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RESUMO

Foram conduzidos experimentos com as cultivares de
cebola Aurora e Petrolini, no Laboratério de Melhoramento
Genético Embrapa Clima Temperado, em Pelotas, RS, com o
objetivo de avaliar, in vitro, a percentagem de germinacéio
dos gréos de pdélen retirados de flores abertas, de umbelas
colhidas as nove e as quatorze horas, armazenados sob trés
diferentes condi¢des: em freezer (-18° C), no interior de
dessecadores, um com &cido sulfarico e outro com silica gel
e, em nitrogénio liquido (-196° C). Nao houve diferenca na
germinacdo do pélen de ambas as cultivares, os dois
horarios de coleta. Para a cultivar Aurora as amostras de
pélen puderam ser armazenadas, tanto em nitrogénio liquido
como em dessecador com &acido sulfurico, acondicionadas
em freezer (-18° C), por um prazo de um ano. Ja para a
cultivar Petrolini, a melhor condicdo para o armazenamento
por este mesmo periodo, foi em nitrogénio liquido.

19

' Eng. Agr. M.Sc., Pés-graduanda em Ciéncia e Tecnologia de Sementes na UFPel, Cx. Postal 354,
CEP: 96010-900, Pelotas, RS.
? Eng. Agr., Dr., Embrapa Centro de Pesquisa Agropecudria de Clima Temperado, Pelotas, RS.
Cx. Postal 403, CEP: 96001-970, Pelotas, RS.
* Eng. Agr., Prof. Titular da UFPel-IFM, Cx. Postal 354, CEP: 96010-900, Pelotas, RS.

Agropec. Clima Temperado, Pelotas, v.3, n.1, p.19-29, 2000




20

P.R. GOMES et al.

Palavras-chave: germinacdo in vitro, nitrogénio liquido,
freezer.

ABSTRACT: COLLECTION AND STORAGE OF ONION
{Allium cepa L.) POLLEN

Experiments were conducted in the Breeding
Laboratory of the Embrapa Clima Temperado, aiming to
evaluate the viability of onion pollen from cultivars Aurora
and Petrolini collected at two different times of the day (9
a.m. and 2 p.m.) and stored for 3; 6; 9; and 12 months
under three different conditions. The storage conditions
tested were: in deseccator contained either silic gel or a
sulphuric acid solution, placed in freezer (-18° C); and in
liquid nitrogen at -196° C. There was no significant
differences in pollen germination due collect time. The pollen
cv. Aurora can be stored for one year with good viability,
either in liquid nitrogen or inside a deseccator with sulphuric

acid, in freezer. The best condition for the one year
maintainance of cv. Petrolini was in liquid nitrogen.

Key words: in vitro germination; liquid nitrogen; freezer.

INTRODUCAO

Com a descoberta da macho-
esterilidade genético-citoplasmatica em
cebola, a obtencdo de cultivares hibridas
(F1) ficou facilitada (Lorenzon & Almeida,
1997) e o problema da manutengao da
estabilidade genética para caracteres de
importancia comercial pode ser resolvido.

De acordo com Ganeshan (1986b), o
armazenamento de pdlen de cebola pos-
sibilitaria o cruzamento entre cultivares de
ciclos diferentes, bem como a perpetuacao
de populacdes de plantas macho-estéreis,
utilizadas na formacédo de hibridos, sem a
necessidade do cultivo alternado no campo
de linhagens mantenedoras.

Processos para preservar a viabilida-
de desse elemento reprodutivo, durante
um curto ou longo periodo de estocagem,
envolvem a diminuicdo do seu grau de
umidade, utilizacdo de temperaturas mais

baixas, durante o armazenamento e, em
alguns casos, a exclusao do oxigénio do
interior dos recipientes de armazenamento.
Com isto, as variagbes da taxa respiratoria
e de outros processos metabdlicos sao
minimas, tornando-o, entdo, quase inativo
ou dormente durante o tempo em que es-
tiver estocado (Snyder & Clausen, 1974).

Baseados em resultados experimen-
tais para a determinagdo da percentagem
de germinagao do pélen de cebola armaze-
nado sob temperaturas (21, 43 e 60° C) e
umidades relativas (20, 50 e 80%) contro-
ladas, através de diferentes concentragoes
de acido sulfarico, Chang & Struckmeyer
(1975) concluiram que aumentos de
temperatura, de umidade relativa e do
tempo de armazenamento diminuem
drasticamente a sua viabilidade.

Ganeshan (1986 b) armazenou a-
mostras de pélen de cebola em nitrogénio
liquido, durante 360 dias, e fez avaliacoes
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periddicas a cada trés meses de armazena-
mento. Observou que a percentagem mé-
dia de germinacao inicial, ou seja, antes de
ser estocado, foi de 48,26%; aos 90 dias
de conservacdo foi de 60,18%; aos 180
dias de 38,06%; aos 270 dias de 24,22%
e aos 360 dias, de 51,35%, concluindo
que o pdélen desta espécie pode ser conser-
wvado por até 360 dias nessa condicdo.

O presente trabalho teve por objetivo
avaliar a viabilidade dos pélens das cultiva-
res de cebola Aurora e Petrolini, retirados
de umbelas coletadas em dois horarios do
dia e que foram armazenados em trés
diferentes ambientes para conservacao,
durante o periodo de um ano.

MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi realizado no
Laboratério de Melhoramento Genético da
Embrapa Clima Temperado, em Pelotas,
RS.

Para os ensaios experimentais, foram
utilizadas as cultivares comerciais de cebo-
la, Aurora e Petrolini, oriundas de campos
de producdo de sementes do CPACT-EM-
BRAPA e da Estacdo de Pesquisa e Produ-
cao de Rio Grande, pertencente a Funda-
cao Estadual de Pesquisa Agropecudria
{(FEPAGRO).

Coleta e preparo dos pdlens

Para cada uma das cultivares, foram
coletadas, ao acaso, e em dois periodos do
dia (nove e quatorze horas), 15 a 18 um-
belas com, aproximadamente, 50% das
flores em estadio de flor aberta, nas plan-
tas dos campos de producdo de sementes
e levadas ao laboratdrio.

A fim de facilitar a deiscéncia da
antera e a coleta dos grdos de pdlen, os
escapos florais foram colocados em
beckers com Aagua e mantidos, por um
maximo de 72 horas, a temperatura
ambiente (20°-25° C). Apds este periodo,

as anteras secas e deiscentes foram remo-
vidas para caixinhas de papel e, dai, para
os recipientes de armazenamento. Essa
transferéncia foi feita com auxilio de um
pincel fino (nimero O) de pélo de camelo.

Conservacao do grdao de pdlen

Antes do armazenamento, foi
realizado o teste de germinacdo in vitro,
utilizando-se o meio de cultura constituido
por 20% de acucar, 50 mg.L' de &cido
bérico e 1% de agar. Registrou-se a
percentagem de germinacdo inicial das
amostras (tempo O), que serviu como
referencial para a comparacdao com aquela
obtida apés os quatro periodos de
armazenamento (aos trés, seis, nove e
doze meses).

Amostras da mistura pélen-antera,
obtidas de ambas as cultivares e em
ambos os horarios do dia, foram divididas
em quantidades aproximadamente iguais
(1/4 do frasco) e transferidas para frascos
de vidro (1,4 cm de didmetro x 5 cm de
comprimento), tampados com algodao.

Quatro frascos de vidro, correspon-
dentes as amostras obtidas de ambas as
cultivares e de ambos os horarios de cole-
ta, foram armazenados em freezer (-18° C)
e em dois dessecadores: um contendo,
como substancia higroscépica, 4cido
sulfarico e o outro, silica gel. A umidade
relativa, no interior do dessecador
contendo acido sulfirico, foi mantida entre
25 e 50%, através da utilizacdo de uma
solucao composta de 23 ml de H2SO4 e 50
ml de H20 destilada (Medeiros, 1976;
Camargo, 1978).

Para a cultivar Petrolini, amostras da
mistura de pdlens e anteras, obtidas em
ambos os horéarios, foram divididas em
quantidades aproximadamente iguais (1/2
de tubo Ependorf) e colocadas em dois
tubos deste tipo, os quais foram vedados
com plastico tipo parafilm e submersos em
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nitrogénio liquido (-196° C). Para a cultivar
Aurora, apenas as amostras obtidas as
nove horas foram armazenadas em
nitrogénio liquido, em iguais condicoes que
para ‘Petrolini’.

De cada recipiente de armazena-
mento, foram retirados pélens, para regis-
tro da percentagem de germinacdo, apos
quatro periodos de estocagem: aos trés,
seis, nove e doze meses. Estes retornaram
para 0s respectivos ambientes de com-
servacdo imediatamente apés a retirada da
amostra (Ganeshan, 1986b). Os pélens
armazenados no freezer e no nitrogénio
liquido foram deixados, a temperatura
ambiente e nas laminas adaptadas, por
aproximadamente trinta minutos € uma
hora, respectivamente, antes de serem
incubados em camara tipo BOD.

Foram considerados, para a cultivar
Aurora, os fatores ambiente de conserva-
cdo em dois niveis (4cido sulfurico e silica
gel), periodo de armazenamento, em qua-
tro niveis (trés, seis, nove e doze meses) e
horario de coleta, em dois niveis (nove e
quatorze horas). Para esta mesma cultivar,
foi realizada uma segunda andlise, onde
consideraram-se somente as amostras
obtidas as nove horas, os fatores ambiente
de conservacdo, em trés niveis (nitrogénio
liquido, 4&cido sulflrico e silica gel), e
periodos de armazenamento, em quatro
niveis (trés, seis, nove e doze meses). Para
a cultivar Petrolini, foram considerados os
mesmos fatores que para ‘Aurora’ (ambi-
ente de conservacdo, periodo de armaze-
namento e horario de coleta) porém, O
fator ambiente de conservagao, em trés
niveis (nitrogénio liquido, &cido sulfarico e
silica gel). Cada tratamento foi repetido
trés vezes. Cada repeticao foi constituida
por uma placa de Petri, contendo uma
lamina adaptada.

Os dados da varidvel percentagem
de germinacdo dos graos de pélen foram

transformados em arco seno da raiz qua-
drada de X/100, onde X representa o valor
percentual obtido.

Para os fatores ambiente de armaze-
namento e horario de coleta das umbelas,
a comparacao entre as médias dos trata-
mentos foi realizada pelo teste de Duncan.
Para o estudo do comportamento do fator
quantitativo periodo de conservacdo dos
polens, fez-se uso da andlise de regresséo
polinomial.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Cultivar Aurora

Através do teste de germinagado in
vitro, registrou-se a percentagem de
germinacéo inicial (tempo 0) para os graos
de pélen obtidos das umbelas colhidas as
nove e as quatorze horas e apos cada
periodo de armazenamento (trés, seis,
nove e doze meses) nNOs respectivos
ambientes de armazenamento em que as
amostras foram colocadas.

Pela andlise da variacdo realizada,
para a percentagem média de germinagao
dos pélens, constatou-se que 0S fatores
ambiente e periodo de armazenamento
foram altamente significativos, né@o sendo
significativo o fator horario e as interacoes
entre os respectivos tratamentos.

Com relacdo ao horério de coleta das
umbelas, para obtencdo das amostras de
pélens, os resultados obtidos (52,85%
para coleta as nove horas e 52,58% para
as quatorze horas) estdo de acordo com 0S
verificados por Mann & Woodbury (1969)
e Chang & Struckmeyer {(1875), que nao
observaram diferenca significativa na ger-
minacdo dos poélens logo ap6s terem sido
coletados, as nove e quatorze horas e
trinta minutos e as nove, doze e quatorze
horas.

Provavelmente, as condicdes de
temperatura e umidade, tanto no campo
como durante o periodo de secagem no
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nao foram suficientemente

laboratério,
diferentes para influenciar os resultados, o
que favoreceu a conservaciao das amostras

armazenadas, independentemente do
horério em que foram obtidas.

A comparagdo entre o armazena-
mento em freezer (-18° C), no interior de
dessecadores contendo &cido sulfdrico
e/ou silica gel, mostrou que houve diferen-
ca significativa (= 0,05) para a percenta-
gem de germinacdo dos pdlens conserva-
dos durante o periodo de doze meses,
sendo o dessecador com &cido sulftrico
considerado como a melhor condicdo para
a8 manutencdo da viabilidade do pélen da
cultivar Aurora (Figura 1).

Estes resultados foram semelhantes
aos obtidos por Chang & Struckmeyer
(1975) que, apesar de terem armazenados
0s poélens de cebola em temperaturas
acima de 0° C, verificaram ser o &cido
sulfdrico, mesmo a temperatura de 21° C,
adequado para a conservacao das
amostras por um periodo curto. Agueguia
& Fatokun (1988), também, verificaram

que amostras de pélen de Xanthosoma
sagitifolium (L.) Schott, uma espécie da
familia Araceae, armazenadas a 5° C,
mantiveram-se vidveis por 28 dias, quando
conservadas no interior de um dessecador
contendo acido sulfurico.

De acordo com Dubouzet et al.,
(1993), amostras de pélen de espécies do
género Allium, mantiveram sua germinabi-
lidade por oito meses (50% de germina-
¢do), quando armazenadas em dessecador
com silica gel a temperatura de 2-3° C e,
por doze meses, quando a temperatura de
-20° C (14,7% de germinacéo) e de -40° C
(12,3%). Portanto, embora no presente
trabalho a andlise tenha mostrado que o
acido sulfurico foi melhor para a conserva-
¢ao das amostras, durante os doze meses,
o indice de 50% de germinacdo citado por
Dobouzet et al., (1993) foi obtido, tam-
bém, pela conservacio em dessecador
com silica gel, porém apés o prazo de um
ano. Logo, dependendo das condicdes que
se tenha, este ambiente de armazenamento
ndo precisard, necessariamente, ser
descartado.

5480a

Viabilidade por germinagdo
in vitro (%)

A S.

S.G.

Ambientes armazenamento

Figura 1. Percentagem média de germinacdo dos pélens da cultivar Aurora armazenados
em freezer (-18° C), no interior de dessecadores com acido sulfirico (A.S.) e
silica gel (S.G.) (Médias seguidas por letras distintas diferem entre si pelo teste
de Duncan, com (a = 0,05). EMBRAPA - CPACT, Pelotas, RS. 1998.
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Os resultados, referentes a percen-
tagem de germinacdo, durante os quatro
periodos de armazenamento, mostraram
que houve uma certa reducdo na viabili-
dade dos pélens, sendo mais acentuada no
inicio do periodo de conservacdo, dos trés
para os seis meses (Figura 2). O menor
indice de germinacdo, em relacdo a dura-
cdo do armazenamento, foi estimado aos
dez meses com uma magnitude de 42,3%.

Uma segunda anélise foi realizada
para a cultivar Aurora, tomando-se apenas
as amostras de grdaos de pélen adquiridas
de umbelas colhidas as nove horas. Para
esta andlise, uma terceira condicdo de
armazenamento foi incluida, além das utili-
zadas nas analises anterior :s. Considerou-
se como ambientes de armazenamento O
nitrogénio liquido (-196° C) e os desseca-
dores contendo acido sulfirico e silica gel,
acondicionados em freezer (-18° C). To-
mando-se por base as andlises realizadas,
verificou-se que os fatores ambiente e
periodos de conservacdo foram altamente
significativos, ndo havendo significancia na
interacdo entre os mesmos. Apés doze
meses, houve diferenca significativa ape-
nas para a percentagem de germinacao
dos grdos de pélen mantidos em desseca-
dor com silica gel, a temperatura de -18°
C, ndo havendo diferenga significativa en-
tre o armazenamento em nitrogénio liquido
e em dessecador com acido sulfarico, sob
a temperatura de -18° C, que foram os
melhores tratamentos (Figura 3).

Uma segunda analise foi realizada
para a cultivar Aurora, tomando-se apenas
as amostras de graos de pdlen adquiridas
de umbelas colhidas as nove horas. Para
esta andlise, uma terceira condicdo de ar-
mazenamento foi incluida, além das utili-
zadas nas analises anteriores. Considerou-
se como ambientes de armazenamento o
nitrogénio liquido (-196° C) e os desseca-
dores contendo acido sulfirico e silica gel,
acondicionados em freezer (-18° C).

Tomando-se por base as andlises
realizadas, verificou-se que os fatores am-
biente e periodos de conservacdao foram
altamente significativos, nao havendo sig-
nificdncia na interacao entre os mesmos.

Apés doze meses, houve diferenca
significativa apenas para a percentagem de
germinacdo dos grdos de pélen mantidos
em dessecador com silica gel, a tempera-
tura de -18° C, ndao havendo diferenca
significativa entre o armazenamento em
nitrogénio liquido e em dessecador com
4cido sulfarico, sob a temperatura de -18°
C, que foram os melhores tratamentos
(Figura 3). Portanto, o comportamento da
germinacdo dos pélens armazenados em
dessecador com &cido sulfarico e em
nitrogénio liquido, estd de acordo com
Chang & Struckmeyer (1975) e Ganeshan
(1986 b), que optaram por utilizar estes
métodos para tal finalidade, em cebola.

Ganeshan (1986 a), ao estocar graos
de poélen de mamao (Carica papaya L.),
também verificou que o nitrogénio liquido
(-196° C) foi capaz de conservar amostras
por 485 dias.

Pelas andlises da percentagem de
germinacdo dos pélens, durante o periodo
de armazenamento, constatou-se que, do
mesmo modo que nas andlises anteriores,
houve uma queda mais acentuada no inicio
do armazenamento e dos trés para os seis
meses, do que no final deste, sendo que o
menor percentual foi estimado aos dez
meses com uma magnitude de 42,4%
(Figura 4).

Cufﬁvar Petrolini

Tomando-se por base a anélise da
variacdo realizada, constatou-se que os fa-
tores ambiente e periodos de armazenamen
to foram altamente significativos (=
0,01), nao sendo significativos, entretanto,
os fatores horario de coleta das umbelas e
as interacbes entre 0s respectivos
tratamentos.
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Figura 2. Regressdo polinomial para a percentagem de germinacdo dos pélens da cultivar Aurora,
em diferentes periodos de armazenamento. EMBRAPA-CPACT, Pelotas, RS. 1998.
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Ambientes de armazenamento

Figura 3. Percentagem média de germinacdo dos pdlens da cultivar Aurora armazenados em
nitrogénio liquido (-196° C) (N.L.) e em freezer (-18° C), no interior de dissecadores
com é&cido sulfirico (A.S.) e silica gel (S.G.) (Médias seguidas por letras distintas
diferem entre si pelo teste de Duncan, com a = 0,05). EMBRAPA-CPACT, Pelotas, RS.
1998.
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Figura 4. Regress@o polinomial para a percentagem de germinacdo dos pdlens da cultivar Aurora,
coletados as nove horas, em diferentes periodos de armazenamento. EMBRAPA-CPACT,

Pelotas, RS. 1998.

Os resultados de viabilidade quanto
ao horario de coleta das umbelas (18,82%
para coleta as nove horas e 20, 19% para
as quatorze horas), estdo de acordo com
os obtidos por Maan & Woodbury (1969)
e Chang & Struckmeyer (1975), quando
estudaram esta mesma situacdo para 0s
polens de Allium cepa.

Dubouzet et al., (1993) verificaram
que um periodo de 48-72 horas de seca-
gem, em dessecador com silica gel, a tem-
peratura de 20° C, foi adequado para a
secagem das amostras de pblens de algu-
mas espécies do género Allium.

Provavelmente, tanto para as amos-
tras de polens da cultivar Aurora como
para da cultivar Petrolini, a temperatura e
umidade ambiente, no campo e durante o
periodo de secagem no laboratério, foram
suficientes para evitar o efeito deletério
(Karow, 1991, citado por Dubouzet et al.
1993) da formacéo intracelular de cristais
de gelo, provocada por altos contetdos de
umidade dos pélens armazenados.

Através da analise realizada para os
trés ambientes de conservacdo, observou-
se que o nitrogénio liquido (-196° C) foi a
melhor condicdo para a manuten¢ao da
viabilidade dos pélens da cultivar Petrolini,
ao longo dos doze meses de armazenamen
to, havendo diferenca significativa entre o
mesmo e as demais condicdes (Figura 5).
Ganeshan (1986 b) também estocou, du-
rante o periodo de um ano, amostras de
polen de cebola em nitrogénio liquido. Ja
Barnabas & Rajki (1976), estudando a con-
servacdo de graos de polen de milho (Zea
mays L.), concluiram que se 0S MeSMOS
forem secos adequadamente, poderao ser
armazenados igualmente por doze meses,
em nitrogénio liquido, independentemente
do horario do dia em que forem obtidos.

A andlise de regressdao polinomial
para os niveis de periodo, mostrou que
também houve uma tendéncia a reducao
da capacidade de germinagao das
amostras, com o passar do tempo de
armazenamento (Figura 6).
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Viabilidade por germinagdo
In vitro (%)

N.L. AS. S.G.
Ambientes de armazenamento

Figura 5. Percentagem n .édia de germinagédo dos pélens da cultivar Petrolini, armazenados
em nitrogénio liquido (N.L.), a -196° C e em freezer (-18° C), no interior de
dessecadores com &cido sulfurico (A.S.) e silica gel (S.G.) (Médias seguidas por
letras distintas diferem entre si pelo teste de Duncan, com a = 0,05). EMBRAPA-
CPACT, Pelotas, RS. 1998.
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Figura 6. Regressdo polinomial para a percentagem de germinacdo dos pélens da cultivar
Petrolini, em diferentes periodos de armazenamento. EMBRAPA-CPACT,
Pelotas, RS. 1998.
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Embora valores diferenciados de
germinacdo tenham sido observados para
os graos de poélen das duas cultivares
estudadas, as mesmas produzem grande
quantidade de pdlen por antera pois,
através de testes preliminares, constatou-
se que a ‘Aurora’ possui, aproximadamen-
te, 14.000 graos de pdlen por antera,
enquanto que a ‘Petrolini’, 15.000. Portan-
to, mesmo que a cultivar Petrolini apresen-
te indices mais baixos de germinacédo e
que haja reducdo destes valores, para
ambas as cultivares, durante o armazena-
mento, talvez esta reducao possa ser com-
pensada pelo uso de amostras de tamanho
maior, visto a numerosa quantidade de
graos de pélen que ambas produzem.

Convém ressaltar que estudos
adicionais relacionados ao comportamento
in vivo, de amostras armazenadas de pdlen
de cebola, precisariam ser realizados a fim
de verificar qual a sua capacidade de
polinizacdo, fertilizacdo e producdo de
sementes normais.

CONCLUSOES

Nio existe diferenca na germinacdo dos
graos de pélen obtidos de umbelas de
cebola colhidas nos distintos horarios do
dia;

Para a cultivar Aurora, as amostras de
pélen podem ser armazenadas, tanto em
nitrogénio liquido como em dessecador
com &acido sulfarico, acondicionado em
freezer (-18° C), por um prazo de um
ano;

A melhor condigdo, para o armazenamen-
to do polen da cultivar de cebola
Petrolini, € em nitrogénio liquido.
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