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RESUMO

ABSTRACT

Conservation of castor bean pollen at low temperatures

The objective of storing pollen is to preserve material for future use, providing optimal conditions to maintain their
original germination, vigor and genetic integrity. The aim of this study was to investigate the germination of castor
bean (Ricinus communis L.) pollen after storage at low temperatures. For this purpose, pollen of the cultivars IAC 80
and AL Guarany 2002 were used and stored at four different temperatures,  -196; -72; -18; and 4°C, for a period of 60
days. The pollen viability was assessed weekly for five weeks, with a last evaluation performed after eight weeks of
storage using the in vitro germination test.  Culture medium containing 10 gL-1 agar, 100 gL-1 sucrose, 0.004 g L-1 boric
acid, pH 6.0 was prepared and poored into cavity slides, where the pollen was evenly distributed over the surface of the
medium. The plates were incubated at 20°C in BOD. The experiment was arranged in a 2x4 factorial completely randomized
design (2 cultivars x 4 temperatures) for each storage time, with 100 pollen grains analyzed per repetition, totaling six of
each treatment. There was significant difference between treatments for the cultivar x temperature interaction in the
fifth week of observation (p<0.05). Other cultivar x temperature interactions were highly significant at all times of
observation (p<0.01). It is therefore concluded that the use of ultra low temperatures allows the maintenance of castor
bean pollen viability until the fifth week of storage.
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Conservação de grãos de pólen de mamoneira a baixas temperaturas

A finalidade do armazenamento do grão de pólen é conservar material para futura utilização, proporcionando-lhe
condições ótimas, de forma a manter seu poder germinativo, vigor e integridade genética originais. O objetivo deste
trabalho foi verificar o poder germinativo dos grãos de pólen de mamoneira (Ricinus communis L.), após armazenamento
a baixas temperaturas. Para tanto, grãos de pólen dos cultivares IAC 80 e AL Guarany 2002 foram utilizados e armaze-
nados em quatro temperaturas: -196, -72, -18 e 4 ºC, durante um período de oito semanas. A avaliação da viabilidade
deste pólen foi realizada semanalmente, até completar cinco semanas, sendo realizada uma última avaliação após a
oitava semana de armazenamento, por meio do teste de germinação in vitro. Meio de cultura, contendo 10 gL-1  de ágar,
100 gL-1  de sacarose, 0,004 gL-1 de ácido bórico e pH 6,0, foi preparado e  depositado em placas de lâmina escavada,
onde o pólen foi distribuído sobre a superfície do meio. As placas foram incubadas a 20 ºC em BOD. O delineamento
experimental foi inteiramente casualizado, em arranjo fatorial 2 x 4 (2 cultivares x 4 temperaturas) para cada tempo de
armazenamento, sendo analisados 100 grãos de pólen por repetição, totalizando seis de cada tratamento. Verificou-se
diferença significativa entre os tratamentos para a interação cultivar x temperatura na quinta semana de observação (p
< 0,05). Demais interações foram altamente significativas em todas as épocas de observação (p < 0,01). Portanto, a
utilização de ultrabaixas temperaturas permite a manutenção da viabilidade de grãos de pólen de mamoneira, até a
quinta semana de armazenamento.

Palavras-chave: armazenamento de pólen, viabilidade polínica, germinação in vitro, criopreservação.
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INTRODUÇÃO

A mamoneira, conhecida cientificamente como Ricinus
communis L., é uma xerófila caracterizada por ter tolerân-
cia à escassez de água e ser exigente em calor e
luminosidade. Reconhecido como o petróleo verde, o óleo
da mamona pode ser utilizado como fonte energética
renovável, em substituição ao óleo diesel, e é considera-
do matéria-prima nacional, já que a mamoneira é uma plan-
ta adaptada aos solos brasileiro, podendo ser cultivada
em qualquer parte do País (Chierice & Claro Neto, 2001).

O armazenamento do grão de pólen para uso nos pro-
gramas de melhoramento é requerido por várias situações,
como a correção da não coincidência de florações, o in-
tercâmbio com outros países ou outras regiões do país ou
apenas para ser utilizado em cultivares de floração tardia.
Neste caso, é recomendável testar sua viabilidade, antes,
durante e após sua utilização (Einhardt et al., 2006). Se-
gundo Dafni (1992), a avaliação da viabilidade dos grãos
de pólen é o primeiro passo para se verificarem as chances
que ele tem de germinar no estigma da flor, o que é crucial
à fertilização.

A viabilidade polínica pode ser determinada por meio
de um grande número de técnicas, sendo a mais utilizada
a germinação in vitro (Soares et al., 2008), chamada de
método direto (Dafni, 1992; Kearns & Inouye, 1993). Esse
método consiste em pôr a germinar uma pequena amostra,
em meio apropriado, e observar em microscópio, depois
de determinado período, o número de grãos de pólen que
emitem tubo polínico (Galletta, 1983).

Segundo Souza et al. (2002), a viabilidade e a germina-
ção do tubo polínico constituem fatores importantes para
o melhoramento de plantas, pois cada grão de pólen leva
consigo os materiais genéticos resultantes da recombina-
ção. O cruzamento permite a transmissão às próximas ge-
rações de genes altamente diversificados e promove a
diversidade genética por diferentes combinações dos
alelos durante a meiose.

O armazenamento do grão de pólen, com o objetivo de
conservação genética, consiste em conservar material para
futura utilização e, também, para proporcionar ao material
condições ótimas, de forma que mantenha seu poder
germinativo, vigor e integridade genética originais (Wang,
1975).

Para os melhoristas, a preservação da viabilidade do
pólen soluciona dois dos maiores problemas da polinização
manual, que são o tempo e o espaço, permitindo, assim,
cruzamentos entre plantas situadas em diferentes locali-
dades (Bissiri & Niknejad, 1976). Tendo em vista a diver-
sidade da utilização do material vegetal em estudo, o ob-
jetivo deste trabalho foi verificar o poder germinativo dos
grãos de pólen de mamoneira (Ricinus communis L.) após
armazenamento a baixas temperaturas.

MATERIAL  E MÉTODOS

O trabalho foi conduzido no Laboratório de Genética
da Universidade Federal de Pelotas - UFPel, Pelotas, no
ano de 2009, durante o período de floração, março e abril,
dos cultivares IAC 80 e AL Guarany 2002. Esses cultiva-
res estavam localizados no campo experimental da
Embrapa Clima Temperado - CPACT, no município de
Pelotas, Rio Grande do Sul, na latitude 31°41’S e longitu-
de 52°21’W e altitude de 60 m.

Para a realização do trabalho, foram selecionadas dez
inflorescências de cada cultivar, coletadas aleatoriamen-
te, em todas as partes da planta, no período da manhã,
próximo às 8:00 h. As inflorescências foram levadas e
mantidas no laboratório, em água destilada, à temperatura
ambiente, até a antese e retirada dos grãos de pólen, que,
então,  foram colocados em tubo tipo eppendorf e
criotubos, para armazenamento.

Os tratamentos de conservação utilizados neste experi-
mento consistiram em quatro temperaturas: -196, -72, -18 e 4
ºC, durante um período de oito semanas. A viabilidade dos
grãos de pólen armazenados foi avaliada por meio do teste
de germinação in vitro, com avaliações semanais, até com-
pletar cinco semanas e, depois, na oitava semana. Para essa
avaliação, os grãos de pólen foram polvilhados sobre um
meio de cultura, constituído de 10 gL-1  de ágar, 100 gL-1  de
sacarose e 0,004 gL-1 de ácido bórico. O pH do meio foi
ajustado para 6,0, o meio foi aquecido e, ainda quente, dis-
tribuído em lâmina escavada de Kline com 12 poros.

As lâminas foram colocadas em placas de Petri com
fundo coberto por papel filtro umedecido (simulando câ-
mara úmida) e levadas para incubação em câmara de ger-
minação tipo BOD, com temperatura controlada a 20 ºC.

Após 24 horas de incubação, realizou-se a contagem
de grãos de pólen germinados, com microscópio óptico
com aumento de 40x, num total de 100 polens/cavidade da
placa. Cada cavidade foi considerada uma repetição, sen-
do utilizadas seis repetições por tratamento. Segundo
Pasqual et al. (1982), foram considerados como germina-
dos aqueles que apresentassem tubo polínico de compri-
mento igual ou superior ao diâmetro do próprio pólen,
conforme Figura 1.

O delineamento experimental foi inteiramente casualiza-
do, em arranjo fatorial 2 x 4 (2 cultivares x 4 temperaturas)
para cada tempo de armazenamento (1ª semana, 2ª sema-
na, 3ª semana, 4ª semana, 5ª semana e 8ª semana). Os
resultados obtidos foram submetidos à análise de variância
e as médias foram comparadas pelo teste de Duncan (α =
1%), com auxílio do programa estatístico SANEST (Zonta
& Machado, 1984). Os dados, expressos em percentagem,
foram transformados segundo arco seno de (X/100)1/2, em
que X representa o valor percentual obtido para cada va-
riável. As análises foram realizadas procurando-se verifi-
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car o efeito das diferentes temperaturas de armazenamento
dentro de cada cultivar estudado.

Neste trabalho, o controle experimental foi realizado por
meio do teste de germinação in vitro de grãos de pólen
antes do armazenamento, sendo chamado de pólen fresco
(testemunha). De acordo com Pio et al. (2007), os resulta-
dos desse procedimento serviram de referência para a com-
paração da percentagem de grãos de pólen germinados
após armazenamento. No entanto, não foi necessário ava-
liar o efeito do armazenamento dos grãos de pólen, à tem-
peratura ambiente, por oito semanas, visto que, na abertura
floral, o grão de pólen necessita estar viável e, com o pas-
sar do tempo, a viabilidade vai diminuindo e vai-se reduzin-
do sua eficiência na fertilização (Souza et al., 2002). Ou
seja, à medida que o pólen envelhece, o comprimento do
tubo polínico e a percentagem de germinação decrescem
(Scorza & Sherman, 1995; Einhardt et al., 2006). Sendo as-
sim, somente a utilização de baixas temperaturas é capaz de
manter a viabilidade polínica por longo período.

RESULTADOS E DISCUSSÃO

Tomando por base a análise de variação realizada, ve-
rificou-se diferença significativa entre os tratamentos, a
5% de probabilidade, para a interação cultivar x tempera-
tura, na quinta semana de observação (Tabela 1). As de-
mais interações foram altamente significativas, a 1% de
probabilidade, em todas as épocas de observação, con-
forme se observa na Tabela 1. Esses resultados confir-
mam que a percentagem de germinação é dependente de
diversos fatores, principalmente, aqueles relacionados
com o armazenamento (Pio et al., 2007).

Os coeficientes de variação obtidos para os períodos
avaliados foram baixos, levando a crer que os fatores ex-
ternos tenham exercido pouca influência sobre as tempe-
raturas de armazenamento (Tabela 1). Somente na oitava

semana de armazenamento o coeficiente de variação foi
relativamente alto, por causa da germinação dos grãos de
pólen do cv. AL Guarany 2002, conservados em -72 ºC,
enquanto os outros tratamentos a frio causaram a
inviabilidade dos grãos de pólen dos dois cultivares tes-
tados na mesma época.

Conforme resultados mostrados na Tabela 2, o
armazenamento do pólen de ambos os cultivares, a 4 ºC,
não foi eficiente, pois foi observada redução drástica na
viabilidade polínica, ao longo do armazenamento, quan-
do comparado com a percentagem de germinação de pó-
len fresco. Estes resultados discordam dos apresentados
por Gomez et al. (2000) e Siregar & Sweet (2000), que man-
tiveram grãos de pólen de amendoeira (Prunus dulcis) e
de Pinus spp., respectivamente, armazenados a 4º C, por
vários meses. Embora tendo apresentado um decréscimo
de viabilidade em função do tempo de armazenamento,
esse decréscimo não foi tão drástico.

No entanto, os grãos de pólen do cv. IAC 80 mantive-
ram um percentual de germinação maior que o dos grãos
de pólen do cv. AL Guarany 2002, durante todo o período
do experimento, demonstrando serem menos sensíveis aos
danos causados pelo armazenamento a 4 ºC (Tabela 2).

Os grãos de pólen mantidos a -18 ºC apresentaram
maior percentagem de germinação do que aqueles arma-
zenados 4 ºC, durante a execução do experimento, tendo-
se encontrado, na quinta semana de conservação, 7,93%
de viabilidade para o cv. IAC 80 e 12,62% para o cv. AL
Guarany 2002 (Tabela 2).

Em geral, no que diz respeito à viabilidade do grão de
pólen em cada tempo de armazenamento, nota-se que o
pólen armazenado a 4 ºC perdeu sua viabilidade muito
rapidamente, em relação ao armazenado a -18 ºC, no mes-
mo período de tempo. Mesmo assim, foi possível verificar
que houve redução menos drástica da viabilidade com o
tempo de conservação. Já, na oitava semana de armazena-
mento, houve inviabilidade total dos grãos de pólen ar-
mazenados tanto a 4 ºC quanto a -18 ºC (Tabela 2). Resul-
tados semelhantes foram encontrados em trabalho com
conservação de pólen de mamoeiro (Carica papaya L.)
conforme Damasceno Júnior et al. (2008), em que os am-
bientes a 4 ºC e a -18 ºC não influenciaram para diferenças
significativas para os grãos de pólen armazenados no
botão floral. No entanto, com o passar do tempo foi ob-
servada redução significativa da viabilidade dos grãos de
pólen armazenados a essas temperaturas.

A viabilidade dos grãos de pólen estocados a -72
ºC decresceu lentamente com o passar do tempo. Para o
cv. IAC 80, o percentual de tubos polínicos germinados
permaneceu alto até a quarta semana, decaindo logo após
a quinta semana. Já para o cv. AL Guarany 2002 também
houve um decréscimo gradativo com o passar do tempo;
porém, na oitava semana de armazenamento, foi observa-

Figura 1. Emissão de tubo polínico em grãos de pólen de
mamoneira (Ricinus communis L.), submetidos a teste de
germinação in vitro. Aumento de 40x.
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do que 9,23% dos grãos de pólen germinaram. Ainda que
a percentagem de grãos de pólen viáveis seja baixa, a
presença de alguns tubos polínicos vigorosos indica que
o grão de pólen é suficientemente bom para assegurar,
pelo menos, uma moderada frutificação efetiva, apesar da
baixa percentagem de germinação (Einhardt et al., 2006).
O mesmo pôde ser observado por Vargas et al. (2009), que
relataram que, entre as temperaturas de -196, -72, -18 e 4
°C, testadas durante 15 e 30 dias, o melhor índice de ger-
minação de pólen ocorreu quando foi utilizada a tempera-
tura de -72 ºC para armazenamento, podendo, desta for-
ma, ser considerado o mais eficiente entre os sistemas
testados pelo autor.

Esta maior eficiência na conservação a ultrabaixas tem-
peraturas pode estar relacionada com a maior velocidade

de congelamento, que causa menores danos à célula, por
menor desidratação e menos rompimento de membranas
(Dumont et al., 2004; Fellows, 2006).

Segundo Almeida et al. (2002), a técnica da crio-
conservação, isto é, o armazenamento a -196 ºC, pro-
porciona potencial para uma preservação sem limites
de tempo, com a redução do metabolismo a níveis tão
baixos que todos os processos bioquímicos são signi-
ficativamente reduzidos e a deterioração biológica é
virtualmente paralisada. Para os cultivares de mamo-
neira estudados neste trabalho, a técnica de criopre-
servação foi muito eficiente até a quinta semana de
armazenamento, permitindo a manutenção do poder
germinativo durante esse período, principalmente, para
o cv. AL Guarany 2002.

Tabela 2. Percentagem de germinação de grãos de pólen de mamoneira (Ricinus communis L.) cultivares IAC 80 e AL Guarany 2002,
submetidos a tratamentos de baixas temperaturas de armazenamento

IAC 80

Tratamento      Pólen Fresco       1ª semana       2ª semana        3ª semana        4ª semana        5ª semana         8ª semana

     4 ºC 47,99  31,99  b 25,48 a 15,36  b 13,72  b       0,94     c 0,00 a
  -18 ºC 47,99 54,40 a 23,84 a 24,92 a 14,99  b      7,93    b 0,17 a
  -72 ºC 47,99 44,81 a 25,57 a 30,94 a 41,62 a 24,77 a 0,02 a
-196 ºC 47,99 53,01 a 10,58  b 27,02 a  15,17  b 24,21 a 0,02 a

AL Guarany 2002

Tratamento      Pólen Fresco       1ª semana       2ª semana        3ª semana        4ª semana        5ª semana         8ª semana

     4 ºC 37,25   20,6    bc  10,58  b      8,22     c 11,39   c     1,62     d 0,00   c
  -18 ºC 37,25 30,35  b 29,64 a 18,29  b 15,26   c 12,62   c 0,05   c
  -72 ºC 37,25  19,03   c 25,70 a 24,62  b   27,35  b 25,29  b  9,23 a
-196 ºC 37,25   43,04 a 26,78 a     42,96 a   43,28 a 37,56 a  1,37  b

* Médias, seguidas de letras minúsculas, diferem estatisticamente a 1% de probabilidade de erro pelo teste de Duncan, nas colunas.

Tabela 1. Resumo das análises de variância da percentagem de germinação de grãos de pólen de mamoneira (Ricinus communis L.),
submetidos a armazenamento em baixas temperaturas, avaliados em diferentes épocas

                              Quadrado Médio

                      Pólen Fresco                 GL                    1ªsemana                2ªsemana

Cultivar 1 116,5* 1 1259,7**   16,5ns
Temperatura - - 3 499,2** 140,5**
Cultivar X Temperatura - - 3 97,6** 285,3**
Resíduo 10 12,9 40    19,4            10,9

C.V. (%)    8,84    11,92 11,89

Média Geral (%)  40,73    36,94 27,81

                              Quadrado Médio

                                                                3ª semana               4ª semana           5ª semana              8ª semana

Cultivar 1   22,3ns  45,1ns 165,9** 346,7**
Temperatura 3  575,0**      627,1** 1811,5** 194,8**
Cultivar X Temperatura 3  164,2**      395,4**   37,0* 198,7**
Resíduo 40         11,8        16,6   9,6    11,5

C.V. (%)  11,93        14,65   14,00    90,50

Média Geral (%)  28,85 27,87   22,17      3,75

* e ** significativos a 5 e 1% de probabilidade de erro, respectivamente. ns significa não significativo a 5 e 1% de probabilidade de erro.

Causas da Variação GL

Causas da Variação GL
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Resultados contraditórios foram apresentados em tra-
balhos com Annona spp., em que a utilização de -196 ºC
não foi eficiente, pois os efeitos de seu uso, quando com-
parados com os de 4 ºC, não causaram aumento da
longevidade do pólen das espécies de Annona estuda-
das (Bettiol Neto et al., 2009).

No entanto, nenhum dos ambientes de conservação
estudados proporcionou mais de oito semanas de con-
servação com total viabilidade do grão de pólen, eviden-
ciando-se que os grãos de pólen de mamoneira são muito
sensíveis a mudanças de temperaturas.

Nos grãos de pólen, o efeito de baixas temperaturas
está relacionado com a redução do metabolismo celular,
propiciando-lhes maior longevidade. Uma das maiores
dificuldades do processo de armazenamento de grãos de
pólen é a formação de cristais de gelo no interior das célu-
las, os quais podem causar ruptura das membranas, resul-
tando em colapso e morte, como consequência da perda
da semipermeabilidade e da compartimentação celular
(Santos et al., 2002; Salomom, 2003). A injúria mecânica
sofrida pelas células advém de dois fenômenos: o com-
portamento peculiar da água, que se expande ao conge-
lar-se, e a formação dos cristais de gelo (Santos, 2001).

Outra explicação seria que as alterações fisiológicas
ocasionalmente ocorridas durante o armazenamento do
grão de pólen podem levar ao decréscimo da viabilidade.
Alteração na velocidade de respiração e de conversão de
açúcares em ácidos orgânicos, acúmulo de produtos me-
tabólicos secundários e alteração dos lipídeos da exina
do pólen são exemplos de tais transformações (Stanley &
Linskens, 1974).

As diferenças observadas quanto à germinabilidade
do pólen, dentro da mesma temperatura, mas em tempos
diferentes, podem ter ocorrido por vários fatores, como
as condições de armazenamento, o recipiente usado no
acondicionamento do pólen e a manipulação dos recipi-
entes (Oliveira et al., 2001). O estado nutricional da planta
fornecedora de pólen é, também, um fator a ser considera-
do. Stanley & Linskens (1974) evidenciaram que o estado
nutricional da planta durante o desenvolvimento do pó-
len pode afetar sua longevidade.

De acordo com Baéz et al. (2002), Gibernau et al.
(2003) e Khan & Perveen (2006), em grãos de pólen ar-
mazenados a baixas temperaturas não se observa au-
mento de viabilidade polínica com o passar do período
de armazenamento, mas, sim, decréscimo. Portanto, os
resultados mencionados estão de acordo com os encon-
trados na literatura, ou seja, com o passar do tempo ob-
servou-se redução significativa da viabilidade dos grãos
de pólen armazenados e a decisão com respeito ao méto-
do a ser empregado no armazenamento dependerá do
objetivo e do tempo exigido para seu alcance, ou seja, a
longo ou a médio prazo (Pio, 2003).

CONCLUSÃO

A utilização de ultrabaixas temperaturas permite a ma-
nutenção da viabilidade de grãos de pólen de mamoneira
cvs. IAC 80 e AL Guarany 2002 até a quinta semana de
conservação.
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