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1. INTRODUCAO

O armazenamento, como meio de manutencdo da viabilidade do pélen, é
importante para a preservacao da variabilidade genética, facilita o intercambio de
germoplasma e contribui muito na geragdo de variabilidade obtida através de
cruzamentos artificiais aumentando a eficiéncia dos programas de melhoramento
genético (Gomes et al., 2003).

O emprego de baixas temperaturas influencia no armazenamento e
normalmente encontra-se ligado a reducdo do metabolismo do podlen, o que propicia
maior longevidade. Pode-se conseguir reducdo de temperatura por meio de
refrigeradores e freezers, que séo de facil acesso (Pio et al., 2007).

A técnica da crioconservacao, isto €, 0 armazenamento em nitrogénio liquido
(-196 °C) proporciona o potencial para uma preservagcédo sem limites de tempo, com
a reducdo do metabolismo a niveis tdo baixos que todos os processos bioquimicos
sdo significativamente reduzidos e a deterioragédo bioldgica € virtualmente paralisada
(Almeida et al., 2002).

Este trabalho teve como objetivo avaliar a viabilidade dos grdos de pélen de
mamona conservados em diferentes ambientes de armazenamento, por um periodo
de 15 e 30 dias, visando sua utilizacdo em programas de melhoramento e
conservacao de germoplasma.

2. MATERIAL E METODOS

O trabalho foi realizado no Laboratério de Genética (DZG, 1B, UFPel). Foi
utilizado o hibrido Lara, proveniente do campo experimental da Embrapa Clima
Temperado, localizado em Pelotas, RS, na latitude 3141’S e longitude 5221'W e de
altitude 60m.

As amostras foram coletadas de cinco inflorescéncias em estadios de
desenvolvimento diferentes, transportadas ao laboratério e mantidas em agua



destilada a temperatura ambiente até a abertura floral. Os grdos de polen das
inflorescéncias foram coletados e acondicionados em tubo tipo eppendorf.

Os tratamentos de conservacédo utilizados neste experimento foram nitrogénio
liquido (-196<C); ultrafreezer (-729; freezer (-18 C) e refrigerador (4°C) durante 15 e
30 dias e germinacao direta, ou seja, semeadura dos polens logo apés a coleta,
como controle da viabilidade polinica inicial, para todos os tratamentos.

A avaliagdo da viabilidade do polen foi feita pelo teste de germinacéo in vitro,
onde foram utilizados meios de cultura constituidos de 10g de acucar cristal, 1g de
agar para 100ml de agua destilada e diferentes concentracdes de acido borico (0; 4;
8 e 10 mg.L™) com pH ajustado para 6, os quais foram aquecidos para total diluicio
do agar. Ainda quente, os meios foram distribuidos em laminas escavada de Kline
com doze poros (0 conjunto de seis poros equivale a repeti¢cdes iguais). O polen foi
polvilhado sobre o meio frio, com um pincel.

As placas foram colocadas em placas de Petri com fundo coberto por papel
germiteste umedecido (simulando uma camara umida), e levadas para incubacéo
em camara de germinacgao tipo BOD com temperatura controlada de 20°C.

ApOs uma hora, realizou-se a contagem de graos de pélen germinados,
segundo Pasqual et al. (1982), foram considerados como germinados aqueles que
apresentassem tubo polinico de comprimento igual ou superior ao diametro do
proprio pélen, num total de 100 polens/cavidade da placa e seis repeticbes, em
delineamento inteiramente casualizado.

A analise estatistica foi realizada utilizando o programa estatistico SANEST
(Zonta & Machado, 1984). Os dados, expressos em percentagem, foram
transformados segundo arco seno da raiz quadrada de X/100, onde X representa o
valor percentual obtido para cada variavel.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Tabela 1 sdo apresentados os valores médios da germinacao in vitro de
grédos de podlen do hibrido Lara de acordo com os diferentes tratamentos de
armazenamento nas referidas épocas de avaliacdo. Foi feita uma analise estatistica
para os tempos de armazenamento e comparada com 0s resultados para o pélen
fresco.

Para pdlen fresco houve diferenca estatistica altamente significativa entre a
auséncia e a presenca de acido boérico nas diferentes concentracdes testadas
(p<0,01), onde as concentracdes de boro provocaram um aumento no percentual de
germinacao quando comparados a auséncia dessa substancia.

Segundo Luza & Polito (1985), pequenas quantidades de boro adicionadas ao
meio melhoram a germinacdo e o crescimento do tubo polinico e diminuem a
probabilidade destes estourarem. Além disso, um dos fatores determinantes da
integridade dos graos de polen € a manutencdo do equilibrio osmético entre o meio
de cultura e o contetido dos gréos (Galletta, 1983).

Quando avaliada a germinacao do poélen nos diferentes meios, a interacao de
ambientes de armazenamento X tempo apresentou diferenca estatistica altamente
significativa para os diferentes tratamentos com acido bérico (p<0,01).

Em programas de melhoramento genético, 0 armazenamento de podlen € de
extrema importancia, pois é necessario que este mantenha viabilidade até o
momento em que serd utilizado em hibridacdes. A manutencdo da capacidade de
germinacao do polen depende, além das caracteristicas intrinsecas da espécie, das
condi¢cdes de armazenamento (Franzon et al., 2007).



Na auséncia de acido borico, os polens provenientes de ambientes de
armazenamento refrigerador e freezer, ndo apresentaram diferenca estatistica
significativa entre si na germinacdo aos 15 e 30 dias, pois os polens se
apresentaram totalmente inviaveis ap6s este periodo diferindo dos resultados para
polen fresco cultivado no mesmo meio. Para aqueles mantidos no ultrafreezer,
houve uma diminuicdo gradativa do percentual de germinagdo com o tempo de
armazenamento, com infertilidade total aos 30 dias de conservacdo. No
armazenamento com nitrogénio liquido, n&do houve diferenca no porcentual
germinacao de polens frescos e armazenados, permanecendo constante aos 15 dias
(em torno de 17%) e houve um decréscimo aos 30 dias, sem haver a infertilidade
total do gameta masculino.

Tabela 1. Porcentagem de germinacao in vitro de graos de polen do hibrido Lara,
conservados em diferentes ambientes de armazenamento. Pelotas, UFPel/2009.

ACIDO .

BORICO F';(éélél\é* AMBIENTES** 15 DIAS 30 DIAS

(mg.mL ™)
Refrigerador 1,00 Ac 0,02 Ab
0 17421 Freezer 0,44 Ac 0,00 Ab
' Ultrafreezer 443 Ab 0,00 Bb
Nitrogénio Liquido 17,21 Aa 4,08 Ba
Refrigerador 1,63 Ab 0,05 Bb
4 3547 a Freezer 0,02 Ac 0,00 Ab
Ultrafreezer 0,16 Ac 0,00 Ab
Nitrogénio Liquido 27,36 Aa 3,78 Ba
Refrigerador 406 Ab 0,00 Bb
8 3762 a Freezer 0,02 Ac 0,00 Ab
Ultrafreezer 0,00 Ac 0,00 Ab
Nitrogénio Liquido 34,24 Aa 445 Ba
Refrigerador 0,54 Ab 0,00 Ab
10 31.82 ab Freezer 0,00 Ab 0,00 Ab
Ultrafreezer 0,00 Ab 0,00 Ab

Nitrogénio Liquido 19,48 Aa 3,33 Ba
*Médias seguidas de letras mintisculas diferem estatisticamente ao nivel de 1% pelo teste de Duncan.

**Médias seguidas de letras mailsculas nas linhas diferem estatisticamente ao nivel de 1% pelo teste de
Duncan e médias seguidas de letras mindsculas nas colunas diferem estatisticamente ao nivel de 1% pelo teste
de Duncan.

Em relacdo ao acido bdrico, tanto nos polens frescos quanto nos polens
armazenados, a presenca desta substancia favoreceu o crescimento dos tubos
polinicos, apresentando comportamentos semelhantes nos diferentes tratamentos.

Nas concentracdes de 4 e 8 mg.L™, a germinacéo de polens armazenados no
freezer e no ultrafreezer ndo apresentaram diferenca estatistica nas duas épocas
analisadas, tornando-se totalmente inviaveis. JA& nos ambientes de refrigerador e
nitrogénio liquido, houve um decréscimo acentuado na viabilidade com o passar do



tempo, pérem a criopreservacdo mostrou-se mais indicada no armazenamento de
polens de mamona ao longo do periodo.

Na concentracdo de 10 mg.L™ de &cido bérico, os ambientes de refrigerador,
freezer e ultrafreezer ndo apresentaram diferenca estatistica significativa durante as
duas analises. Porém, corroborando com as demais concentracdes de acido borico,
o0 nitrogénio liquido mostrou-se mais eficaz na conservagdo de gréos de polen desse
hibrido, contudo apresentando uma drastica diminuicdo no porcentual de
germinacao.

Essa reducdo no porcentual de germinagcdo deve-se ao metabolismo, pois 0
movimento molecular a baixas temperaturas é super reduzido, ndo havendo fase
liquida na célula. A grande dificuldade do processo € a formacéo de cristais de gelo
no interior das células, que podem causar ruptura das membranas resultando em
colapso e morte, como consequéncia da perda da semipermeabilidade e da
compartimentacgao celular (Santos et al., 2002; Salomom, 2003).

4. CONCLUSOES

O armazenamento em nitrogénio liquido (-196°C) € mais eficiente que os
demais ambientes no periodo estudado (até 30 dias), porém com baixo
percentual de germinacgao.

Otimizacdo de processos de armazenamento de polen em mamona devem
continuar, principalmente no que diz respeito a novas condi¢cdes de armazenamento,
pois € necessario que o polen se mantenha viavel por periodos maiores do que
aqueles aqui testados.
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