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RESUMO

NASCIMENTO, Heloisa Rocha do, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa,
julho de 2015. Viabilidade polinica e polinizagao controlada em macauba

(Acrocomia aculeata). Orientador: Leonardo Duarte Pimentel.

A macauba (Acrocomia aculeata) vem se destacando devido ao elevado
potencial para produgcdo de Oleo e a adaptagdo a condigbes adversas.
Entretanto, € uma espécie silvestre e ainda se encontra em processo de
domesticagéo. Logo, é necessario estudo para conservagao e uso de polen
visando a realizagdo de cruzamentos controlados nos programas de
melhoramento. Objetivou-se com este trabalho avaliar os efeitos da variagéao
da umidade e temperatura em grdos de podlen armazenados e adaptar
metodologia de polinizagdo controlada, através do uso de diferentes doses
de pdlen e do agente dispersor (talco) para macauba. Para isto, foram
realizados dois experimentos: 1) Avaliagdo da viabilidade polinica ao longo
do armazenamento: Graos de polen foram coletados em cinco acessos de
macauba no Banco de Germoplasma de Macauba da Universidade Federal
de Vigosa (BAG Macauba-UFV). Este material foi armazenado nas seguintes
temperaturas: temperatura ambiente (26 °C), geladeira (4 °C), freezer (-20
°C), ultra freezer (-80 °C), com e sem desidratacdo. A avaliagdo da
viabilidade polinica foi realizada a cada 30 dias no decorrer de 12 meses
com o teste germinativo em meio de cultura sélido com pH 6,5. 2) Adaptagao
de metodologia de polinizagao controlada: Espatas florais, de um acesso de
macauba do BAG Macauba-UFV (BGP 11.5) foram isoladas e monitoradas
até a sua abertura. Este isolamento foi realizado com auxilio de um saco
confeccionado por tecido failete contendo uma parte transparente para
viabilizar o monitoramento da abertura floral. Na abertura das
inflorescéncias, a polinizagao foi realizada imediatamente, com o pélen do
doador BGP 53, armazenado em geladeira (4 °C), em diferentes proporgdes:
5%, 10 %, 15 % e 20 % de pdlen, acrescidos de 3 g de talco aplicadas com
auxilio de um dispositivo aplicador. Apos trés dias da polinizagdo, o saco
protetor foi removido. A avaliagao da taxa de polinizagao foi realizada com a

contagem dos frutos por cacho polinizado.
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Como resultados, observou-se que: 1) Avaliagdo da viabilidade polinica ao
longo do armazenamento apresentou uma taxa média de polinizagao de 25
% de germinagao, sem a utilizagdo da silica gel, armazenado em geladeira a
4 °C. Verificou-se também, que o pdlen do acesso BGP 11.5, apresentou
maiores taxa de viabilidade durante o processo de armazenamento em
diferentes ambiente. 2) Adaptagdo de metodologia de polinizagdo controlada
apresentou eficacia para que nao ocorresse contaminagao do material por
insetos e, a maior proporgao de polen utilizada garantiu maior pegamento de
frutos. Conclui-se que a dessecacdo nao influenciou na manutencdo da
viabilidade polinica ao longo do armazenamento. O armazenamento do gréao
de polen a temperatura de 4 °C foi adequada para manter a viabilidade do
grao de podlen por até 180 dias. A protecdo da espata com o saco failite
associada a polinizagéo utilizando 3g talco com 20 % de pélen foi adequado
para realizar a polinizagdo controlada em macauba garantindo alta taxa de

frutificacao.
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ABSTRACT

NASCIMENTO, Heloisa Rocha do, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa,
july, 2015. Pollen viability and pollination controlled macaw palm

(Acrocomia aculeata). Adviser: Leonardo Duarte Pimentel.

The macaw palm (Acrocomia aculeata) has stood out due to the high
potential for oil production and adaptation to adverse conditions. However, it
is a wild species and is still in the domestication process. It is therefore
necessary to study conservation and use of pollen for the realization of
controlled crosses in breeding programs. The objective of this study was to
evaluate the effects of the variation of humidity and temperature in stored
pollen grains and adapt controlled pollination methodology through the use of
different doses of pollen and the dispersal agent (talc) to maw palm. For this,
two experiments were conducted: 1) Pollen viability assessment during
storage: Pollen grains were collected in five macaw palm hits on Germplasm
Bank of Macaw palm the University Federal of Vicosa (BAG Macaw palm -
UFV). This material was stored at the following temperatures: room
temperature (26 °C) refrigerator (4 °C) freezer (-20 °C), ultra freezer (-80 °C)
with and without dehydration. Evaluation of pollen viability was performed
every 30 days during 12 months with the germination test on solid medium at
pH 6.5. 2) Controlled pollination methodology Adaptation: Floral spathes, a
macaw palm access the BAG macaw palm-UFV (BGP 11.5) were isolated
and monitored until its opening. This isolation was carried out with the aid of
a bag made of fabric failete containing a transparent part to enable the
monitoring of flower opening. At the opening of inflorescences, pollination
was performed immediately, with pollen BGP donor 53, stored in the
refrigerator (4 °C) at different proportions of 5%, 10%, 15% and 20% of
pollen plus 3 g talc applied with the aid of an applicator device. After three
days of pollination, the protective sac was removed. A review of pollination
rate was performed by counting pollinated fruits per cluster. As a result, it
was observed that: 1) Evaluation of pollen viability during storage showed an
average rate of pollination 25% germination, without the use of silica gel,

stored in the refrigerator at 4 °C. It was also found that the BGP access
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pollen 11.5, showed the highest rate of viability during storage at different
process environment. 2) Controlled pollination methodology adaptation
presented effectively so that did not occur contamination of the material by
insects, and the highest proportion of pollen used ensured greater fruit set. In
conclusion, desiccation did not affect the maintenance of pollen viability
during storage. The storage temperature pollen grain of 4 °C was adequate
to maintain the viability of the pollen grain up to 180 days. The protection of
the spathe with failete bag associated with pollination using 3g talc with 20%
of pollen was adequate to carry out pollination controlled macaw palm

ensuring high rate of fruiting.



INTRODUGAO GERAL

A palmeira macauba (Acrocomia aculeata) se destaca entre as
oleaginosas para producao de biocombustiveis (RIBEIRO et al., 2010). Esta
planta apresenta rusticidade e adaptabilidade as condi¢des tropicais, alta
percentagem de 6leos dos frutos (20-25%) e elevada produtividade de éleo
(3000-6000 Kg/ha), similar a cultura do dendé (Elaeis guineenses), além de
apresentar potencial para utilizagdo em plantios em pastagens degradadas e
consorcios, proporcionando servico ambientais (TEIXEIRA, 2005; MOURA,
2007; MOTOIKE et al., 2009). Agregam-se a isso as muitas possibilidades
de uso da biomassa resultante da extracdo do oleo, pelos setores
alimenticios, farmacéutico e energético, colocando a macauba em uma
posigao privilegiada de sustentabilidade quando comparada a outras culturas
energéticas.

De ocorréncia em grande parte do territério brasileiro, esta palmeira
arbdrea apresenta caracteristicamente estipe unico recoberto por espinhos.
Suas inflorescéncias interfoliares sdo longas espatas recobertas por uma
bractea rigida e pilosa que, quando madura, se abre longitudinalmente
expondo a raquis floral, especialmente durante a estagdo chuvosa. As
raquilas sao dioicas, apresentando flores femininas e masculinas nas
porcdes proximal e distal, respectivamente, com amadurecimento sequencial
do tipo protoginia. Mesmo ocorrendo a protoginia, a espécie apresenta
autocompatibilidade, ocorrendo ha sobreposicdo temporal de flores
masculinas e femininas maduras, em parte devido a producao e abertura
assincrénica das inflorescéncias num mesmo individuo (SCARIOT et al.,
1991).

Apesar de promissora, a insercdo da macauba como cultura
oleaginosa requer a jungao de diversas informagdes acerca de sua genética,
exigéncias nutricionais, fisiologia, fenologia, etc. Conhecimentos que sao
necessarios para direcionar os programas de melhoramento da palmeira,
uma vez que esta se encontra ainda em estado selvagem (MOURA, 2007,
FARIAS, 2010; MONTOYA, 2013). Os programas de melhoramento genético

tém como objetivo a obtengdo de cultivares com caracteristicas desejaveis,



disponibilizando gendtipos superiores para os testes de progénies e
posteriormente para os plantios comerciais (TECHIO et al.; 2006).

A polinizagdo controlada é amplamente utilizada em programas de
melhoramento de diversas espécies vegetais. O seu uso vem trazendo
varios beneficios, especialmente em relacdo ao tamanho e qualidade dos
frutos, estabilizagdo da producdo, variabilidade genética das culturas,
contribuindo para resisténcia as doengas e as mudangas ambientais
(CLASSEN et al.,, 2014). Entretanto, para que esta ferramenta de
melhoramento seja efetiva, é necessario prévio conhecimento das
caracteristicas referentes a biologia floral da espécie-alvo, como: fenologia
da floragdo, sistema de cruzamento, compatibilidade entre plantas
progenitoras, viabilidade do poélen, susceptibilidade do pdlen a condi¢cdes de
armazenamento, etc (BRITO 2013).

Observagdes em campo revelam que a macauba apresenta grande
diversidade fenotipica, inclusive em relagao as caracteristicas reprodutivas.
Estudos recentes comprovam que a variabilidade também se estende ao
carater genético, sendo que a espécie apresenta elevada diversidade
genética, tanto em individuos quanto em popula¢cdes (PIMENTEL et al.,
2011; OLIVEIRA et al., 2012; LANES, et al., 2014; FEKADU, et al., 2015).

A floragcdo da macauba ocorre principalmente no periodo chuvoso
(outubro-margo). A sua polinizagado cruzada é realizada preferencialmente
por coledpteros das familias Curculionidae, Nitidulinedae e Scarabaedae
(SCARIOT et al, 1991) e a anemofilia ocorre em menor proporgao.
Observagdes de campo indicam que apos a fertilizacdo, o desenvolvimento
dos frutos até a abscisdao natural ultrapassa o periodo de 12 meses
(MONTOYA, 2013).

Para que a polinizagado controlada seja realizada, o estudo sobre a
conservagao do poélen & de extrema importancia para o intercambio e
preservacao de Germoplasma, e as condicdes de armazenamento devem
garantir a preservagdo da viabilidade polinica, sendo necessario o
monitoramento antes, durante e depois do armazenamento. Com isto, pode
ser estabelecido o periodo maximo de armazenamento sem que a
capacidade germinativa e o potencial fertilizador do pdlen sejam
comprometidos, (HANNA, 1994; EINHARDT, 2006; FERES, 2009;



DAMASCENO JUNIOR et al., 2008). Este estudo é especialmente relevante
quando a espécie em questdo apresenta longos intervalos entre os
episodios de floragdo. No entanto, sabe-se que o armazenamento do grao
de pdlen pode afetar o crescimento do tubo polinico em fungcdo da
temperatura e o desempenho dos genoétipos, podendo atuar como um
agente de selecado. Este fato foi relatado para Cocos nucifera, em que a
sensibilidade do polen a temperatura de armazenamento € dependente do
acesso genético (HEDHLY et al., 2004; MACHADO et al., 2014).

Uma das formas de se testar a viabilidade do grédo de pdlen € o
armazenamento em condi¢des artificiais, e antes que o mesmo seja aplicado
em testes de cruzamento controlado, a viabilidade do gréo de pdlen pode ser
verificada pelo o método direto, através do teste de germinagao in vitro.
Neste teste, rapido e barato, o pdolen € induzido a germinar em meio de
cultura apropriado, tendo o crescimento do tubo polinico como indicador.
(FERREIRA et al., 2007; PIO et al., 2007). A quantidade de graos de pdlen
viavel tem demonstrado resultados satisfatérios, quando apresentam maior
compatibilidade com o estigma, resultando na competicao para fecundagéo
do 6vulo e, consequentemente, aumento da frutificacdo e na producao de
sementes (FREITAS, 1997; NASCIMENTO et. al., 2011).

Juntamente com a determinagdo das melhores condicbes de
armazenamento do grédo de podlen, uma segunda investigagado igualmente
importante nos programas de melhoramento é o da polinizagdo cruzada.
Estabelecer os padrdes de polinizagao e as metodologias mais eficazes para
o processo € fundamental para o direcionamento dos testes de cruzamento
bem como para o sucesso da producéao de frutos.

O periodo mais critico para o vegetal é a fase reprodutiva devido as
variagbes ambientais, como a temperatura, umidade, fotoperiodo,
polinizadores e dispersores, podem estar relacionados as variagdes na
floracao e frutificagcao (FISCH, 2000).

Apesar de sua relevancia nos programas de melhoramento, o sucesso da
polinizagdo controlada, é também dependente dos mesmos fatores
ambientais criticos a reprodugéo natural (FISCH, 2000), como: temperatura,
umidade, fotoperiodo, disponibilidade de polinizadores e dispersores.

Segundo Losada et al. (2014), o crescimento do tubo polinico em varias



espécies, é dependente da temperatura. A exemplo, de que em baixas
temperaturas em campo, afetam diretamente o crescimento do tubo polinico,
tornando-o lento, e dificultando fertilizagdo ou mesmo provocando aborto do
embrido, enquanto que as temperaturas elevadas podem desidratar a
superficie do estigma e nado permitir a germinacdo do grdo de podlen
(MOREIRA, 2008; CRASSWELLER, 2015).

Considerando exposto, objetivou-se com este trabalho estudar a
conservagao de pdlen e a polinizagdo controlada de Acrocomia aculeata,
visando subsidiar os programas de melhoramento e a conservagdo de
recursos genéticos da espécie.

Como objetivos especificos, objetivou-se ou avaliar: 1) a viabilidade
de amostras de pdlen proveniente de diferentes acessos e armazenados em
diferentes temperaturas e condi¢bes de umidade durante um ano; e 2)
metodologia de polinizagdo controlada, através do uso de doses

diferenciadas de pdlen e agente dispersor.
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CAPITULO 1

Armazenamento de poélen e viabilidade polinica da palmeira Macauba

(Acrocomia Aculeata)

RESUMO

A macauba apresenta potencial para produgao de biocombustiveis, porém, é
necessario a domesticagdo e melhoramento genético através da seleg¢ao de
gendtipos e cruzamentos controlados. O presente estudo teve como objetivo
avaliar os efeitos das diferentes condigdes de umidade e temperatura
provenientes de diferentes acessos da palmeira macauba (Acrocomia
aculeata) armazenadas em diferentes ambientes. O pdlen foi armazenado
em 4 temperaturas distintas: temperatura ambiente (26 °C), geladeira (4 °C),
freezer (-20 °C), ultra freezer (-80 °C), na presenga e auséncia de
desidratacdo constituindo experimentos distintos. Os dois experimentos
(sem desidratacdo e com desidratagédo) foram conduzidos em delineamento
inteiramente casualizado em ensaio fatorial 5x4x12 (05 acessos, 04
ambientes e 12 avaliagbes). As avaliacbes de viabilidade polinica foram
realizadas a cada 30 dias no decorrer de 12 meses através do teste
germinativo em meio de cultura solido com pH 6,5. Houve diferenga entre os
acessos estudados, sendo o acesso BGP 11.5 o que apresentou maior
viabilidade no decorrer do processo. Os resultados indicam que os pélens da
palmeira macauba mantem sua viabilidade por 180 dias em geladeira

independente da presenga do agente desidratante silica gel.

Palavras-chave: Floragdo, germinagéo in vitro, grdo-de-pdlen, tubo polinico.



Storage and pollen viability of Macaw palm (Acrocomia Aculeata)

ABSTRACT

The macaw palm shows potential for production of biofuels, however,
domestication and genetic improvement is required through the selection of
genotypes and controlled crossings. This study aimed to evaluate the effects
of different temperature and humidity conditions from different accessions of
macaw palm (Acrocomia aculeata) stored in different environments. Pollen
was stored at 4 different temperatures: ambient temperature (26 °C),
refrigerator (4 °C), freezer (-20 °C), ultra freezer (-80 °C) in the presence and
absence of dehydration constituting separate experiments. The two
experiments (without dehydration and dehydration) was a completely
randomized design in factorial trial 5x4x12 (05 hits, 04 environments and 12
reviews). Evaluations of pollen viability were carried out every 30 days during
12 months through the germination test on solid medium with pH 6.5. There
were differences among accessions, and the BGP 11.5 Access presented
the highest viability in the process. The results indicate that the pollen of
macaw palm maintains its viability for 180 days in refrigerator independent of

the presence of silica gel desiccant agent.

Key words: Flowering, in vitro germination, pollen grain, pollen tube.

10



1. INTRODUGCAO

A palmeira macauba (Acrocomia aculeata) vem despertando o
interesse de governos e da comunidade cientifica quanto ao seu potencial
de uso como biocombustiveis (LANES et al., 2014) bem como nos setores
alimenticio, farmacéutico e energético. Este interesse tem como base a
rusticidade e a elevada produtividade obtida de frutos com alto percentual de
o0leos (MOTOIKE et al., 2009). Apesar do seu potencial promissor, €&
necessaria a obtencdo de cultivares de macauba com caracteristicas
desejaveis para os plantios comerciais, a partir da selegdo de gendétipos e
cruzamentos controlados (TECHIO et al., 2006).

Para o controle adequado dos cruzamentos € de fundamental
importancia a disponibilidade de pdlen nos periodos corretos do ciclo
reprodutivo de cada espécie em teste. Entretanto, muitas vezes isso néo é
possivel em decorréncia da assincrénia fenoldgica dos ecotipos ou acessos.
Neste sentido, os programas de melhoramento devem recorrer a coleta e
armazenamento sistematicos do podlen destinados aos cruzamentos
assistidos. Por sua vez, as condi¢ées de armazenamento devem garantir a
viabilidade polinica, sendo necessarias avaliagdes para que se estabelecam
as condi¢cdes microambientes e o periodo maximo de armazenamento sem
que ocorra a perda da capacidade germinativa e o potencial fertilizador do
polen (EINHARDT, 2006; DAMASCENO JUNIOR et al., 2008; FERES,
2009). Isto é especialmente relevante quando a espécie apresenta longos
intervalos entre floragbes, como observado para a macauba (MONTOYA,
2013).

O armazenamento de grdo de podlen possibilita o intercambio de
material e o0s cruzamentos controlados entre diferentes acessos,
possibilitando a combinagado entre alelos favoraveis, principalmente a
recombinacao entre espécies alégamas (GOMES et al., 2003; CARDOSO,
2007).

Condicdbes de armazenamento onde ha predominancia de baixas
temperaturas e baixa umidade do grdo de podlen, para a maioria das
especies, contribuem para a manutencdo da viabilidade polinica, pois,

ambas as situacdes permitem a reducao da atividade metabdlica do pdélen e

11



de possiveis micro-organismos patogénicos (PIO 2004). Porém, o
desenvolvimento do tubo polinico pode ser afetado pela temperatura de
armazenamento, devido a diferenga na susceptibilidade entre gendtipos,
podendo atuar como um agente seletor (HEDHLY et al., 2004).

A conservagéo da viabilidade do grdo de podlen pode ser assegurada
quando o mesmo se encontra desidratado. A reducao prévia do conteudo de
agua diminui a formacao de cristais de gelo intracelular, que se formam a
baixas temperaturas, ocasionando o rompimento das células e afetando
diretamente a viabilidade do grdo de pdlen (FRANCA et al.; 2010). A
umidade do pdlen pode ser reduzida em até 20%, quando 0s mesmos sao
expostos a silica-gel (DAVIDE, 2009). Porém, a efetividade da silica pode
variar. Em estudo realizado com armazenamento de pdlen de laranja,
verificou-se melhores resultados para armazenamento em freezer (-18 °C)
quando o podlen foi acondicionado em dessecador, com ou sem silica gel
(P1O et al.; 2007).

A viabilidade do grdo de pdlen pode ser averiguada por métodos
diretos. Dentre os métodos diretos 0 mais comumente empregado € a
inducao da germinacao in vitro (PIO et al., 2007) na qual sdo simuladas as
condicbes de germinagao do tubo polinico, em meio de cultura especifico
para cada espécie (FERREIRA et al., 2007). Até o momento, existem poucos
estudos relacionados a viabilidade polinica da macauba em diferentes
condicdes de armazenamento.

Diante do exposto, este trabalho teve como objetivo avaliar a
viabilidade de amostras de podlen proveniente de diferentes acessos
armazenados em diferentes temperaturas e condicbes de umidade durante

um ano.

2. MATERIAL E METODOS

A coleta do pdlen de macauba foi realizada no Banco Germoplasma
de Macauba da Universidade Federal de Vigosa - UFV (BAG-MACAUBA /
CEGEN n° 084/2013), localizado no municipio de Araponga, Minas Gerais,
apresentando as coordenadas geograficas de 20°40°1” S 42° 31°15” W, com

altitude de 806 a 810 m e predominancia climatica Cwa, segundo a
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classificagdo de Koppen, durante o periodo de floragdo de agosto a
dezembro de 2013.

O material foi coletado de cinco acessos oriundos de diferentes
regides (municipios) de Minas Gerais identificados com o numero dos
acessos e das plantas utilizadas: 1) BGP 5.1 (Barroso), 2) BGP 11.5
(Itabirito), 3) BGP 15 (Barroso), 4) BGP 22.1 (Abaeté) e 5) BGP 48.3
(Mateus Leme). No decorrer da floragdo de cada acesso, monitorou-se a
emissao das espatas florais até sua abertura. Apds vinte quatro horas da
abertura da espata, as raquilas florais forma coletadas, envoltas em papel
toalha, acondicionadas em bandejas e encaminhadas ao Laboratorio de
Cultura de Tecidos, no setor de Fruticultura da Universidade Federal de
Vigcosa - UFV. Apds a antese das flores estaminadas a retirada do podlen foi
realizada manualmente com auxilio de pincel. As raquis florais que
apresentavam flores masculinas fechadas foram mantidas em recipiente
com agua para que a antese se completasse. Apos a separagdo das
impurezas, por meio de uma peneira de malha fina, foram pesadas amostras
do polen de 30 mg, em balanga de alta precisédo (Denver Instrument APX
com capacidade maxima para 200 g), e acondicionadas em tubos
criogénicos.

As unidades (tubos criogénicos) foram submetidas a dois ensaios
experimentais independentes em relagao a condi¢gdo de umidade da amostra
polinica: sem desidratacdo e com desidratacdo. No experimento sem
desidratacéao, foi acrescido no tubo criogénico somente a amostra de grao de
polen, mantendo-se a umidade natural; ja no experimento com desidratacao,
foi adicionado 0,5 mg de silica gel, separado do pdélen por uma pequena
por¢cado de algodao e levado a vacuo. O processo do preparo do grdo de
polen para o posterior armazenamento em temperatura controlada durou
cerca de 8 horas. Em ambos os experimentos as amostras foram igualmente
armazenadas em quatro ambientes com temperatura distinta: temperatura
ambiente (26° C); geladeira (4° C); freezer (-20° C); e ultra freezer (-80° C).

Cada modalidade com desidratacdo e sem desidratacdo foram

constituidas de experimentos distintos.
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2.1Teste Germinativo

A longevidade / viabilidade do pélen nas unidades foi avaliada como a
sequir.

A cada trinta dias, no decorrer de doze meses, verificou-se a
viabilidade polinica das amostras, através do teste germinativo. O meio de
cultura para germinagdo do tubo polinico era preparado a cada nova
averiguacdo. O meio de cultura apresentava a composi¢ao sugerida por
BREWBAKER e KWAK (1963) de 100 g L™ de sacarose; 100 mg L™ de
KNO3; 200 mg L™ de MgSO, (7H,0); 100 mg L™ H3BOs; 300 mg L™ de Ca
(NOs), 4(H,0); 10 g L™ de agar com pH 6,5 estabelecida por BRITO (2013)
como a mais adequada para a macauba.

Com uma pipeta Pasteur, o meio de cultura foi distribuido sobre as
laminas escavadas e, apos o resfriamento em temperatura ambiente, o grao
de polen foi aspergido, com auxilio de um pincel, sobre a superficie
solidificada do meio de cultura. Em seguida, as laminas foram
acondicionadas em placas de Petri, previamente revestidas com papel filtro
umedecidos com agua, simulando uma camara umida e, mantidas em
temperatura ambiente. As avaliagbes da germinacdo in vitro foram
realizadas apos doze horas da inoculagdo do podlen, sendo considerado
viavel o grao de pdlen que apresentava crescimento do tubo polinico igual
ou superior ao didmetro do proprio polen (ZHANG et al., 1997). O resultado
foi expresso pela porcentagem de graos de pdélen germinados.

As observagdes foram realizadas em microscopio de luz com obijetiva
de 100X (Olympus CX31) e contagem de 200 graos de pélen por lamina com

trés repeticoes.
2.2 Delineamento Experimental

Os dois experimentos (sem desidratagdo e com desidratagéo) foram
conduzidos em delineamento inteiramente casualizado em ensaio fatorial
5x4x12 (05 acessos, 04 ambientes e 12 avaliagées). O modelo matematico
utilizado foi:

Yijk = G+ Tj + Ag + GTyj + GAy, + TAj + GTAjji + eija

14



Em que:

Y« = viabilidade (%) observada;

G; = efeito do acesso (gendtipo) J;

T; = efeito do ambiente (temperatura) j;
Ay = efeito da avaliacao k;

GTj = interagdo acesso * ambiente;
GAj = interacao acesso * avaliagao;
TAjx = interagdo ambiente * avaliagao;
GTAji = interagdo tripla;

eji = erro aleatorio.

Os dados experimentais foram submetidos aos testes de Shapiro-Wilk
e Bartlett (P>0,05) para verificacdo da normalidade e homocedasticidade
residuais, respectivamente. Posteriormente, realizado a transformacao arco-
seno, as analises estatisticas foram realizadas no programa SAS (2002) e
avaliados por analise de variancia. As médias foram ajustadas para os
efeitos de interagédo pelo método de Tukey-Kramer e comparadas pelo teste
.

Para a analise da viabilidade dos acessos, dentro de cada ambiente,
ao longo do periodo de avaliagao, foi a realizada analise de regresséo linear.
O nivel de significancia adotado foi a = 0,05.

Realizou-se também, uma analise conjunta, fazendo comparagdes
entre os experimentos com desidratagao e controle, verificando se houve ou

nao diferenga no decorrer do armazenamento.

3. RESULTADOS

Para o armazenamento de pdlen em relacdo as porcentagens de
germinacgao in vitro, verificou-se significancia entre os experimentos com e
sem desidratacao (P < 0,01), perante a anélise de variancia (Tabela 1). Isto
indica, que os experimentos com e sem desidratacdo apresentaram

significancias nas interagoes entre as fontes de variagdes estudadas.
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Tabela 1. Resumo da analise de variancia em quadrados médios em fungao
das porcentagens de germinagdo in vitro dos experimentos
controle e desidratacdo a cada 30 dias de avaliagdao no decorrer
de 12 meses de macauba.

=y GL Sem desidratagao Com Desidratacgao
QM P-valor QM P-valor
Acesso (Ac) 4 0,5616 < 0,01 0,7703 < 0,01
Avaliacao (Av) 11 2,5778 <0,01 2,6117 < 0,01
Ambiente (Am) 3 8,0477 < 0,01 6,6358 < 0,01
Ac x Av 44 0,0236 < 0,01 0,0208 < 0,01
Ac x Am 12 0,1627 < 0,01 0,1061 < 0,01
Av X Am 33 0,1889 < 0,01 0,1061 < 0,01
Residuo 612  0,00367718 0,00334825
Total 719
CV % 17,30131 16,9775

3.1Porcentagem de germinacdo de grao de pdlen sem desidratagao

submetidos ao armazenamento

Pode ser verificado em todos os ambientes (temperatura e
armazenamento) utilizados que a viabilidade polinica decresceu linearmente
(P = 0,01) no decorrer do tempo de armazenamento para todos 0s acessos
no tratamento controle. Entretanto, a perca da viabilidade foi distinta entre os
acessos armazenados (Figura 1).

No armazenamento a temperatura de 26 °C de todos os acessos
utilizados apresentaram uma perda da viabilidade polinica precoce, ja aos 30
dias (Figura 1 A).

Na temperatura a 4 °C, o armazenamento aos 30 dias, foi semelhante
para os acessos BGP 5.1, BGP 48.3, BGP 11.5 e BGP 15, com o vigor
germinativo variando de 45 % a 62 % e o acesso 22.1 apresentou 35 %. No
intervalo de 60 a 120 dias, os acessos BGP 5.1, BGP 48.3, BGP 11.5 e BGP
15, seguirdo uma tendéncia semelhante variando de 40 % a 60 %. Em
contrapartida, o acesso BGP 22.1, apresentou viabilidade variando de 30 %
a 20 %. Aos 150 e 180 dias, os acessos BGP 5.1, BGP 48.3, BGP 11.5 e
BGP 15, variaram de 40 % a 35 % e, o acesso BGP 22.1, variou de 20 % a

15 %. Aos 210 dias todos os acessos apresentaram uma tendéncia variando
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de 15 % a 35 %, chegando a aproximadamente 0 % aos 360 dias de

armazenamento (Figura 1 B).

100% 100%
90% (A) e ACESS0_48.3 26 °C 90% - (B) 4°C
80% 1 ---- Acesso_22.1 80% -
70% —Acesso_15 70% -
o 60% A ——-Acesso_11.5 @ 60% -
_% 50% —--—Acesso_5.1 ‘% 50%
> 40% A 5 40% 4
30% - 30% |
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10% 10%
D[VD e e R _ 00/0

30 60 90 120 150 180 210 240 270 300 330 360 30 60 90 120 150 180 210 240 270 300 330 360
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70% - 70%
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20% 20% 4
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0% ———UE S 0% e
30 60 90 120 150 180 210 240 270 300 330 360 30 60 90 120 150 180 210 240 270 300 330 360
Avaliagao (dias) Avaliagdo (dias)
(A) Acesso48.3:Y = [seno(0,19002-0,00072363x)}%; R2 = 0,2945 (C )Acess048.3: Y = [seno(1,01525-0,00249x)]%; R? = 0,9335
Acesso 22.1:Y = [seno(0,24665 - 0,00094865x)]%; R? = 0,2290 Acesso 22.1:Y = [seno(0,69827-0,0021x)R; R2 = 0,9455
Acesso 15:Y = [seno(0,13227-0,00050598x)]2;R? = 0,2426 Acesso 15:Y = [seno(0,89152-0,00239x)% R2= 0,9298
Acesso 11.5:Y = [seno(0,05275-0,00020289x)]%; R?= 0,2290 Acesso 11.5:Y = [seno(0,99098-0,00199x))% R2 = 0,8667
Acesso5.1:Y = [seno(0,06605 - 0,00025403x)]% R2 = 0,2224 Acesso 5.1:Y = [seno(1,01992 - 0,00292x)%; R2 = 0,9386
(B) Acesso48.3:Y = [seno(0,91306-0,00212x)]%; R2= 0.9198 (D) Acesso 48.3:Y = [seno(1,05627 - 0,00269x)]%; R? = 0,8484
Acesso22.1:Y = [seno(0,697 - 0,00192x)]% R2 = 0,9585 Acesso 22.1:Y = [seno(0,82738-0,00256x)]%; R? = 0,9251
Acesso 15:Y = [seno(0,84298 - 0,00205x)]% R2 = 0,8849 Acesso 15:Y = [seno(0,89439-0,0023x))% R2= 0,9322
Acesso 11.5:Y = [seno(0,78929-0,002x)]% R = 0,9200 Acesso 11.5:Y = [seno(1,06101-0,00244x)]%; R2 = 0,9234
Acesso5.1:Y = [seno(0,99996 - 0,00265x); R?= 0,9653 Acesso 5.1:Y = [seno(0,99795 - 0,00255x)F; R? = 0,9405

Figura 1. Porcentagens de germinacao in vitro de polen de A. aculeata no
experimento sem desidratacdo em fungdo do ambiente, acesso e
avaliagao no decorrer de 360 dias.

No ambiente de armazenamento a -20 °C, os acessos BGP 5.1, BGP
48.3, BGP 11.5, aos 30 dias apresentaram vigor germinativo de 65 % e, os
acessos BGP 22.1 e BGP 15 apresentaram 35 % e 52 %. Aos 60 e 120 dias
de armazenamento os acessos BGP 5.1, BGP 48.3, BGP 11.5, variaram de
55 % a 50 %. Ja o acesso BGP 22.1 apresentou variacdo de 30 % a 25 % e,
0 acesso BGP 15, variou de 40 % a 35 %.

Os acessos BGP 5.1, BGP 48.3, BGP 11.5, no periodo de 150 a 180
dias, variaram de 40 % a 35 % e, os acessos BGP 15 e BGP 221

apresentaram variacédo de 40 % a 10 % de viabilidade polinica. A partir dos
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210 dias, seguiram uma tendéncia linear semelhante, chagando a
aproximadamente 0 % aos 360 dias (Figura 1 C).

Na temperatura de -80 °C, os acessos BGP 5.1, BGP 48.3, BGP 11.5,
foram semelhantes aos 30 dias com vigor germinativo variando de 65 % a 70
%. Os acessos BGP 22.1 e BGP 15, variaram de 45 % a 50 %. Aos 60 e 120
dias, os acessos BGP 5.1, BGP 48.3, BGP 11.5, apresentaram semelhanca
com 65 % de viabilidade polinica e os acessos BGP 22.1 e BGP 15, foram
semelhantes com 35 % (Figura 1 D).

No intervalo de 150 a 180 dias, os acessos BGP 5.1, BGP 48.3, BGP
11.5, apresentaram semelhanga com 35 % de germinac¢ao do gréo de pdlen
e, os acessos BGP 22.1 e BGP 15, variaram de 25 % a 10 %. Entretanto,
dos 210 dias de armazenamento todos 0s acessos apresentaram tendéncia
semelhante, com aproximadamente 0 % de vigor germinativo aos 360 dias
(Figura 1 D).

No processo de armazenamento do experimento controle, verificou-se
que os acessos BGP 11.5 e BGP 48.3, apresentaram poder germinativo
superior aos demais acessos utilizados. O desempenho dos acessos pode
ser averiguado, através das médias da porcentagem de germinagao do gréo

de pélen (Tabela 2).

Tabela 2. Médias ajustadas (%) para os acessos no experimento sem
desidratacdo do grdo de pdlen de A. aculeata (média * erro-
padréo da média).

Acesso Viaveis (%)
5.1 12,59 + 1,78°
11.5 15,16 + 1,802
15 10,92 +1,57°¢
22.1 6,13 +1,22¢
48.3 15,38 + 1,852

*Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca a P < 0.05.

Com o ajuste das médias (%), observou-se a ocorréncia de interagao
significativa entre os acessos e a temperatura de armazenamento no

experimento controle (P < 0,01) (Tabela 3).
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Tabela 3. Médias ajustadas (%) para acesso e ambiente (média £ erro-
padréo da média).

Ambiente
Acesso
26 °C 4°C -20 °C -80 °C

5.1 0,03+0,20°" 2156+3,492"% 19,02+3,60% 22,99+ 3,53
115 0,02+0,12°"  1505+2,59" 3207+3272" 30,59+ 3,682
15 0,11 +0,68°" 18,34 +3,00%2 17,05+3,34% 18,54 +3,27%
221 0,38+2,15°" 10,01 +2,00** 8,10+2,01* 10,40 +3,04%
48.3 0,24 +1,09°"  23,03+3,183" 2557 +3,73%% 2574 +4,05%

*Letras diferentes na mesma linha indicam diferenca a P < 0.05. NUmeros diferentes na
mesma coluna indicam diferenga a P < 0.05.

Verificou-se que os acessos BGP 5.1, BGP 15, BGP 48.3 e BGP 22.1,
nao apresentaram diferenca estatistica entre si armazenados nas
temperaturas de 4 °C, -20 °C e — 80 °C. No entanto, o acesso BGP 11.5,
apresentou melhor desempenho armazenado nas temperaturas de -20 °C e -
80 °C (Tabela 3). Os acessos utilizados e armazenados a 26 °C, néo
diferiram entre si.

O armazenamento entre os acessos BGP 5.1 e BGP 48.3 na
temperatura de 4 °C, ndo apresentaram diferenga estatistica entre si, sendo
superior aos demais (Tabela 3).

O acesso BGP 11.5 apresentou superioridade aos demais

armazenado nos ambientes de -20 °C e -80 °C (Tabela 3).

3.2Porcentagem de germinagao de grao de pdolen no experimento com

desidratagao submetidos ao armazenamento

Verificou-se que a viabilidade polinica decresceu linearmente (P <
0,01) no decorrer do tempo de armazenamento para todos os acessos
utilizados (26 °C, 4 °C, -20 °C e -80 °C) (Figura 2). Porém, cada acesso
apresentou velocidade distinta no decréscimo da viabilidade com a
desidratagcéo do grao de podlen.

Observou-se que a temperatura de 26 °C nido é adequada para o

armazenado do pdlen, pois 0 mesmo apresentou perda do poder germinativo
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de todos os acessos utilizados, dentro de 30 dias de armazenamento (Figura
2 A).

O armazenamento dos acessos BGP 48.3, BGP 22.1, BGP 15, BGP
11.5 e BGP 5.1, apresentaram perda do vigor germinativo em diferentes
velocidades armazenadas a 4 °C (Figura 2 B).

Os acessos BGP 48.3, BGP 5.1, e BGP 11.3 apresentaram
viabilidade polinica aos 30 dias de 60 % e, os acessos BGP 22.1 e BGP 15,
apresentaram 30 % e 45 %.

No intervalo 60 a 120 dias de armazenamento os acessos BGP 48.3,
BGP 5.1, e BGP 11.3 apresentaram viabilidade polinica semelhante variando
de 55 % a 45 %. Entretanto, para os acessos BGP 22.1 e BGP 15, a
viabilidade polinica foi de 30 % e 35 %. Aos 150 e 180 dias de
armazenamento, os acessos BGP 48.3, BGP 5.1, e BGP 11.3, também
apresentaram semelhanca em relagdo a viabilidade polinica de 30 %. Em
contrapartida, os acessos BGP 22.1 e BGP 15 apresentaram viabilidade
polinica de 15 % e 30 % aos 150 dias e de 10 % a 20 % com 180 dias,
chegando a aproximadamente 0 % de viabilidade polinica ao final da
avaliacédo aos 360 dias (Figura 2 B).

O armazenamento na temperatura de -20 °C apresentou respostas
distintas entre todos os acessos utilizados. Aos 30 dias, verificou-se a
viabilidade polinica de 65 %, 35 %, 50 %, 72 % e 59 % para os acessos BGP
48.3, BGP 22.1, BGP 15, BGP 11.5 e o BGP 55.1 respectivamente (Figura 2
C).

No periodo de 60 a 120 dias o acesso BGP 11.5, apresentou maior
porcentagem de viabilidade polinica, comparado aos demais, com 72 % e 65
%. Ja o acesso BGP 22.1 apresentou baixo poder germinativo, neste mesmo
periodo, com 30 % e 25 %. Aos 150 a 180 de armazenamento os acessos
BGP 11.5, BGP 48.3 e 5, sdo semelhantes e aos 210 dias o acesso BGP
11.5 apresentou viabilidade superior aos demais. A partir dos 240 dias os
acessos todos os acessos apresentaram semelhanca entre si com
viabilidade de 10 %, chegando a aproximadamente a 0 % aos 360 dias de

armazenamento (Figura 2 C).
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(A) Acesso48.3:Y = [seno(0,25316-0,00006202x); R2=0,3103  (C) Acesso48.3: Y = [seno(1,0145-0,00263x)]% R2= 0,9253
Acess022.1:Y = [seno(0,2282-0,00087768x)[; R2= 0,2304 Acess022.1:Y = [seno(0,70534 - 0,00209x)]%; R2= 0,9215
Acesso 15:Y = [seno(0,28706-0,00108x)%; R2= 0,4208 Acesso 15:Y = [seno(0,83708 - 0,00222x); R2= 0,9154
Acesso 11.5: Y = [seno(0,18337 - 0,00070529x]}; R% = 0,2307 Acesso 11.5:Y = [seno(1,10772-0,002720)}; R?= 0,9270
Acesso5.1:Y = [seno(0,08747-0,00033644x)F; R2= 0,1907 Acesso5.1:Y =[seno(0,9348-0,00238x))% R2= 0,9353

(B) Acesso48.3:Y = [sen0(0,93903-0,002250": R?= 09160 (D) Acesso48.3: Y = [seno(0,95153-0,00239% Re= 09175
Acess022.1:Y = [seno(0,6329 -0 00169K)F; R?=0,9504 Acess022.1:Y = [seno(0,63757-0,00197x)%; R? = 0,9406
Acesso 15: Y =[seno(0,80403-0,002x)F R* = 0,8733 Acesso 15:Y = [seno(0,84935 -0,00227x) R? = 0,905
Acesso 11.5:Y = [seno(0,93217-0,0021x)F; R*=0,8403 Acesso 11.5:Y = [seno(0,93861-0,0021x)F; R?=0,9221
Acesso5.1:Y = [seno(0,95869-0,00250x]F; R?=0,9689 Acesso5.1:Y = [seno(0,92107 -0,00253)F; R2= 0,9458

Figura 2. Porcentagens de germinacao in vitro de polen de A. aculeata no
experimento com desidratacido em fungdo do ambiente, acesso e
avaliagao no decorrer de 360 dias.

Na temperatura de -80 °C, aos 30 dias de armazenamento os acessos
BGP 48.3, BGP 11.5, BGP 5 e BGP 15, apresentaram viabilidade polinica
semelhante, variando entre 50 % e 60 %. Entretanto, o acesso BGP 22.1
apresentou 30 % de poder germinativo (Figura 2 D).

No intervalo de 60 a 120 dias, os acessos BGP 48.3, BGP 11.5, BGP
5 e BGP 15 apresentaram o vigor germinativo, variando de 50 % a 60 % e, o
acesso BGP 22.1, com 30 %. Aos 150 e 180 dias, observou-se que os
acessos BGP 48.3, BGP 11.5, BGP 5 e BGP 15, foram semelhantes no
decréscimo da viabilidade e, o acesso BGP 22.1, 20% a 15 % de vigor
germinativo respectivamente, chegando a 0 % ao final da avaliagdo (360

dias).
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No decorrer do processo de armazenamento do experimento
utilizando a desidratacdo, observou-se que alguns acessos, apresentaram
maior poder germinativo. Através das meédias da porcentagem de
germinagao do gréao de polen, verificou-se que o melhor acesso para
armazenamento de polen € o BGP 11.5 apresentando superioridade aos
demais acessos utilizados. Em contrapartida, o acesso BGP 22.1 nao é

indicado para o armazenamento de pélen com desidratacao (Tabela 4).

Tabela 4. Médias ajustadas (%) para os acessos no experimento com
desidratacdo do grdo de podlen de A. aculeata (média * erro-
padrdao da média).

Acesso Média (%)
5.1 11,35+ 1,61°
11.5 16,55 + 1,83
15 10,21 + 1,43°
22.1 5,10 + 0,99 ¢
48.3 14,35+ 1,78"

*Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenga a P < 0.05.

Verificou-se a ocorréncia de interacao significativa entre os acessos
utilizados e a ambiente de armazenamento (P < 0,01) as médias ajustadas
(%) (Tabela 5).

Os acessos BGP 5.1, BGP 15 e BGP 48.3, mantiveram a viabilidade
meédia semelhante independente da temperatura de armazenamento, exceto
a temperatura ambiente apresentando baixa germinag¢ao no decorrer de todo
processo. No entanto, o acesso BGP 11.5, teve germinacdo média
significativamente maior nas temperaturas de -20 °C e -80 °C. Ja o acesso
BGP 22.1, manteve maior vigor germinativo no armazenamento a 4 °C e -20
°C (Tabela 5).

No armazenamento a 26 °C o acesso BGP 15 diferiu estatisticamente
do acesso BGP 5.1. Nas temperaturas de armazenamento a 4 °C e -20 °C, o
acesso BGP 11.5 foi superior ao acesso BGP 22.1. Ja na temperatura a -80
°C os acessos BGP 11.5 e BGP 48.3 foram superiores aos demais (Tabela
5).
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Tabela 5. Médias ajustadas (%) para acesso e ambiente no experimento
com desidratacédo do grao de polen de A. aculeata (média % erro-
padrdao da média).

A Ambiente
Cesso
26 °C 4°C -20 °C -80 °C

5.1 0,05+0,48° 1919+3,313 20,58 +3,09%° 17,26 +3,20%
11.5 0,21+1,28°% 2499+314°" 2979+4,072" 2548+ 3,213
15 0,59+125°" 16,19+2,74% 1548 +3,03* 15,58 + 3,10
221 033+187°"? 894+165* 858+217%* 6,28+191%
48.3 0,43 +1,73°"2 2302+3,273"% 2313+3,890%% 21,84 +3,40%

*Letras diferentes na mesma linha indicam diferenga a P < 0.05. Numeros diferentes na
mesma coluna indicam diferenca a P < 0.05.

3.3Médias ajustadas (%) para acesso e ambiente em andalise conjunta

entre os experimentos com desidratagcdao e sem desidratagao.

Através das médias ajustadas da porcentagem de germinagao in vitro
de pdlen para cada acesso armazenado, observou-se na analise conjunta
entre os experimentos com e sem desidratacdo, a diferenga entre os
ambientes e acessos. (Tabela 6).

Verificou-se que os acessos BGP 5.1, BGP 22.1 e BGP 48.3, nao
apresentaram diferenca em relacdo aos ambientes de armazenamento de 26
°C, 4°C e -20 °C com os experimentos com desidratagcao e sem desidratacéo
(Tabela 6). Essa diferenga pode ser observada no ambiente -80 °C onde, o
armazenamento neste ambiente, ndo € necessario a desidratacdo do grao
de pélen (Tabela 6).

O acesso 11.5 respondeu de forma similar aos demais supracitados,
com excecdo ao ambiente de 4 °C, no qual, é indicado a realizagao da
desidratacdo para o armazenamento. Em contrapartida, o acesso BGP 15,
independente do ambiente de armazenamento pode ser realizado ou ndo a

desidratacéo do grao de polen (Tabela 6).
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Tabela 6. Médias ajustadas (%) para acesso e ambiente (média *

padréo da média).

erro-

Com Desidratagao

Sem desidratagao

Acesso  Ambiente Viaveis (%) Viaveis (%)
26 °C 0,05 +0,48° 0,03 +0,20°
4°C 19,19 + 3,312 21,56 + 3,49°

> 20 °C 20,58 + 3,09° 19,02 + 3,602
-80 °C 17,26 +3,20° 22,99 + 3,53°
26 °C 0,21+ 1,282 0,02+ 0,122
4°C 24,99 + 3,142 15,05 + 2,59°

"o -20 °C 29,79 + 4,072 32,07 +3,27°
-80 °C 25,48 +3,21° 30,59 + 3,68 °
26 °C 0,59 +1,25° 0,11+ 0,682

.5 4°C 16,19 + 2,742 18,34 + 3,002
20 °C 15,48 + 3,032 17,05 + 3,342
-80 °C 15,58 + 3,102 18,54 + 3,272
26 °C 0,33+1,87° 0,38 £2,15°
4°C 8,94 + 1,65° 10,01 +2,00°

221 20 °C 8,58 +2,17° 8,10 2,012
-80 °C 6,28 +1,91° 10,40 + 3,04°
26 °C 0,43+1,73° 0,24 + 1,092

48.3 4°C 23,02 +3,27° 23,03 +3,18°
20 °C 23,13 +3,89° 25,57 +3,73°
-80 °C 21,84 +3,40° 25,74 + 4,052

*Letras diferentes na mesma linha indicam diferenga a P < 0.05.

4. DISCUSSAO

O recente interesse na macauba como fonte de 6leo vegetal ensejou

um numero de programas de domesticagdo e melhoramento da espécie.

Dado que a macauba tem um ciclo anual concentrado nos meses de maior
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pluviosidade (MONTOYA, 2013), um ponto crucial desses programas € o
armazenamento de pdlen viavel.

A utilizacdo da silica gel no processo de desidratagdo do polen nao
apresentou diferenca em alguns acessos comparada ao controle. Isto pode
ter ocorrido devido ao curto periodo de exposigao do polen a silica gel, o que
pode n&o ter permitido uma desidratacdo adequada ou ainda, que a
desidratacdo, se efetiva, ndo é fator de interferéncia na viabilidade e
longevidade do grao de pdlen da macauba. De fato, os estudos realizados
por Brito (2013), demonstraram que para a conservagdo do pdlen da
macauba pode ser realizado ou ndo dessecacdo. Ja para armazenamento
de diferentes acessos de coqueiros (Cocos nucifera L.), ndo foi realizado
nenhum tipo de secagem do pdélen antes do armazenamento em diferentes
ambientes (MACHADO et al., 2014). Entretanto, para cultura do dendé
(Elaeis guineenis Jacq.), € necessario que o polen seja levado ao processo
de secagem por 24 horas em sala climatizada (CHIA et al., 2009). Em
contrapartida, Cunha et al. (2007) em seu processo de dessecagao com
silica gel sao necessarias 18 horas para cultura do dendé (Elaeis guineenis).

No presente trabalho, mostramos que o pdlen de macauba perde
rapidamente a viabilidade se mantido em temperatura ambiente (30 dias).
No entanto, temperaturas inferiores a 4 °C mantiveram niveis satisfatérios de
viabilidade polinica por até 180 dias. Uma das alternativas para pdlens que
apresentam baixa viabilidade no armazenamento é o aumento da
quantidade de polen aplicado sobre a superficie do estigma e maior volume
de material armazenado (ASSIS et al.; 1993). Adicionalmente, identificamos
acessos que geram polens menos susceptiveis as condigbes de
armazenamento utilizadas, ou com melhor resposta a diferentes
temperaturas de armazenamento, indicando que no futuro essas
caracteristicas podem ser selecionadas através de melhoramento. Neste
trabalho, obtivemos taxas de viabilidade de 35 % a 25 % aos 120 e 180 dias
de armazenamento respectivamente para ambos os experimentos, periodos
estes que correspondem ao ciclo de floragcdo da macauba, o que viabiliza a
utilizagao do pdlen em cruzamentos planejados.

Foi possivel estabelecer como melhor método de conservagcédo da

viabilidade polinica para macauba, o armazenamento do pélen a 4 °C. Tal
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temperatura corresponde aos processos simples de refrigeracdo de
refrigeradores domésticos e camaras frias, sendo um processo acessivel,
econdmico e viavel para a conservacdo. As técnicas e as condigdes de
armazenamento do polen sdo estudadas, com o intuito de preservar ao
maximo sua viabilidade, como tem sido realizado para diversas espécies
frutiferas (HONDA et al., 2002; BOYDEN e COUSINS, 2003).

Para o polen das anonaceas comerciais, cheriméia (Annona
cherimola Mill.), fruta-do-conde (Annona squamosa L.) e atemdia (Annona
cherimola X Annona squamosa), a geladeira, tem sido uma opc¢édo de
conservacao da viabilidade polinica, para curto periodo, como pode ser feito
para diversas arvores frutiferas (NETO et al.; 2009).

Na conservacao do grdo de pdlen para a cultura do milho, foram
encontrados resultados semelhantes, demonstrando que o armazenamento
a 4 °C, proporciona maior viabilidade do pdlen por 30 dias, permitindo a
realizagdo de cruzamentos com genétipos que ndo apresentam sincronismo
(ALMEIDA et al.; 2011).

A perda da viabilidade do grdo de pdlen foi observada com decorrer
do periodo de armazenamento, porém, pode estar acondicionado pelo
estado nutricional da planta, recipiente utilizado para armazenagem e
alteracdes fisiolégicas. As baixas temperaturas de armazenamento néao
aumentam a viabilidade do grdo de pdlen, ocasionando perda da mesma
com decorrer do tempo (STANLEY et al.,, 1974; NETO et al., 2011;
CUCHIARA et al., 2012).

E importante destacar que a interacdo entre os fatores acesso e
temperatura de armazenamento, indica que a resposta a temperatura de
armazenagem pode variar de acordo com a constituicdo genética do acesso.
O BGP 11.5 apresentou melhor taxa de viabilidade em temperaturas de
armazenamento de -20 °C e -80 °C, o que pode estar relacionado a varios
fatores evolutivos e genéticos inerentes ao individuo. Resultado semelhante
foi encontrado na cultura da tdmara (Phoenix dactylifera L.) (MARYAM et al.,
2015), relatando que a resposta da viabilidade polinica as condi¢cdes de
armazenamento, sofre influéncia do gendtipo.

Assim como observado em macauba, outras espécies apresentam

sensibilidade distinta do grao de pdlen em relacdo as temperaturas de
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armazenamento. Como por exemplo, o observado em acessos de coqueiros
(Cocos nucifera L.), em congelador (-4°C), freezer (-20°C), ultra freezer (-
80°C) e nitrogénio liquido (-196°C) (MACHADO et al., 2014). Na cultura do
acgai (Euterpe oleracea Mart.), entre vinte acessos de pdlen armazenado, no
decorrer de doze meses em freezer -10 °C, dois gendtipos apresentaram
taxa de germinacao elevada, pelo teste de germinagao in vitro, enquanto
outros dois gendtipos, apresentaram taxas inferiores aos demais (OLIVEIRA
et al., 2001).

De acordo com o exposto, os resultados observados estao
correspondentes com a literatura (STANLEY et al., 1974; NETO et al., 2011;
CUCHIARA et al., 2012), mas, o método e o periodo de armazenamento, a
longo ou médio prazo, dependerdo do objetivo do trabalho a ser

desenvolvido.

5. CONCLUSOES

Através dos resultados obtidos, pode ser concluido que o pdlen da
palmeira macauba pode ser armazenado por 180 dias com uma taxa média
de 25 % germinagao sem a utilizagao de silica gel em geladeira a 4 °C.

Houve interferéncia da origem dos acessos na resposta de viabilidade
polinica ao armazenamento sendo que o pdélen do BGP 11.5 apresentou
maior viabilidade no decorrer do processo de armazenamento em diferentes

ambientes.

6. AGRADECIMENTOS

A Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior

(CAPES), pelo suporte financeiro.

27



7. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ALMEIDA, C.; AMARAL, AL.; NETO, J.F.B.; SERENO, M.J.C.M.
Conservagao e germinagao in vitro de polen de milho (Zea mays subsp.
mays). Revista Brasileira de Botanica, v.34, n.4, p.493-497, 2011.

ASSIS, T.F.; BAUER, J.F.S.; TAFAREL, G. SINTETIZACAO DE HIiBRIDOS
DE Eucalyptus POR CRUZAMENTOS CONTROLADOS. Ciéncia Florestal,
v.3,n.1, p. 161-170, 1993.

BOYDEN, L.E.; COUSINS, P. Evaluation of grape pollen viability after
freezing in liquid nitrogen and prolonged storage at -80°C. In: Annual
meeting of american society for enology and viticulture, 54, 2003, Reno.
Anais... Reno: ASEV, v.1, p.65, 2003.

BREWBAKER, J.L.; KWACK, B.H. The essential role of calcium ion in pollen
germination and pollen tube growth. American Journal of Botany, v.50, n.9,
p.859-865, 1963.

BRITO, A.C. Biologia reprodutiva de Macauba: Floragao, Polinizadores,
Frutificagcao e Conservagao de Pdlen. Vigosa, 2013, 47f. Tese (Doutorado
em Genética e Melhoramento de Plantas) Universidade Federal de Vigosa,
Vigosa, 2013.

CARDOSO, R.D.L. Caracterizacao morfolégica e citolégica de gérbera:

subsidio para o melhoramento genético. Passo Fundo, 2007, 157f.

CUNHA, R.N.V.; LOPES, R.; DANTAS, J.C.R; ROCHA, R.N.C.
Procedimentos para producao de sementes comerciais de dendezeiro
na Embrapa Amazénia Ocidental. Manaus: Embrapa Amazdnia Ocidental
2007. 33 p. (Documentos, 54).

CHIA, G.S.; LOPES, R.; CUNHA, R.N.V.; ROCHA, R.N.C. Germinagéo in
vitro de pdlen de hibridos interespecificos entre o caiaué e o dendezeiro.
Revista Ciéncia Rural, v.39, n.5, p.1569-1571, 2009.

28



COOK, S.A.; STANLEY, R.G. Tetrazolium chloride as an indicator of pine
pollen germinability. Silva e Genética, v.9, n.5, p.134-136, 1960.

CUCHIARA, C.C.; SILVA, S.D.A.S.; BOBROWSKI, V.L. Conservacao de
graos de pdlen de mamoneira a baixas temperaturas. Revista Ceres, v.59,
n.1, p.82-87, 2012.

DAMASCENO JUNIOR, P. C.: PEREIRA, T.N.S.: PEREIRA, M.G.: SILVA,
F.F. Conservacao de polen de mamoeiro (Carica papaya L.). Revista Ceres,
n.55, v.5, p.433-438, 2008.

DAVIDE, L.M.C.; PEREIRA, R.C.; ABREU, G.B.; SOUZA, J.C.; PINHO, E.V.
R.V. Viabilidade de pdlen de milho em diferentes periodos de
armazenamento em baixa temperatura. Revista Brasileira de Milho e
Sorgo, v.8, n.2, p. 199-206, 2009.

EINHARDT, P.M.: CORREA, E.R.: RASEIRA, M.C. comparagao entre
métodos para testar a viabilidade de polen de Pessegueiro. Revista
Brasileira de Fruticultura, v.28, n.1, p.5-7, 2006.

FERES, J. M. Diversidade genética, sistema reprodutivo e fluxo de
polen em duas populagdées de Tabebuia roseo-alba (Ridl.) Sand.:
Implicagbes para a conservagao. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias

Biologicas) — Universidade de Sao Paulo, 2009.

FERREIRA, C. A.; PINHO, E.V.R.V.; ALVIM, P.O.; ANDRADE, V.; SILVA,
T.T.A.; CARDOSO, D.L. Conservacdo e determinacdao da viabilidade de
Grao de Pdlen de Milho. Revista Brasileira de Milho e Sorgo, v.6, n.2,
p.159-173, 2007.

FRANCA, L.V.; NASCIMENTO, W.M.; CARMONA, R.; FREITAS, R.A.

Tolerancia a dessecacao de polen de berinjela. Revista Brasileira de
Sementes, v.32, n.1 p.53-59, 2010.

29



GOMES, P.R.; RASEIRA, M.C.B.; BAUDET, L.L,, PESKE, S.T.
Armazenamento do grédo de pélen de cebola (Allium cepa L.). Revista
Brasileira de Sementes, v.25, n.1, p.14-17, 2003.

HEDHLY, A.; HORMAZA, J. |.; HERRERO, M. Effect of temperature on
pollen tube kinetics and dynamics in sweet cherry, Prunus avium

(Rosaceae). American Journal of Botany, v.91, n.4, p.558-564, 2004.

HONDA, K.; WATANABE, H.; TSUTSUI, K. Cryopreservation of Delfiniun
pollen at — 30 °C. Euphytica, v.126, p.315-320, 2002.

LANES, E.C.M.; COSTA, P.M.A,; MOTOIKE, S.Y. Alternative fuels: Brazil

promotes aviation biofuels. Nature, v.511, n.31, 2014.

MACHADO, C.A.; MOURA, C.R.F.; LEMOS, E.E.P.; RAMOS, S.RR;
RIBEIRO, F.E.; LEDO, A.S. Pollen grain viability of coconut accessions at
low temperatures. Acta Scientiarum Agronomy, v.36, n.2, p.227-232, 2014.

MARYAM, M.J.J.; BILQUES, F.; HAIDER, M.S.; NAQVI, S.A.; NAFEES, M,
AHMAD, R.; KHAN, I.A. Evaluation of pollen viability in date palm cultivars
under different storage temperatures. Pakistan Journal of Botany, v.47,
p.377-381, 2015.

MONTOYA, S.G. Caracterizagdo do Desenvolvimento do Fruto da
Palmeira Macauba. Vigosa, 2013, 62f. Dissertacao (Mestrado em Fitotecnia)

Universidade Federal de Vigosa, Vigosa, 2013.

MOTOIKE, S.; KUKI, K.N. The potential of macaw palm (Acrocomia
aculeata) as source of biodiesel in Brazil. International Review of Chemical
Engineering, v.1, p.632-635, 2009.

NETO, F.A.S.; MARTINS, A.B.G.; BARBOSA, J.C. Viabilidade in vitro de
graos de podlen de Bacurizeiro — Clusiaceae. Revista Brasileira de
Fruticultura, v.33, n.2, p.593-600, 2011.

30



NETO, J.E.B.; NERO, M.D.; KAVATI, R.; PINTO-MAGLIO, C.A.F. Viabilidade
e conservagao de pdlen de trés anonas comerciais. Bragantia, v.68, n.4,
p.825-837, 2009.

OLIVEIRA, M.S.P.; MAUES, M.M.; KALUME, M.A.A. Viabilidade de pdlen in
vivo e in vitro em genétipos de acaizeiro. Acta botanica Brasilica, v.15,
p.27-33, 2001.

P10, L.A.S.; RAMOS, J.D.; PASQUAL, M.; SANTOS, F.C.; JUNQUEIRA,
K.P. Receptiveness of the stigma and in vitro germination of orange pollen,
submitted to different temperatures.Ciéncia e Agrotecnologia, v.5, n.5,
p.1087-1091, 2004.

PIO, L.A.S., RAMOS, D.J., PASCAL, M., JUNQUEIRA, K.P., SANTOS, F.C.
RUFINI, J.C.M. Viabilidade do pélen de laranjas doces em diferentes
condicbes de armazenamento. Ciéncia e Agrotecnologia, v.31, p.147-153,
2007.

SAS Institute Inc 2002: SAS/STAT® 9.0 User's guide. Cary, NC: SAS
Institute Inc.

STANLEY, R.G.; LINSKENS, H. F. Pollen biology biochemistry
marnagement. Berlin: Springer- Verlag, p.307, 1974.

TECHIO, V. H.; DAVIDE, L.C.; PEDROZO, C.A.; PEREIRA, A.V. Viabilidade
dos graos de podlen de acessos de capim-elefante, milheto e hibridos
interespecificos (capim-elefante x milheto). Acta Scientiarum Biological
Science, v.28, n.1, p.7-12, 2006.

ZHANG, C.; FOUNTAIN, W.D.; MORGAN, E.R. In vitro germination of the

trinucleate pollen of Limonium perezii. Grana, v.36, p.284—288, 1997.

31



CAPIiTULO 2

Metodologia de polinizagao controlada para palmeira Macauba

(Acrocomia Aculeata)

RESUMO

A macauba apresenta ampla disperséao natural no Brasil com elevado
potencial baseada na sua rusticidade e adaptabilidade. E explorada de forma
extrativista aproveitando da ocorréncia de grandes populagdes naturais,
devido ao potencial na producdo de biocombustiveis e o elevado teor de
O6leo nos frutos. Entretanto, para utilizacdo do 6leo, como biodiesel, é
necessario a domesticagdo da espécie. O presente estudo teve como
objetivo adaptar metodologia de polinizagdo controlada da palmeira
macauba (Acrocomia aculeata) com diferentes porcentagens de polen.
Durante a floragao, foram selecionados os acessos BGP 53 e BGP 11,
devido a quantidade de espatas emitidas e da altura das plantas, facilitando
0 manuseio, e a polinizagdo controlada. Para aplicacdo da metodologia, foi
necessario adaptar a metodologia de isolamento das inflorescéncias e
polinizagao utilizada para cultura do dendé. Foram selecionadas 7 plantas do
acesso BGP 11, com 4 espatas, que foram isoladas por sacos
confeccionados com tecido failete branco com uma janela transparente. Com
o isolamento, as espatas foram monitoradas diariamente até a abertura. O
acesso BGP 53 foi selecionado como planta doadora de pdlen, no qual, o
polen foi coletado 24 horas apds a abertura da espata e armazenado em
tubos criogénicos com diferentes porcentagens de pélen: 5 %, 10 %, 15 % e
20 % e armazenados em geladeira a 4 °C. A polinizagdo controlada foi
realizada imediatamente com a abertura das espatas em uma mistura de
poélen com 3 g talco (CaCosz). A aplicagdo da mistura (pdlen e talco) foi
realizada com auxilio de um dispositivo aplicador através de um pequeno
orificio realizado na janela transparente, do saco protetor, em seguida,
realizou aplicacdo e, a vedacdo com auxilio de uma fita adesiva. Apds a
aplicacao, o saco de protecao, foi deixado por mais trés dias garantindo que
nao ocorresse contaminagao nos cachos polinizados. A avaliagao ocorreu

aos 240 dias com a contagem dos frutos por cacho de polinizagao aberta e
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controlada. O delineamento experimental foi conduzido em blocos
casualizados apresentando 7 blocos (plantas) com 5 tratamentos

(polinizagao aberta e 4 porcentagens de pdlen).

Palavras chaves: Floragao, inflorescéncia, melhoramento, pélen, talco.
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Controlled pollination methodology for Macaw palm (Acrocomia

Aculeata)

ABSTRACT

The macaw palm features ample natural dispersion in Brazil with high
potential based on their hardiness and adaptability. It is operated in extractive
way taking advantage of the occurrence of major natural populations,
because of the potential for biofuel production and high oil content in fruits.
However, the oil for use as biodiesel, domesticated species is required. This
study aimed to adapt controlled pollination methodology macaw palm
(Acrocomia aculeata) with different percentages of pollen. During flowering,
the BGP hits were selected BGP 53 and 11, because the amount of issued
spathes and plant height, easy handling, and controlled pollination. For
application of the methodology, it was necessary to adapt the isolation
methodology and pollination of the flowers used for oil palm cultivation. They
selected seven plants BGP 11 access with 4 spathes, which were isolated by
bags made from white failete fabric with a transparent window. With isolation,
sheaths were monitored daily until the opening. BGP 53 access was selected
as donor plant pollen in which the pollen was collected 24 hours after the
opening of the sheath and stored in cryogenic tubes with different pollen
percentages: 5%, 10%, 15% and 20% and stored in refrigerator at 4 °C.
Controlled pollination was performed immediately by opening the sheaths in
a mixture of pollen with 3 g talc (CaCO3). The application of the mixture
(pollen and talc) was performed with the aid of an applicator through a small
orifice made in the transparent window, the protective bag, then held
application, the sealing with the aid of an adhesive. After application, the
protective bag was left for three days ensuring that no contamination
occurred in pollinated bunches. The evaluation took place after 240 days with
the fruits count for open and controlled pollination of grapes. The experiment
was conducted in a randomized block design featuring seven blocks (plants)

with 5 treatments (open-pollinated and 4 pollen percentages).

Key words: flowering, breeding, inflorescence, pollen, talc.
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1. INTRODUGCAO

Durante o processo de melhoramento de uma espécie, é primordial o
estudo da biologia da polinizacao, pois este fendbmeno interfere diretamente
nas caracteristicas dos frutos resultantes. A polinizacdo cruzada e
controlada beneficia varias espécies, proporcionando frutos maiores e de
qualidade, estabilidade na producédo, mantendo a variabilidade genética das
culturas e contribui para a resisténcia as mudancas ambientais (CLASSEN
et al., 2014). Nesta modalidade, a polinizagdo apresenta maior eficiéncia
quando a quantidade de graos de pdlens viaveis, compativeis ao estigma,
proporciona uma competicdo para fecundagédo do 6vulo, com isto, ocorrera
um aumento no pegamento ou no numero de sementes formadas (FREITAS,
1997; NASCIMENTO et. al.; 2011).

Apesar do grande potencial agricola da macauba, a sua
domesticacdo, que garantira seu cultivo racional, ainda encontrasse em
estagio inicial. O seu melhoramento genético e produtividade se beneficiardao
com uma polinizagdo mais eficiente e racional. Isso proporcionara o aumento
da homogeneidade do cultivo e da produgdo, uma vez que a espécie
apresenta protogenia, assincronia na abertura das inflorescéncias e
autocompatibilidade, apresentando floragdo nos periodos de maior
pluviosidade, sobrepondo-se ao periodo de acasalamento e ovoposicao dos
besouros na polinizagdo cruzada, no qual, € necessaria para que ocorra
frutificacao (BRITO, 2013).

Na cultura do (Elaeis guineensis), a polinizacdo controlada € realizada
para producao de sementes comerciais, buscando manter a integridade e o
desenvolvimento do programa de melhoramento. A pratica consiste no
isolamento da inflorescéncia feminina, com auxilio de uma estrutura de
tecido resistente, para que nao ocorra polinizacdo indesejada. Quando a
mesma se torna receptiva, cerca de 0,6 g de podlen de qualidade
comprovada, acrescido de 4 g de talco inerte é aspergido dentro da estrutura
que protege a inflorescéncia (CUNHA et al., 2007).

Ja para Araucaria angustifolia, a aplicagdo de cruzamentos

controlados é realizada para aumentar a produgéo de pinhdes por pinha, no
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qual, pode ocorrer influéncia na producao devido as condicbes ambientais
(ANSELMINI et al., 2012).

Sabe-se que a fase reprodutiva do vegetal é a mais critica podendo
ser influenciada com as variagdes da temperatura, umidade, fotoperiodo,
polinizadores e dispersores, afetando diretamente a floracéo e frutificacado
(FISCH, 2000; LOSADA et al., 2014). As baixas temperaturas do campo
podem afetar o crescimento do tubo polinico tornando-o lento, podendo néo
ocorrer a fertilizagdo ou, ainda, o aborto do embrido, devido a baixa
receptividade do estigma. Temperatura elevada, por sua vez, pode
desidratar a superficie do estigma, interferindo na sua receptividade e
comprometendo a germinacdo do grao de pdédlen (MOREIRA, 2008;
CRASSWELLER, 2015). Outro fator que pode interferir no sucesso da
producdo de frutos é a compatibilidade genética entre genitores. Estudos
recentes tém demonstrado que a macauba apresenta elevada variabilidade
genética, tanto em individuo quanto em populag¢des (PIMENTEL et al., 2011;
OLIVEIRA et al., 2012; LANES, et al., 2014).

Diante do exposto, o presente estudo teve como objetivo adaptar
metodologia de polinizagcdo controlada, através do uso de doses
diferenciadas de pdlen e agente dispersor (talco) para Acrocomia aculeata, o
que pode contribuir diretamente com programas de melhoramento da

especie.

2. MATERIAL E METODOS

2.1Local de estudo e material vegetal

O presente estudo foi realizado no Banco Germoplasma de Macauba
da Universidade Federal de Vigosa — UFV (BAG-MACAUBA / CEGEN n°
084/2013), localizado no municipio de Araponga, Minas Gerais,
apresentando as coordenadas geograficas de 20°40°1” S 42° 31°15” W, com
altitude de 806 a 810 m e predominancia climatica Cwa, segundo a
classificagdo de Koppen, durante o periodo de floragdo de agosto a
dezembro de 2014.
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Os testes foram realizados no periodo de novembro a dezembro de
2014, que apresentou temperatura média de 22,6 °C, umidade relativa do ar
de 74,2 % e indice pluviométrico de 180 mm.

No decorrer da floragdo, os acessos BGP 53 (Sao José Del Rey) e
BGP 11 (ltabirito), foram selecionados, em decorréncia do numero de
espatas emitidas e da altura das plantas, para facilitar o manuseio, e a
realizacéo da polinizagao controlada. Os acessos BGP 53 e BGP 11 foram

selecionados como planta doadora e receptora de pole respectivamente.

2.2Coleta de pdlen e mistura polinizadora

A coleta do pélen foi realizada 24 horas apds a abertura da espata.
As inflorescéncias abertas eram acondicionadas em sacos de plasticos
transparentes e encaminhadas ao Laboratério de Cultura Tecidos, no setor
de Fruticultura da Universidade Federal de Vigosa — UFV. Com a abertura
das flores masculinas e a exposicdo das anteras, a coleta do podlen foi
realizada manualmente com auxilio de pincel. As raquis florais que nao
apresentavam flores estaminadas abertas foram mantidas em recipiente com
agua para que a antese se completasse.

Com a retirada do pdlen, a separacdo das impurezas foi realizada
com auxilio de uma peneira de malha fina. Em seguida, foram pesadas
amostras do polen em diferentes proporcées com: 5 %, 10 %, 15 % e 20 %
de pdlen, em balanca de alta afericdo (Denver Instrument APX com
capacidade maxima para 200 g), acondicionados em tubos criogénicos e
armazenados em geladeira (4 °C) até o momento da polinizagcédo (Figura 1
C4). Para a polinizagdo, estas quantidades de podlen foram retiras da
geladeira e deixadas ao ar por alguns minutos. Posteriormente elas foram
individualmente misturadas ao agente dispersor (talco - CaCO3) na
quantidade fixa de 3 g.

Desta forma, as misturas polinizadoras (talco + pdlen) efetivamente aplicada
nas inflorescéncias apresentavam concentracoes de poélen de 5 %, 10 %, 15
% e 20 %.
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2.3Polinizagcao controlada

Para realizar a polinizagdo controlada na macauba, aplicou-se a
metodologia de isolamento das inflorescéncias e a polinizagdo controlada
utilizada para cultura do dendé (CUNHA, et al., 2007), com modificagdes

descritas a seguir.
2.3.1 Isolamento das inflorescéncias

No acesso BGP 11, foram selecionadas 7 plantas, com 4 espatas, as
quais foram isoladas. O isolamento das espatas ocorreu proximo aos dias de
abertura, com prévia limpeza das mesmas e aplicagcdo de repelente para
insetos (Figura 1 A e 1 B). O isolamento foi realizado através do
acondicionamento das inflorescéncias fechadas em sacos confeccionados
em tecido failete branco (1,50 m x 1,20 m). As sacolas apresentavam uma
abertura lateral de 40 cm de diametro recoberta por plastico transparente

para facilitar o monitoramento das espatas florais.
2.3.2 Polinizagao

A polinizagao controlada foi realizada imediatamente apds a abertura
das espatas com as respectivas misturas polinizadoras.

A aplicacdo da mistura polinizadora foi realizada com auxilio de um
dispositivo montado com base na metodologia empregada para polinizagao
de dendé. Este aplicador é constituido por i) uma bomba de ar (Lee pro
tools Abs® ii) frasco plastico de 250 ml (tipo pet) com a tampa adaptada com
dois canos de cobres e iii) 2 mangueiras, de 30 e 15 cm de comprimento,
com 5 mm de didametro (Figura 1 C1- C3). Uma das mangueiras interliga a
bomba de ar a um dos canos de cobre do frasco; enquanto a outra, ligada ao
segundo cano de cobre, tem a fungao de aspergir a mistura polinizadora.

Através de um pequeno orificio realizado na parte transparente das
sacolas que protegem as inflorescéncias, realizou-se a aplicagdo da mistura
polinizadora por meio do bombeamento do aplicador. Em seguida a orificio

de foi vedado com fita adesiva 3M (Figura 1D). Para garantir que a
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polinizagdo das flores n&do ocorresse pelo pdlen de outras plantas de
macauba, as inflorescéncias permaneceram isoladas por mais 3 dias, apos a
aplicagao da mistura polinizadora.

Como testemunhas foram monitoradas 7 espatas que nao receberam

isolamento e a ficaram expostas a polinizagao aberta natural.

Figura 1. Metodologia de polinizagdo controlada adaptada para Acrocomia
aculeata: Limpeza da espata (A); Espata isolada (B); Dispositivo
aplicador (C); Bomba de ar (C1); Frasco plastico (tipo pet com a
tampa adaptada com cano de cobre) (C2); Mangueira com 5 mm
de didametro (C3); Porcentagem de pdlen (C4); Aplicagao do pdlen
com talco (D); Barras C, C-4 =2 cm.

2.4 Avaliagao

A avalicdo da eficiéncia da metodologia de polinizagdo controlada

para macauba foi realizada com a contagem dos frutos por cacho das
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plantas testemunhas e das que sofreram polinizag&o artificial. O resultado foi
expresso como valores absolutos médios. A contagem dos frutos ocorreu
240 dias apos a aplicagao da mistura polinizadora (plantas artificialmente
polinizadas), ou da abertura da espata (plantas testemunhas).

O delineamento experimental foi em blocos casualizados constituidos
por 7 blocos (plantas) com 5 tratamentos (polinizagdo aberta e 4
porcentagens de podlen).

Os dados foram analisados em software R versdo 3.0.3 (R Core
Team, 2015) com auxilio do pacote ExpDes verséo 1.1.2 (FERREIRA et al.,
2013).

3. RESULTADOS

Verificou-se que os tratamentos aplicados na polinizagdo controlada
apresentaram significancia (P < 0,01), perante a analise de variancia (Tabela
1), com a contagem dos frutos por cacho polinizado, aos 240 dias, em

relagao a polinizagao aberta.

Tabela 1. Resumo da analise de variancia em quadrados médios em funcao
das porcentagens de pdlen e polinizagdo aberta no numero de
frutos por cacho em 240 dias apds a polinizacdo do acesso
BGP11 de macauba (Acrocomia Aculeata).

Fonte de Variagdo Graus de Liberdade Quadrado Médio P valor

Blocos 6 14785 0,57629
Tratamentos 4 306224 < 0,01
Residuo 24 18377
Total 34
CVexp%) 41,17

Comparando as médias do pegamento dos frutos por cada proporgao
de pdlen aplicada, verificou-se que dentre as misturas polinizadoras aplicada
aquela com menor propor¢édo de pdlen (0,15 g) apresentou a menor
quantidade de frutos pegos, semelhante ao tratamento testemunha (Figura
2).
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Observou-se que o numero de frutos pegos aumentaram a medida
que a proporcdo de pdlen aumentou. Sendo possivel verificar que
estatisticamente as proporgdes com 0,30 g e 0,45 g de pdlen nao
apresentaram diferenga significativa entre si, com média de 297 e 505 frutos
em média. Ja para a maior proporgdo de podlen (0,60 g), verificou-se o
pegamento de 581 frutos sendo superior aos demais tratamento. Entretanto,
estatisticamente ndo apresentou diferengca com a propor¢ao de 0,45 g de

polen (Figura 2).
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20% Polinizacéo
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Tratamentos

Figura 2. Numero de frutos por cacho polinizado com diferentes
porcentagens de pdélen aos 240 dias em relagdo a polinizagao
aberta do acesso BGP11 (ltabirito — MG) de macauba (Acrocomia
Aculeata). *Médias seguidas de uma mesma letra nao diferem
entre si, pelo teste de Tukey a 5 % de probabilidade.

A diferenca entre a polinizacdo aberta e a aplicacdo das diferentes
proporcdes de podlen aplicadas também pode ser verificada visualmente
garantindo um numeroso pegamento de frutos e a formagdo de cachos

maiores e homogéneo (Figura 3).
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Figura 3. Visualizagdo dos cachos polinizados com 240 dias apds aplicagéao
da mistura (pdlen e talco). Polinizagao aberta (A); Pegamento de
fruto com 5 % de pdlen (B); 10 % de pdlen (C); 15 % de pdlen (D);
20 % de pélen (E). Barras A=8cm; B,De E=11,5cm; C =12
cm.

4. DISCUSSAO

Neste trabalho, foi possivel verificar, que os cachos polinizados
responderam de formas distintas e positivamente as diferentes porcentagens
de podlen aplicadas. Ou seja, a medida que ocorreu o aumento das
porcentagens de pdlen aplicado, o numero efetivo de frutos pegos por cacho
e que completaram seu desenvolvimento aumentou concomitantemente.
Dentre os tratamentos aplicados com a mistura polinizadora de 0,60 g com 3
g talco de pdlen apresentou melhor resultado absoluto.

Esta diferenca entre os tratamentos adequados em cada individuo

pode estar relacionada a variabilidade genética devido a disparidade tanto
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em nivel de individuo quanto em populagcbes para a cultura da macauba
(PIMENTEL et al., 2011; OLIVEIRA et al., 2012; LANES, et al., 2014).

Além disso, pode-se atribuir diferengcas entre concentracdes
adequadas de pdlen para cada variedade de uma mesma cultura na
fecundagao cruzada. Em abdbora, com o objetivo de produgédo de sementes
hibridas, utilizando diferentes concentra¢cdes de pdlen (0,011 g, 0,023 g,
0,047 g, 0,094 g e 0,188 g) observou uma relagcdo com a quantidade de
polen e produtividade, onde 0,188 g de pdlen, correspondente a quatro flores
de C. moschata, foram necessarios para polinizar com sucesso uma flor de
C. maxima, proporcionando maior porcentagem de pegamento
(NASCIMENTO, et al., 2011).

Ja para cultura do dendé, esta estabelecida uma proporcéo de 0,0625
g de pdlen com 4 g de talco inerte, para produgdo de sementes comerciais,
por inflorescéncia (CUNHA et al.; 2007).

Em Araucaria angustifolia, a polinizagdo controlada com elevada
concentragcao de pdlen (3,3 g) apresentou maior producdo de pinhdes, do
que em 1,1 g de pdlen e a polinizagdo aberta no segundo ano de producgao.
A baixa produtividade da aplicagdo do pdlen no primeiro ano pode estar
atribuida, em parte, as condi¢des climaticas e ao periodo da aplicagao do
polen (ANSELMINI et al., 2012).

A metodologia de isolamento das espatas de macauba baseada na
cultura do dendé (CUNHA, et al., 2007), apresentou eficacia, impedindo a
contaminagdo do material por insetos polinizadores sendo mantida a
integridade do experimento. A substituigdo da lona, utilizada para dendé,
pelo tecido failete, apesar da fragilidade, apresentou resultado satisfatorio.

Com isto esta metodologia testada pode ser utilizada para macauba
visando a utilizagdo em: i) cruzamentos intraespecificos, com o objetivo de
desenvolver hibridos e aumentar a variabilidade genética através da
polinizagado controlada como em maracuja (Passiflora sp), (BELLON et al.,
2014); ou ii) cruzamentos interespecificos, como em eucalipto, visando
aumento da heterose, para desenvolvimento de novos hibridos (FILHO et al.,
2011). Um caso de sucesso de cruzamento controlado, com objetivo
melhoramento, foi obtido para a palmacea acgaizeiro (Euterpe oleracea).

Através do processo da metodologia foi possivel verificar progénies
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apresentando compatibilidade, aumentando a possibilidade de desenvolver
hibridos com caracteristicas desejadas, com cachos pesados, melhor
rendimento de frutos por cacho e elevada quantidade de polpa (MENEZES
et al., 2009).

5. CONCLUSOES

Através dos resultados obtidos, conclui-se que a metodologia de
isolamento para realizacdo da polinizacdo controlada na palmeira macauba
foi eficiente para ndo ocorréncia da contaminagao do material. Sendo assim,
a polinizagao controlada na macauba constitui uma ferramenta de grande
valia para programas de melhoramento.

Foi possivel verificar que a quantidade ideal de polen aplicado e que
assegura o sucesso do pegamento dos frutos. Contudo, a maior proporgao

de pdlen 20 % favorece a frutificagdo da macauba.
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CONCLUSOES GERAIS

Com base nos resultados obtidos no desenvolvimento dos trabalhos
no estudo de armazenamento de pdlen no capitulo 1 para palmeira macauba
(Acrocomia Aculeata): 1) o polen pode ser armazenado por 180 dias,
apresentando uma taxa média de 25 % germinacdo sem a utilizagdo de
silica gel e armazenado em geladeira a 4 °C; 2) Ocorreu interferéncia da
origem dos acessos em relagdo as respostas de viabilidade polinica ao
armazenamento verificando que o pdlen do acesso BGP 11.5 apresentou
maior viabilidade no decorrer do processo de armazenamento em diferentes
ambientes; Em relagdo ao desenvolvimento de uma metodologia para o
cruzamento controlado no capitulo 2: 1) o isolamento da inflorescéncia,
adaptado da dendeicultura, apresentou eficacia, mantendo integridade do
experimento realizado; 2) foi possivel verificar que a maior porcentagem de

polen utilizada (20 %) favoreceu a frutificagdo da macauba.
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