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USO DE RECURSOS GENETICOS DO GENERO Manihot NO PRE-
MELHORAMENTO GENETICO DE MANDIOCA

Autora: Livia de Jesus Vieira
Orientadora: Dra. Fernanda Vidigal Duarte Souza
Co-orientadores: Dr. Alfredo Augusto Cunha Alves e Eder Jorge de Oliveira

RESUMO: A mandioca (Manihot esculenta Crantz) originaria do continente
americano € utilizada na alimentagdo humana e animal ou como matéria-prima
para diversas industrias. Acdes voltadas ao pré-melhoramento sio relevantes a
fim de subsidiar a obten¢ao de hibridos com caracteristicas superiores. O objetivo
deste trabalho foi caracterizar a produgéo, o tamanho e a viabilidade de graos de
polen de acessos de diferentes espécies do género Manihot, assim como avaliar
procedimentos para conservar graos de polen de mandioca silvestre. A estimativa
da producéao de pélen foi realizada pelo numero de graos de pélen produzidos por
bot&o floral e o didmetro foi determinado pelo comprimento transversal do grao. A
viabilidade do polen foi avaliada por testes in vitro, in vivo e testes colorimétricos. A
producao média observada entre todos os acessos foi de 1.253 graos de pdlen. A
maior producao foi observada no acesso DIC 587-05, com producdo média de
3.638 gréaos de polen/flor enquanto que a menor foi no acesso FLA 029-01 com
producdo meédia de 579 graos. Com relacdo ao tamanho do grdo de podlen,
verificou-se que nos acessos silvestres o tamanho variou de 132 a 163 um e de
129 a 146 ym nas cultivadas. A viabilidade dos grdos de pdlen foi elevada pelos
testes colorimétricos, média nos testes in vivo e ndo houve germinagcdo em meio
de cultura. Estudos da ultraestrutura polinica foram realizados por microscopia
eletrdbnica de varredura evidenciando diferengas estruturais entre as espécies
silvestres. Pdlen do acesso silvestre FLA-005-07 foi armazenado em quatro
temperaturas distintas (27, 4, -20, -80°C) e por dois periodos diferentes (trés e seis
meses). Os grados de polen armazenados do acesso silvestre sofreram perda
significativa da viabiabilidade, sendo necessarios novos estudos nesse sentido.

Palavras-chave: Espécies silvestres, Manihot esculenta Crantz, pré-

melhoramento.



USE OF GENETIC RESOURCES OF THE GENUS Manihot IN THE GENETIC
PRE-IMPROVEMENT OF CASSAVA

Autora: Livia de Jesus Vieira
Orientadora: Dra. Fernanda Vidigal Duarte Souza
Co-orientadores: Dr. Alfredo Augusto Cunha Alves e Eder Jorge de Oliveira

ABSTRACT: The cassava (Manihot esculenta Crantz) native to the American
continent is used in the human and animal feeding or as raw material for several
industries. Actions directed to the pre-improvement are relevant in order to
subsidize the obtainment of hybrids with superior characteristics. The objective of
this work was to characterize the production, the size and the viability of pollen
grains of accessions of different species of the genus Manihot, as well as to
evaluate procedures to preserve pollen grains of wild cassava. The estimate of the
pollen production was accomplished by the number of pollen grains produced per
flower bud and the diameter was determined by the transversal length of the grain.
The viability of the pollen was evaluated by ‘in vitro’, ‘in vivo’ and colorimetric tests.
The average production observed among all the accessions was 1.253 pollen
grains. The highest production was observed in the accession DIC 587-05, with a
mean production of 3.638 pollen grains/flower, while the lowest was in the
accession FLA-029-01 with a mean production of 579 grains. Regarding the size
of the pollen grain, it was verified that in the wild accessions the size ranged from
132 to 163 ym and from 129 to 146 pm in the cultivated ones. The viability of the
pollen grains was high through the colorimetric tests, medium in the ‘in vivo’ tests
and there was no germination in the culture medium. Studies of the pollen
ultrastructure were accomplished by sweeping electronic microscopy evidencing
structural differences among the wild species. Pollen of the wild accession FLA-
005-07 was stored in four different temperatures (27°C, 4°C, -20°C, -80°C) and for
two different periods (three months and six months). The stored pollen grains of
the wild accessions suffered significant losses of viability, being necessary new
studies on that subject.

Key word: Wild species, Manihot esculenta Crantz, pre-improvement.



INTRODUGCAO
A mandioca (Manihot esculenta Crantz), pertence a classe das

Dicotiledéneas, ordem Euphorbiales, familia Euphorbiaceae e ao género Manihot.
E nativa do Brasil e esta distribuida em todo o territorio nacional (VALLE, 2005).
Outras denominagbes como M. utilissima, M. dulcis, M. aipi sao consideradas
sinbnimos de M. esculenta (ROGERS e FLEMING, 1973). Quanto a ploidia, todas
as espécies do género Manihot possuem 2n=36 cromossomos (RAFFAILAC e
SECOND, 2001).

Manihot € um género Neotropico com 98 espécies com plantas que
variam de herbaceas a arvores. S&o reconhecidos dois centros de diversidade de
espécies, um no Brasil com 80 espécies e outro no México. Quatro principais
centros de diversidade de espécies sao reconhecidos no Brasil. O Planalto
Central (altitude superior 1000m) é o que tem maior numero de espécies (58 das
80), seguido do Nordeste (8 em 80), Sudeste (8 em 80) e a Amazdbnia (6 em 80)
como o centro de maior diversidade da mandioca e seu ancestral. A taxonomia de
Manihot € um enigma devido a superposi¢cédo dos caracteres morfolégicos entre as
espécies, da plasticidade fenotipica destes caracteres, da falta de variagdo no
numero de cromossomos entre as espécies e do numero limitado de caracteres
com informagé&o taxondmica. A falta de caracteres morfolégicos confiaveis dificulta
os estudos sobre a origem da mandioca e em consequéncia varias espécies de
Manihot originadas do México, América Central e América do Sul podem ser
ancestrais potenciais da mandioca. As duas hipéteses de origem da mandioca
sugerem que a mandioca € uma espécie hibrida que se fundamenta no complexo
de espécies Mexicanas ou uma espécie oriunda de uma unica espécie ancestral
que se fundamenta no complexo das espécies de Manihot que ocorrem no Brasil,
sendo a Manihot esculenta subsp. flabellifolia esta espécie (CARVALHO, 2005).

Segundo Nassar (2003), a mandioca € uma cultura nativa da América do
Sul que foi domesticada na Amazdnia pelos indios brasileiros e a domesticagao

pode ter ocorrido de um hibrido natural entre duas espécies, € as raizes alargadas

poderiam ser o resultado desta hibridagao.



2

M. esculenta tem sido cultivada no continente americano desde tempos
antigos (RAFFAILAC e SECOND, 2001). Reliquias dessas raizes tuberosas foram
encontradas em sitios arqueolégicos de 3.800 anos, descobertos ao longo da
costa oeste do Peru e no Brasil (UGENT et al., 1986, PROUS, 1991). De acordo
com Rogers e Appan (1973), os portugueses foram os primeiros a importar

mandioca da costa leste do Brasil para a Africa. Apés o século XVI, as espécies se

difundiram progressivamente por varias regides da Africa subsaariana. Hoje, a mandioca é
distribuida em grandes areas da Africa, Asia e América do Sul e cresceu em mais de 60 paises, a
maioria deles em desenvolvimento (ADEYEMO, 2009).

A mandioca € uma das culturas alimentares mais importantes nas regides
tropicais e subtropicais no mundo. E a quinta mais importante fonte de energia
alimentar classificada abaixo do trigo, arroz, milho e sorgo em termos de consumo
caldrico global (ADEYEMO, 2009).

Com uma produgéo de 228.138,068 milhdes de toneladas, a mandioca se
constitui em uma das principais exploragbes agricolas do mundo. Entre os
continentes, a Africa € o maior produtor mundial, seguido pela Asia, América
Latina e Oceania (FAO, 2008). Neste cenario, vale destacar a participagao da
Nigéria, maior pais produtor de mandioca, com um volume de 45 milhdes de
toneladas. Em seguida, a Tailandia, segundo maior pais produtor de mandioca,
com uma produgédo de 30 milhdes de toneladas de raizes. E em terceiro lugar,
encontra-se o Brasil com producao de 26 milhdes de toneladas (FAO, 2009).

A mandioca é produzida em todo o territério brasileiro, mas a sua maior
concentragao € na Regido Nordeste, cuja participagcdo chega a 40%, destacando-
se os estados da Bahia, Maranhao e Ceara. A Bahia representa 50% da produgéo
nordestina, possui um centro de Pesquisa da EMBRAPA em Cruz das Almas, e
conta com centenas de “casas de farinha” (SEAB, 2007).

Na Regido Norte, destaca-se o Estado do Para, sendo o maior produtor
nacional, com cinco milhées de toneladas por ano, tem um grande numero de
pequenas fabricas de farinha e apresenta o maior indice de consumo nacional de
farinha, com 33 kg per capita ao ano. Além de abastecer o mercado local,
eventualmente exporta a farinha para os estados vizinhos do Nordeste.

No Centro-Oeste observa-se tendéncia de crescimento agricola, puxada

por algumas industrias de fécula, principalmente no Mato Grosso do Sul. J4 no
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estado do Mato Grosso, praticamente toda a produgdo de mandioca destina-se ao
consumo animal e humano.

No Sudoeste, aparece Sao Paulo com avangados Centros de Pesquisa,
producao de fécula e farinha, com boa parte do mercado sendo abastecido com
produtos do Parana e Santa Catarina.

A Regido Sul se destaca com o Parana, que produz anualmente mais de
trés milhdes de toneladas de raiz, e possui 0 maior € 0 mais moderno parque
industrial do pais. Santa Catarina ainda produz fécula e farinha, mas ja foi mais
importante antes dos anos 80, pois a partir desse periodo muitas industrias foram
transferidas para o Parana. Ja, o Rio Grande do Sul, apesar de destacado
produtor de raiz, nao a industrializa e destina toda a producdo para o consumo
animal (SEAB, 2007).

Entretanto, apesar de toda importancia, o valor nutricional da mandioca
esta muito aquém do ideal, principalmente pelos baixos niveis de proteinas,
gordura, fibras e minerais, somados ao teor de glicosidios cianogénicos (COCK,
1985). Além disso, o cultivo tem grandes limitagées, como o grande numero de
pragas, doengas e virus, aos quais as principais variedades sao suscetiveis
(BELLOTTI et al., 1999). Demandando, dessa forma, o desenvolvimento de novas
variedades que nao apresentem tais caracteristicas.

Em vista disso, programas de melhoramento genético em varios paises do
mundo vém sendo conduzidos nessa diregcdo, destacando-se o Brasil. Centro de
origem e diversidade genética da espécie, o pais possui um manancial de
variabilidade genética a ser utilizada na obtencdo de hibridos de interesse. Os
recursos genéticos da espécie devem, portanto, ser melhor explorado por meio de
trabalhos de pré-melhoramento, subsidiando, dessa forma os programas de
melhoramento genético para a geragdo de novas variedades mais produtivas e
resistentes as principais pragas e doengas.

Ao longo do tempo, a mandioca vem sendo propagada vegetativamente
pela interferéncia humana, mantendo, entretanto, uma reproducédo sexuada ativa,
o0 que mantém e amplifica a variabilidade genética, possibilitando aos geneticistas
a escolha de gendtipos de interesse aos programas de melhoramento dessa
espécie (SILVA, 2001). Dentro do género Manihot, ja foram identificadas

aproximadamente 98 espécies, das quais a Manihot esculenta Crantz € a Unica
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cultivada comercialmente para a producdo de raizes comestiveis ou para a
industria (FUKUDA, 2002).

Em diversas culturas, as espécies silvestres vém sendo utilizadas pelos
melhoristas como fonte de caracteres uteis, ndo encontrados nas variedades da
espécie cultivada incorporados as variedades comerciais (NASSAR, 1986,
BELLON et al.,, 2007). No caso especifico da mandioca, as espécies silvestres
sdo fundamentais para o trabalho de melhoramento genético, por representarem
uma fonte de resisténcia a fatores de estresses bibticos e abidticos.

Entretanto, dentre os principais problemas na utilizacdo de espécies
silvestres de Manihot em programas de melhoramento, destaca-se a falta de
sincronia nos periodos de florescimento e a dificuldade para propagacédo e
manutencao dessas espécies em condigdes de campo.

Nassar (1986) trabalhando com hibridizagcdo interespecifica entre M.
esculenta (clones catelo, vassourinha e branca-de-santacaterina) e espécies
silvestres (M. glaziovii Muell-Arg., M. pseudoglaziovii Pax e Hoff, M. caerulescens
Pohl, e M. pohlii) mostrou que, embora em todas as espécies o numero hapldide
seja n = 18 cromossomos, foi observado incompatibilidade de varias espécies
com Manihot esculenta. 1sso mostra que agdes de pesquisa, dirigidas aos estudos
de caracterizagao do podlen tanto da mandioca cultivada, como da silvestre, sédo
fundamentais para dar suporte aos programas de melhoramento genético de
mandioca em que envolva hibridiza¢des interespecificas.

Estudos referentes a producido, tamanho viabilidade e conservagao do
polen sdo, portanto, parte de uma demanda importante que visa subsidiar futuros
cruzamentos entre variedades de mandioca e espécies silvestres do género
Manihot.

A estrutura reprodutiva da mandioca é tipica de espécies albgamas e as
taxas de cruzamento s&o facilmente manejaveis, permitindo desde 100% de
autofecundacgao até 100% de fecundagao cruzada. O estigma é receptivo durante
todo o periodo de abertura das flores, tornando-se inviavel no periodo de 24
horas; ja o pdlen mantém-se viavel por um periodo de seis dias, quando
conservado em cloreto de calcio. O periodo entre a polinizacdo e a fertilizacao
varia de 8 a 19 horas. A mandioca apresenta protoginia, ou seja, em uma mesma
inflorescéncia, as flores femininas abrem antes das flores masculinas. O carater

protoginico da antese floral, a ocorréncia de macho-esterilidade, a forte depresséao



endogamica causada pelas autofecundacdes, e a alta heterozigose da espécie
sdo fatores que concorrem para que seja considerada preferencialmente uma
planta aldgama (DOMINGUEZ et al., 1984 apud Silva, 2001).

A mandioca apresenta flores apetaladas dispostas em paniculas axilares
ou terminais. As flores masculinas e femininas sado separadas na panicula. As
flores masculinas sao imbricadas, coloridas ou ndo na parte ventral, e o calice &
constituido por cinco sépalas. O receptaculo é urceolado, com lobos, cada um
deles bilobado.

Nas flores masculinas, o disco € intraestaminal e seus lobos opdem-se as
partes do calice. Os estames sdo em numero de dez, dispostos em duas séries,
cinco internos e cinco externos, inserindo-se sobre o disco. Os filetes dos
estames do ciclo exterior sdo mais desenvolvidos. Os estames interiores
alternam-se com as pecgas do calice e inserem-se nos espac¢os mais profundos do
disco. As anteras sao birrimosas, voltadas ou inclinadas para o eixo da flor. O
polen é abundante, de cor amarelada. Os graos sao esféricos providos de exina e
intina; exina revestida de cristais com aparentemente varios poros.

As flores femininas sdo maiores que as masculinas, de posi¢cao basal,
primeiramente, voltadas para cima e apds a fecundacdo, péndulas. Estilete
brevissimo. Estigma largo, trilobado, repetidamente bilobulado, ondulado, carnoso
(Figura 1). O ovario é supero, com lojas, e cada loja com um o6vulo (Figura 2).
Estaminodios presentes as vezes, ou n&o. Disco na base do ovario de cinco
lobos, cada lobo com dois I6ébulos. O fruto € uma capsula, tricoca, cada loja
bivalva com uma semente. As sementes sao carunculadas, lisas com desenhos.
Os cotilédones sédo grandes, retos, maiores que a radicula. Possui endosperma
portador de substancias oleosas (VIEGAS, 1976). Nas Figuras 3, 4, 5 e 6, é
possivel observar as diferengas dessas estruturas florais nas seguintes espécies
silvestres do género Manihot. M. flabellifolia, M. peruviana, M. violaceae, M.
cecrobialifolia, M. anomala, M. tomentosa e M. dichotoma e na espécie cultivada
M. esculenta Crantz. Na Figura 7 pode-se observar a variagdo na morfologia dos
frutos dessas espécies.

O pdélen de mandioca apresenta dimorfismo, os maiores graos medem de 130 a 150 ym
de didmetro, e os grdos menores variam entre 90 e 110 pym (PLAZAS, 1991). Segundo
Chavarriaga-Aguirre e Halsey (2005), o polen de mandioca perde a viabilidade

rapidamente apds ser liberado da flor masculina. Leyton (1993) obteve 97% de
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semente em cruzamentos realizados com podlen fresco, 56% de semente com
polen armazenado por 24 horas e 0,9% de sementes oriundas de cruzamentos
com poélen de mandioca cultivada apds 48 horas de armazenamento.

Na mandioca, as flores masculinas desenvolvem-se perto da ponta,
enquanto que as flores femininas desenvolvem-se mais perto da base da
inflorescéncia (CHAVARRIAGA-AGUIRRE e HALSEY, 2005). A fertilizag&o ocorre
quando os graos de podlen alcangam o estigma, aderem a sua superficie e ocorre
a formacgao dos tubos polinicos. O tubo polinico cresce em dire¢cao ao ovario e
penetra no évulo, onde deposita seus dois nucleos reprodutivos e degenera em
seguida. Posteriormente, ocorre a unido de um dos gametas masculinos ao
nucleo da oosfera para formar o zigoto (2n), e o outro nucleo reprodutivo se une
aos dois nucleos polares do saco embrionario (fuséo tripla), para formar o nucleo
do endosperma (3n), caracterizando a dupla fertilizagc&o tipica das angiospermas
(MARCOS FILHO, 2005).

Ocorrido a fertilizagdo, a semente resultante se torna viavel dois meses apds a
polinizagdo, e os frutos tornam-se maduros cerca de um més depois disso, ou cerca de trés meses
apos a polinizagao (CEBALLOS et al., 2002). O fruto é deiscente, trilocular, e as sementes sao

ovoides, com cerca de 100 mm de comprimento € 4 a 6 mm de espessura (ALVES, 2002).

Embora ndo seja muito dificii a obtencdo de sementes, quer por
cruzamentos abertos, ou controlados artificialmente, ha varios fatores envolvidos
no florescimento, frutificacdo e producdo de sementes, tais como: variedade,
clima, solo e idade das plantas, os quais podem alterar substancialmente a
quantidade de sementes a ser produzida (MONTEIRO et al., 1984).

A producdo de sementes e a viabilidade sdo variaveis dependendo em grande parte da
qualidade do progenitor do sexo feminino (KAWANO, 1980). Sementes recém-colhidas sao
latentes, exigindo de trés a seis meses de armazenamento antes de germinar (JENNINGS;

IGLESIAS, 2002). Silva et al., (2001) observaram que apo6s teste de germinacao,
sementes obtidas de frutos com apenas uma semente apresentam 53,49% de
germinagdo, enquanto as oriundas de frutos com duas ou trés sementes
mostraram 32,5% e 40,32% de germinacgao, respectivamente.

Silva et al. (2001), constataram que a flor da mandioca é visitada por
coleodpteros, vespas, abelha irapua (Trigona spinipes) e abelha (Apis mellifera). A
abelha irapua e as vespas raramente foram observadas fazendo polinizacéo, e a
especie Apis mellifera foi o principal polinizador natural observado.
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Quanto mais eficiente for o processo de polinizagéo, ou seja, quanto maior
for o numero de grados de pdlen viaveis e compativeis no estigma, maior sera a
competicdo entre eles para fecundar os évulos, e maior sera a porcentagem de
fertilizacOes efetivas (FREITAS, 1997). Para assegurar o sucesso nas hibridagbes
controladas, € importante que o pdlen a ser utilizado tenha boa viabilidade.
Resultados de pesquisa mostram que as porcentagens de germinagdo e
porcentagem de viabilidade do pdlen estdo em completa acordancia (BOLAT,
PIRLAK, 1999).

Scorza e Sherman (1995) consideram que um bom pdlen deve apresentar
50 a 80% de graos germinados com tubos bem desenvolvidos. A medida que o
polen envelhece, a porcentagem de germinagdo e o comprimento dos tubos
polinicos decrescem. Ainda que o pélen parega fraco, a presenga de alguns tubos
polinicos vigorosos indica que o mesmo ainda €& suficientemente bom para
assegurar, pelo menos, uma moderada frutificacdo efetiva, apesar da baixa
porcentagem de germinacgao.

Para o monitoramento da viabilidade do pdélen conservado, varios testes
podem ser utilizados, destacando-se quatro tipos principais a seguir: a. pelo uso
de corantes; b. germinagao in vitro; c. germinagéao in vivo, e d. polinizagao in vivo
e a porcentagem de frutificagao efetiva (GALETTA, 1983).

Segundo Stanley e Linskens (1974), nenhum teste de viabilidade é
completamente satisfatorio, principalmente apos o pdlen ter sido armazenado,
pelas seguintes razdes: os testes quimicos usam corantes que reagem com
constituintes quimicos ou estruturas cujas presengas podem néao refletir a
capacidade de o gréao de pdlen germinar; amostras de grdos de pdlen que
germinam bem in vitro, podem n&o produzir suficiente elongagao do tubo polinico
para afetar a fertilizagcdo. Por outro lado, amostras de pdlen que parecem néao-
viaveis quando testadas in vitro, podem produzir boa porcentagem de sementes in
vivo, o poélen armazenado pode germinar diferentemente em amostragens
repetidas ou em diferentes meios.

Entretanto, independentemente do método usado para testar a viabilidade
polinica, a conservagdo do pdlen viavel por periodos mais longos pode ser
fundamental para a realizagdo de alguns cruzamentos interessantes. Nao sao

raras as situacoes em que o polen a ser usado tenha sido colhido em outra



regidao, ou mesmo, fornecido por meio de intercAmbio com outros paises (HANNA,
1994).

Vale destacar que, devido a falta de coincidéncia de floragdo entre
espécies parentais de interesse, € preciso, muitas vezes, armazenar o pdlen
colhido em um ano, para ser utilizado no ano seguinte. Por isso, a importancia do
desenvolvimento de protocolos de conservagédo de polen a curto, médio e longo
prazo, e que permitam a manutengdo da viabilidade, e a realizagédo de
cruzamentos entre essas espécies.

O emprego de baixas temperaturas influencia no armazenamento e
normalmente esta ligado a redugcdo do metabolismo do pdlen, o que propicia
maior longevidade. Pode-se conseguir reducao de temperatura por meio de
refrigeradores e freezers, que sédo de facil acesso (PIO et al., 2007). Cuchiara et
al. (2009), ap6s armazenar graos de pélen de mamona (Ricinus communis L.) em
diferentes temperaturas (-196°C, -72°C, -18 °C e 4°C), concluiu que o
armazenamento em nitrogénio liquido (-196°C) é mais eficiente que os demais
ambientes, no periodo estudado (até 30 dias), porém com baixo percentual de
germinagao in vitro.

Praticamente nao existem referéncias de estudos de caracterizagao
polinica ou de métodos de conservacdo de polen em variedades silvestres de
mandioca e que sao potenciais parentais para o melhoramento genético de
Manihot esculenta, caracterizando uma subutilizacdo dos recursos genéticos
existentes dentro do género e uma lacuna no melhoramento genético da espécie.
Em vista disso, o objetivo desse trabalho é o estudo do pélen, considerando
aspectos como a produgao, morfologia, estrutura e a manutencéo da viabilidade
em diferentes espécies do género Manihot, a fim de gerar subsidios para a

realizagao de futuros cruzamentos.



Figura 1) Corte longitudinal do ovério de diferentes espécies do género Manihot. A=M. esculenta, B=M.
flabellifolia, C=M. peruviana. D=M. violaceae. E=M. cecrobialifolia. F=M. anomala. G=M.

tomentosa. H=M. dichotoma.
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Figura 2) Corte transversal do ovario de diferentes espécies do género Manihot. A=M. esculenta, B=M. flabellifolia,

C=M. peruviana. D=M. violaceae. E=M. cecrobialifolia. F=M. anomala. G=M. tomentosa. H=M. dichotoma.
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Figura 3) A, B, C e D — Planta, inflorescéncia, flor feminina e flor masculina, respectivamente, da espécie Manihot dichotoma.

E, F, G e H — Planta, inflorescéncia, flor feminina e flor masculina, respectivamente, da espécie Manihot violaceae.
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Figura 4) A, B, C e D — Planta, inflorescéncia, flor feminina e flor masculina, respectivamente, da espécie Manihot tomentosa. E, F, G e

H — Planta, inflorescéncia, flor feminina e flor masculina, respectivamente, da espécie Manihot flabellifolia.
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Figura 5) A, B, C e D — Planta, inflorescéncia, flor feminina e flor masculina, respectivamente, da espécie Manihot peruviana. E, F, Ge H —

Planta, inflorescéncia, flor feminina e flor masculina, respectivamente, da espécie Manihot anomala.
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Figura 6) A, B, C e D — Planta, inflorescéncia, flor feminina e flor masculina, respectivamente, da espécie Manihot cecropiaepholia.

E, F, G e H — Planta, inflorescéncia, flor feminina e flor masculina, respectivamente, da espécie Manihot esculenta Crantz.
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Figura 7) Frutos de diferentes espécies do género Manihot. A, B, C, D, E, F, G e H — M. dichotoma, M. violaceae, M. tomentosa, M.

esculenta, M. flabellifolia, M. cecropiaepholia, M. peruviana e M. anomala, respectivamente.
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CAPITULO 1

VIABILIDADE, PRODUGAO E MORFOLOGIA DE GRAOS DE POLEN DE
DIFERENTES ESPECIES DO GENERO Manihot'

! Artigo submetido ao comité editorial do periédico Acta Botanica Brasileira



VIABILIDADE, PRODUGAO E MORFOLOGIA DE GRAOS DE POLEN DE
DIFERENTES ESPECIES DO GENERO Manihot

RESUMO: A mandioca (Manihot esculenta Crantz), originaria do continente
americano, pertencente ao género Manihot e a familia Euphorbiaceae. As
espécies silvestres de mandioca sdo fundamentais para o programa de
melhoramento genético, por apresentarem grande variabilidade e amplo espectro
de adaptacéo. Neste sentido, o objetivo deste trabalho foi caracterizar a produgéo,
o tamanho e a viabilidade de graos de pdlen, por meio de teste germinativo in vitro,
in vivo e colorimétrico, de diferentes espécies do género Manihot. O trabalho foi
realizado com mandioca silvestre e cultivada, oriundas dos bancos de
germoplasma da Embrapa Mandioca e Fruticultura Tropical. Botdes florais em
estadio de baldo (pré-antese) foram retirados de 15 acessos distintos do género
Manihot, sendo seis espécies de mandioca silvestres. A estimativa da producao de
polen foi realizada por meio da contagem do numero de graos de pélen produzidos
por botéo floral. O didametro do pdlen foi determinado medindo-se o comprimento
transversal do grao, utilizando-se uma ocular micrométrica. O delineamento
experimental utilizado foi o inteiramente casualizado, e os dados foram submetidos
a analise de varidncia e as médias comparadas pelo teste Scott-Knott a 5% de
probabilidade. A viabilidade do pdlen foi avaliada por testes in vitro, in vivo e testes
colorimétricos. Estudos da ultraestrutura polinica foram realizados por meio de
microscopia eletrénica de varredura. A producido média observada entre todos os
acessos foi de 1.253 gréos de pdlen. A maior produgéo foi observada no acesso
DIC 587-05, com média de 3.638 graos de polen/flor, enquanto que a menor foi no
acesso FLA 029-01, com média de 579 grdaos. Com relagdo ao tamanho do grao
de podlen, verificou-se que nos acessos silvestres, o tamanho variou de 132 a 163
Mm e de 129 a 146 ym nas cultivadas. Os acessos silvestres, de maneira geral,
produzem mais pélen e apresentam pdlen de maior tamanho, quando comparadas
com as cultivadas. A viabilidade dos graos de pdlen foi elevada nos testes
colorimétricos, intermediaria nos testes in vivo e ndo houve germinagdo em meio
de cultura.

Palavras-chaves: Manihot esculenta Crantz, pré-melhoramento, recursos

genéticos.



VIABILITY, PRODUCTION AND MORPHOLOGY OF POLLEN GRAINS OF
DIFFERENT SPECIES OF THE Manihot GENUS

ABSTRACT: Cassava (Manihot esculenta Crantz) originated from the American
continent, belongs to the Manihot genus and Euphobiacea family. Wild species of
cassava are fundamental for the genetic breeding program due to their variability
and broad adaptation spectrum. Therefore, the objective of the present work was to
characterize production, size and viability of pollen grains through in vitro, in vivo
and colorimetric germination test of different species of the Manihot genus. The
work was carried out at Embrapa Cassava and Tropical Fruits. Floral buds in
balloon stage (pre-anthesis) were taken from 15 distinct accessions of the Manihot
genus, whereas six were wild species. The estimation of pollen production was
carried out by the number of pollen grains produced per floral bud of flowers. Pollen
diameter was determined by the transversal length of the pollen using a micrometric
ocular. The experimental design was in complete random blocks, the data was
submitted to the analysis of variance and averages compared by the Scott-Knott
test at 5% probability. Pollen viability was assayed through in vitro, in vivo and
colorimetric tests. Studies of pollen ultra-structure were carried out by scan electron
microscopy. The average production observed for all the accessions was 1.253
pollen grains. The greatest production was observed for the accession DIC 587-05
with average of 3.638 pollen grains/flower; whereas the lowest production was for
accession FLA 029-01 with average of 579 grains. In regard to pollen grain size, the
wild accessions varied between 132 to 163 uym and from 129 to 146 ym for the
cultivars. The wild accessions, in general, produced more pollen and presented
larger pollen grains in comparison to the cultivated ones. Pollen grain variability was
elevated for the colorimetric tests, and intermediate for the in vivo test and no

germination occurred in the culture medium.

Key-words: Manihot esculenta Crantz, pré-breding, genetic resources.



INTRODUGAO
A mandioca (Manihot esculenta Crantz) originaria do continente americano &

uma planta heliéfila, perene, arbustiva, pertencente a familia das Euphorbiaceae. E
tolerante a seca e possui ampla adaptacdo as mais variadas condi¢cdes de clima e
solo. A parte mais importante da planta sédo as raizes, tuberosas, ricas em amido, e
utilizadas na alimentacdo humana e animal, ou como matéria-prima para diversas
industrias (TIRITAN et al., 2009).

A mandioca vem sendo propagada vegetativamente pela interferéncia
humana, mantendo, entretanto, uma reproducédo sexuada ativa, o que conserva e
amplifica a variabilidade genética, possibilitando aos geneticistas a escolha de
gendtipos de interesse para os programas de melhoramento dessa espécie (SILVA,
2001).

As espécies silvestres de mandioca sao fundamentais para o programa de
melhoramento genético, por apresentarem grande variabilidade e amplo espectro de
adaptacao, oferecendo assim, muitas possibilidades de aproveitamento de seus
genes em hibridacdo interespecifica para o desenvolvimento de tipo mais produtivo,
resistente as pragas e doengcas e mais tolerantes a condicdo de estresse
(HORSFALL e ABIA, 2003; NASSAR 2007a, NASSAR 2007b).

Entretanto, dentre os principais problemas na utilizagdo de espécies silvestres
de Manihot em programas de melhoramento, destacam-se a falta de sincronia nos
periodos de florescimento e a dificuldade para propagagdo e manutengédo no campo
dessas espécies (CEBALLOS et al., 2002).

Existem poucas informacdes sobre a fertilidade dos grdos de pdlen de
especies silvestres de mandioca, apesar do seu potencial de uso em cruzamentos
dirigidos visando a criagdo de novas cultivares. Portanto, faz-se necessaria a
intensificacdo de trabalhos relacionados aos aspectos da biologia floral,
principalmente, os que se referem aos graos de polen e suas propriedades.

Pesquisas com variedades silvestres de mandioca envolvendo estudos da
morfologia, viabilidade e conservagao dos gréos de polen, estdo sendo conduzidas
na Embrapa Mandioca e Fruticultura Tropical com o proposito de gerar subsidios
para o uso dessas variedades em futuros cruzamentos (VIEIRA et al., 2008; VIDAL
et al., 2008; SOARES et al., 2009; VIEIRA et al., 2009).

Dentre os aspectos que devem ser considerados nesses estudos, destacam-
se o estabelecimento de condicbes de cultivo adequadas para os ensaios de
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viabilidade de pdlen (germinacéo in vitro), assim como a adequagdo de métodos
colorimétricos que permitam a identificagdo de gametas masculinos com alto
potencial de fertiidade. Ndo menos importantes sdo os estudos referentes a
producao, o tamanho e a morfologia dos graos de pdlen dessas espécies.

A viabilidade dos grdos de pdlen pode ser estimada por varios métodos
colorimétricos, utilizando-se diversos corantes, como solugéo de lugol, método de
reagcao fluorocromatica (Fluorochromatic Reaction - FCR), solugdo tripla de
Alexander e corantes vitais, como o carmim acético, carmim propidnico, sudan 1V,
2,3,5-cloreto de trifeniltetrazdlio (TTC). Aliadas a esses métodos podem ser
realizadas ainda a germinagao in vivo e in vitro, como ferramentas para teste de
viabilidade. O método in vitro € o mais apropriado e utilizado em trabalhos dessa
natureza, para diferentes espécies (MARCELLAN e CAMADRO, 1996, GEETHA et
al., 2004; CHIAI et al., 2009).

Entretanto, em mandioca, os resultados da aplicagcdo metodologias de
avaliacdo da viabilidade do pdlen ndao se mostraram animadores, demandando
novos esforgos nesse sentido (ORREGO e HERSLEY, 1984; MBAHE e HAHN,
1994).

Estudos referentes a produgédo, morfologia e viabilidade do pdlen sao,
portanto, parte de uma demanda importante no melhoramento genético da
mandioca, podendo subsidiar futuros cruzamentos entre mandioca cultivada e
espécies silvestres do género Manihot. Neste sentido, o objetivo deste trabalho foi
caracterizar a produgédo, o tamanho e a viabilidade de grdos de pdlen pelo teste
germinativo in vitro, in vivo e colorimétrico de diferentes espécies do género
Manihot.

MATERIAL E METODOS

O trabalho foi realizado com acessos de mandioca silvestre e cultivada,
oriundas dos respectivos bancos de germoplasma da Embrapa Mandioca e
Fruticultura Tropical.

Botdes florais em estadio de baldo (pré-antese) foram retirados de 15
acessos distintos do género Manihot, sendo seis espécies de mandioca silvestres:
M. violacea (VIO-A001-14), M. dichotoma (DIC-587-05 e DIC-001), M. peruviana
(PER-005-01), M. tomentosa (TOM-001-18 e TOM-001-24), M. anomala (ANO-
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049V-05), M. flabellifolia (FLA 005-01, FLA 005-05 e FLA 029-01) e cinco variedades
da M. esculenta (BGM 549, BGM 116, COL 2215, BGM 001 e ROSA).
1) Produgé&o e tamanho de polen

A estimativa da producdo de podlen foi realizada por meio da contagem do
numero de gréos de polen produzidos por botédo floral. Para cada gendtipo utilizou-
se trés flores coletadas e que foram posteriormente acondicionadas em frasco de
polietiletileno 3,5 cm x 2 cm. Os graos de polen foram lavados em 1,0 mL de etanol
70% e centrifugados por um minuto a 2000 rpm. Apés a realizagdo desse
procedimento, descartou-se o sobrenadante cuidadosamente, para evitar perda do
material precipitado. Finalmente, os graos de pdlen foram ressuspensos em 1,0 mL
de glicerol 50%.

De cada flor coletada, foram preparadas cinco laminas contendo 30,0 pL da
suspensao glicerol 50% com os graos de polen, perfazendo um total de 15 laminas
por acesso. Os graos de pdlen que permaneceram aderidos aos estames das flores
foram colocados em uma lamina de vidro, cobrindo-se imediatamente com a
laminula para contagem e inclusdo no numero total de pdlen. A contagem do pdlen
foi realizada em microscoépio 6ptico e visualizada no aumento de 10x.

O didametro do pdlen foi determinado pelo comprimento transversal do grao
utilizando-se uma ocular micrométrica. Posteriormente, foram selecionados
aleatoriamente e mensurados 15 gréos de polen para cada acesso de mandioca
avaliado.

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado. De
cada acesso, foram avaliadas trés repeticdes, sendo cada repeticdo formada por
cinco laminas, na estimativa da producgao, e cinco graos de pdlen na estimativa do
tamanho. Os dados foram submetidos a analise de varidncia e as médias
comparadas pelo teste Scott-Knott a 5% de probabilidade. Para as analises

estatisticas foi utilizado o programa SAS (2000).

2) Viabilidade do poélen

2.1) Teste germinativo in vitro
Foram utilizados graos de podlen oriundos de flores coletadas na pré-antese
pela tarde, dos acessos de mandioca listados na Tabela 2.
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Os graos de polen de aproximadamente 10 flores, sem qualquer processo de
desinfestacéo, foram retirados e imediatamente transferidos para placas de Petri
contendo trés diferentes meios de cultura: Meio 1: 0,03% de Ca(NO3)4H,0; 0,02%
de Mg(S04)7H,0; 0,01% de KNOs. 0,01% de H3BOs3. 15% de sacarose, solidificado
com 0,8% de agar e pH ajustado para 7,0; Meio 2: 0,08% de Ca(NO3)4H,0; 0,02%
HsBOs. 10% de sacarose, solidificado com 1,0% de agar, com pH ajustado para 6,5;
Meio 3: 0,015% de H3BO3. 0,045% de Cas(POa4)2. 25% de sacarose, solidificado com
0,6% de agar e pH ajustado para 6,5.

Apos a inoculagdo dos grédos de podlen, as placas foram mantidas em
condicdes controladas de temperatura de 27+£1°C, no escuro por 24 horas, antes de
realizar a contagem dos grdos de pdlen germinados, mediante observagao em um

estereomicroscopio na magnitude de 10x.

2.2) Teste germinativo in vivo

Na germinagdo in vivo, todos os genotipos foram cruzados com o0 mesmo
progenitor feminino, a variedade ‘ROSA’ (BGM 260) devido a grande quantidade de
flores femininas disponiveis. Dez flores femininas foram cobertas com sacos de
tecido, e no momento da abertura floral foram realizados cruzamentos manuais (no
periodo mais quente do dia) das 12:00 as 14:00 horas. Os graos de pdlen utilizados
foram coletados de flores das diferentes espécies de Manihot em estadio de balao.
A estimativa da viabilidade foi determinada por porcentagem, e foram considerados

viaveis os graos de polen que formaram frutos.

2.3) Teste colorimétrico

Para analise de viabilidade por meio de corantes, foram utilizados os
mesmos acessos testados in vitro. O pdlen foi aspergido sobre a lamina de vidro e
corado com trés tipos de corantes: carmim acético (KEARNS e INOUYE, 1993),
Sudan IV (BAKER e BAKER 1979) e de Alexander (ALEXANDER, 1980), para

investigar o corante mais eficiente para estimar a viabilidade polinica.
Ap0s o preparo das laminas, os gréos de polen foram observados 10 minutos
apos a adicéo dos corantes. A fim de se obter uma amostragem ao acaso dos graos
de podlen corados, foi utilizado o método de varredura, sendo contabilizados 100

graos de polen/lamina/gendtipo com trés repeticdes cada, perfazendo um total de



28

300 graos de polen para cada corante investigado, com auxilio de um microscépio
optico Leica usando-se uma lente objetiva de 10x.

Considerou-se graos de podlen viaveis todo aquele que apresentasse as
seguintes caracteristicas: corados, formato circular de tamanho grande ou médio e
uniformes; os que ndo se enquadravam nessa classificagdo foram considerados
inviaveis.

As fotomicrografias dos graos de pdlen foram realizadas com auxilio de um
fotomicroscépio marca Zeiss modelo Axioskop 2, acoplado a uma cémara
fotografica AxiosCamMR3 e um microcomputador (PC), empregando o software
Image Pro-Plus, verséo 3.0 para Windows.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado em esquema
fatorial 9 x 3 (acessos x corantes) com trés repeticdes, sendo cada repeticao
formada por 3 laminas. Antes da analise de varidncia, os dados expressos em
percentagem, foram transformados em arc sen (Vx/100), para atendimento das
pressuposicobes da ANOVA. As médias foram comparadas pelo teste de
agrupamento Scott-Knott, ao nivel de 5% de probabilidade, com o uso do programa
computacional SAS (2000).

3. Ultraestrutura Polinica

Para esse estudo, foram coletadas flores masculinas dos acessos em estudo
para a retirada e tratamento dos graos de polen, que foram colocados em tubos de
eppendorf contendo a solugédo fixadora de Karnovsky modificada, glutaraldeido
2%, paraformaldeido 2%, cloreto de célcio 5 mM em tamp&o cocodilato de sddio
(0,05 M pH 7,2) por 48 horas. As amostras foram desidratadas em série etilica
crescente (35%, 50%, 60%, 75%, 85%, 95% e 100%). A secagem das amostras foi
realizada ao ponto critico utilizando CO; liquido. Em seguida, os grédos de pdlen
foram depositados diretamente nos “STUBS”, metalizados com ouro e observados
em microscopio MEV marca LEO 435 VP no laboratério do NAP/MEPA -
ESALQ/USP, sendo tiradas eletromicrografias para analise posterior.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Produgéo e tamanho de pdlen

Foi observada uma variagdo altamente significativa entre os acessos de
mandioca avaliados, no que se refere a produgdo de graos de pdlen. A produgdo
meédia observada entre todos os acessos foi de 1253 grdos de podlen. Dentre os
gendtipos silvestres, o que apresentou maior produgao foi DIC 587-05, com média
de 3.638 graos de pdlen/flor, enquanto que os menores valores foram obtidos no
acesso FLA 029-01, com producdo meédia de 579 graos. Ja para as variedades
cultivadas de mandioca, verificou-se que o numero de graos de polen por flor variou
de 613 a 1193, sendo o maior valor obtido expressivamente menor que o maior valor
obtido no acesso silvestre (Tabela 1).

Silva et al. (2001), avaliando a produgcdo de pdlen de variedades
etnobotanicas de mandioca encontraram uma média de 1.666 graos de pdlen/flor e
uma variagdo de 1.295,5 a 2.186,5 grdaos de podlen/flor entre as variedades
estudadas, o que pode ser considerado proximo ao resultado observado nesse
trabalho, para as variedades cultivadas, embora estes sejam ligeiramente menores.

De maneira geral, registrou-se maior produgdo de podlen nos acessos
silvestres do que nas variedades de mandioca cultivadas estudadas neste trabalho.

Os resultados deste trabalho sao consistentes com os estudos preliminares
sobre producdo e viabilidade de pdlen em espécies de Manihot, realizados na
Embrapa Mandioca e Fruticultura Tropical, que relatam uma variagdo na
producao de pdlen de 1056 a 2692 graos de podlen por flor, onde espécies silvestres,
em geral, produziram mais pélen que a espécie comercial (VIDAL et al., 2008)

A menor producido de pdlen nas espécies cultivadas de mandioca pode ser
uma das consequéncias do processo de domesticagao, que privilegia totalmente a
propagacdo vegetativa da espécie, em detrimento da propagagdo sexuada e
consequentemente, do uso do pdélen. Outro aspecto a ser considerado € que nesse
processo de domesticagao, a agao da selecao sobre o carater floracdo pode ter sido
reduzida drasticamente. Dessa forma, um progenitor que possua esta caracteristica
(baixa producao de pdlen) ira manté-la durante sucessivas geragoes.

No melhoramento genético da mandioca, principalmente no que concerne ao
uso de variedades silvestres, a producao de pdlen pode ser uma caracteristica de

relevancia, principalmente se houver a necessidade de armazenamento do pdlen
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por questbes de assincronia de florescimento. Por outro lado, as taxas de
pegamento envolvendo cruzamentos em mandioca s&o baixas, de maneira geral
(NASSAR et al.,, 1986; NASSAR, 2003), e dessa forma, a realizagcdo de muitos
cruzamentos envolvendo os mesmos parentais, vai depender diretamente da
quantidade de podlen disponivel e viavel.

Com relagcdo ao tamanho do grdo de pdlen, verificou-se que nos acessos
silvestres, o tamanho variou de 132 a 163 uym, e de 129 a 146 ym para as
variedades cultivadas. Diferengas significativas foram observadas em relagdo ao
diametro do pdlen, entre espécies e entre os acessos de uma mesma espécie
(Tabela 1). Estes valores de tamanho de pdlen estdo dentro da variagdo observada
por Vidal et al. (2008), onde o didametro dos graos de pdlen variou de 128 a 169 pm.
Existem poucos estudos referentes a morfologia de graos de pélen de mandioca, e 0
tamanho € uma das variaveis que devem ser consideradas, uma vez que pode ter

influéncia na compatibilidade entre gendtipos.

Tabela 1. Produgdo média de graos de pdlen/flor e tamanho médio (um) de graos

de podlen de gendtipos silvestres e variedades de mandioca.

Gendtipo Produgao média Diametro do pélen (um)
DIC-587-05 (M. dichotoma) 3637,6 a 160,6 a
DIC-001 (M. dichotoma) 1963,0 b 163,0 a
VIO-A001-14 (M. violacea) 1823,0b 143,0 b
TOM-001-18 (M. tomentosa) 1351,7c 140,0 b
BGM 001(M. esculenta) 1193,3d 1290 c
ANO-049V-05 (M. anomala) 1165,0 d 142,0 b
TOM 001-24 (M. tomentosa) 1156,0 d 135,0c
BGM 116 (M. esculenta) 932,0d 132,0c
COL-2215 (M. esculenta) 863,7 d 146,0 b
FLA-005-01 (M. flabellifolia) 730,0d 147,0 b
FLA-005-05 (M. flabellifolia) 697,7d 136,0c
PER-005-01 (M. peruviana) 634,3 d 138,0c
BGM 549 (M. esculenta) 613,3d 142,0b
FLA-029-01 (M. flabellifolia) 579,3d 153,0a
ROSA (M. esculenta) 965,5 d 145,3 b
Média 1253,36 143,3
CV (%) 25,67 6,47

*Médias seguidas pela mesma letra pertencem ao mesmo agrupamento ao nivel
de 5% de probabilidade pelo teste de Scott-Knott.

Foi considerado pélen grande os que apresentaram tamanho = 150 um,

intermediarios de 140 a 147 um, e pequenos < 138 pym. Os maiores tamanhos de
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polen foram observados nas espécies M. dichotoma (em ambos os acessos: DIC
587-05 e DIC 001 e M. flabellifolia (acesso 029-01). Esta ultima foi a que apresentou
maior variagao em relagédo a tamanho, entre os acessos avaliados, com graos de
polen, também de tamanho intermediario (FLA 005-01) e pequeno (FLA 005- 05).
Nos acessos avaliados de M. esculenta, os grdaos de podlen variam entre
intermediario e pequeno, enquanto em M. peruviana, o acesso avaliado foi agrupado
com aqueles em que os graos de pélen apresentaram o menor didmetro.

Diferencas significativas entre tamanhos de graos de pdlen de diferentes
espécies podem sugerir distancia evolutiva, o que dificultaria ainda mais a obtencao
de hibridos entre esses materiais. Por outro lado, a especificidade entre as
caracteristicas morfolégicas do gameta masculino e a morfologia da estrutura
reprodutora feminina podem se tornar uma limitacdo em caso de diferengas
significativas no tamanho do polen.

Dessa forma, € possivel afirmar que a capacidade de produgdo de pdlen,
assim como o tamanho do grdo de pélen produzido sédo caracteristicas importantes
€ que acabam por ser determinantes no comportamento reprodutivo das variedades,
afetando diretamente o fluxo génico e o potencial de fertilizagdo de cada variedade.

Esse tipo de avaliagao, portanto, € muito importante para gerar dados que
possam ser usados na determinacdo de hibridagbes controladas. Entretanto, as
implicagdes praticas em relagao a essas caracteristicas s6 podem ser efetivamente

comprovadas por meio da tentativa de cruzamentos entre as variedades estudadas.

Viabilidade do polen

Teste de viabilidade in vitro

Nao foi observada germinacao in vitro para as espécies estudadas em
nenhum dos meios propostos. Esse fato provavelmente ocorreu devido aos gréos
de pdlen de mandioca silvestre e cultivada possuirem necessidades especificas
que nao foram atendidas pelos meios avaliados. Uma hipotese provavel é que
alguma substancia especifica encontrada no estigma da planta seja a indutora
para a emissao do tubo polinico. O resultado encontrado no presente trabalho nao
diferiu do que foi obtido por Orrego e Hersley (1984), que estudando a germinagao
in vitro de pdélen de mandioca, nao verificaram crescimento do tubo polinico em

nenhum dos meios de cultura testado, enquanto que Mbahe et al., (1994)
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observou uma variagéo de 0,4 a 5,7% de germinagcdo apos avaliar 42 meios de
culturas.

Outro problema observado foi o rompimento do pdlen e a liberacdo de
exsudatos do liquido interno frequentemente observados. Existem varios relatos
sobre a eclosédo de graos de pélen in vitro, cultivados em meio contendo apenas
agua ou baixas concentragdes de sacarose e de alta percentagem de germinagéo
em concentragao de sacarose variando de 20-30%. A frequente eclosao dos graos
de pdlen e tubo polinico € uma das dificuldades em trabalhos de cultura de pdlen
(BALOCH et al., 2001).

Sao raros os relatos de germinacgéao in vitro de pdélen de espécies da familia
Euphorbiaceae. No entanto, estudos de germinagéao in vitro de p6len de mamona
(Ricinus communis L.), planta pertencente a mesma familia da mandioca, tém sido
realizados com resultados satisfatorios. Cuchiara et al. (2009), apos avaliar a
germinacgao dos graos de podlen in vitro de mamona em diferentes temperaturas,
observou que a de 20°C mostrou ser mais eficiente com 78% dos graos de podlen
apresentando crescimento de tubo polinico. J& Vargas (2006), obteve baixo
percentual de germinacgao in vitro de mamona em todos os tratamentos avaliados,

com a variagao de 0,04 a 0,82% de graos germinados.

Teste colorimétrico

Entre os acessos estudados, houve a formacao de diferentes agrupamentos
pelo teste de Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade, em relacdo aos
corantes avaliados, para percentagem de viabilidade de pdlen, ocorrendo também
a interacao entre corante e acesso.

Dos oito acessos estudados, cinco nao apresentaram diferencas
significativas entre os trés corantes utilizados. Os valores mais altos, acima de
90% para os trés tipos de corante, foram obtidos com os acessos CEC A 019-13
(M. cecropiaepholia) e VIO A 001 -14 (M. violacea), que por sua vez no teste de
viabilidade in vivo apresentaram 40% de formacéao de frutos (Tabela 2).

Nao se observou uma correspondéncia entre os testes colorimétricos e o
teste de viabilidade in vivo, reforcando teorias de outros autores, quanto a
ineficiéncia do uso desses corantes como comprovantes de viabilidade polinica
(MUNHOZ et al., 2008). Entretanto, os testes com esses corantes permitem

inferéncias importantes sobre a integridade dos gréos de pdlen avaliados, e por
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isso ndo devem ser ignorados. A integridade da cromatina foi confirmada com
carmim acético, com uma media de 88% dos graos de pdélen corados de vermelho
intenso (Tabela 2 e Figura 1a). Ja o teste com o corante Alexander sugeriu que em
média 90% dos graos de pdlen possuiam protoplasma e parede celular integras,
indicados pela coloracéo rosa do protoplasma e um fino contorno verde da parede
celular (Tabela 2 e Figura 1b). Os gréos de polen ndo corados com os corantes
utilizados apresentam tonalidade acinzentada (Figura 1c).
Com relagédo ao Sudan |V, os graos de pdlen de todos os acessos estudados
reagiram positivamente com o corante, apresentando coloragdo vermelha (Figura

1d), indicando que a natureza histoquimica dos graos de pdlen é lipidica.

Tabela 2. Percentagem de viabilidade de pdlen de mandioca mediante o uso de

trés corantes distintos e testes in vivo.

Rosa (M. esculenta) 75,00 aC 62,7 abD 76,0 aC 40 B
Aipim Bravo (M. esculenta) 83,0 aC 80,0 aC 90,7 aB 40 B
DIC-602-06 (M. dichotoma) 95,00 aA 72.0 bD 91,7 aB 0D
FLA-005-05 (M. flabellifolia) 90,7 aB 87,3 aB 88,6 aB 71 A
TOM-001-06 (M. tomentosa) 84,7 bC 91,0 abB 95,0 aA 25C
PER-002-02 (M. peruviana) 98,0 aA 98,0 aA 88,0 bB 60 A
CEC-A019-13 (M. cecropiaepholia) 95,7 abA 97,3 aA 95,0 abA 40B
VIO-A 001-14 (M. violacea) 92,3 abB 91,3 abB 95,3 aA 40 B

“Médias seguidas de pelo menos uma mesma letra minuscula na linha nao
diferem significativamente entre si a 5% de probabilidade pelo teste de Tukey.
Médias seguidas pela mesma letra maiuscula na coluna pertencem ao mesmo
agrupamento a 5% de probabilidade pelo teste de Scott-Knott.

De acordo com Souza (2002), valores acima de 70% sao considerados como
alta viabilidade do podlen, de 31 a 69% como média e até 30%, baixa. Os resultados
aqui apresentados corroboram os discutidos na literatura sobre mandioca, segundo
0s quais a taxa de viabilidade de podlen é superior a 60% (SILVA et al., 2001; VIDAL
et al., 2008).

Com base nessa afirmacédo, e de acordo com os resultados obtidos, todos os
acessos avaliados apresentaram alta viabilidade, considerando o conjunto das
técnicas colorimétricas, enquanto que o teste de germinagao in vivo mostrou alta
viabilidade (71%) para FLA 005-05 (M. flabellifolia) e viabilidade mediana para os
demais acessos, com excec¢do do resultado obtido com DIC 602-06 (M. dichotoma)
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onde nao se registrou a formagcdo de nenhum fruto. Uma das sugestbes para
explicar essa nao formacado de frutos nos cruzamentos desse acesso pode ser o
tamanho do pdlen observado neste acesso (Tabela 1), que foi significativamente
maior que a da variedade de M. esculenta usada como progenitora feminina nos
testes in vivo.

O DIC 602-06 (M. dichotoma) foi 0 acesso que obteve caracteristicas de
tamanho e produgéo de graos de pdlen mais discrepantes, em comparagdo com a
mandioca cultivada. Essa diferenca parece esta relacionada com a incompatibilidade
genética entre DIC 602-06 e o acesso ‘ROSA’ de mandioca cultivada, ja que o
genotipo silvestre apresentou alta viabilidade nos trés corantes utilizados, e ainda
possui grande produgao e tamanho de pdlen. Essas informagdes sdo importantes
quando se deseja selecionar progenitores para hibridizagbes interespecificas.

Uma consideragao a ser feita € que foi observada a presenga de uma bolha
lipidica aderida a parede do grdo de polen (Figura 1a), sugerindo a presenga de
pollenkit nos polen de mandioca. O termo pollenkit refere-se a uma substancia
presente na superficie do grdo de pdolen contendo componentes volateis, e atrativos
para os polinizadores, garantindo dessa forma sua dispersdo (PACINI e HESSE,
2005). Essa substéncia é altamente hidrofobica, homogénea, fica envolta da exina
do pdlen maduro, e contém lipideos, carotendides, flavondides e acidos graxos,
todos secretados pelas células tapetum (STANLEY e LINSKENS, 1974). De acordo
com Lush (1999), os lipideos restringem a perda de agua no estigma e nos gréos de
polen, devido a sua natureza hidrofobica. Parés et al. (2002), afirmam que quando o
estigma é seco, como no caso de mamao, requer substancias nos graos de pdlen
para umedecé-lo durante a interagdo podlen x estigma (RODRIGUES-GARCIA et al.,
2003).

Em cultivares de maracujazeiro, Souza et al. (2002), observaram a existéncia
da substancia pollenkitt nos graos de podlen, que dentre outras fungdes, atua como
protetor, minimizando a desidratacdo e consequentemente a perda da viabilidade do
grao de podlen nessa espécie. Ja Vargas (2006), trabalhando com pélen de mamona
que também pertence a familia Euphorbiaceae, constataram a presenca dessa

substancia ao redor da exina do pdlen, que parece exercer a mesma fungao.
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Fig"ura 1‘. Viabilidade de polen de mandioca. A) Grao de Pélen corado com
carmim acético; B) Pdlen corado com solugdo de Alexander; C)
Pdlen corado com Sudan IV; D) Aspecto do pdlen nédo corado
(invidvel — seta) com a solugédo de Alexander; E) Detalhe da

pollenkitt (seta).

Ultraestrutura de Poélen

Na Figura 2 ¢ possivel observar microfotografias feitas por
microscopia eletronica de varredura (MEV), de graos de pdlen de cinco
diferentes acessos de mandiocas silvestres ¢ um acesso de mandioca
cultivada.

O estudo de caracteristicas morfopolinicas € importante, principalmente para

identificagbes e separagdes de natureza taxonémica, permitindo inferéncias sobre o
a capacidade de cruzamento entre os materiais estudados.

No que se refere a morfologia dos gréos de pdlen avaliados e em relagao a
polaridade e simetria, verificou-se que em todos os acessos, 0s graos de pdlen se
apresentaram isolados, esféricos e apolares, uma vez que nao foi possivel discernir

os polos distal e proximal, assim como ndo se acham reunidos em triades ou
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tétrades, como pode ocorrer em algumas espécies (GONSALVES-ESTEVES e LIMA
et al.,2008).

Os graos de pélen apresentam formato esférico com uma relacéo P/E =1,
onde P é a medida do eixo polar e E, do eixo equatorial. A vista polar dos graos de
polen recebe o nome de ambito, que pode apresentar formas variadas e que, no
caso da mandioca, mostrou-se circular.

Nao foi possivel observar a abertura na parede dos gréos de pdlen. A
abertura, na realidade, pode corresponder a uma regido mais estreita, e nao
necessariamente a orificios na parede do grdo. E uma regido importante, pois é
responsavel pela projecdo do tubo polinico para fora do grdo, quando o mesmo cai
na superficie do érgao feminino, alcangando e fertilizando a oosfera.

As diferencas observadas entre o0s acessos se concentraram,
principalmente, nas estruturas e esculturas da parede do grdo de pdlen, que podem
ser descritas a partir da camada externa, denominada exina e da camada interna,
intina.

A ornamentacdo da exina se constitui em um dos principais componentes
morfolégicos para a caracterizagdo dos graos de polen. A exina, por sua vez,
apresenta uma porg¢ao externa, denominada sexina e uma porgao interna, a nexina,
a partir da qual, os elementos estruturais da sexina se projetam. Esses elementos
estruturais, ou ornamentacgdes, sdo muito variados entre espécies e nesse trabalho
se apresentaram em formato triangular com variagbes, onde os arranjos ou
distribuicdo sao diferenciados entre os acessos, assim como o tamanho e a
distancia entre essas estruturas.

Maior semelhanca na ornamentacdo da exina foi observada entre M.
flabellifolia (FLA 005-07) e a M. esculenta Crantz na variedade ROSA (Figuras 2-
1C e 7C), respectivamente. Considerando que os resultados referentes a produgéo
e tamanho de polen de ambas as variedades sédo similares também, é possivel
sugerir que ha uma proximidade evolutiva maior entre elas, o que explicaria o
resultado obtido com o teste de viabilidade in vivo, quando 70 % dos cruzamentos
realizados geraram frutos. Estes resultados corroboram com a teoria de que a M.
flabellifolia constitui um dos ancestrais da M. esculenta (ALLEM, 1999). A mesma
discussdo pode ser feita para M. peruviana (PER 002-02) com 60% de
cruzamentos viaveis e dados de producao, tamanho e ultraestrutura de pdlen bem

préximos.
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Figura 2. Microscopia eletrbnica de varredura de graos de podlen de seis
espécies do género Manihot. A. estame, B. gréao de pdlen, C.
ornamentagdo da exina.1) M. flabellifolia (FLA 005-07); 2) M.
dichotoma (DIC 602-06); 3) M. tomentosa (TOM 001-18); 4 ) M.
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violaceae (VIO A 001-14); 5) M. cecropiapholia (CEC A 019-13;
6) M. peruviana (PER 002-02); 7) M. esculenta Crantz (ROSA).

Nos acessos M. tomentosa (TOM 001-18) e M. violaceae (VIO A 001-14)
(Figuras 2-3C e 2-4C, respectivamente), as estruturas de ornamentagédo ja
aparecem mais globulares, no caso da primeira, e amorfas, no caso da segunda,
ainda que a disposigao seja similar na M. fomentosa.

Finalmente, a M. cecropiapholia (CEC A 019-13) apresenta uma
ornamentacao diferente das demais, com espagos bem definidos entre as
estruturas triangulares (Figura 2-5C).

Uma observacgao interessante que a microscopia de varredura permitiu foi a
presenca de pollenkit apenas nas variedades silvestres, ndo tendo se observado a
presenca dessa substancia e nenhum dos acessos de M. esculenta avaliados.
Essa auséncia, de forma semelhante ao que foi discutido em relagdo as
quantidades de pdlen, pode estar relacionada ao processo de domesticagcao da

especie, considerando-se as fungdes especificas que o pollenkit possui.

CONCLUSOES

As variedades silvestres, de maneira geral, produzem mais pédlen e
apresentam poélen de maior tamanho quando comparadas com as cultivadas;

N&o ocorreu germinacéo in vitro de polen nas condi¢des testadas;

Os testes colorimétricos superestimaram a viabilidade dos grdos de polen,
quando comparados com a germinabilidade polinica in vivo, porém sao uteis para
determinacéao da integridade celular;

A ultraestrutura polinica mostrou diferengas no arranjo estrutural da
ornamentagao da exina entre os acessos avaliados, podendo constituir-se em uma

ferramenta importante para estudos de taxonomia.
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CONSERVAGAO E VIABILIDADE DE POLEN DE MANDIOCA SILVESTRE

RESUMO: A mandioca (Manihot esculenta Crantz), planta da familia
Euphorbiacea e nativa do Brasil, se destaca como fonte de renda e no
desenvolvimento social e econdmico, principalmente nas regides Norte e
Nordeste do pais. Espécies de mandioca silvestres sdo fundamentais para o
trabalho de melhoramento genético por representarem fonte de resisténcia a
fatores de estresses bidticos e abidticos para a espécie de mandioca cultivada.
Entretanto, poucas informag¢des estdo disponiveis sobre a compatibilidade e a
possibilidade da realizagdo de cruzamentos com essas espécies, demandando
estudos diversos. A conservacao de pélen é importante para pesquisas basicas,
assim como para o intercambio e preservagdo de germoplasma. Este trabalho
teve como objetivo avaliar a eficiéncia da conservagdo de grdos de pdlen da
espécie de mandioca silvestre Manihot flabellifolia (FLA 005-07) em diferentes
temperaturas por meio do estudo da viabilidade dos grdos de pdlen em um
periodo de trés e seis meses de armazenamento. Foram coletadas flores
masculinas em pré-antese, do acesso silvestre FLA 005-07 da colegdo de
trabalho de mandioca silvestre estabelecida na Embrapa Mandioca e Fruticultura
Tropical. O podlen retirado foi depositado em envelopes de papel aluminio de 5 x 5
cm, e uma amostra foi submetida a desidratacdo prévia. Apoés a desidratacao,
todas as amostras foram submetidas a diferentes temperaturas de
armazenamento: 27°C, 4°C, -20°C e -80°C, durante dois diferentes periodos de
tempo: trés e seis meses de armazenamento. A viabilidade antes e apods
armazenamento foi estimada por testes in vivo e colorimétrico. Para comparagao
entre as médias utilizou-se o teste de Tukey, ao nivel de 5% pelo programa
estatistico SAS (2000). Diferentemente do que foi observado no cruzamento
controle, os cruzamentos realizados com pdlen armazenado geraram apenas
frutos, e ndo apresentaram formacgcao de sementes em nenhum dos tratamentos.
Ja no teste com o corante carmim acético, mostrou que mesmo apds seis meses
de armazenamento o grao de polen do acesso avaliado continua moderadamente

viavel.

Palavras-chaves: Manihot esculenta Crantz, pré-melhoramento, recursos

genéticos.
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STORAGE AND VIABILITY OF POLLEN WILD CASSAVA

ABSTRACT: Cassava (Manihot esculenta Crantz) plant Euphorbiacea and native of Brazil, stands
out as a source of income and social and economic development, especially in the North and
Northeast. Wild species are fundamental to the work of genetic improvement because they represent
a source of resistance to factors of biotic and abiotic stresses for the species of cultivated cassava.
However, few information is available about the compatibility and the possibility of carrying out
crosses with these species, requiring several studies. The preservation of pollen is important for
basic research as well as for the exchange and preservation of germplasm. The aim this study was
to evaluate the efficiency of conservation of pollen grains of wild species of cassava Manihot
flabellifolia (FLA 005-07) at different temperatures for studying the viability of pollen grains in a
period of three and six months of storage. Male flowers of wild access FLA 005-07 were collected in
pre-anthesis in work collection of wild cassava established at Embrapa Cassava and Tropical Fruits.
The pollen removed was placed in aluminum foil 5 x 5 cm and a sample was submitted prior to
dehydration. After dehydration, all samples (with and without dissection) were submitted to different
storage temperatures: 27°C, 4°C, -20°C and -80°C during two different time periods: three and six
months of storage. The viability before and after storage was estimated by in vivo tests and
colorimetric. For comparison between means used the Tukey test group, the level of 5% by the
statistical program SAS (2000). Unlike what was observed in the control beam, the crosses made
with pollen stored generated only fruit, and showed formation of seeds in any of the treatments. In
the test with acetic carmine showed that even after six months of storage the pollen grain access still

rated moderately feasible.

Keywords: Manihot esculenta Crantz, pre-breeding, genetic resources.
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INTRODUCAO
A mandioca (Manihot esculenta Crantz), planta da familia Euphorbiaceae e
nativa do Brasil, se destaca como fonte de renda e no desenvolvimento social e
econdmico, principalmente nas regides Norte e Nordeste do pais. Devido a sua
robustez e tolerancia a condigcdes ambientais adversas, como a baixa fertilidade
dos solos acidos, a espécie é muitas vezes cultivada como cultura de subsisténcia
em solos marginais (ATEHNKENG et al., 2006).

Entretanto, a busca por variedades melhoradas, resistentes as principais
doencas, com caracteristicas diferenciadas e produtivas cresce a medida que
surgem novas demandas em relagdo a cultura, principalmente no continente
africano. Em vista disso, juntamente com melhorias no sistema de cultivo, o
melhoramento genético € de extrema relevancia para aumentar a qualidade do
produto obtido, ou criar novas variedades, seja ele voltado para alimentagdo
humana, animal ou para a industria (FUKUDA, 2002).

As espécies silvestres do género Manihot se constituem em uma fonte de
genes que podem ser usados para a obtencdo de novas variedades, ainda que
poucos esforgos tenham sido realizados nessa diregédo, a fim de gerar dados e
subsidios para o aproveitamento desses materiais. Ainda assim, alguns estudos
mostraram combinacgdes interessantes de proteinas com baixas concentragdes de
acido cianidrico, assim como estudos em habitats naturais revelaram resisténcia a
seca e ao aluminio e boa adaptagao as baixas temperaturas (NASSAR, 2000).

Essas espécies sao fundamentais para o trabalho de melhoramento
genético, por representarem uma fonte de resisténcia a fatores de estresses
bidticos e abidticos para a espécie de mandioca cultivada.

Entretanto, poucas informagdes estdo disponiveis sobre a compatibilidade
e a possibilidade da realizacdo de cruzamentos com essas espécies,
demandando estudos diversos. Dentre essas demandas, destacam-se estudos
referentes a conservagao do pélen, considerando que a falta de sincronia nos
periodos de florescimento esta entre os principais problemas detectados para a
realizagao de cruzamentos com espécies cultivadas.

Dessa forma, sdao necessarios esforcos para o desenvolvimento das
técnicas mais adequadas a conservacgao de polen de mandioca, em vista da falta
de trabalhos realizados nessa diregdo. Além dos objetivos relacionados ao
melhoramento, a conservacdo de pdlen é importante para pesquisas basicas,
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assim como para o intercambio e preservagao de germoplasma (HANNA, 1994;
EINHARDT, 2006; FERES, 2009).

A conservacdo, no entanto, deve preservar a viabilidade do pdlen
armazenado e por isso, a necessidade de monitorar essa capacidade antes,
durante e depois da conservagdo. Dessa forma, pode-se estabelecer o periodo
maximo em que os graos de pdlen podem permanecer conservados sem perder a
capacidade de germinar e fertilizar, tornando-se dessa forma uma importante
ferramenta para o melhoramento e para o intercambio entre instituicbes
(DAMASCENO JUNIOR et al., 2008).

O sucesso da preservacao do polen, além do periodo de conservagao,
depende principalmente de fatores como o estagio fisioldgico da flor, a
temperatura e umidade relativa do ambiente de armazenamento, e do grau de
umidade do grao de polen (AKIHAMA et al., 1979; GIORDANO et al., 2003). O
teor de umidade no grao de pdlen pode ser determinante para sua sobrevivéncia
e para a manutencdo de sua viabilidade, pois a formagao de cristais de gelo
durante o periodo de armazenamento pode causar rompimento de tecidos. Por
outro lado, a retirada excessiva de agua dos tecidos pode inviabilizar de forma
permanente o grdo de polen, ficando evidente a necessidade de cuidados na
etapa de dessecacao. Outro aspecto que deve ser considerado é que em
condigdes de baixa umidade ha reducédo da proliferagdo de microrganismos, o
que minimiza a deterioragdo do grao de pdlen (FRANCA, 2008).

Entretanto, atingir o ponto ideal de dessecacdo demanda esforgos dirigidos
a cada espécie em particular. No caso de mandioca, ndo existem dados
anteriores que evidenciem os teores ideais de umidade em grdos de pdlen,
principalmente em variedades silvestres.

Outro fator que influencia significativamente na germinagdo de graos de
polen é o tempo necessario para sua germinagdo. O conhecimento do inicio da
emissao do tubo polinico e de sua estabilizacdo em trabalhos de palinologia é de
grande importancia, pois permite determinar o tempo ideal para avaliagbes dos
testes de viabilidade ap6s a inoculagdo, o que proporciona melhor qualidade das
polinizagdes controladas (CHAGAS et al., 2009).

No que se refere a viabilidade do pdlen, considera-se que um bom pdlen
deve apresentar de 50 a 80% de grdos germinados com tubos bem desenvolvidos
(SCORZA e SHERMAN, 1995). A medida que o pdlen envelhece, a porcentagem
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de germinacao e o comprimento dos tubos polinicos decrescem. O objetivo, com
a conservacao € que nao ocorra esse processo de envelhecimento e o pdlen
possa manter sua viabilidade dentro dos limites aceitaveis para seu posterior uso.

Para o monitoramento da viabilidade do pdélen conservado, varios testes
podem ser utilizados, destacando-se quatro tipos principais, a seguir: a. pelo uso
de corantes; b. germinagao in vitro; c. germinagéao in vivo, e d. polinizagao in vivo
e a porcentagem de frutificagao efetiva (GALETTA, 1983).

Entretanto, algumas observagdes devem ser consideradas na escolha do
teste a ser usado. Nenhum teste de viabilidade pode ser considerado totalmente
confiavel, ja que no caso do uso de corantes, estes podem reagir com estruturas
ou constituintes quimicos, confundindo os resultados obtidos (STANLEY e
LINSKENS, 1974). A germinacado in vitro ndo € conclusiva, e ndo garante o
sucesso da fertilizacdo, além de implicar na dificuldade adicional de
estabelecimento do meio de cultivo ideal. E um método influenciado por diferentes
fatores, que variam de acordo com a espécie, envolvendo principalmente os
constituintes do meio de cultura, a temperatura e o tempo de incubacao.

Em mandioca, alguns trabalhos realizados ja deixaram evidente essa
dificuldade, quando entre mais de 40 meios de cultura testados, o que apresentou
os melhores resultados registrou pouco mais de 5% de germinacdo (ORREGO e
HERSLEY 1984; MBAHE e HAHN, 1990).

Em vista do exposto, este trabalho teve como objetivo avaliar a eficiéncia
da conservacédo de graos de podlen da espécie de mandioca silvestre Manihot
flabellifolia (FLA 005-07) em diferentes temperaturas, por meio do estudo da

viabilidade dos graos de polen armazenados pelos periodos de trés e seis meses.

MATERIAIS E METODOS

Foram coletadas flores masculinas em pré-antese, do acesso silvestre FLA
005-07 (Figura 1 A, B e C) oriundo da colegao de trabalho de mandioca silvestre
estabelecida na Embrapa Mandioca e Fruticultura Tropical.

A coleta foi realizada de margco a maio de 2009, sempre no horario de
13:30 horas, e as flores colocadas em tubos plasticos de 3,5 x 2 cm de tamanho.
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Figura 1. A - Planta de FLA-005-07 em condicbes de campo; B -
Inflorescéncia e C - Flor masculina. Cruz das Almas — BA.

A retirada do podlen de aproximadamente 20 flores foi realizada utilizando-
se pincéis e papel aluminio. O pélen retirado foi depositado em envelopes de

papel aluminio de 5 x 5 cm, para armazenamento nas condi¢gdes estabelecidas.

2) Desidratagdo dos graos de polen

O grau de umidade do grdo de podlen foi determinado adotando-se a
metodologia utilizada por Franga (2008). Foram pesados inicialmente recortes de
papel aluminio em balanga de precisdo com quatro casas decimais (Pt). Logo
apos, foram acrescentados os graos de pédlen e foi procedida entdo a segunda
pesagem (Pu). Os graos de pdlen no papel aluminio foram submetidos a
desidratacdo por 30 minutos em camara de fluxo laminar. Apds esse
procedimento, os recortes foram fechados como envelopes e levados a balanga
analitica para a terceira pesagem (Ps). Foi armazenado um envelope com graos
de pélen de aproximadamente 20 flores para cada tratamento.

Dessa forma a umidade foi determinada por meio da seguinte equagéo:

U= (Pu—Ps)x 100
(Pu —Pt)

Onde:

U — Grau de umidade do gréo de polen (%)
Pu — Peso umido (g)

Ps — Peso seco (g)

Pt — Peso da tara (g)

A umidade foi determinada pela média observada entre trés amostras.
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3) Armazenamento do polen

ApoOs a desidratacdo, todas as amostras foram submetidas a diferentes
temperaturas de armazenamento: 27°C (temperatura ambiente), 4°C (em
geladeira), -20°C (em freezer) e -80°C (em ultra freezer), durante dois diferentes

periodos de tempo: trés e seis meses de armazenamento.

4) Estimativa da viabilidade polinica

Antes e apds o armazenamento, foi realizado o teste de viabilidade polinica
com os graos de pélen por meio de dois diferentes métodos: viabilidade in vivo e
viabilidade com uso de corante carmim acético 1%. Como testemunha, foi
utilizado podlen fresco sem armazenamento e desidratacao prévia.

4.1) Teste de viabilidade in vivo

Para o teste de viabilidade in vivo utilizou-se como parental feminino a
variedade de mandioca cultivada ‘ROSA’ de M. esculenta Crantz, devido,
principalmente ao grande numero de flores femininas que havia disponiveis. Outra
razao para a escolha dessa variedade deveu-se principalmente a compatibilidade
com o genotipo silvestre, ja que em ensaio preliminar com pélen fresco, registrou-
se 70% de pegamento nos cruzamentos em campo, com a formacéo de frutos e
sementes.

Para a realizagdo das hibridizacbes, foram eliminadas todas as flores
masculinas das inflorescéncias com flores femininas aptas a serem polinizadas.
Os cruzamentos foram realizados de setembro a outubro de 2009, no periodo
mais quente do dia (de 12:00 as 14:00 horas), quando ocorre a abertura da flor
feminina e os estigmas encontram-se mais receptivos (CREPALDI, 1987). As
flores femininas foram encobertas com sacos de tecido antes e apds os
cruzamentos, para evitar a contaminagéo por pélen exdgeno. A porcentagem de
polen viavel foi estabelecida pelo numero de frutos formados apds a realizacéo de
cruzamentos com graos de pdlen armazenado.

4.2) Teste de viabilidade com corante carmim acético

Para o teste de viabilidade com uso de corante, foi utilizado carmim acético
a 1%. Os gréos de polen oriundos dos diferentes tratamentos foram retirados do
papel aluminio e depositados sobre laminas de vidro, onde foram acrescentadas

trés gotas do corante e encobertos com laminula. Apds cinco minutos, as laminas
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foram levadas ao microscopio oOptico, para estimativa do numero de grdos de
polen viaveis.

Foram considerados viaveis aqueles graos que apresentaram tamanho
médio ou grande, com formato regular e corados de vermelho. Os graos de pélen
considerados inviaveis foram os que apresentaram-se com o citoplasma pouco
corado, tamanho pequeno e com rompimentos na membrana. O calculo da

percentagem de viabilidade polinica foi realizado utilizando a seguinte férmula:

Viabilidade do pdlen (%) = N° de graos de pdlen corados x 100
N° total de graos polen

5) Analises estatisticas

O delineamento experimental foi inteiramente ao acaso, em esquema
fatorial (4 x 2 x 2), sendo 4 temperaturas (27°C, 4°C, -20°C, -80°C), 2 pre-
tratamentos (com e sem dessecacgao) e 2 periodos de armazenamento (3 e 6
meses). Para os testes de viabilidade in vivo, o numero de repeticbes se
constituiu de 10 flores por tratamento, enquanto que para o teste com o carmim
acético avaliou-se quatro laminas, e de cada uma delas foram considerados 200
graos de polen, totalizando 800 graos de pdlen por tratamento.

Para comparagao entre as médias dos dados de viabilidade por carmim
acético, foi realizada a analise de variancia e utilizou-se o teste de agrupamento

Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade pelo programa estatistico SAS (2000).

RESULTADOS E DISCUSSAO

O teor de umidade apds os 30 minutos de dessecacdo em camara de fluxo
laminar foi estabelecido em torno de 30% para todo o material armazenado.

Na tabela 1, é possivel observar a porcentagem de formagao de frutos a
partir dos cruzamentos realizados com o pélen armazenado. A maior produgao de
frutos foi observada na temperatura de -80°C, com um total de 21 frutos, enquanto
que a menor quantidade de frutos foi observada na temperatura de -20°C, com
sete frutos produzidos. Os resultados obtidos com o pélen armazenado apods trés
meses a 27°C chamaram a atenc¢ao pela nao formacao de fruto, com e sem o pré-

tratamento (desidratacdo). Ja apds seis meses de armazenamento, 30% e 90%



51

dos cruzamentos formaram frutos sem e com a realizagdo do pré-tratamento
respectivamente, na temperatura de 27°C.

O fato de, aos seis meses, a formacao de frutos ter sido muito superior ao
observado aos trés meses, de certa forma surpreendeu, ja que, a medida que o
polen envelhece, a porcentagem de germinagdo e o comprimento dos tubos
polinicos tendem a decrescer. Uma hipotese para os resultados obtidos pode ter
sido devido a um processo de desidratacéo lento, atingindo indices de umidade
mais favoraveis para a conservacao do poélen.

O pré-tratamento parece ter favorecido o pdlen armazenado apenas em
temperaturas positivas, 27°C e 4°C, visto que os resultados com as temperaturas
negativas ndo mostraram efeito significativo, ao contrario da expectativa. A
retirada de agua (desidratagdo/dessecacao) dos tecidos a serem congelados,
garante a integridade do mesmo, evitando a formagédo de cristais que causam
rompimento e morte celular. De acordo com a literatura, o conteudo de agua ideal
para congelamento, esta em torno de 20%, que corresponde a quantidade de
agua nao congelavel da amostra (ENGELMAN, 2008).

Tabela 1. Percentagem de frutos formados a partir de pdlen submetido a quatro
temperaturas e dois periodos de armazenamento (trés e seis meses)

com e sem desidratagao (CPT e SPT).

Temperatura SPT CPT SPT CPT
27°C 0cC 0cA 30 bB 90 aA
4°C 20 aB 30 aA 10 aC 50 aA
-20°C 0cC 20 bA 30 aB 20 bA
-80°C 70 aA 50 bA 40 cA 50 bA

*Médias seguidas de pelo menos uma mesma letra minuscula na linha, ou de uma
mesma letra maiuscula na coluna pertencem ao mesmo agrupamento a 5% de
probabilidade pelo teste de Scott-Knott.

Diferentemente do que foi observado no cruzamento controle, os
cruzamentos realizados com pdlen armazenado geraram apenas frutos, e néo
apresentaram formacdo de sementes em nenhum dos tratamentos. Crepaldi
(1987), em trabalho com biologia floral das variedades de mandioca cultivada cv.
Branca de Santa Catarina e cv. Taquri registrou que 14,6 % dos botdes florais

protegidos formaram frutos e 1,25% formaram sementes, portanto os frutos
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iniciavam o desenvolvimento (partenocarpia), sem apresentar formacédo de
sementes.

Devido a ocorréncia de partenocarpia no género Manihot, ndo € possivel
calcular com precisdo a taxa de podlen viavel apds o armazenamento, visto que
pode ter ocorrido a formacdo do fruto mesmo sem a germinagdo do podlen
utilizado. Apesar disso, como foi gerado um grande numero de frutos, pode-se
deduzir que pelo menos parte desses deve ter sido oriundo do cruzamento com o
polen conservado, ainda que nao tenha formado sementes. Vale destacar ainda
que a taxa de formacao de sementes em cruzamentos com mandioca, de maneira
geral é baixa, o que deve ocorrer, principalmente pela formagdo de ovulos
anormais (SILVA et al., 2001). Na pratica, deve ser realizado um grande numero
de cruzamentos e com grande quantidade de pdlen para garantir a formagao de
sementes verdadeiras e com boa taxa de germinaggo.

Neste trabalho foram avaliados segmentos de flores femininas, para se
observar o comportamento do pdélen quando depositado sobre os estigmas. Foi
possivel observar a germinacdo dos grdaos de pdlen sobre a superficie do
estigma, ainda que ndo muito abundante apos 24 horas (figura 2B). No entanto
nao €& possivel afirmar que houve penetracdo na micropila, ja que ndo foi
realizado nenhum estudo histolégico da estrutura, assim como fazer qualquer
inferéncia sobre a porcentagem de pdlen viavel.

O crescimento do tubo polinico sob o estigma mostra que o pdélen é viavel,
€ que a baixa formagdo de sementes precisa ser estudada de forma mais
detalhada. Além disso, cruzamentos abertos no campo, realizados pelos insetos,
resultam em um numero de frutos com sementes maior do que cruzamentos
artificiais. Isso sugere que existe alguma lacuna na metodologia utilizada que
necessita ser ajustada para obtengcdo de maior numero de sementes apds os

cruzamentos.
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Figura 2. Estigma e parte do ovario de mandioca (A); Estigma com
polen aderido a sua superficie e tubos polinicos (seta)
alongando para o exterior (B).

Dessa forma, decidiu-se n&o considerar o teste in vivo como um indicador da
viabilidade do pélen, destacando-se a necessidade de uma melhoria na
metodologia usada, a fim de torna-la uma ferramenta para a realizagao de testes
de viabilidade in vivo.

Ja a estimativa da viabilidade do polen com o uso do corante carmim acético
nao apresentou grande diferenca entre os tratamentos (Tabela 2). A maior
viabilidade foi observada na temperatura de -20°C, na qual a porcentagem de
graos de podlen viaveis variou de 79,0 a 87%, e a menor viabilidade, na
temperatura de 27°C, na qual a viabilidade foi de 59,0 a 68,8%.

Tabela 2) Viabilidade por teste colorimétrico (%) de polen armazenado em

diferentes temperaturas), com e sem desidratacao (CPT e SPT).

Temperatura SPT CPT SPT CPT
27°C 68,0 aB 59,0 aB 66,8 aA 68,8 aA
4°C 63,0 bB 61,0 bB 74,0 aA 78,0 aA
-20°C 81,0 aA 79,0 aA 87,0 aA 81,0 aA
-80°C 61,0 bB 76,0 aA 62,5 bA 77,0 aA

“Médias seguidas de pelo menos uma mesma letra minuscula na linha, ou de uma
mesma letra maiuscula na coluna pertencem ao mesmo agrupamento a 5% de
probabilidade pelo teste de Scott-Knott.
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Apesar de o corante superestimar a viabilidade do pdlen, péde-se observar
em microscopio que apds o0 armazenamento, graos de pdlen apresentaram
formato regular, tamanho médio ou grande, e com o protoplasma corado de
vermelho, indicando que parte do material armazenado manteve sua integridade.

Pelo teste colorimétrico, o pré-tratamento nao implicou em melhores
resultados no que concerne a viabilidade do pélen armazenado, nem aos 3 ou 6
meses, com excecao do tratamento de -80°C, onde a dessecag¢ao mostrou efeitos
benéficos para a manutencdo da viabilidade. As mesmas consideragdes feitas
para a formacéo de frutos, em relagdo aos teores de agua na amostra servem
para esse resultado. Os danos que a agua pode causar ao tecido aumentam a
medida que as temperaturas decrescem, assim como as chances de conservacao
e manutencgéo da integridade dos tecidos, aumentam a medida que as medidas
de protecao do tecido sdo mais eficientes.

Em experimento realizado com conservagdo de pdélen de mamona, uma
planta da familia Euphorbiaceae, como a mandioca, a temperatura que mais
favoreceu a conservacao da viabilidade polinica foi a de —80°C, e ainda assim, a
porcentagem média de viabilidade do pdlen foi abaixo de 10% (Vargas, 2006). O
unico registro acerca de conservagdo de podlen, ndo menciona o uso de
tratamentos de temperatura, mas o estudo de viabilidade do grao de pdélen apéds
24 horas (54%) e 48 horas (0,9%), deixando claro que a perda de viabilidade na
espécie se da de forma acelerada (LEYTON, 1993).

Para dar seguimento a esse trabalho, novos ensaios de desidratagéo
deverado ser realizados a fim de se testar diferentes teores de umidade nas
amostras conservadas. Outros procedimentos, considerando pré-tratamentos
usados também para criopreservacado, devem ser delineados com a finalidade de
proteger mais a integridade do podlen. A interagdo desses tratamentos com teores
adequados de agua nas amostras costumam dar bons resultados na conservagéo
de pdlen em temperaturas ultra-baixas (GANESHAN et al., 2008), caso especifico
da criopreservacao.

Na tabela 3, se encontram os resultados referentes ao ensaio preliminar
realizado com nitrogénio liquido (-196°C). A auséncia de equipamento especifico
para manter o polen criopreservado por periodos prolongados foi a causa desse

tratamento nao estar inserido no delineamento estatistico adotado no trabalho.
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Tabela 3. Estimativa da viabilidade média (%) de pdlen criopreservado por dois

métodos diferentes (corante carmim acético e in vivo).

-196°C Carmim acético 3 horas 66 80
-196°C In vivo 3 horas 66 70

Para o ensaio preliminar, considerou-se um tempo de armazenamento de 3
horas em nitrogénio liquido, procedendo-se em seguida as polinizagdes e ao teste
colorimétrico. O ultra congelamento de 3 horas, em teoria € suficiente para a
paralisagcdo total do metabolismo celular, garantindo, dessa forma, uma
conservacgao de longo prazo (REED, 2008).

Os resultados mostram uma queda de viabilidade no pdlen criopreservado,
ainda que os valores observados sejam bastante promissores, considerando as
vantagens que a criopreservagao pode trazer.

Vale destacar que ndo existem registros na literatura de conservagao de
polen de mandioca, usando temperaturas variadas, evidenciando a necessidade
de levar adiante e aprofundar o trabalho realizado. Com base nos resultados
obtidos, € possivel delinear novos experimentos, a fim de realizar os ajustes

necessarios

CONCLUSOES

Foi observada germinagdo do pdlen no teste in vivo, mas, em virtude da
ocorréncia de paretnocarpia ndo foi possivel inferir sobre a porcentagem de
viabilidade;

Ficou evidente a necessidade de ajustes na metodologia usada para o
teste de germinagao in vitro;

De acordo com os resultados observados com os testes de viabilidade por
carmim acético, é possivel armazenar pélen do acesso silvestre de mandioca FLA
005-07 e manter sua viabilidade ap6s 6 meses de estocagem nas quatro
temperaturas avaliadas neste trabalho;

A melhor temperatura de armazenamento para conservagdo de pdlen do

acesso silvestre avaliado nas condi¢des estabelecidas € a de -20°C.
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O pré-tratamento favoreceu a manutencéo da viabilidade do pdlen apenas
na temperatura de -80°C.
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