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Resumo: A assincronia de florescimento € um fator limitante no melhoramento genético de muitas
espécies e por isso a importancia dos estudos direcionados para a conservacao de pdlen. Este trabalho
teve como objetivo avaliar a tolerancia do pdlen das subspécies Manihot esculenta a desidratacdo por
diferentes periodos de exposicdo em camara de fluxo laminar, visando a estratégia de criopreservacao.
Como material vegetal foram utilizados anteras do acesso de M. esculenta (BGM 260), M. flabelifollia
(FLA 029Vv-01) e M. peruviana (PER 002V), mantidos no Banco de Germoplasma de Mandioca da
Embrapa Mandioca e Fruticultura. Para a avaliacdo da toleréncia a desidratacdo do pdlen as anteras
foram depositadas em envelopes abertos de papel aluminio e foram submetidas diretamente a
exposicdo por diferentes periodos (15, 20, 25 e 30 minutos). Para avaliacdo da viabilidade polinica
ap6s a desidratagdo foi utilizado o método de reacdo fluocromatica. O teor de umidade apés
desidratagé@o variou de 88% (15 minutos de exposi¢cdo) a 77% (30 minutos de exposicdo). O teste de
viabilidade possibilitou a visualiza¢do de tubos polinicos em todos os tratamentos, com excecdo dos
grdos de pélen desidratados por 30 minutos da subespécie M. esculenta. Os resultados apontaram que a
medida que o teor de umidade é reduzido, os grdaos de pdlen das subespécies de Manihot esculenta
perdem drasticamente a sua capacidade de germinagé&o.
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Introducéo
A conservacao de polen é importante para subsidiar novos cruzamentos, para pesquisas basicas, assim

como para o intercambio e preservacdo de germoplasma (FERES, 2009). Dentre as técnicas de conservagao,
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somente a criopreservagdo (armazenamento em nitrogénio liquido a -196 ° C) pode garantir um armazenamento
de germoplasma em longo prazo. Protocolos de criopreservacgao de polen de diversas espécies como Mangifera
indica, Carica papaya, Carica cauliflora, Citrus limon, Vitis vinifera, Vitis labrusca, entre outra, ja foram
estabelecidos (SHIVANNA & SAWHNEY, 1997). O sucesso da conservacdo do pélen depende de vérios
fatores, como o estadio fisiologico da flor, a temperatura e umidade relativa do ambiente de armazenamento,
assim como do grau de umidade do gréo de pélen (GIORDANO et al., 2003). A desidratagdo é uma das etapas
de maior importéncia nos sistemas experimentais utilizados na criopreservacao, sendo que o teor de umidade da
célula tem que compreender uma taxa especifica capaz de garantir a integridade celular no ultracongelamento e
na reidratacdo sem comprometer as funcBes celulares. Neste sentido o objetivo deste trabalho foi avaliar
diferentes tempos de exposi¢do em cdmara de fluxo laminar para a desidratacéo de gréos de pélen de mandioca

como estudo preliminar para os trabalhos de criopreservacao de pdlen de mandioca.

Material e Métodos

Como material vegetal foram utilizadas anteras do acesso de Manihot esculenta spp. esculenta
(BGM 260), Manihot esculenta spp. flabelifollia (FLA 029V-01) e Manihot esculenta spp. peruviana
(PER 002V), mantidos no Banco de Germoplasma de Mandioca da Embrapa Mandioca e Fruticultura.
As flores foram coletadas durante a antese e levadas ao Laboratério de Cultura de Tecidos Vegetais.
Para a avaliacdo da tolerancia do polen a desidratacdo, anteras de cada subespécie foram depositadas
em envelopes abertos de papel aluminio e submetidas diretamente a exposicdo em camara de fluxo
laminar por diferentes periodos (15, 20, 25 e 30 minutos). Foram utilizados 50 anteras para cada
tratamento. Como controle da viabilidade polinica foram utilizadas anteras sem desidratacao.

Determinou-se o grau de umidade do grdo de pdlen na base Umida para todos os tratamentos,
adotando a mesma metodologia utilizada para determinacdo do grau de umidade de sementes
(BRASIL, 1992). Para avaliacdo da viabilidade polinica ap6s a desidratagdo foi utilizado o método de
reacao fluocromatico. Para visualizacdo dos tubos polinicos os estigmas foram depositados em laminas
de vidro, com trés gotas do corante anilina azul e cobertos com laminulas de vidro. As laminas foram

levadas ao microscopio dptico de fluorescéncia OLYMPUS U-RFL-T.

Resultados e Discussao
O teor de umidade apos desidratacdo variou de 88% (apds 15 minutos de exposicao) a 77% na
subespécie (apos 30 minutos de exposicdo). Os resultados da viabilidade polinica obtidos pelo método
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de reacdo fluorocromética mostrou grande variagdo entre o0s tratamentos nas trés sub-espécies
avaliadas e possibilitou a visualizacdo de tubos polinicos em todos os tratamentos, com excec¢do dos
grdos de pélen desidratados por 30 minutos da subespécie M. esculenta (Tabela 1 e Figura 1).

Tabela 1. Teor de umidade - TU (%) e porcentagem de pdlen viavel (PV) de grdos de polen de

diferentes subespécies de Manihot ap6s diferentes periodos de exposi¢do em camara de fluxo laminar.

M. esculenta M. flabellifolia M. peruviana

Tempo de Exposicao TU(%) PV TU(%) PV TU(%) PV
0 minuto 100 71 100 81 100 78

15 minutos 88 33 88 72 82 27

20 minutos 81 20 83 28 84 36

25 minutos 83 38 78 27 80 38

30 minutos 78 0 77 3 79 14
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Figura 1. A — Polen de M. esculenta controle (sem siratagéo); B — pdlen apds 15 minutos de desidratgéo; C
- polen apo6s 20 minutos de desidratacdo; D - polen ap6s 25 minutos de desidratacdo e E - p6len apds 30 minutos
de desidratacdo. F — Pdlen de M. flabellifolia controle (sem desidratacdo); G — pélen apdés 15 minutos de
desidratacdo; H - pdlen ap6s 20 minutos de desidratacdo; | - polen apds 25 minutos de desidratacdo e J - pélen
apos 30 minutos de desidratagcdo. K — Polen de M. periviana controle (sem desidratacdo); L — pdlen apos 15
minutos de desidratagdo; M - polen apds 20 minutos de desidratacdo; N - pélen apds 25 minutos de desidratacéo

e O - polen apo6s 30 minutos de desidratacao.

Os resultados mostram que mesmo no tratamento controle ndo ha 100% de polens vidveis, o

que pode estar relacionado a diferentes fatores, como etapa do desenvolvimento floral, hora de coleta,
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temperatura, etc. Por outro lado, & medida que se submete o pdlen ao tratamento de desidratacéo, a
viabilidade cai drasticamente, comprometendo severamente qualquer tentativa de conservagao, nestas
condicdes. Provaveis danos a membrana, causados pelo tratamento de desidratacdo, podem estar
relacionados e esta queda abrupta da viabilidade com a manutencdo de um teor de umidade
considerado ainda relativamente alto. Diferencas entre as trés espécies foram observadas, sendo a M.
flabellifolia mais resistente a desidratacdo, pelo menos nos primeiros 15 minutos e M. esculenta mais
susceptivel ao tratamento de 30 minutos e a M. peruviana, que apesar da queda de viabilidade aos 15
minutos ter sido a mais marcante, foi das trés variedades, a que se manteve com indices de viabilidade

mais estaveis entre os trés ultimos tempos de desidratacéo.

Concluséo
Os acessos de M. esculenta avaliados neste trabalho demostraram-se pouco tolerantes a
desidratacdo ja no tempo minimo de 15 minutos proposto no trabalho, demandando estudos relativos a
estrutura da membrana do pélen da mandioca, assim como novas estratégias de desidratacdo para

subsidiar sua conservag&o.
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