade dos grdos de polen, recém
liberados (frescos), foi avaliada pela técnica de
coloragdo por carmim acético 1% (Kearns e Inouye
1993), Reativo de Alexander (Alexander 1980) e
lugol (Dafni 2005). Para cada corante foram
preparadas cinco I&minas e contados 200 gréos de
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polen (mistura das 20 plantas coletadas) por lamina,
perfazendo um total de 1.000 grdos de pélen. As
observacdes foram feitas em microscopio dptico
com aumento de 100x. O delineamento utilizado foi
0 inteiramente casualizado composto de trés corantes
e cinco repetigdes (laminas).

Os graos de polen corados foram analisados e
classificados em normais/vidveis, com citoplasma
corado e anormais/inviaveis, aqueles com pouco ou
nenhum citoplasma evidenciado.

Para a verificacdo da taxa de germinacéo in
vitro, o polen foi avaliado em trés meios de cultura
distintos, tendo em vista que cada espécie responde
de modo diferencial a certas combinacfes de
nutrientes do meio. Os meios testados tiveram as
seguintes composi¢oes:

Meio 1 (M1): 100g L de sacarose; 10g L™
de agar

Meio 2 (M2): 100g L"* de sacarose; 500mg L
! de acido bérico (HsBOs); 10g L de agar

Meio 3 (M3): 100g L™ de sacarose; 300mg L-
1 de cloreto de calcio (CaCly); 10g L *de &gar

Ap0s o ajuste do pH para 6,5 os meios foram
autoclavados e posteriormente vertidos em laminas
escavadas. Apoés esfriamento, os grdos de podlen
foram pincelados sobre esses meios. Em seguida, as
laminas foram acondicionadas em placas de Petri,
previamente revestidas com papel filtro e
umedecidas com &gua, simulando uma camara
Umida e, mantidas em temperatura ambiente. A
avaliacdo da germinacdo in vitro ocorreu 24 h apés a
inoculagdo do pdlen. Foram  considerados
germinados os grdos de pdlen que obtiveram
crescimento do tubo polinico igual ou superior ao
diametro do préprio poélen, avaliados em
microscépico éptico com aumento de 40x.

Para cada meio de cultura foram preparadas
oito l&minas, e contados 200 grdos de podlen por
lamina, perfazendo um total de 1.600 grdos. O
delineamento estatistico adotado foi o inteiramente
casualizado, composto por trés meios de cultura e
oito repeticbes. Os dados obtidos nos testes
colorimétricos e germinativos foram submetidos a
andlise de variancia e teste de comparacdo de
médias.

Ensaio 2: Efeito da dessecagdo dos graos de polen
A influéncia da reducdo do teor de &gua dos
grdos de polen foi verificada por meio de quatro
processos: 1) em dessecador com silica gel, sob
vacuo, por 24 h (10% de umidade final); 2) em
liofilizador por 24h; 3) cloreto de célcio dihidratado
(CaCl; 2H20) e 4) pdlen sem reducdo de umidade,
sendo denominado como: sem dessecagdo. Apos a
reducdo da umidade foi verificada a viabilidade in
vitro dos graos de polen por meio da germinagdo no
meio de cultura com melhor resposta a emissédo do
tubo polinico, avaliado no experimento anterior. O
experimento  foi disposto em delineamento

inteiramente casualizado, com oito repeti¢des, sendo
cada repeticdo contida em uma placa de Petri. Os
dados obtidos foram submetidos a analise de
variancia e teste de comparagdo de médias.

Ensaio 3: Efeito de diferentes temperaturas no
armazenamento dos gréos de pélen

No estudo da germinacdo do pdlen,
armazenado ao longo de oito meses, foi avaliado o
efeito da interacdo entre temperatura de
armazenamento e meios de cultura. De modo que 0s
grdos de polen submetidos ao tratamento com
melhor resposta a dissecacdo (ensaio 2), foram
armazenados em trés temperaturas distintas:
congelador (-4°C), geladeira (10°C), e temperatura
ambiente (26 °C). A cada 34 dias, uma amostra de
grdos de pdlen armazenado em cada ambiente
(temperatura) foi retirada e avaliada atraves da
germinacdo in vitro em placas de Petri contendo
meio de cultura. A avaliacdo das condicGes de
estocagem foi feita por meio da germinagéo do tubo
polinico em trés diferentes meios de cultivos, com as
seguintes composigoes:

Meio 1 (M1): 100g L* de H3BO3; 300mg L*
de nitrato de célcio tetrahidratado (Ca(NOs);
4(H;0)); 10g L *de &gar;

Meio 2 (M2): 100g L"* de sacarose; 50 mg L-
! de H3BOs; 10g L de agar;

Meio 3 (M3): 100g L de sacarose; 10g L™ de
agar.

O experimento foi estabelecido em esquema
fatorial 3x3 (trés temperaturas de armazenamento e
trés meios para avaliacdo da germinagéo do gréo de
polen) em delineamento inteiramente casualizado,
com nove repetices. Os dados obtidos nas
avaliacOes foram submetidos a andlise de variancia e
teste de comparacdo de médias. Os procedimentos
estatisticos  foram  realizados no  pacote
computacional R (R Development Core Team,
2011).

Resultados e Discussao

Ensaio 1: Viabilidade do pdlen recém coletado por
meio de testes colorimétricos e germinativos

Os corantes analisados se mostraram capazes
de distinguir os pélens de Copernicia prunifera
viaveis dos invidveis, por meio da coloracéao.
Quando viaveis os grdos de pdlen obtiveram forte
coloracdo, ficando o interior escurecido e quando
invidveis o interior do grdo de pdlen ficou
translucido. Verificou-se a ndo existéncia de
diferenca significativa entre os tratamentos, a 1% de
probabilidade (Figura 1), p>0,05. Os grdos de pélen
recém coletados, frescos, obtiveram alta viabilidade
polinica (acima de 86%), conforme indicado pelo
teste colorimétrico (Figura 1).
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Figura 1. Percentual de viabilidade do pélen recém-
coletado de Copernicia prunifera por meio de teste
colorimétrico (Lugol, Carmim acético 1 % e Reativo
de Alexander). *ns: ndo significativo, p>0,05.

A avaliacdo colorimétrica dos gréos de polen
da carnadba permitiu a discriminacéo satisfatoria no
que diz respeito & estimativa de viabilidade dos
polens. O uso dos distintos corantes demonstrou a
boa capacidade destes em avaliar a viabilidade
polinica na Carnauba, também revelou que o reativo
de Alexander ndo diferiu do Lugol e do Carmim
acético 1 % no que diz respeito a estimativa da
viabilidade dos gréos de polen através da capacidade
de coloragéo.

Na literatura, ndo hé descri¢do de um teste de
viabilidade universal com a utilizacdo de um corante
especifico. A maioria dos trabalhos relata o uso dos
corantes nucleares, sobretudo carmim acético, para
varios grupos de plantas (Hister e Tedesco 2016;
Radice et al. 2020). O corante lugol é indicado para
espécies cujo material de reserva do gréo de pélen é
0 amido, pois esse teste baseia-se em uma reacdo
guimica que acontece entre o iodo e a molécula de
amido, dando aos gréos de polens viaveis coloragao
marrom e aos inviaveis, devido a auséncia de amido,
coloracdo amarelo-clara ou transparentes.

Diante do exposto é possivel inferir que a
carnalba apresenta grande quantidade de amido na
constituicdo do gréo de p6len devido apresentar mais
de 90% dos polens corados quando da aplicacdo do
corante Lugol.

As andlises usando o reativo de Alexander
fornecem dados mais acurados sobre a viabilidade
do polen, pois se obtém coloracdo diferencial dos
polens viaveis e ndo viaveis, devido a utilizagdo
simultanea de verde malaquita e fucsina &cida, o0s
quais possuem dupla coloragdo. O primeiro tem
afinidade pela celulose presente na parede celular,

corando-a de verde, enquanto o protoplasma é
corado pela fucsina acida de roxo. Dessa maneira,
por ndo apresentarem protoplasma, os graos de pdlen
abortados coram-se de verde (Alexander 1980;
Hister & Tedesco 2016). Apesar de ndo ter sido
observada diferenca  significativa entre 0s
tratamentos, o corante reativo de Alexander pode
apresentar maior acurdcia em relacdo aos demais
corantes estudados, devido sua dupla capacidade de
coloracéo.

No presente estudo, a partir da contagem
visual, as anélises em nivel de laborat6rio mostraram
que a Carnauba tem alto percentual de viabilidade
polinica (acima de 80%) podendo ser observado com
0 uso dos corantes reativo de Alexander, do lugol e
do carmim acético 1 %. Cabral et al. (2013) também
constatou que o corante lugol e o carmim acético
foram capazes de distinguir com seguranca os polens
de Theobroma cacao L. viaveis dos invidveis. Assim
como Hister & Tedesco (2016) que indicam o
corante reativo de Alexander para obtencdo da
viabilidade polinica de Psidium cattleianum Sabine.

A eficiéncia do uso de corantes tem sido
variavel dependendo da espécie e resultados
positivos foram relatados para vérias técnicas de
coloracdo em diferentes especies de plantas
(Abdelgadir et al. 2012; Cabral et al. 2013; Machado
et al. 2021). Através da anélise colorimétrica torna-
se possivel realizar somente a estimativa da
viabilidade do pdlen (no caso, capacidade de
coloracdo). Entretanto, ressalta-se que a fertilidade
do polen € determinada por testes de germinacéo e
crescimento do tubo polinico.

Com base na analise de variancia realizada,
verificou-se  diferenga significativa entre o0s
tratamentos referentes ao meio de germinagéo do
gréo de pdlen, a 5% de probabilidade. Na avaliagdo
da germinacdo in vitro dos grdos de pdlen de
Copernicia prunifera, o0 meio de cultura que se
mostrou mais adequado foi o meio 2 (M2): 100g L*
de sacarose; 500mg L de H3BOs; 10g L de agar,
com 84 % dos graos de pdlen avaliados com emissdo
do tubo polinico. Ja 0 meio M1, obteve 66 % de
polen germinado e o meio M3 76 % (Figura 2).

Os meios analisados se mostraram capazes de
promover e sustentar o processo de germinagdo dos
grdos de polen de Carnalba. Toda via, 0 meio de
cultura M1 obteve menor capacidade de promover a
emissdo do tubo polinico in vitro. Esse meio de
germinacdo possui em sua composicdo somente a
sacarose associada ao &gar. Entre os constituintes
que compdem o meio de cultivo, a concentracdo de
sacarose € um fator fundamental, em que altas
concentracfes (acima de 30%) podem inibir a
germinacdo dos grdos de pdlen. A sacarose tem
papel de controlador osmético e nutricional, sendo
que altas concentragcbes causam desequilibrio,
impedindo a germinacdo dos grdos de polen
(Almeida et al. 2019; Abdelgadir et al. 2012).
Entretanto, no presente trabalho a menor emisséo do
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tubo polinico no meio M1 provavelmente ndo esta
relacionada com a adigdo em excesso da sacarose no
meio de germinagdo, pois 0s meios M2 e M3, que
proporcionaram maior taxa de germinacdo do grdo
de pdlen, possuiam a mesma concentracdo de
sacarose que o meio M1. Assim, as diferencas
observadas podem estar correlacionadas com a
presenca do boro no meio M2 e do célcio no meio
M3.

L 100 1 A
S 90 - 0 AB
8 80 A B
o
%g, 70'
g8 o0
>3 50
£ -
g2 ]
S o 30 4
E 20 -
& 10 A

0

M1 M2 M3

Meio de cultura

Figura 2. Percentual de germinagéo in vitro de gréos
de polen frescos de Copernicia prunifera em trés
diferentes meios: meio 1 (M1): 100g L™ de sacarose,
10g L™ de agar; meio 2 (M2): 100g L de sacarose,
500mg L de H3BOs e 10g L de agar e meio 3
(M3): 100g L* de sacarose; 300mg L de CaCls; 10g
L de 4gar. As barras com letras distintas diferiram
significativamente pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.

No presente estudo a emissdo do tubo
polinico foi favorecida na presenca de boro e célcio
no meio de cultivo. Sabe-se que a germinagdo do
polen e o crescimento do tubo polinico sdo
significativamente regulados pelo transporte de fons
inorganicos como Ca?* através da membrana
plasméatica do pdlen (Abdelgadir et al. 2012;
Machado et al. 2021). O célcio também é conhecido
por estar envolvido na sintese de pectina e no
controle de condi¢des osmoticas. A presencga de 300
mg L de CaCl; no meio de cultura, no presente
estudo, proporcionou condicéo favoravel a emissao
do tudo polinico.

O boro, que é fornecido por estigmas e
estilos, facilita a absorcdo de aglcar e tem papel
importante na producdo de pectina no tubo polinico.
Tem contribuicdo efetiva na translocacdo e
metabolismo dos carboidratos, no metabolismo do
acido indolacético e é necessario para a operacdo
eficiente dos sistemas de transporte de membrana. O
boro na presenca de sacarose forma o complexo

ionizavel sacaroseborato, o qual reage mais
rapidamente com as membranas celulares,
facilitando o desenvolvimento in vitro do gréo de
polen (Figueiredo et al. 2013). No presente estudo, a
germinacdo do polen foi maximizada em meio
contendo 500 mgL* de H3BO3; enquanto em meios
sem adicao do boro ocorreu reducgdo significativa do
potencial de emisséo do tubo polinico.

Os resultados do teste de germinacéo in vitro
demonstram que a carnautba possui alta porcentagem
de germinacdo in vitro. Resultados semelhantes
foram encontrados por Mondal e Ghata (2012), no
qual apontou uma germinacao de até 88% dos grdos
de pélen de Solanum macranthum Dunal com a
adicdio de 100 mg L de &cido bérico ao meio de
cultura. A adicdo de boro também foi benéfica na
germinacgdo dos grdos de polen de amoreira-preta
(Figueiredo et al. 2013). Entretanto, Silva et al.
(2017) estudando gréos de pélen de Physalis (P.
angulata, P. ixocarpa, P. minima, P. peruviana e P.
pubescens), mostrou que a adicdo de boro ndo
propiciou elevagdo acentuada na porcentagem de
germinacao.

Uma espécie para ser considerada com boa
viabilidade polinica deve apresentar de 50 a 80% de
grdos germinados com tubos bem desenvolvidos
(Scorza & Sherman 1995). Como no presente
trabalho foram encontrados valores superiores aos
relatados pelos autores é possivel inferir que a
carnalba possui boa viabilidade dos grdos de polen,
considerando as condi¢des em que foram realizados
0S ensaios.

Entretanto, 0 uso de corantes e contagem
direta é 0 método mais rapido e geralmente mais
usado para verificar a viabilidade de polen. No
presente estudo a porcentagem de germinacdo in
vitro e a porcentagem de viabilidade do pélen, por
meio da técnica de coloracdo, estdo em completa
concordancia devido haver alta correlagdo entre
esses dois fatores.

Entretanto, as reagBes com corantes podem
n&o se correlacionar bem com a germinacdo in vitro
ou com a habilidade de efetuar fertilizaco,
especialmente com pdlen armazenado, podendo
superestimar o resultado. No presente trabalho
observou-se alta conformidade entre germinacéo do
grdo de pdlen in vitro e a utilizagdo da técnica de
coloracdo por meio de corantes, como observado nas
figuras le 2. Pode-se, entdo, optar pela observacéao
da capacidade germinativa dos gréos de pélen, em
razdo de ser um carater que se correlaciona
diretamente com a habilidade para fertilizag&o.

Ensaio 2: Efeito da dessecagdo dos graos de polen

Verificou-se diferenca significativa entre os
tratamentos ao nivel de 5% de probabilidade para as
metodologias de desidratagdo dos grdos de pdlen
(Figura 3).

Adv. For. Sci, Cuiab4, v. 10, n. 2, p. 1919-1927, 2023 1923



Rocha et al.

100

B D o]
o o o

N
o

Viabilidade polinica (%)

T1

T3 T4
Desidratagdo do grédo de polen

Figura 3. Porcentagem de viabilidade de grdos de
polen de Copernicia prunifera submetidos a quatro
tratamentos de desidratacdo: T1) em dessecador com
silica gel, sob vacuo, por 24 h; T2) em liofilizador
por 24h; T3) cloreto de céalcio hidratado (CaCl;
2H,0) e T4) polen sem reducdo de umidade. As
barras com letras distintas diferiram
significativamente pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.

A desidratacdo em silica gel proporcionou
maiores indices de viabilidade polinica, 85 %. Os
tratamentos utilizando liofilizador por 24h e cloreto
de célcio dihidratado sdo estatisticamente
semelhantes e a viabilidade do pdélen quando
submetido a esses tratamentos de desidratacdo fica
entre 65% e 62%, respectivamente. O tratamento
sem reducdo da umidade, pdlen sem desidratacéo,
obteve menor viabilidade polinica, 50 % de pdlens
viaveis apos 30 dias da coleta (Figura 3).

Entre os tratamentos de desidratacdo, 0s
polens sem reducdo da umidade obtiveram a menor
percentagem de germinagdo apds 30 dias da coleta.
Essa acentuada redugdo na germinacgdo do grdo de
polen pode estar relacionada ao alto teor de umidade
do polen, o que pode reduzir a viabilidade ao longo
do tempo devido a alta atividade metabdlica. Sabe-
se que a preservacdo da viabilidade dos gréos de
polen, durante curto ou longo periodo de
conservacao, envolve a reducdo do grau de umidade,
a utilizacdo de temperaturas mais baixas durante o
armazenamento e, em alguns casos, a exclusao do
oxigénio do interior dos recipientes de
armazenamento. Com isto, as variagdes da taxa
respiratoria e de outros processos metabdlicos sdo
minimizadas, tornando o polen, entdo, quase inativo
ou dormente durante o tempo de armazenado
(Franca et al. 2010; Giovannini et al. 2017). Soma-
se a isto, a reducdo da proliferacdo de micro-
organismos e, consequentemente da deterioracdo
dos grdos de p6len (Novara et al. 2017). Portanto, a
influéncia desses fatores pode ter promovido uma

menor taxa de germinacdo do pdlen da Carnalba
quando ndo submetido a processos de desidratagéo.

A desidratacdo dos grédos de pélen por meio
da liofilizagdo e o uso do cloreto de célcio
dihidratado (CaCl, 2H,O) ndo promoveram as
melhores condi¢Bes para a manutencdo do gréo de
polen da carnadba. A significativa reducdo da
germinacdo do grdo de pdlen pode ser atribuida a
baixa eficiéncia do CaCl, 2H,0 como desidratante,
em que o cloreto de célcio dihidratado tem umidade
de 20,8%. Os gametas tendem a equilibrar sua
umidade com a umidade do sal. Assim, é possivel
presumir que os grdos de pdélen sob o efeito do
desidratante CaCl, 2H,0 teriam umidade em torno
de 20%, ndo sendo, portanto, suficiente para manter
a viabilidade polinica em seu potencial maximo.
Todavia, a liofilizagdo é capaz de reduzir a umidade
a niveis em torno de 4%. Porém, p6len muito seco
pode reduzir sua capacidade germinativa por perder
agua de constituicdo (Franca et al. 2010). A perda
elevada de umidade do grdo de pélen da carnalba
quando aplicada a técnica de liofilizacdo pode ter,
portanto, reduzido a viabilidade polinica.

Por outro lado, a dissecacdo dos grdos de
pélen em silica gel propiciou a manutencdo da
viabilidade polinica em niveis mais elevados. A
silica gel tem indicativo de umidade por meio da
coloracdo, sendo a coloragdo azul indicativo de
umidade em torno de 10% e incolor, umidade de
20%. A silica gel, de cor azul, utilizada para a
desidratacdo dos grdos de polen ndo obteve
mudancas na coloracdo, indicando uma umidade
préxima a 10%. Esta umidade proporcionou maior
conservacao da viabilidade do pdlen.

Ensaio 3: Efeito de diferentes temperaturas no
armazenamento dos graos de polen

A andlise dos dados indicou interacdo
significativa entre os fatores avaliados (temperatura
e meio de germinagdo), permitindo uma andlise de
meios de germinacdo dentro dos niveis de
temperatura. As interacGes foram analisadas e em
todos os tratamentos ocorreu reducdo significativa
da viabilidade do pdlen ao longo do periodo de
estocagem (Tabela 1). Para avaliar a eficiéncia da
temperatura no armazenamento dos graos de pélen,
foram testados diferentes meios de cultura, a fim de
verificar a viabilidade dos grdos de pdlen. Na
temperatura de 26 °C os meios de cultura usados
para germinacdo do grdo de poélen sé obtiveram
diferenca significativa na primeira avaliagdo, aos 34
dias, onde o M2 diferiu significativamente dos
demais. Por outro lado, apds 68 dias de estocagem
observou-se queda abrupta do percentual de
germinacdo in vitro na temperatura de 26 °C e néo se
observou diferenca estatistica entre os meios de
cultura usados para verificar a viabilidade polinica.

Nas temperaturas de armazenamento
referente a 10 ° C e -4°C o meio de cultura M1 foi
menos eficiente para a germinagdo dos grdos de
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polen ao longo do periodo de conservacéo.
Entretanto, os meios M2 e M3 obtiveram melhores
condigbes para a germinacdo do grao de pdlen
guando armazenados nas temperaturas de 10 ° C e -

4°C., ap6s 68, 102, 136 e 170 dias (Tabela 1).
Todavia, 0 grdo de pdlen quando germinado no meio
M2, aos 34 dias, resultou em maior percentual de
germinacao.

Tabela 1. Percentagem de germinagao de graos de p6len de carnalba (copernicia punifera) ao longo de 170
dias, em fungdo das temperaturas de armazenamento (26 °C, 10 °C e -4 °C) e meios para germinagao in
intro (Meio 1 (M1): 100g L™ de H3BO3, 300mg L* de Ca(NOs), 4(H20) e 10g L*de &gar; Meio 2 (M2):
100g L™ de sacarose, 50 mg L de H3BO3 e 10g L de 4gar; Meio 3 (M3): 100g L de sacarose e 10g L*

de 4gar).
Viabilidade (%)

Temp °C  Meio de cultura 34 Dias 68 Dias 102 Dias 136 Dias 170 Dias
26°C M1 55.33 Bb 15.33Ab 10.33Ab 8.41Ab 8.14 Ab
M2 65.73Ab 17.61Ab 12.40Ab 10.53Ab 10.12 Ab

M3 52.84Bb 23.22Ab 13.73Ab 12.01Ab 1152 Ab

10°C M1 82.13Ba 71.73Ba 58.82Ba 51.87Ba 50.12 Ba
M2 88.03Aa 84.27Aa 75.73Aa 66.53Aa 60.14 Aa

M3 82.27Ba 84.27Aa 70.67Aa 61.07Aa 50.01 Aa

4°C M1 85.07Ba 66.93Ba 65.87Aa 55.33Ba 50.01 Ba
M2 88.53Aa 79.22Aa 66.67Aa 66.13Aa 60.10 Aa

M3 84.81Ba 84.27Aa 64.26Aa 59.47ABa 57.10 Aa

*As médias seguidas pela mesma letra maitscula, entre meios de cultura em uma mesma temperatura de armazenamento, nao
diferem estatisticamente a p < 0.05. As médias seguidas pela mesma letra minudscula entre diferentes temperaturas de
armazenamento e mesmo meio de germinacao ndo diferem estatisticamente a p < 0.05. Foi aplicado o Teste de Tukey ao nivel

de 5% de probabilidade.

A temperatura de conservacdo de pdlen
mostrou ser outro fator de extrema importancia.
Nesse sentido, os resultados do presente trabalho
mostram que a temperatura de estocagem de 10 °C e
-4 °C proporcionaram maior viabilidade para o pélen
armazenado. Entretanto, no armazenamento ao
longo do tempo, a temperatura de 26 °C obteve perda
da viabilidade polinica precoce, a partir dos 30 dias
(Tabela 1), independente do meio de cultura
utilizado para a avaliagdo da viabilidade polinica.
Por outro lado, nas temperaturas de armazenamento
de 10°C e -4°C observou-se menor perda da
viabilidade polinica, acima de 50% aos 170 dias de
armazenamento (Tabela 1).

Os resultados obtidos neste trabalho
demonstram que a presenca do boro e da sacarose no
meio de cultura sdo mais adequados para a
germinacdo e rapida formacdo do tubo polinico,
devido esses constituintes exercerem influéncia
sobre o equilibrio osmético da solugdo, fornecer
energia para o crescimento do tubo polinico, facilitar
aabsorcdo de agucar, auxiliar na producéo de pectina
no tubo polinico, contribuir efetivamente na
translocacdo e metabolismo dos carboidratos
(Aragjo et al. 2021).

Meios contendo sacarose e acido borico
também sdo bastante utilizados em testes de
germinagdo de grédos de polen de banana (Souza et
al. 2014), obtendo-se resultados significativos de

germinagcdo in vitro, acima de 60%. Como também,
Figueiredo et al. (2013) ressaltaram que o acido
borico € fundamental na germinacdo dos gréos de
polen de cultivares de amoreira-preta. Nogueira
(2015), verificou que a aplicagdo de 900 mg L™ de
acido bodrico em paniculas de nespereira “Mizauto”
proporcionou aumento de 24,3% na germinacédo de
grdos de pdlen, corroborando com o resultado do
presente estudo, onde o Meio 2 (100g L de
sacarose; 500mg L de H3BOs; 10g L™ de agar) e o
Meio 3 (100g L de sacarose e 10g L de &gar),
proporcionaram germinagédo in vitro acima de 50%
dos pélens de Carnalba armazenados por 170 dias a
10°Ce-4°C.

Evidenciou-se que a temperatura ambiente
ndo foi adequada para o armazenamento de graos de
polen de carnalba, sendo a viabilidade reduzida
rapidamente apds 34 dias de armazenamento. Esse
resultado é corroborado por vérios autores (Gomez
et al. 2000; Mesnoua et al. 2018), onde a viabilidade
de grdos de pdlen armazenados em temperatura
ambiente pode ser mantida a curto prazo por no
méaximo 30 dias.

Por outro lado, baixas temperaturas de
armazenamento tendem a manter a viabilidade do
grao de polen, devido a redugdo do metabolismo
(Cuchiara et al. 2012; Calic et al. 2021). Torna-se
evidente que o polen dissecado com silica gel e
armazenado em temperaturas entre 10 °C e -4 °C
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obteve maiores porcentagens de germinacdo em
relacho ao pdlen armazenado & temperatura
ambiente, mesmo sendo dissecado em silica gel. Em
baixas temperaturas as variages da taxa respiratoria
e de outros processos metabdlicos sdo minimizadas,
tornando o poélen, entdo, quase inativo ou dormente
durante o tempo de armazenamento e como
resultado tem-se maior longevidade, altas taxas de
viabilidade e emissdo do tudo polinico. Além disso,
quando se pretende submeter o pélen a temperaturas
muito baixas (10 °C ou menos), a reducdo de
umidade é necessaria para evitar o0 rompimento dos
tecidos, provocado pelo congelamento intracelular
da &gua contida no pélen (Novara et al., 2017; Impe
et al. 2020).

Estes resultados concordam com Vvarios
autores (Shekari et al. 2016; Aradjo et al. 2021; Calic
et al. 2021) que mantiveram o pélen armazenado em
temperaturas entre 10 °C e -4 °C por varios meses,
embora com um decréscimo de viabilidade em
funcédo do tempo de armazenamento. Nesse sentido,
os resultados do presente trabalho mostram que a
temperatura de estocagem entre 10 °C e 4 °C, com
polen desidratado em silica propiciou maior
viabilidade de pdlen, podendo este método ser
empregado em programas de melhoramento para
permitir  cruzamentos entre gendtipos com
assincronismo diferenciado para o florescimento,
conservacdo dos recursos genéticos da espécie,
armazenar polen para polinizagdo manual.

Conclus6es

Os corantes: carmim acético 1%, Reativo de
Alexander e lugol sdo adequados e praticos para
analisar a viabilidade polinica dos graos de pélen da
carnaulba;

O meio de cultura adequado para avaliar a
viabilidade polinica da Carnatba contém sacarose e
acido borico.

A desidratacdo dos grdos de poélen da
carnadba em silica gel reduz a umidade interna do
grédo de pdlen a 10%, o que auxilia na viabilidade
polinica ao longo do tempo de armazenamento.

O armazenamento do grdo de pélen da
carnalba pode ser realizado nas temperaturas de 10
°Ce -4 °C. A estocagem do polen desidratado nessas
temperaturas permite manter a viabilidade dos gréos
de poélen acima 50 % aos 170 dias de
armazenamento.
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