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RESUMO

PIO, Leila Aparecida Salles. Viabilidade do pdlen de citros em diferentes
condicdes de armazenamento: UFLA, 2003. 45p. (Dissertagdo - Mestrado
em Fitotecnia )*

Em programas de mehoramento genético convenciona procura-se
identificar procedimentos simples e rapidos para manter os gréos de pdlen
viaveis por longos periodos, de modo a dar maior flexibilidade ao trabaho dos
melhoristas. O presente trabaho foi realizado visando avaliar a viabilidade de
gréos de pdlen armazenados das cultivares copas citricas ‘Natal’, ‘Péra e
‘Vaéncia . Botdes florais foram coletados em estadio “baldo”. As anteras foram
separadas das estruturas florais e mantidas atemperatura de 28°C + 1°C por 48
horas para que ocorresse aantese. O polen foi armazenado em frascos de vidro e
submetido a 3 temperaturas de armazenamento: -10C (freezer), 4C
(refrigerador) e temperatura ambiente; 2 ambientes (com e semdessecador) e na
presenca e auséncia de silica-gel. A avaliacdo do indice de germinacéo foi feita
com o pdlen fresco e a cada 7 dias, durante 9 semanas. Para avdiar a
germinacdo foram utilizadas placas de Petri contendo meio congtituido de 1% de
dgar e 10% de sacarose, 800mgL™ de nitrato de cécio (Ca(NO;), 4H,0),
200mgL™" de é&cido borico (H;BO;) e pH corrigido para 6,5. O pdlen foi
espalhado sobre a superficie meio de cultura incubados atemperatura de 25 +
2°C por 12 horas. As avaiages foram redlizadas através da porcentagem de
gréos de polen germinados, observados em microscépio Optico, com 4
repeticdes. Constatou-se que os graos de pdlen possuem reducéo na viabilidade,
com o0 aumento do tempo de armazenamento; 0 armazenamento em freezer (-
10°C), foi mais €ficiente do que em refrigerador (4°C) e temperatura ambiente.
Melhores resultados foram alcangados com os tratamentos em freezer e
utilizagdo de dessecador. A cultivar ‘Vaéncia apresentou-se superior as demais
em todos os tratamentos.

Comité Orientador: José Darlan Ramos - UFLA (Orientador), Moacir Pasqual-
UFLA ( Co-Orientador).



ABSTRACT

PIO, Leila Aparecida Salles. Viability citrus pollen in different storage
conditions: UFLA, 2003. 45p. (Dissertation — Master Program in Agronomy/
Crop Science) *

The conventional plant breeding programs look for the quick and easy
identification procedures to keep the pollen grains viable for long periods of
time in order to give more flexibility to the plant breeding workers. This present
work was made trying to evauate the viability of the storaged pollen grain from
citric varieties 'Natal', 'Péra’ and 'Vaéncia. The floral buds were picked up in the
‘balloon’ stage. The anthers were separated from the floral structures and kept
under temperatures of 28°C + 1°C by 48 hours until the antese’s occurrence.
The pollen was stored in glass jars and kept under 3 storage temperatures. -10°C
(freezer), 4°C (refrigerator), and room temperature; 2 environment (with and
without desiccator) and in silica-gel presence and absence. The germination
index evauation was made with fresh pollen every 7 days during 9 weeks. To
evaluate the germination was used Petri dishes with agar 1% and sucrose 10%,
800mgL™ calcium nitrate (Ca(NO3), 4H,0), 200mgL™ boric acid (HsBOs) and
pH 6,5. The pollen was spread over the culture medium surface and incubated at
25 = 2°C temperature for 12 hours. The evaluation was made using the
percentage of pollen grains germinated, it was looked under light optica
microscope with 4 repetitions. It was then observed that the pollen grains reduce
their viability was the storage time increases; the storage in freezer temperature
(-10C) was much more efficient than in refrigerator (4C) and to room
temperature. The better results were reached when were used freezer and
desiccator. 'Valéncia variety showed superior when it was compared to the
others, in al treatments.

Guidance Committee: Jose Darlan Ramos - UFLA (Advisor), Moacir
Pasgud - UFLA (Co-advisor).



1 INTRODUCAO

A producdo mundia de citros foi estimada em mais de 103 milhdes de
toneladas em 2002, das quais o Brasil participou com mais de 20 milhdes (FAO,
2003). O pais € considerado o maior produtor mundial de frutas citricas e
também o maior produtor e exportador de suco de laranja concentrado e
congelado (SLCC). As exportacdes de SLCC e seus subprodutos (6leo essencial
e pectind) geram uma receita anua em torno de 1,5 bilhdo de dblares
(Agrianual..., 2003). Essa hegemonia € dependente de tecnologias que objetivam
a manutencéo e o desenvolvimento de cultivares com caracteristicas superiores.
Para a obtencdo de novas cultivares, os programas de melhoramento genético
sdo também dependentes de hibridacBes controladas. Entretanto, uma das
grandes dificuldades é a fata de coincidéncia de floracgo dos parentais, exigindo
tecnologias que garantam a viabilidade de gréos de pdlen por longos periodos,
permitindo a hibridacdo de cultivares €/ou espécies que tem floragdo ndo
coincidente.

As condi¢cbes de armazenamento sd0 primordiais para 0 sucesso no
melhoramento convencional. Dentre os fatores que mais influenciam a
longevidade do pdlen durante 0 armazenamento destacamse a umidade e a
temperatura. O emprego de baixas temperaturas e baixos teores de umidade,
normalmente encontra-se ligado a redugdo do metabolismo do pdlen, o que
proporciona maior longevidade.

Objetivou-se determinar condigdes para armazenar gréos de pdlen das

cultivares de laranjeiras ‘' Pérd, ‘Natal’ e ‘Vaeéncia (Citrus sinensis Osbeck).



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 M étodos convencionais de melhoramento genético dos citr os

Os primeiros programas de melhoramento de citros foram iniciados na
Flérida em 1893, com Swingle e Webber (Cooper et al., 1962). Desde entéo,
numerosos programas foram desenvolvidos com diversos objetivos (Davies &
Albrigo, 1994). Entretanto, a maioria das cultivares desenvolvidas para a
citricultura mundial, neste Ultimo século, tém sido originadas a partir de selecoes
naturais e mutagdes (Soost & Cameron, 1975).

A hibridacdo também tem contribuido para o lancamento de diversos
hibridos, tais como os citranges (Citrus sinensis L. Osbeck x Poncirustrifoliata
L. Rat.), tangelos (Citrus paradisi Macf. x Citrus reticulata Blanco.), citrumelos
(Citrus paradisi x Poncirus trifoliata), agueles entre Citrus e Fortunella, bem
como entre combinagdo de Citrus x Fortunella x Poncirus. Entretanto, os
melhores resultados foram com os hibridos de tangerinas com pomelo, com
tangelos e com Citrus sinensis (Soost & Cameron, 1975; Barret, 1985; Gmitter
Junior et ., 1992; Saunt, 2000).

Outro avango da hibridacdo sexua foi a producdo de triplGides através
do cruzamento entre dipldides e tetrapldides. A importancia dessas variedades
esta relacionada a produgdo de hibridos sem sementes (Gmitter Junior et dl.,
1992).

Os programas de hibridacdo sexua devem ser continuados, visando
principalmente a obtencdo de porta-enxertos tolerantes atristeza, ao declinio, a
gomose, a nematdides, ao estresse hidrico, ao aduminio e a salinidade (Pompeu
Janior, 1991). Para cultivares copa, aém da resisténcia ou toleréncia a pragas e

doengas e qualidade de frutos, deve-se visar a obtencéo de frutos sem sementes,



com coloragdo externa e interna adequados e alto rendimento de suco, que séo
fundamentais para a expansdo do mercado interno brasileiro (Barret, 1985).

As barreras impostas pela biologia reprodutiva dos citros tém
dificultado o mehoramento convenciona, tais como longos ciclos de
reproducdo, juvenilidade, poliembrionia nucdar (apomixia), dta heterozigose,
incompatibilidade sexud, ederilidade gametofitica e poliploidia (Cristofani,
1997). Um outro problema € que nem sempre ha coincidéncia de florescimento
entre as plantas a serem cruzadas. Entretanto, as técnicas convencionais ainda
sd0 indispensaveis para 0 melhoramento, pois sG0 operacOes consideradas
smples e de baixo custo.

O sucesso nas hibridagdes, e conseqlientemente no melhoramento de
citros, dependem da coincidéncia das floragbes dos parentais envolvidos.
Entretanto, de acordo com Sousa (1988), ha necessidade de utilizacdo de
técnicas para 0 armazenamento e viabilidade de gréos de pdlen na época

adequada para a polinizacdo e posterior fertilizacdo.

2.2 Grao de pdélen

A painologia, ciéncia que estuda os grdos de polen, possui intima
relacdo com outros ramos da ciéncia, como por exemplo, citologia, genética,
fisca, quimica e matemética. Dentre as inimeras aplicacbes desta ciéncia
destaca-se a utilizacdo prética no melhoramento de plantas, notadamente nos
estudos de viabilidade de polens. Alguns estudos tém sdo feitos com
substancias quimicas que estimulam o0 desenvolvimento do tubo polinico,
oferecendo perspectivas para 0 aumento da produgdo de vérias culturas através
da obtenc&o do indice méaximo de fertilizagdo. Alguns fatores estdo associados a
esse processo, destacando-se agueles ligados acomposicdo do meio de cultura,
intrinsecos apropria natureza do pdlen, relacionados a seu estado de maturacéo



fisolOgica, origem, caracteristicas genéticas, nutricdo da planta e agentes
quimicos e ambientais, como temperatura e umidade (Oliveira Janior, 1999).

O gréo de pdlen € uma estrutura microscopica de coloracdo amarelada
gue apresenta nimero hapléide de cromossomos e dard origem a0 gameta
masculino (Vidd & Vidal, 1995). E formado por duas membranas. a externa,
chamada exina, que confere rigidez ao grédo de pdlen e apresenta poros
germinativos, e a interna, chamada intina, na qual ocorre 0 processo de emissao,
adongamento, desenvolvimento e formagdo do tubo polinico (Mehem &
Sdgado-Laborriou, 1973). No seu interior, 0 gréo de pollen apresenta dois
nucleos. um menor, reprodutivo, que dard origem a dois microgametas, e o outro
maior, nutritivo, que formaréd o tubo polinico (Vida & Vidd, 1995).

Os gréos de polen sdo formados nas anteras, em estruturas chamadas
sacos polinicos, que contém as “célulasmée’ dos gréos de pdlen; cada uma
delas, apos sofrer meiose, ira formar quatro gréos de pdlen. A cdula-mée do
gréo de polen sofre meiose, formando quatro microsporos. O nucleo do
micrésporo sofre uma divisdo mitética, resultando nos dois nicleos (reprodutivo
e nutritivo). O micrésporo sofre modificacbes morfolégicas, transformando-se
em gréo de pdlen adulto (Vidal & Vida, 1995).

E por meio da expansio e aongamento da intina, que se projeta através
de um dos poros da exina, formando o tubo polinico, que ocorre a fertilizagio. E
necessario que o pdlen estgja em contato com 0 estigma para que germine,
dando inicio ao processo de fecundacdo e posterior frutificacdo. O estigma
exsuda uma secrecdo mucilaginosa altamente especifica em lipidios que evita
sua desidratacéo e favorece a fixagdo dos gréos de pdlen, garantindo 6timas
condigbes para o prolongamento da intina. Segundo Vida & Vida (1995), o
nlcleo vegetativo que dara origem ao tubo polinico desce através do edtilete
flora em direg@o ao ovério, atravessando o cand ou digerindo o tecido condutor
do edilete. O nucleo germinativo do pélen darda origem a dois nlcleos



esperméticos, ha a penetracdo do tubo polinico no vulo e desaparece o0 nlicleo
vegetativo.

O processo de emissdo do tubo polinico é geramente rapido (Kwack &
Brewbaker, 1963), iniciando-se através do estimulo de componentes quimicos,
como agua degtilada, &cido bdrico, &cido nitrico, nitrato de cacio, sulfato de
magnésio, sacarose e nitrato de potassio (Kwack & Brewbaker, 1963; Pfahler,
1967). Segundo Carvaho (1983), todo o periodo de formacdo do tubo polinico
é controlado por substéncias naturais de crescimento, as quais incluem tanto
promotores quanto inibidores, sugerindo que os promotores de crescimento
dirigem o tubo polinico por quimiotropismo, ndo necesstando de luz para
ocorrer 0 processo. Nos testes envolvendo a emissdo do tubo polinico, sugere-se
gue os meios utilizados podem ser liquidos (Chichiricco & Caiola, 1986) ou
solidos (Pasqual et al., 1982; Raseira, 1992).

Por meio da emissdo, dongamento e formacdo do tubo polinico in vitro,
pode-se verificar sua fertilidade, o que auxiliard em programas de melhoramento
de plantas frutiferas (Silva, 1996).

2.3 Armazenamento de gr&os de pdlen

O armazenamento, como meio de manutencéo da viabilidade do pdlen, é
uma ferramenta valiosa empregada por melhoristas e geneticistas. O
armazenamento de pdlen justifica-se em programas de hibridagdo quando ha
defasagem no florescimento entre as espécies de interesse ou quando 0s mesmos
se encontram em regides distintas.

Para fins didéticos, pode-se dividi-lo em dois tipos. a curto e a longo
prazo. Segundo Sousa (1988), normamente procede-se 0 armazenamento a
curto prazo visando estudos de genética e melhoramento, e alongo prazo para a



conservacgao genética. A autora refere-se aocorréncia de ateragdes que podem
levar, apGs muitos anos, a populagdes geneticamente diferentes das originais.

A maioria dos métodos empregados envolve a reducdo do teor de
umidade e a manutencdo do pdlen a baixa temperatura, de modo que oscilacdes
sgjam evitadas.

Conhecendo-se os fatores que podem levar alongevidade do polen, tem-
se procurado utilizar métodos de armazenamento de forma que fatores
interfiram 0 minimo possivel nos propdsitos de conservagdo. A longevidade do
polen pode ser afetada por fatores genéticos e fisiolégicos (Sousa, 1988). Muitos
autores relatam que gréos de polem binucleados possuem maior viabilidade do
gue gréos de polem trinucleados (Brewbaker & Kwack, 1963; Stanley &
Linskens, 1974; Frankd & Gdun, 1977). A segunda divisdo meidtica prové o
polen de reservas suficientes para lhe permitir boa longevidade e formagdo do
tubo polinico (Brewnaker & Kwack, 1963).

As dteragbes fisiologicas ocasonalmente ocorridas durante o
armazenamento do pdlen podem concorrer para 0 decréscimo da viabilidade.
Alteracdo na velocidade de respiragdo e conversdo dos aclcares e acidos
organicos, acumulo de produtos metabdlicos secundarios, alteracéo dos lipideos
da exina do pdlen sdo exemplos de tais transformacdes (Stanley & Linskens,
1974).

2.3.1 Uso de Silica-Gel e Dessecador

O teor de umidade do pdlen € um dos fatores mais importantes
envolvendo o amazenamento e normalmente encontra-se negativamente
relacionado alongevidade (Sousa, 1988). O baixo teor de umidade do pdlen (8 a
10%) quando armazenado, propicia boa longevidade, independente do método
de armazenamento (Sprague & Johnson, 1977). Um outro fator importante a ser



destacado no armazenamento de pdlen é a composicdo da atmosfera que o
envolve (umidade relativa, concentragdo de gases, v&cuo, etc.).

A reducdo da umidade por meio da combinacdo de vécuo e silica-gel é
destacada por Arlgren & Arlgren (1978). Os autores armazenaram o polen de
Pinus com sucesso durante 8 anos, apos té-lo submetido a dessecacéo sobre
silicagel em um congelador por 48 horas. Como parte do processo aplicaram
vacuo de 2mmHg por um periodo de 20 a 30 minutos e armazenaram o pdlen em
ampolas atemperatur a de 5°C.

Wang (1975) relatou bons resultados com conservacdo de pdlen da
espécie florestal Picea abies por um periodo de até 13 anos em recipientes
tamponados com agodd e mantidos em dessecadores sobre silicagd e
temperatura de -18°C. Dorman (1976) detectou que o dessecamento do pélen por
15 minutos através de vacuo (aproximadamente 5SmmHg) proporcionou a
reducdo de umidade ao nivel adequado, enfatizando também a conveniéncia do
dessecante silica-gd.

Em trabahos com Delphinium (esporinha), Honda et al. (2002)
preservaram polen com silica-gdl, verificando que apds 180 dias houve dta taxa
de germinagdo e bom crescimento de tubo polinico. Por outro lado, pdlen
armazenado a 25°C teve diminuicdo significativa na taxa de germinacéo dentro
de 10 dias.

Ramos et al. (1996) citaram a necessidade da presenca de silica-gel no
armazenamento para manutencdo do potencial germinativo de gréos de polen de
ameixeira ‘Januaria por curto periodo. Em gréos de pdlen do pessegueiro
‘Aurora, apés um periodo de 30 dias de armazenamento em silica-gel e
temperatura ambiente, Oliveira Janior et a. (1995) observaram que 0S mesmos
sofreram queda dréstica em sua viabilidade.

Stanley & Linskens (1974) relataram gque o armazenamento de pdlen a
véacuo é mais eficiente. Segundo os aitores, em Pinus ocorreu germinagdo



depois de 2 anos e meio, quando o polen foi armazenado sob vacuo a
temperatura de 5°C. Todavia, 0 pdlen armazenado a 5°C sem vécuo se manteve
viavel por 1 ano. Por outro lado, Sahar & Spiegel (1980) armazenaram pdlen de
tangerineira (Citrus reticulata) etrifoliata(Poncirustrifoliata) em atmosferade
N, ou CO, e temperatura de -18°C.

Sousa (1988) armazenou pdlen de eucalipto em freezer (16C) e em
refrigerador (4'C), em frascos de vidro colocados dentro de dessecadores e apds
3 meses de armazenamento, verificou que a temperatura de -16C foi mais
adequada. J& Pereira (2001) utilizou dessecador por 24 horas para reduzir a
umidade de pdlen de eucalipto antes do armazenamento em freezer.

Sprague & Johnson (1977) destacaram cinco méodos de
armazenamento de pdlen: em refrigerador a 2C sob vécuo, em refrigerador a
2°C em frascos tampados com borracha, em freezer a -20°C sob vécuo, em
frascos tampados com algoddo a Z’C e em frascos tampados com algoddo sob
vécuo e com LiCl a 2°C. O autor sdientou que a utilizagdo de vécuo e
temperatura de -20°C foram mais efetivos.

Wang (1975) observou que o pdlen de Kiwi Actinidia chinensis e
Actinidia eriantha) armazenado dentro do dessecador com silica-gel permaneceu
viavel por aproximadamente 100 dias.

2.3.2 Temperatura para o ar mazenamento

As condi¢des de armazenamento determinam o SUCESSO No processo de
conservagao do pdlen. Dentre os fatores externos que influenciam negativamente
nalongevidade, atemperatura é o principal fator a ser considerado.

O emprego de baixas temperaturas normalmente encontra-se ligado &
reducdo do metabolismo do pdlen, o que propicia maor longevidade. Pode-se
conseguir reducdo de temperatura por meio de refrigeradores e freezers, que séo



de fécil acesso, entretanto outros métodos mais sofisticados, como gases
liquefeitos também sfo utilizados. A decisdo com respeito ao método empregado
dependerd do objetivo do armazenamento, bem como da caracteristica da
espécie trabalhada.

Parton et al. (2002) armazenaram pélen de Bromeliaceas em nitrogénio
liquido (-196°C) sem perda considerdvel da viabilidade. Foi necessaio um
periodo de desidratacdo de 4 horas antes e um periodo de reidratacéo de 1 hora
apés a criopreservacdo. Sparks & Yates (2002) observaram que o pdlen de
nogueira pecan Carya illinoensis) permaneceu vidvel por 1, 10, 11, 12 e 13
anos em nitrogénio liquido. Ganeshan & Alexander (1991) armazenaram pélen
de limdo em nitrogénio liquido (196°C) durante 3 anos e meio e constataram
que ataxa de germinacéo de pdlen foi semelhante ade pdlen fresco.

O pdlen de inhame branco (Dioscorea rotundata) foi armazenado por
Danidl et a. (2002) durante 2 anos atemperaturas de -80, -20, 5 e 15°C. Os
autores observaram que embora tenha havido manutencdo da capacidade de
germinacdo em todos os niveis de temperatura de armazenamento, verificou-se
perda significativa na viabilidade do pdlen armazenado a 5 e 10°C depois de 100
dias de armazenamento. Apds 700 dias, gréos de pdlen armazenados a5 e 10°C
perderam a capacidade de germinagdo, enquanto o polen congelado €80 e -
20°C) manteve-se viavel.

Bombem et al. (1999) armazenaram polen de kiwi (Actinidia chinensis)
a 4, -18 e -80°C, com germinacdo testada a cada 2 meses durante o primeiro ano
e a cada 6 meses nos anos seguintes. O pdlen armazenado a 4°C teve diminuicdo
rapida e linear na germinacdo, ndo havendo germinacéo apds 24 semanas. O
armazenamento a -18°C manteve um indice de germinacéo considerével (40 e
60%) durante 80 semanas. Pélen armazenado a -80°C manteve-se vidvel ap6s
160 semanas.



Em estudos com tremogo amarelo (Lipunus luteus), Andrada & Hill
(1999) armazenaram pélen a -18, 3, 15 e 25°C e observaram redugéo depois de
2 anos de armazenamento a -18 e 3C, embora 10,8% dos gréos de pdlen
tenham permanecido vidveis. No armazenamento em temperatura acima de 15°C
ndo houve germinacdo. Entretanto, Alantas et a. (2002), observaram que pdlen
de morango armazenado a 22, 4, -4 e -18°C manteve-se viavel a -18°C por 20
meses. Takatsu et a. (2001) armazenaram, por varios anos, polen de gladiolo
em temperatura ambiente, -20 e -80°C. Melhores resultados foram obtidos com
baixas temperaturas.

Oliveira et d. (2001) determinaram a viabilidade de pdlen em 20
gendtipos de acaizeiro. Os gréos de pdlen foram armazenados em freezer
(-10°C), com periodos de armazenamento de 1, 3, 6, 12 meses. Os gendtipos
apresentaram  reducdo na viabilidade com o aumento do periodo de
armazenamento. Siregar & Sweet (2000) estudaram pdlen de Pinus armazenado
a £C, por um ano, e dotiveram um indice de germinacéo de 84%, comparado
com 93% de viabilidade do pdlen fresco.

Mardi et a. (2000) secaram gréos de pdlen de palma (Phoenix
dactylifera) e armazenaram em congelador (-18°C), refrigerador (4 a 5C) e
temperatura ambiente (23 a 25 °C) durante 6 e 12 meses. O polen mantido em
refrigerador e freezer obteve maior porcentagem de germinagéo, enquanto no
armazenado a temperatura ambiente a germinacdo foi severamente reduzida.
Pélen de cactos do género Hylocereu, armazenado a4, -18, -70 e -196°C durante
3 e 9 meses teve sua viabilidade reduzida em 4C, enguanto o pdlen congelado
manteve seu indice de germinagcdo semelhante ao do polen fresco (Metz et al.,
2000).

Gomez et d. (2000), andisando pdlen de améndoas durante 8 semanas
de armazenamento atemperatura de 4 e 22°C, verificaram que a capacidade de
germinacdo diminuiu rapidamente a 22°C apds a segunda semana, mas manteve
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50% de viabilidade a 4C por 8 semanas. Entretanto, Oliveira Jinior et al.

(1995) armazenaram polens de pessegueiro ‘Aurord (Prunus pérsica) a
temperatura ambiente por 15 e 30 dias e ndo obtiveram resultados satisfatérios,
com 1,81% de germinacdo aos 30 dias de armazenamento. Ja Eenik (1983)

armazenou pélen de aface em temperatura ambiente (20°C) e refrigerador

(4°C), observando perda de viabilidade ap6s 2 dias a temperatura ambiente.

Entretanto, em refrigerador esta perda ocorreu apds 4 dias, indicando que
temperaturas baixas sf0 responsavels pela manutencdo da viabilidade do pdlen
por um periodo prolongado de tempo.

Avdiando o efeito do armazenamento, a curto prazo, de pdlen de
pistache (Pistacea vera) em condigdes de temperatura ambiente (25°C e 35% de
umidade relativa constante), refrigeracdo (4°C) e freezer (20°C), Vaknin &
Eiskowitch (2000) verificaram que géos de pdlen em temperatura ambiente
perderam a viabilidade ap6s 7 dias. JA sob refrigeracdo, os gréos de pdlen
mantiveram-se viaveis durante pelo menos uma semana, enquanto o pdlen
congelado perdeu parte de sua viabilidade em uma semana. O pdlen dentro das
anteras manteve sua viabilidade em temperatura ambiente por 2 dias.

Pélen de eucalipto foi armazenado por Sousa (1988) em freezer (-16°C)
e em refrigerador (-4°C) dentro de dessecadores. Apds 3 meses de
armazenamento, verificou-se que a temperatura de —16°C foi mais adequada. Ja
Pereira (2001) armazenou pélen de eucalipto em freezer (4°C) por 1,2 e 3
meses, constatando decréscimo na viabilidade do pdlen no decorrer do periodo

de armazenamento.

2.3.3 Composicao do meio de cultura

Vé&rios estudos tém sido conduzidos no sentido de determinar qualitativa
e quantitativamente os componentes necessarios para a melhor composi¢ao do
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meio de cultura para a germinagéo de gréos de pdlen. O meio de cultura deve ser
congtituido basicamente por carboidratos e elementos estimulantes como acido
borico, &cido citrico, nitrato de calcio e reguladores de crescimento, dentre
outros.

Na germinacdo de gréos de pdlen in vitro, geralmente considera-se que o
tubo polinico foi emitido quando seu comprimento for iguad ou maior que o
didmetro do gréo de polen. O método consiste em germinar uma peguena
amostra num meio apropriado e observar em microscopio, depois de
determinado periodo, 0 nimero de gréos que emitiram tubo polinico. A
composicao do meio e o pH estéo entre os fatores que afetam a germinagéo. Os
gréos de pdlen das angiospermas necessitam de uma fonte de carbono, de boro, e
freqlientemente de outros nutrientes para promover a sua germinagéo (Galletta,
1983).

Os principais componentes do meio de cultura para a germinacéo de
pélen tém sido os diferentes tipos e concentragdes de aclcares e distintas
concentragdes de boro (Miranda & Clement, 1990). A sacarose empregada no
meio de cultura tem por finalidade proporcionar o equilibrio osmaético entre o
polen e 0 meio de germinacdo e fornecer energia para auxiliar o processo de
desenvolvimento do tubo polinico (Stanley & Linskens, 1974).

Kobayashi et a. (1991) obtiveram 50% de germinacéo de gréos de pdlen
em hibrido de Citrus sinensis x Poncirus trifoliata utilizando meio de cultura
contendo 20% de sacarose. Diferentes concentragdes de glicose foram testadas
na germinacdo de graos de polen de algumas variedades citricas e os melhores
resultados foram obtidos com 150 gL ™ de glicose, apresentando em média 59%
de germinacéo (Buitt et ., 1993).

Segundo Pfahler (1967), a adicdo de boro é importante e suas respostas
s80 variavels conforme a espécie. Seu mecanismo de agdo consiste em interagir
com o aglcar e formar um complexo ionizavel aclcar-borato, o qual reage mais
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rapidamente com as membranas celulares. Thompson & Batjer (1950)
verificaram que a adicdo de boro ab meio aumentou marcadamente a
porcentagem de germinacdo e o comprimento do tubo polinico de vérias
frutiferas de clima temperado.

Parton et al. (2002), estudando a germinacdo de gréos de pdlen em
bromelidcess, determinaram que 0 meio contendo 200gL™ de sacarose, 10gL™
de &cido borico e 5gL™" de &gar apresentou melhores resultados. A germinacéo, a
viabilidade e o desenvolvimento do tubo polinico em pdlen de cebola (Allium
cepa) foram maiores em meio contendo 1% de &gar, 100 ppm de &cido bérico e
5% de cinetina (Harikarunakar & Haripriya, 2000).

Aplicagdo de boro foliar em améndoas reduziu o estouramento e tubos
polinicos durante a germinacdo in vitro, e a adicdo de 100mgL™ de boro
aumentou a germinacd de gréos de pdlen in vitro (Nyomora et al., 2000).

Em céssia, a germinagdo de gréos de pdlen foi maior em meio de cultura
contendo 10% de sacarose e 200mgL™ de &cido bérico (Ashoke et al., 1999).
Bomben et a. (1999), estudando a germinagcdo de gréos de pdlen em kiwi,
utilizaram meio de cultura composto por 100gL™ de sacarose, 0,025gL™ de
&cido borico e 6gL™ de agar. Andrada & Hill (1999) observaram em tremogo
(Lipunus luteus) que o meio de cultura contendo 20% de sacarose, 0,01% de
&ido bdrico e 0,25% de é&gar proporcionaram melhores resultados para
germinacao.

A adicdo de célcio a0 meio de cultura durante a germinacdo de gréos de
polen propicia caracteristicas fisiolégicas como tubo polinico e gréo de polen
com menor sensibilidade a variages do meio bésico, menor permeabilidade do
tubo polinico, e crescimento em forma linear, suave e aparéncia rigida
(Bhojwani & Bhatnagar, 1974). Ha maior permeabilidade da membrana do tubo
polinico na auséncia desse elemento, causando a liberagdo de metabdlitos
internos para 0 meio externo (Stanley & Linskens, 1974). Oliveira Janior
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(1996), pesquisando emissdo de tubos polinicos em limoeiro cravo (Citrus
limon), obteve bons resultados com concentracdo de 800 ppm de célcio. Beyoug
(1965) observou, em 46 espécies horticolas, que a adicdo de cacio promoveu a
germinacdo de polen e o crescimento do tubo polinico em todas as espécies
estudadas.

Em estudos utilizando o cécio e boro foi evidenciado que esses sdo
importantes promotores na germinacdo e aongamento do tubo polinico (Kwack
& Brewbaker, 1963; Sahar & Spiegdl, 1980).

Brewbaker & Kwack (1963), trabalhando com 86 espécies e 39 familias,
mostraram que célcio em adicdo ao boro é um fator de controle primario da
germinacdo do tubo polinico in vitro. Em trabalhos com germinacéo de gréos de
pdlen de trés cultivares de citros apos um periodo de um ano de armazenamento,
Sahar & Spiegd (1980) estimularam a germinagdo utilizando écido bdrico e
nitrato de célcio. Silva (1996) constatou que o melhor meio para a germinacdo
de polen de maracujazeiro é composto por 50gL™ de sacarose, 0,2gL™ de &cido
borico e 1,0gL™ de nitrato de cécio. Tuinstra & Wendd (2000), em
experimentos com sorgo (Sorghum vulgare), observaram que no meio de cultura
contendo 0,9M de sacarose, 2,43mM de &cido bérico e 2,12mM de nitrato de
calcio agerminacdo de graos de pdlen foi maximizada.

2.3.4 Temperatura de incubacéo e periodo de ger minagdo

Outros fatores de grande importancia no controle das condicoes
ambientais e que influenciam significativamente na fertilidade dos gréos de
polen sdo atemperatura e o tempo necessarios para a germinacdo do pdlen.

A germinagdo de pdlen de Pinus foi observada depois de 8 dias a 3 C,
enquanto a 15° C germinou em 2 dias e a 30 C comegou a germinar em 6 horas
(Wordey, 1959). Entretanto, Dorman (1976) observou que a temperatura entre

14



25 e 26 C é mais indicada para a germinaco de pdlen de Pinus. Por outro lado
temperaturas 25°C e 30°C seriam as mais adequadas para germinagdo de vérias
espécies de Eucalipto (Boden, 1958).

Silva (1996) estudou diferentes temperaturas de germinacéo de polen de
maracujazeiro; 20, 24, 28 e ambiente (25C), obtendo melhores resultados com
28'C. Ja Ruggeiro et a. (1976) observaram que os gréos de pdlen de
maracujazeiro amarelo mantidos a 24 e 25°C iniciaram a germinac&o 30 minutos
apds a colocacdo no melo artificial, 6 horas depois ndo houve mais formacéo de
tubos polinicos.

Na avaliacdo de pdlen de pereira Pyrus Communis), Vasilakakis &
Porlings (1985) notaram uma reducdo na germinacio abaixo de 15C, ao passo
gue a taxa de crescimento do tubo polinico in vitro aumentou com a temperatura
entre 5 e 25°C.

Rosdl et a. (1999) observaram que a temperatura Otima para
germinagdo de gréos de pdlen de cherimbia (Anona squamosa) variou de 20 a
25°C. Em experimentos feitos com gréos de pdlen de kiwi (Actinidia chinensis),
Boden (1958) observou que a temperatura ided foi de 27°C. Tuinstra& Wendel
(2000), estudando sorgo (Sorghum bicolor), verificaram que a germinagdo de
polen ndo era afetada no intervalo entre 20 e 40 °C, mas a viabilidade foi
significativamente reduzida atemperatura de 10°C.

O potencid de emisséo e formagdo do tubo polinico do gréo de pdlen
fresco ou armazenado por um periodo curto € grincipa mente determinado pela
integridade de membranas (Shivanna & Hedop Harrison, 1981; Hoekstra &
Wall, 1988). Temperaturas em torno de 25°C sdo satisfatdrias para o inicio da
emissao do tubo polinico (Ebadi et d., 1995).

Parton et al. (2002), estudando vérias espécies de bromeliacess,
verificaram que a germinagdo maxima foi alcangada dentro de 6 a 12h,
dependendo da espécie. Leech et a. (2002), em experimentos com morango,
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constataram que as porcentagens de germinagcdo mais atas ocorreram sempre
apos 6 horas.

2.3.5 Outros fatores que influenciam a germinacéao

Além dos fatores ja citados, evidencia-se como um dos mais importantes
a dta umidade relativa necessaria durante o periodo de germinacdo (Souza,
1988). Essa umidade pode ser conseguida por meio da absor¢do de &gua do
meio de cultura pelo gréo de pdlen.

Quanto ao numero de graos de pdlen a serem observados na avaliacéo
da viabilidade do pdlen, Duffield & Snow (1941) relataram estudos com apenas
50 gréos tomados a0 acaso. A densidade de pdlen deve ser baixa o suficiente
para facilitar 0 exame dos gréos individuamente (Snyder & Clausen, 1974). A
avaliagdo da porcentagem de germinagéo de péssego (Prunus sp) foi feita por
Farmer & Hadl (1974), por meio da contagem de 100 gréos de pdlen por
repeticéo.

O mango do pdlen também pode influenciar na germinacdo. Pode-se
incluir neste caso o periodo de coleta e a posicao dos botdes florais na copa.
Podem ocorrer variagBes na germinacdo do polen dentro de uma mesma arvore
(Sousa, 1988).

De acordo com Boden (1958), existem variagfes na floragdo em
diferentes “stands’ e entre érvores individuais de cada “stand”. O autor afirma
ainda que ndo ha correlacdo entre abundancia de pdlen e porcentagem de
germinagdo. Dessa forma, quando se coleta 0 material em floragdo m campo,
corre-se 0 risco de ter pdlen de &rvores com baixa porcentagem de germinagéo,
recomendando-se a coleta de pdlen de vaérias érvores. O estado nutricional da

planta fornecedora de pdlen é também um fator a ser considerado. Stanley &
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Linskens (1974) evidenciaram que a nutricdo minera da planta durante o
desenvolvimento do pdlen pode afetar a germinacao.

A separacdo do polen das estruturas reprodutivas é aconselhavel para o
armazenamento. Todavia, 0 processo de extracdo pode tornar-se mais ou menos
trabalhoso em funcéo da espécie empregada (Sousa, 1988).

O est&dio de desenvolvimento ideal do botéo flord (“baldo”) também é
importante e 0 insucesso do teste de germinacéo pode ser devido ab manuseio
do mesmo em estédio inadequado.

2.4 Caracteristicas das espécies estudadas

Nos traba hos de melhoramento genético, independentemente do método
selecionado, € importante a escolha de cultivares relevantes comercialmente. No
Brasil, a importancia econdmica esta nas cultivares tardias, que séo atuamente
agquelas utilizadas para producéo de suco de laranja concentrado e congelado
(SLCC). Dentre essas cultivares destacam-se a laranjeira ‘Pé&ra’, ‘Valéncia e
‘Natal’.

2.4.1 Citrussinensis (L .) Osbeck cv. Péra

A laranjeira‘Péra’ € amais importante cultivar citricado Brasil, sendo a
sua origem ainda controvertida (Saunt, 2000).

As &vores desta cultivar apresentam porte médio, com galhos mais ou
menos eretos e folhas acuminadas, embora demonstrem variagOes em fungdo dos
diferentes clones e condigdes edafocliméticas de cultivo (Moreira & Rodrigues
Filho, 1962). A colheita ocorre predominantemente de junho a outubro no Brasil
(Saunt, 2000). Os frutos sdo pequenos, de coloracdo laranja, com 3 a 4 sementes
em cada e forma oblonga, com maior atura que didmetro, com freglente
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ocorréncia de pescogo na regido basa (Moreira & Rodrigues Filho, 1962;
Donadio et d., 1995). O peso médio dos frutos € de 145g, tendo em media 52%
de suco, 11,8% de Brix, 0,95% de acidez e 12,5% de “ratio” (Figueiredo, 1991).
A casca dos frutos € de espessura fina a média, quase lisa e com vesiculas de
6leo em nivel. A polpa € de cor laranja viva e textura firme (Figueiredo, 1991).

A cultivar é bastante produtiva, com producdo média de 250 kg/planta
/ano, de maturagdo tardia, sendo que os frutos conservam-se no pé por alguns
meses depois de maduros (Moreira & Rodrigues Filho, 1962; Figueiredo, 1991).

A laranja‘Péa € uma das melhores cultivares para a producéo de suco
(Donadio et al., 1995). Os frutos também apresentam grande aceitacdo no
mercado in natura (Figueiredo, 1991).

A laranjeira ‘Péra’ é atamente suscetivel a “Clorose variegada dos
citros’ (Oliveiraet d., 2001b), ao “Virus datristeza’ (Donadio et al., 1995) e a0
“Cancro citrico” (Oliveira et a., 2001a).

2.4.2 Citrus sinensis (L.) Osbeck cv. Valéncia

A suposicdo é de que essa cultivar sga de origem espanhola, sem,
contudo evidéncias concretas.

As arvores sdo de porte médio a grande, com folhagem abundante. Sua
producdo € muito boa, podendo atingir mais de 200kg de fruto por planta
(Figueiredo, 1991).

Os frutos sdo quase esféricos, de tamanho médio, pesando em média
150g, com vesiculas de 6leo em nivel, a casca é quase lisa e cor de laranja, com
espessura média. A polpa € de cor laranja carregada e textura firme e sulcosa,
contendo de 5 a 6 sementes ( Donadio et al., 1995).
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O suco é &cido e de sabor, agradével apresentando 50% do peso do
fruto, com teores médios de brix de 11,8%, acidez 1,05% e “ratio” de 11,2%
(Figueiredo, 1991).

O destino do fruto é o consumo ‘in natura’, nos mercados interno e
externo, ou aindustria de suco (Moreira & Rodrigues Filho, 1962). E uma
cultivar que apresenta maturagdo de frutos de meados de agosto a dezembro
(Figueiredo, 1991).

2.4.3 Citrussinensis (L.) Osbeck cv. Natal

A laranjeira ‘Natd’ € de origem desconhecida, admitindo-se que sgja
provavelmente uma mutacdo dalaranjeira‘Vaéncia'.

As &vores sd0 de grande porte, com copa arredondada e folhagem
abundante. Sua produtividade atinge mais de 250kg de fruto por planta por ano
(Figueiredo, 1991).

Os frutos sdo de tamanho médio, quase esféricos, com 3 a 4 sementes
(Moreira & Rodrigues Filho, 1962). Embora a casca sgja fina, resiste muito bem
ao transporte (Donadio et al., 1995). A polpa é de cor alaranjada e textura firme,
seu suco € abundante e representa 50% do peso do fruto, apresentando teores
meédios de brix de12%, acidez 1% e “ratio” de 12 (Figueiredo, 1991).

A época de colheita é de julho a dezembro, sendo definida como cultivar
de maturacdo tardia. O fruto destina-se ao consumo interno (Donadio et d.,
1995).
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3MATERIAL E METODOS
3.1 L ocal

O trabalho foi conduzido no Laboratdrio de Cultura de Tecidos Vegetais
da Universdade Federd de Lavras — UFLA, Minas Gerais, no ano de 2002,
durante o periodo de floragdo, setembro e outubro, das cultivares citricas
‘Vaéncia Americana, ‘Péra Rio Tardid e ‘Natal.’ Estas cultivares estéo
localizadas no pomar da Empresa de Pesguisa Agropecuaria de Minas Gerais
(EPAMIG), no municipio de Lavras — MG, e sGo componentes de uma colegdo
de cultivares citricas.

O municipio de Lavras esta locdizado a 21°14'06"de latitude sul e
45°00'00" de longitude oeste, a 918 metros acima do nivel do mar. Predomina
naregido climado tipo Cwb, com duas estagdes bem definidas: uma chuvosa no
periodo de outubro a marco e a outra seca, que se estende de abril a setembro. A
temperatura média anud é de 19,4°C, com precipitacdo de 1.529,7mm e
umidade relativa de 76,2% (Vianello & Alves, 1991).

3.2 Escolha e coleta dos botdes florais

Para a redlizacdo do trabalho, foram selecionadas duas plantas de cada
cultivar. Os botfes florais foram colhidos em estédio “bal&o”, diminando-se
agueles que estavam abertos, de acordo com a metodologia de Pasgual et a.
(1982). Foram col etados aeatoriamente, em todas as partes da planta, no periodo
da manhd, préximo as 8 horas, e transportados para o laboratério em placas de
Petri fechadas.

As anteras foram separadas das estruturas florais por intermédio de uma
pinca e colocadas em placas de Petri forradas com papel de filtro, mantidas
destampadas e submetidas atemperatura de 28°C + 1°C por 48 horas para que
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ocorresse a antese e também para que o pdlen tivesse seu teor de umidade
reduzido, de acordo com a metodologia de Sousa (1988).

3.3 Procedimentos para o ar mazenamento

As anteras com os graos de pdlen de cada cultivar foram colocadas em
frascos de vidro (5,5 x 2,5cm) tampados e armazenados.

Os tratamentos foram congtituidos de 3 temperaturas de armazenamento:
-10C (freezer), 4C ( refrigerador) e temperaturaambiente; 2 ambientes (com e
sem dessecador) e na presenca e auséncia de silica-gel. Foram utilizados 12

frascos contendo os tratamentos para as trés cultivares, perfazendo um total de 36
frascos.

A avaiacdo do indice de germinacéo foi feita com o pdlen fresco eacada 7
dias, colocando o pdlen de cada frasco no meio de cultura e levando-o para
camara de crescimento tipo BOD por 12 horas. Este processo foi repetido por 9
semanas, que € o periodo de intervalo entre as cultivares de florescimento
precoce e tardio.

3.4 Composicéo do meio de cultura
A viabilidade do pdlen in vitro foi estudada através da germinacdo dos
gréos de pdlen em meio de cultura contendo 1% de agar e 10% de sacarose,

800mgL™ de nitrato de célcio (Ca(NOs), 4H,0), 200mgL™ de &cido borico
(HsBOs) e pH corrigido para 6,5.
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3.5 Procedimento para o teste de ger minacéo

O meio de cultura foi vertido em placas de Petri de plagtico
(aproximadamente 10ml por placa) e os graos de polen foram espalhados sobre a
superficie do meio com o auxilio de um pincel.

As placas de Petri contendo o pdlen foram colocadas em BOD a
temperatura de 25 +2°C por 12 horas. N&o e utilizou controle do fotoperiodismo,
pois Carvalho (1983) sugere que os promotores de crescimento dirigem o tubo
polinico em direcéo ap ovaio por quimiotropismo.

As avdiagbes foram redlizadas pela porcentagem de gréos de polen
germinados, em microscopio Optico com objetiva de aumento de 10x, avdiando 4
campos de visdo, que foram equivalentes a 4 repeticdes. Em cada campo de visao
foram contados todos os gréos de pdlen germinados ou ndo (Figura 1). Segundo
Sousa (1988), gréos de pdlen germinados sdo aqueles cujos tubos polinicos
tenham ultrapassado o comprimento do didmetro do préprio pdlen, conforme a
Figura2.

FIGURA 1: Campo de visdo, em FIGURA 2: Gréo de pdlen germinado da
microscopio, com gréos de pdlen  cultivar Vaéncia

germinados e ndo germinados da

cultivar Valéncia.
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3.6 Andlise estatistica dos dados

Para a andlise da viabilidade do pdlen armazenado, foi utilizado o
ddineamento inteiramente casudizado, consderando-se 4  repeticOes,
representadas pelos 4 campos de visdo contados na placa de Petri. Foi adotado o
seguinte modelo estatistico:

Yijk =m+a + b + aix + 6j«

Yjk:valor observadona variedade i, tratamento K e repeticéo j;

m: médiagerd;

a . efeito davariedadei (i = 1, 2, 3);

by: efeito do tratamentok (k =1, 2, 3,4,5,6, 7, 8,9, 10, 11, 12);

aik- efeito do tratamento dentro de cada variedade k, dentro de cada variedade i;
&« efeito darepeticéo j, dentro da variedade i, no tratamento k.

Foram feitas 9 avaliacOes de germinacdo e para cada avaliagéo foi feita
uma andlise edtatistica em fatorial. Nas duas primeiras semanas foi utilizado um
ddineamento fatorial 3 x 12 na terceira semana 3 x 11; da quarta a oitava
semana, 3 X 7; e nanona, 3 X 6, ou sga, diferentes nimeros de tratamentos para
cada época de avaliacao.

O tratamento considerado como testemunha (pdlen fresco) ndo foi

submetido ao armazenamento, o polen foi avaliado logo apos a antese.

Naandlise de varianciafoi utilizado o teste de “F’, e para a comparacéo
de médias, o teste de “Scott Knott”. As analises foram realizadas procurando-se
verificar o efeito das diferentes técnicas de armazenamento dentro de cada
cultivar estudada.
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4 RESULTADOS

Verificase que houve diferenca significativa entre os tratamentos ao
nivel de 5% de probabilidade para a interacéo cultivar x tratamento na quarta e
guinta semanas de observacdo. Demais interacdes foram significativas ao nivel
de 1% de probabilidade em todas as épocas de observacdo, conforme se observa
na Tabela 1. Esses resultados confirmam que a porcentagem de germinacdo é
dependente de aguns fatores, principalmente agueles relacionados ao
armazenamento.

Os coeficientes de variagdo obtidos para os periodos avaliados foram
baixos, levando a crer que os fatores externos tenham exercido pouca influéncia
sobre os tratamentos. Observa-se que houve efeito significativo para o estudo
dos fatores isolados (cultivares e tratamentos) ao nivel de 1% de probabilidade

em todas as épocas avaliadas.
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TABELA 1: Resumo das andlises de variancia da porcentagem de germinagéo
de gréos de polen em diferentes épocas de avaliacdo. UFLA, Lavras,

2002.
FontedeVariagdo  Pdlenfresco  1%semana 2%semana 3*semana
GL OM GL OM GL OM GL OM
Cultivar 2 643** 2 3928+ 2 36286°* 2 200,60°F
Tratamento - 2,13 11 12418** 11 167,80** 10 22897**
Cultivar x Tratamento - 22 1228** 22 16,16** 20  8,42+*
Erro 9 108 2,08 108 1,35 99 1,501
Tota 11 143 143 131
CV (%) 9,72 14,4 14,81 19,45
Média Geral 15,04 10,01 7,87 6,3
4*semana 5%semana 6°semana 7°semana 8%semana 9% semana
GL oM GL OM GL OM GL OM GL OM GL OM
2 13529 2 10829* 2 31255 2 23301** 2 19464+ 2 4857+
6 2111** 6 4292** 6 36126** 6 64387** 6 51002** 5  03.24**
12 1,86* 12 200+ 12 46,98* 12 8820** 12 9260** 10 7,61**
63 1,153 63 093 63 9352 63 7351 63 5464 54 0,67
83 83 83 83 83 71
12,87 12,% 18,71 19,74 20,46 19,76
8,34 7,44 6,51 5,47 455 4,15

** * gignificativo ao nivel de 1 e 5% de probabilidade, respectivamente, pelo teste F.

Na Tabela 2 sdo apresentados os valores médios de germinacdo de gréos
de pdlen obtidos para a cultivar Péra, de acordo com os diferentes tratamentos de

armazenamento nas referidas épocas de avaliacéo.
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TABELA 2: Porcentagem de germinagdo de gréos de pdlen da cultivar Péra,
submetidos a diferentes técnicas de armazenamento durante 9
semanas. UFLA, Lavras, 2002.

Trat. Polen 18 22 3? 4 5 e 7 g 9

fresco sem. Ssem. Ssem. Sem. sem. sem. sem. sem. sem.
1: Amb. 12,82a 1165b 57¢c 19c¢c - - - - - -

/cs/cd *
2: Amb. 12,82a 355d 0,74d - - - B} . )

/ss/cd

3: Amb. 12,82a 4,06d 223d 10c - - - - -

/cslsd

4: Amb. 12,82a 7,16c 1,13d - - - . ) )

/ss/sd

5: Refrig. 12,82a 10,68b 8,60b 7,26b 7,67b 563c 4,60b 3,99d 4,18c 2,15b

/cslcd
6: Refrig. 12,82a 953b 874b 597b 5095c 448c 254b 1,04e O0d

Iss/cd

7-Refrig. 12,82a 11,22b 899b 836a - 800a 7,20a 550c 3,36c 2,90b
lcs/sd

8:Refrig. 12,82a 449d 121d 112c¢ - - - - -

/ss/sd

O: Freezer 12,82a 12,74a 10,87a 9,30a 8,18b 802a 7,85a 7,36b 7,31a 6,93a
/cslcd
10: Freezer 12,82a 10,63b 10,74a 10,04a 9,90a 93la 884a 899a 85la 7,94a
/ss/cd
11: Freezer 12,82a 1258a 9,01b 798a 859b 6,77b 725a 7,17b 563b 3,30b

/cs/sd
12: Freezer 12,82a 13,25a 11,55a 892a 7,76b 6,53b 4,97b 4,01d 3,08c 3,53b

/ss/sd

Médias em uma mesma coluna, seguidas pela mesma letra, ndo diferem
estati sticamente pelo teste Scott Knott ao nivel de 5% de probabilidade.
* ¢s. com silica-gel; ss: sem silica-gel; cd: com dessecador; sd: sem dessecador.
Veificase que para a cultivar Péa, que na primeira semana de
observacdo os gréos de pdlen armazenados em freezer, excluindo-se aguele na
auséncia de silica em dessecador (tratamentos 10, 11 e 12), apresentaram maiores
porcentagens de germinacdo em relacdo aos demais e ndo diferiram entre s a0
nivel de 5% de probabilidade, pelo teste de médias Scott Knott (Tabela 2).
Menores indices de germinacdo foram observados em temperatura ambiente sem
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silica dentro de dessecador (2), com silica sem dessecador (3), e ainda em
refrigerador sem silica e dessecador (8).

Na segunda semana, os tratamentos em freezer, excluindo-se aquele na
auséncia de dessecador com silica (9, 10 e 12), tiveram maiores porcentagens de
germinacao de pdlen. Menores percentuais de germinacdo foram semelhantes aos
da semana anterior, juntamente com o tratamento em temperatura ambiente sem
silica e dessecador (4).

Na terceira semanga, todos os tratamentos em freezer (9, 10, 11 e 12),
aém daquele em refrigerador com silica fora do dessecador (7), tiveram
melhores percentuais de gréos de pdlen germinados. E aqueles em refrigerador
sem silica e dessecador (8) e todos em temperatura ambiente (1, 2, 3 e 4)
obtiveram menores indices de germinagao.

Na quarta semana, apenas 0 pdlen mantido em freezer na auséncia de
silica dentro de dessecador (10) obteve maior porcentagem de germinag@o. O
menor indice de germinacdo foi observado em refrigerador, sem silica e com
dessecador (6). Os tratamentos em refrigerador fora de dessecadores na auséncia
ou presenca de silicagel (7 e 8) e agueles em temperatura ambiente ndo
apresentaram polens germinados.

Na quinta semana, grdos de pdlen mantidos em freezer dentro de
dessecador, com ou sem silica (9 e 10), e sem dessecador com silica em
refrigerador (7) obtiveram maiores percentuais de germinacdo. E agueles em
refrigerador dentro do dessecador (5 e 6) tiveram menores indices de germinagao.
Na quinta e sexta semanas 0S mesmos tratamentos anteriores, juntamente com
aquele em refrigerador com silica sem dessecador (7) e com silica na auséncia de
dessecador em freezer (11), tiveram maiores percentual's germinagao.

Na sétima semana, a maior porcentagem de gréos de polen germinados
foi obtida com silica em dessecador e em freezer (10). A partir da oitava semana,
os tratamentos em freezer dentro de dessecador (9 e 10) tiveram bons indices de
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germinacdo. Menores percentuais de germinacdo foram obtidos em refrigerador
sem silica (6) e em freezer sem silica e dessecador (12) na oitava semana. Até a
nona semana, os tratamentos dentro de refrigerador com silica (5 e 7) e an
freezer sem dessecador (11 e 12) também permaneceram viaveis, embora em
niveis mais baixos.

Na Tabela 3 sdo mostrados os valores médios de germinacéo de gréos de
polen, obtidos para a cultivar Vaéncia, de acordo com os diferentes tratamentos
de armazenamento nas épocas de avaliagéo.

Veificase, para a cultivar Vaéncia, que na primeira semana de
observacdo os tratamentos em freezer sem dessecador (11 e 12) e em
refrigerador com silica e sem dessecador (7) tiveram maiores percentuais de
grdos de pdlen germinados e ndo diferiram entre s a0 nivel de 5% de
probabilidade, pelo teste de médias Scott Knott (Tabela 3). Menores indices de
germinacdo foram observados em polen em temperatura ambiente e em
refrigerador sem silica e dessecador (4 e 8).

Na segunda semana, o pdlen em refrigerador com silica e sem
dessecador (7) e todos os tratamentos em freezer, com excecdo daguele na
presenca de silica e dessecador (10, 11 e 12), tiveram melhores indices de
germinagdo. Menores porcentagens de germinagdo foram semelhantes aos da
semana anterior.

Na terceira semana, 0 pdlen mantido em refrigerador com silica dentro
de dessecador (5) e em freezer, sem dessecador, e ainda sem silica dentro de
dessecador (10, 11 e 12), tiveram maiores indices de germinacdo. Os gréos de
pblen armazenados em temperatura ambiente (1, 2, 3, e 4) e refrigerador na
ausénciade silicae dessecador (8) tiveram menores percentuais de germinacdo

e perderam a capacidade de germinar.
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TABELA 3: Porcentagem de germinacdo de gréos de pdlen da cultivar Vaéncia,
submetidos a diferentes técnicas de armazenamento durante 9
semanas. UFLA, Lavras, 2002.

Trat. Polen 18 28 32 42 52 62 78 ga 9
fresco sem. san.  sem.  Ssem.  sem.  sem. Sem.  Sem. sem.

1 Amb.  1967a 1460b 1230b 2,28d - - - - : -

/csled *
2: Amb. 19,67a 12,11c¢ 11,18b 2,27d - - - - - -

/ss/cd
3:Amb.  1967a 11,28¢c 89c 231d - . . ] . )
/cs/sd
4 Amb.  1967a 663d 268d - . . ] . ) )
/ss/sd
5:Refrig.  19.67a 11,82c 1238b 1384a 874b 656b 653c 370c 260c 171c

/cs/ed
6: Refrig. 19,67a 990c 840c 822c 934b 7,78b 553c 1,67d 252c -

/sslcd

7:Refrig.  1967a 17.42a 1536a 1209b 1212a 1153a 1165a 11,32a 869a 824a
/cs/sd

8:Refrig.  1967a 840d 423d 076d - - - - - -
/ss/sd

O: Freezer 19,67a 16,09b 1241b 11,87b 1238a 10,85a 11,85a 999a 938a 884a
/cs/cd

10; Freezer 19,67a 1517b 1455a 13,33a 12,63a 11,90a 990b 1145a 899a 7,97a
/ss/cd

11: Freezer 1967a 17,09a 1448a 13,71a 1056b 1061a 9,22b 7,84b 6,30b 3,56b
/cslsd

12: Freezer 19,67a 18,18a 1538a 1497a 10,27b 80l1b 849b 6,73b 6,30b 206c

/ss/sd

Médias em uma mesma coluna, seguidas pela mesma letra, ndo diferem estatisticamente
pelo teste Scott Knott ao nivel de 5% de probabilidade.
* ¢s. com silica-gel; ss: sem silica-gel; cd: com dessecador; sd: sem dessecador.

Na gquarta semana, os tratamentos em freezer dentro de dessecador (9 e
10) e em refrigerador com silica sem dessecador (7), apresentaram maiores
percentuais de gréos de polen germinados. Na quinta semana o polens mantidos
em freezer com silica €/ou dessecador (9, 10 e 11), juntamente com o tratamento
mantido em refrigerador com silica e sem dessecador (7) tiveram melhores
indices de germinacéo.
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Na sexta semana, os melhores percentuais de germinacdo foram
verificados em refrigerador com silica fora do dessecador (7) e em freezer com
silica e dessecador (9).

A partir da sétima semana, os tratamentos em freezer dentro de
dessecador (9 e 10) e em refrigerador com silica e sem dessecador (7) tiveram
melhores indices de gréos de pdlen germinados. Menores indices foram
observados em freezer sem dessecador (11 e 12) e em refrigerador dentro de
dessecador (5 e 6).

Na nona semana, os tratamentos mantidos em freezer na auséncia de
dessecador (11 e 12) e em refrigerador com silica e dentro de dessecador (5)
também apresentaram viabilidade, embora em baixos niveis.

Na Tabela 4 estéo os vaores médios de germinacdo de gréos de pdlen,
obtidos para a cultivar Nata, de acordo com os diferentes tratamentos de
armazenamento nas épocas de avaliacao.

Verificarse, para a cultivar Natal, que na primeira semana de observagéo
os tratamentos mantidos em refrigerador na auséncia de silicagd dentro de
dessecador (6) e presenca de silica-gel fora de dessecador (7), juntamente com
todos os tratamentos mantidos em freezer (9, 10, 11 e 12), tiveram maiores
porcentagens de germinacdo em relacdo & demais e ndo diferiram entre s a0
nivel de 5% de probabilidade pelo teste de médias Scott Knott (Tabela 4). Menor
indice de germinacdo na primeira semana, foi observado em pdlen armazenado
em temperatura ambiente na auséncia de silica e dessecador (4), que apresentou
menos de 1% de germinacao.

Na segunda semana O tratamento submetido a temperatura de
refrigerador na auséncia de silica e dentro de dessecador (6), juntamente com
aqueles mantidos em freezer, excluindo os tratamentos em freezer na auséncia de
silicargel e dessecador (9, 10 e 11), apresentaram os melhores percentuais de
gréos de pdlen germinados. O tratamento na auséncia de silica-gel e dessecador
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em refrigerador (8) e todos agueles em temperatura ambiente (1, 2, 3 e 4)

apresentaram menor indice de germinacdo. A partir da terceira semana, gréos de

polen em temperatura ambiente perderam a capacidade de germinagéo.

TABELA 4: Porcentagem de germinac@o de gréos de pdlen da cultivar Natal,
submetidos a diferentes técnicas de armazenamento durante 9
semanas. UFLA, Lavras, 2002.

Trat. Pdlen 12 22 32 42 52 62 72 g2 92
fresco sem. sem. sem. sem. sem. sem. sem. sem. sem.

1: Amb. 12,63a 7,/0b 206d - - - n . - .
/cs/cd *
2: Amb. 1263a 387c 238d - - ; - ) .
Iss/cd
3: Amb. 12,63a 476c 189d - - ; . i .
Ics/sd
4: Amb. 12,63a 087d Oe - - . _ ) }
Iss/sd
5: Refrig.  12.63a 7.89b 569c 590b 431lb 325d 146c 176¢ 11lc 040c
/cslcd
6: Refrig.  12,63a 1041a 10,3la 53lb 432b 295d 224c Oc Oc -
/ss/cd
7:Refrig.  1263a 1075a 819b 673b 689a 655b 4,45b 3,73b 331b 181b
Ics/sd
8:Refrig. 12,63a 512c 290d - - . 3 )
Iss/sd
9: Freezer 12,63a 1058a 1055a 948a 838a 849a 803a 7,35a 66la 653a
[cs/cd
10: Freezer 12,63a 1035a 956a 896a 7,92a 7,.99a 7,36a 7,66a 667a 6,86a
Iss/cd
11: Freezer 12,63a 1046a 10,04a 7083a 7,10a 60lb 417b 272b 10c Oc
Ics/sd
12: Freezer 12,63a 9,75a 8,26b 623b 577b 511c 264c 092c Oc Oc

/ss/sd

Médias em uma

mesma coluna,
estati sticamente pel o teste Scott Knott ao nivel de 5% de probabilidade.
* ¢s: com silica-gel; ss: sem silica-gel; cd: com dessecador; sd: sem dessecador.

seguidas pela mesma letra, ndo diferem

Naterceirae quarta semanas, 0s mesmos tratamentos da semana anterior,

armazenados em freezer (9, 10 e 11), continuaram com dtas porcentagens de
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germinacdo; e aquele em refrigerador (7) com silica e sem dessecador também
mostrou bom desempenho na quarta semana.

A partir da quinta semana os tratamentos em freezer dentro de
dessecador (9, 10) obtiveram os melhores percentuais de gréos de pdlen
germinados. Menores indices de germinacdo foram obtidos em refrigerador em
dessecador e na auséncia e presenca de silica (5 e 6) e ainda em freezer sem
silica e dessecador (12). O pdélen mantido em refrigerador sem silica e sem
dessecador (8) permaneceu vidvel até a sexta semana, aquele em freezer na
auséncia de silica e dessecador (12) germinou até a sétima semana, e ainda o
polen mantido em freezer com silica e sem dessecador (11) germinou até a
oitava semana. No fina das nove semanas, os tratamentos em refrigerador com
slica (5 e 7) também permaneceram vidveis, embora em niveis mais baixos.

Os valores médios de germinagéo de gréos de polen obtidos para todas as

cultivares, nas diferentes épocas de avaliacdo, estéo apresentados na tabela 5.

TABELA 5: Porcentagem de germinagéo de gréos de pdlen das cultivares Péra,
Vaéncia e Natal durante as nove semanas de observagdes.UFLA,

Lavras, 2002.

Observacdes Natal Péra Valéncia
Pélen fresco 12,63b 12,82b 19,67 a
1%semana 7,71c 9,13b 13,22 a
2semana. 599 ¢ 6,60 b 11,03 a
Fsemana 458 ¢ 562b 8,69 a
4Psemana 6,40 c 791b 10,72a
5%semana 5,76 ¢c 6,91b 960a
6°semana 434c 6,18b 902a
7°semana 345¢c 544b 753a
&semana 267¢ 558h 6,40 a
%Psemana 2,06¢ 445h 540 a

Médias em uma mesma linha seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo
teste Scott Knott ao nivel de 5% de probabilidade.

De acordo com a Tabela 5, verificase que para o pdlen fresco a

porcentagem de germinacdo foi de 12,63% para ‘Natal’, 12,82% paraa ‘Péra e
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ndo diferiram entre s ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste de médias Scott
Knott e 19,67% para ‘Vaéncid. Embora o indice de viabilidade pareca baixo
guando comparado com outras espécies, a quantidade de pdlen que se deposita
no estigma para que ocorra a fertilizacdo € bem ata; aém disso, as taxas de
germinacdo de pdlen in vitro sdo sempre mais baixas que in vivo.

A cultivar Natal apresentou desempenho insatisfatorio e, em gerdl,
perdeu sua viabilidade uma semana antes das demais. Foi verificada, ainda, uma
superioridade na germinagdo dos gréos de polen da ‘Vaéncia em todos os

tratamentos, seguida da ‘ Péra, para todas as semanas observadas.
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5 DISCUSSAO

Evidenciou-se que a temperatura ambiente ndo foi uma boa técnica de
armazenamento, sendo que a viabilidade caiu rapidamente e ndo passou da
terceira semana em nenhuma cultivar. Esses resultados sdo corroborados por
varios autores (Gomes et d., 2000; Mardi et d., 2000; Vaknin & Eisikowitch,
2000; Oliveira Jinior et a., 1995), que constataram que a viabilidade de graos
de pdlen armazenados em temperatura ambiente pode ser mantida a curto prazo
por no méaximo 30 dias.

Torna-se evidente que o pdélen armazenado em refrigerador apresentou
maiores porcentagens de germinacdo em relacdo ao pdlen armazenado a
temperatura ambiente. Estes resultados concordam com vérios autores (Gomes
et a., 2000; Andrada & Hill, 1999; Mardi et d., 2000; Metz et d., 2000; Siregar
& Sweet, 2000; Bomben et a., 1999) que mantiveram o pdlen armazenado em
refrigerador por vérios meses, embora com um decréscimo de viabilidade com o
aumento do tempo de armazenamento.

Veificase que temperaturas de freezer obtiveram desempenhos
superiores a temperatura ambiente e refrigerador. O emprego de baixas
temperaturas normalmente encontra-se ligado a reducdo do metabolismo do
pdlen, o que propicia maior longevidade. Resultados semelhantes foram obtidos
por varios autores (Danid et a., 2002; Bomben et a., 1999; Andrada & Hill,
1999; Alantas et al., 2001; Takatsu et a., 001; Olivera et d., 2001; Mardi et
a., 2000), que enfatizam a maior longevidade do pdlen congdado em agumas
culturas.

A maior porcentagem de germinagdo foi obtida em freezer na presenca
de dessecador, independentemente da presenca de silica-gd. E interessante
ressatar que de um modo geral a auséncia de dessecador proporcionou os piores



resultados. A presenca de silica nestes casos ndo proporcionou maior
longevidade do pdlen armazenado.

Por outro lado, a auséncia de dessecador, unida aauséncia de silica-gel
em temperatura ambiente, apresentou os piores resultados em todas as
variedades, sendo que o pdlen permaneceu vidvel por no maximo 2 semanas. O
tratamento na auséncia de silica e dessecador em refrigerador também ndo
obteve bons resultados, ja que o pdlen perdeu sua viabilidade na terceira semana.
Nota-se, com isso, que a auséncia do dessecante silica-gdl, unida dauséncia do
dessecador, promoveu uma dréstica reducéo na viabilidade do polen. Esse fato
pode ser atribuido a uma maior absorcdo de umidade do ar pelo gréo de pdlen
devido afata do dessecador e também do dessecante.

Em resumo, no que diz respeito aviabilidade do pdlen em cada época de
armazenamento, nota-se que o pdlen armazenado em temperatura ambiente
perdeu sua viabilidade muito rapidamente e o pdlen armazenado em freezer
permaneceu vidvel por um periodo maior de tempo, mas ainda assm pode-se
verificar que houve uma reducdo com o tempo de conservacdo, embora ndo
tenha sido dréstica para os tratamentos dentro de dessecadores. Varios autores
enfatizam a importancia do uso de dessecadores (Arlgren & Arlgren, 1978;
Wang, 1975; Honda et al., 2002)

Nos tratamentos em refrigerador e temperatura ambiente, a presenca de
silicargel, independentemente da presenca de dessecador, proporcionou
mel hores resultados. Por outro lado, para os tratamentos em freezer, a presenca
de silica-gel proporcionou os piores resultados.

Sousa (1988), estudando pdlen de eucdipto, verificou que o pdlen sob
vécuo e na presenca de silica-gd exibiu a maior porcentagem de germinagdo
para E. camaldulensis e apior germinacdo para E. grandis. De qualquer forma,
evidenciou-se a necessidade do uso de silica-gel ho armazenamento, prética que,
aém de reduzir a taxa respiratéria, evita ataque por microrganismos. Além
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disso, quando se pretende submeter o pdlen atemperatura muito baixa (10°C ou
menos), a reducdo de umidade é necess&ria para evitar 0 rompimento dos
tecidos, provocado pelo congelamento intracelular da &gua contida no polen.

Dependendo da técnica usada para 0 armazenamento e da variedade
envolvida, ainda pode-se obter boa germinacdo no refrigerador apds nove
semanas de armazenamento, como € 0 caso da ‘Vaéncia na presenca de silica-
gel efora do dessecador (8,24%).

Oliveira et a. (2001) enfatizam que a diminuigdo na porcentagem de
polens vidveis pode estar relacionada a varios fatores, tais como as condi¢des de
armazenamento, 0 recipiente usado no acondicionamento do pdlen e a
manipulacd dos recipientes. Em varios trabahos, a viabilidade do pdlen
armazenado é mantida se os gréos de pdlen estiverem secos (Sousa, 1988).

Os resultados demonstraram que apesar de as variedades terem exibido
taxas de viabilidade varidveis nos periodos de armazenagem, pode-se considerar
gue os resultados obtidos para o pélen tém possibilidade de subsidiar programas
de melhoramento em citros, viabilizando cruzamentos entre individuos com
potencial econdmico que apresentarem barreiras temporais de floragdo ou
estejam geograficamente separados.
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6 CONCLUSDES

O armazenamento em freezer (-10°C) é mais eficiente do que em
refrigerador (4°C) no periodo estudado (9 semanas).

Os tratamentos mantidos em temperatura ambiente ndo sdo eficientes.
De maneira gera, os melhores resultados séo obtidos em freezer com silica
dentro de dbssecador e em freezer sem silica dentro de dessecador, com as

menores reducdes de viabilidade, para todas as variedades estudadas.
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