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RESUMO

EBERLING, Tatiane. Universidade Estadual do Oeste do Parana, fevereiro - 2019.
Estabelecimento do meio de cultura e conservacdo da viabilidade polinica de

hemerocale. Orientadora: D.Sc. Fabiola Villa.

A hemerocale é uma planta monoica usada em hibridacdes inter e intraespecificas, 0 que tem
proporcionado o surgimento de uma grande diversidade de cultivares com diferentes cores e
formas por meio de programas de melhoramento. Diante do exposto, objetivou-se com o
presente trabalho estabelecer um meio de cultura para avaliacdo da viabilidade polinica em
cultivares de hemerocale e avaliar condi¢cdes de desidratacdo e armazenamento de gréos de
polen sobre sua germinacdo e viabilidade. Foram montados experimentos sequenciais em
laboratério, onde, no primeiro, a cultivar Morgana A. S. Piske, foi utilizada para a realizacdo
dos experimentos de estabelecimento do meio de cultura, nos quais testou-se faixas de pH (4,
5, 6, 7), juntamente a concentracOes de agar (4, 6, 8, 10 g L™). No teste seguinte, testou-se
concentragdes de sacarose (0, 30, 60, 90, 120 g L™). Prosseguindo, adicionou-se ao meio
concentracdes de &cido barico (0, 400, 800, 1200 mg L) e, por fim, foram concentragdes de
nitrato de célcio (0, 200, 400 e 800 mg L™). Apds o estabelecimento do meio de cultura,
avaliou-se o tempo de incubacdo necessario para maxima germinacdo dos grdos de pdlen. O
meio obtido foi testado em quatro cultivares, visando a verificacdo das porcentagens de
germinacdo. Para a segunda parte dos experimentos, avaliaram-se os tempos (0, 12, 24, 48
horas) e locais de secagem (estufa tipo BOD a 25°C e dessecador de silica gel). Foram
realizados testes de germinacdo in vitro e viabilidade polinica. Apds a determinagdo do
melhor tempo e local de secagem, realizou-se 0 armazenamento dos grdos de polen; os
mesmos foram armazenados em freezer a -20 £ 3°C, geladeira a 4 + 3°C e estufa BOD 25°C,
por O, 7, 14, 21 e 28 dias. Ap6s 0 armazenamento, repetiram-se 0s testes de germinacao e
viabilidade. O maior percentual de germinacgéo in vitro ocorreu com as concentracoes de 4 g
L de 4gar, 74,6 g L de sacarose, 800 mg L de 4cido bdrico, 590 mg Lt de nitrato de célcio,
com pH de 5,74 e tempo ideal de incubacdo de 3 horas, sendo a cv. Regina aquela com maior
percentual de germinacdo. Os grdos de pdlen das cultivares de hemerocale apresentaram
maior porcentagem de germinagdo quando frescos, ndo havendo a necessidade de

desidratacdo. O melhor local de armazenagem foi o freezer, onde o p6len manteve 50% de sua



Vi
germinagdo, mesmo apos 28 dias de armazenamento. O corante 2,3,5 trifeniltetrazolio (TTC)
a 1% nao foi eficiente na determinacdo da viabilidade polinica do pélen de hemerocale.

Palavras-chave: Hemerocallis x hybrida Hort., palinologia, germinacgéo in vitro, conservagao
in vitro.
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ABSTRACT

EBERLING, Tatiane. Western Parana State University — UNIOESTE. February — 20109.
Establishment of the culture medium and conservation of the pollen viability of

hemerocale. Advisor: D.Sc. Fabiola Villa.

The hemerocale is a monoic plant used in inter and intraspecific hybridizations, which has
given rise to a great diversity of cultivars with different colors and forms through programs of
improvement. Taking the aforementioned into account, the objective of this work was to
establish a culture medium to evaluate pollen viability in day-old cultivars and to evaluate the
dehydration and storage conditions of pollen grains regarding their germination and viability.
A sequential experiment was carried out in the laboratory, where the cultivar Morgana AS
Piske was used for the establishment of the culture medium, in which the pH ranges (4, 5, 6,
7) together with concentrations of agar (4, 6, 8, 10 g L™). In the following test, concentrations
of sucrose (0, 30, 60, 90, 120 g L) were tested. Afterwards, concentrations of boric acid (0,
400, 800, 1200 mg L) were added to the medium and, finally, calcium nitrate concentrations
(0, 200, 400 and 800 mg L™). After the establishment of the culture medium, the incubation
time required for maximum germination of the pollen grains was evaluated. The obtained
medium was tested in four cultivars, aiming at the verification of germination percentages.
For the second part of the experiments, four times (0, 12, 24, 48 hours) and two drying sites
(BOD greenhouse at 25°C and silica gel desiccator) were evaluated. In vitro germination and
pollen viability tests were performed. After the determination of the best time and place of
drying, the pollen grains were stored. They were stored in a freezer at -20 + 3°C, refrigerator
at 4 £ 3°C and BOD 25°C, for 0, 7, 14, 21 and 28 days. After storage, germination and
viability tests were repeated. The highest percentage of in vitro germination occurred with the
concentrations of 4 g L™* agar, 74.6 g L™ sucrose, 800 mg L™* boric acid, 590 mg L calcium
nitrate, pH of 5.74 and ideal incubation time of 3 hours, being cv. Regina the one with the
highest percentage of germination. The pollen grains of the hemerocale cultivars had a higher
percentage of germination when fresh, and there was no need for dehydration. The best
storage site was the freezer, where the pollen kept 50% of its germination, even after 28 days
of storage. The 1% dye 2,3,5-triphenyltetrazolium (TTC) was not efficient in determining the

pollen viability of hemerocale pollen.
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1 INTRODUCAO GERAL

A producdo e comercializagdo de flores e plantas ornamentais vem se fortalecendo no
cenario econdémico do pais. O setor estd sendo reconhecido ndo so por englobar atividades
economicamente relevantes, mas, ainda, pelo aspecto social em que esta vinculado. O ramo da
floricultura é dominado por pequenos produtores, o que contribui para uma maior distribuicéo
de renda.

Na regido oeste paranaense, dentre as espécies ornamentais cultivadas, predomina o
cultivo de orquideas. Em vista disso, grande parte de seu mercado € abastecido por produtores
de S&o Paulo, o que gera uma demanda por areas de cultivo de flores e plantas ornamentais na
regido. No Brasil, a hemerocale — também conhecida como lirio-de-S&0-José, lirio-de-um-dia
e lirio-amarelo — se destaca por apresentar elevado potencial para o setor da floricultura. Teve
seu nome dado por Linnaeus, em 1753, tendo origem grega hemero (dia) e kallos (beleza) e
sendo uma de suas mais importantes caracteristicas o fato de que cada flor dura apenas um
dia. Ressalta-se, ainda, que ela se trata de uma angiosperma, pertencente ao género
Hemerocallis L., da familia Hemerocallidaceae e ordem Liliales.

Devido a sua rusticidade, é considerada uma espécie excepcional para o paisagismo,
pois possui boa resisténcia a seca, pragas e doencas, além de adaptar-se bem a diferentes tipos
de solos e climas. Sua propagacdo é tradicionalmente feita de forma vegetativa, por meio de
divisdo de touceiras, brotacdes das hastes florais, cultura de tecido e indugdo do enraizamento
de coroa. Outra forma de propagacao € via sementes, no entanto, esse € um processo lento,
gue ndo gera individuos idénticos a planta-matriz. Esta forma de propagacdo € usada na
obtencédo de novos hibridos.

O hemerocale pode ser plantado durante o ano todo no Brasil, porém, os periodos mais
indicados sdo no inicio ou final da floracdo. A florada comeca em outubro e prolonga-se até o
inicio de abril, nas regides Sul e Sudeste do Brasil, podendo cada haste florescer por um
periodo de trés a seis semanas.

E uma planta monoica, usada em hibridacdes inter e intraespecificas que, por meio de
programas de melhoramento, tem proporcionado o surgimento de uma grande diversidade de
cultivares, com diferentes cores e formas.

As cultivares podem apresentar florescimento sem sincronia, e tendo em vista que o pdlen perde sua

viabilidade rapidamente devido as flores durarem apenas um dia, 0 armazenamento do mesmo pode

ser uma alternativa eficaz para aumentar sua longevidade.



ARTIGO 1

Estabelecimento de meio de cultura para avaliacdo da viabilidade polinica

em cultivares de hemerocale

Tatiane Eberling!®, Fabiola Villal, Luciana Alves Fogaga?, Daniel Fernandes da Silval

tUniversidade Estadual do Oeste do Parana (Unioeste), Campus Marechal Candido Rondon,
PR, Brasil.
Zpontificia Universidade Catdlica (PUCPR), Campus Toledo, PR, Brasil.

xe-mail: tatiane_eberling@hotmail.com

(Elaborado segundo as normas da revista Plant Biosystems)

Resumo: Objetivou-se estabelecer um meio de cultura para avaliacdo da viabilidade polinica
em quatro cultivares de Hemerocale. Em laboratério, a cultivar Morgana A. S. Piske foi
utilizada para a realizacao dos experimentos de estabelecimento do meio de cultura, nos quais
testou-se faixas de pH (4, 5, 6, 7) juntamente as concentracdes de agar (4, 6, 8, 10 g L™%). No
teste seguinte, testou-se concentragdes de sacarose (0, 30, 60, 90, 120 g L™). Prosseguindo,
adicionou-se ao meio concentracdes de acido borico (0, 400, 800, 1200 mg L™?) e, por fim,
foram concentragdes de nitrato de calcio (0, 200, 400 e 800 mg L1). Os testes foram de forma
sequencial. Apdés o estabelecimento do meio de cultura, avaliou-se o tempo de incubacgéo
necessario para maxima germinacdo dos gréos de poélen. O meio obtido foi testado em quatro
cultivares, visando verificagdo as porcentagens de germinacdo. Maior percentual de
germinacdo in vitro ocorreu com as concentracdes de 4 g L de agar, 74,6 g L™ de sacarose,
800 mg L de 4cido borico, 590 mg L de nitrato de célcio, com pH de 5,74 e tempo ideal de
incubac&o de trés horas, sendo Regina a cultivar com maior percentual de germinacao.

Palavras Chave: Hemerocallis x hybrida Hort., polen in vitro, melhoramento genético,

planta ornamental.
Introducéo

A hemerocale (Hemerocallis x hybrida Hort.) é uma planta florifera conhecida como

lirio de S&o-José, lirio-de-um-dia ou lirio-amarelo. Ela pode ser cultivada em bordaduras ao


mailto:tatiane_eberling@hotmail.com

longo de canteiros, uma vez que se trata de uma planta que exige pouca manutencdo. Além
disso, ela possui resisténcia a periodos de seca, tem a capacidade de adaptacdo aos mais
diferentes tipos de solo e clima, e boa resisténcia a pragas e doencas (TOMBOLATO, 2004).
Botanicamente, as flores do hemerocale sdo mondclicas, usadas em hibridacGes inter e
intraespecificas, o que tem proporcionado o surgimento de uma grande diversidade de
cultivares com diferentes cores e formas por meio de programas de melhoramento
(MENEZES e OLIVEIRA, 2011).

Para que as hibridacdes ocorram com sucesso, 0 polen deve apresentar-se viavel e com
alto potencial germinativo, o que pode ser ocorrer ndo so por fatores intrinsecos ao préprio
polen — relacionados ao seu estado de maturacdo fisioldgica, origem, caracteristicas genéticas,
nutricdo da planta —, como, também, por fatores extrinsecos, relativos ao ambiente em que a
planta doadora do poélen esta cultivada, a exemplo da temperatura, umidade, periodo de coleta,
entre outros (STANLEY e LINSKENS, 1974).

Hé& pelo menos cinco metodologias para se estimar a viabilidade polinica: a) medidas
de respiracdo ou condutividade quimica do pélen (raramente usado); b) técnicas de coloracdo;
€) germinacdo in vivo e in vitro; d) conteddo de prolina; e) capacidade de frutificacdo
(STANLEY e LINSKENS, 1974). Desse modo, antes da realizacdo de polinizacOes, a
verificacdo da capacidade germinativa dos graos de pélen a serem utilizados é uma forma de
averiguar sua viabilidade, subsidiando a realizagdo de inferéncias sobre problemas de
esterilidade intrinsecos das cultivares em estudo, de forma precoce.

A verificacdo da capacidade germinativa de grdos de polen pode ser realizada em
testes laboratoriais in vitro. A técnica de germinacdo in vitro consiste em germinar uma
pequena amostra de polen em um meio de cultura apropriado e a realizacdo da contagem com
visualizacdo em microscopio optico. Entre os fatores que afetam a germinacéo in vitro, estdo
0s componentes quimicos, a consisténcia do meio de cultura e o tempo e condi¢cbes de
incubacdo. Entre os componentes quimicos requeridos em geral para a germinacdo de gréos
de pdlen de angiospermas, estdo uma fonte de carbono (sacarose), boro (acido bérico) e,
frequentemente, alguns outros nutrientes, como o calcio (cloreto de calcio) (GALLETA,
1983).

Knudson (1946); Murashige e Skoog (1962) citam que a escolha do meio adequado ao
cultivo de determinada espécie é importante, pois, por meio dele, tecidos e Orgdos séo
supridos com macronutrientes, micronutrientes e outros produtos organicos necessarios a
germinacao e ao desenvolvimento in vitro. Além da composicdo do meio de cultura, o periodo

de incubacéo necessario para a germinagdo do grao de pélen é um fator de suma importancia,



uma vez que esta diretamente relacionado a fertilidade do pdlen (STANLEY e LINSKENS,
1974), sendo necessario a determinacdo do tempo ideal para a germinacdo em cada espécie.

Poucas sdo as pesquisas relacionando as condicOes ideais para a germinacdo dos
polens in vitro, sobretudo em espeécies floriferas, ressaltando a importancia de estudos desta
natureza. Diante do exposto, objetivou-se com o presente trabalho estabelecer um meio de
cultura para avaliacdo da viabilidade polinica em quatro cultivares de Hemerocale.

Material e Métodos

O experimento foi conduzido no Laboratério de Biotecnologia da Pontificia
Universidade Catolica (PUC), Campus Toledo (PR), durante os meses de janeiro e fevereiro
de 2018, periodo em que as plantas se encontravam em pleno florescimento. As plantas
matrizes, das quais foram coletadas as flores para obtencdo do polen, foram adquiridas da
empresa Agricola da lIlha, no ano de 2013, e implantadas na Fazenda Experimental
pertencente a mesma instituicéo.

A area de plantio esta localizada sob coordenadas geograficas de latitude 24°43°48”S,
longitude 53°44724”W e altitude de 560 m. O solo da unidade experimental é classificado
como LATOSSOLO VERMELHO Eutroférrico (LVef) (SANTOS et al., 2013) e o clima,
segundo Kdppen, classificado como Cfa, subtropical mesotérmico imido, com verdes quentes
(ALVARES et al., 2013).

As mudas de raiz nua, oriundas de divisdo de touceiras, foram plantadas em canteiros
com o espacamento de 0,30 m x 0,30 m, entre plantas, e receberam cuidados constantes, como
capinas e irrigagdo. Ao final de cada ciclo anual, foram realizadas podas, eliminando todas as
folhas e adubagbes com 50 g por planta, da formulacdo NPK 4-14-08, para renovacao da
massa verde e fortificacdo das plantas, preparando-as para a florada a partir de outubro. No
ano de 2017, elas foram arrancadas e a area foi novamente encanteirada, sendo que as mudas
mais vigorosas das touceiras foram replantadas para realiza¢éo do estudo.

Foram utilizadas quatro cultivares de hemerocale, sendo: Morgana A. S. Piske, Ligia
Fagundes Teles, Regina e Luciana Alves Fogaca. A primeira cultivar citada foi escolhida para
a realizacdo dos testes iniciais de composi¢do do meio de cultura, uma vez que apresenta
maior numero de flores e precocidade no florescimento. As flores foram coletadas por volta
de nove horas da manhd, quando as anteras se apresentavam completamente abertas —
expondo totalmente os graos de pdlen — e imediatamente levadas ao laboratério. L4, as anteras
foram retiradas das flores com o auxilio de uma pinca, enquanto que o pélen foi retirado das

anteras com a ajuda de um pincel de cerdas macias e depositado em placas de Petri.



Posteriormente, ele foi distribuido sobre o meio de cultura a ser avaliado, evitando, assim, que
as flores pudessem apresentar qualquer anomalia morfologica que influenciasse o resultado
final.

Com os polens coletados, procedeu-se o estudo do estabelecimento do meio de
cultura. Para a sua determinacéo, inicialmente foram testados quatro faixas de pH (4,5, 6, 7) e
quatro concentrac@es de agar da marca Himedia® (4, 6, 8, 10 g LY). O melhor resultado de pH
x agar foi utilizado para o teste seguinte, onde foram testadas cinco concentracfes de sacarose
(0, 30, 60, 90, 120 g L. Apds a determinacdo da melhor concentracio de sacarose
prosseguiram-se os testes, adicionando ao meio de cultivo quatro concentragdes de acido
borico (0, 400, 800, 1200 mg L) e, por fim, mais quatro de nitrato de calcio (0, 200, 400, 800
mg L), sempre em forma sequencial, utilizando o melhor resultado do teste anterior, segundo
metodologia proposta por Chagas et al. (2010).

Os componentes do meio de cultura foram devidamente pesados e adicionados a gua
destilada e, s6 entdo, tiveram seu pH aferido. Posteriormente, eles foram levados ao micro-
ondas, onde foram aquecidos até a fervura para que ocorresse a dissolucdo completa dos
componentes. Imediatamente apds aquecimento, os meios foram vertidos em placas de Petri
em volume de 10 mL por placa, onde, apds endurecimento do mesmo o0s grdos de pdlen,
foram dispersos e incubados em BOD, permanecendo por 24 horas a 25°C na presenca de luz
até o momento da avaliagdo. Apds o final de todas as etapas, com o meio de cultura ideal pré-
estabelecido, polens das quatro cultivares foram avaliados nas mesmas condi¢cdes descritas
acima.

A partir do estabelecimento completo do meio de cultura, determinou-se o tempo de
incubacdo necessario para a completa germinacdo de grdos de pdélen das cultivares de
hemerocale, realizando contagens do numero de pélens germinados e ndo germinados a cada
hora até a estabilizacdo da germinacao.

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado, contendo quatro
repeticdes, e sendo cada repeticdo representada por uma placa de Petri, nas quais contaram-se
0 numero de grdos de pdlen ndo germinados e 0 numero de grdos germinados em cinco
campos de visdo em microscopio éptico, num aumento de 10 vezes, transformando os valores
obtidos em porcentagem. Foram considerados germinados aqueles que apresentavam tubos
polinicos que ultrapassavam o comprimento do didmetro do proprio grdo de polen
(FIGUEIREDO et al., 2013).

Os dados obtidos foram submetidos & analise de regressdo em funcao de seu carater

quantitativo, e a comparagéo da porcentagem de germinacao entre as cultivares comparadas



pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro, utilizando o programa estatistico Sisvar
(FERREIRA, 2011).

Resultados

Constatou-se que houve interacdo entre pH e concentracdo de 4gar no meio de cultura,
interferindo na porcentagem de germinacdo dos gréos de polen. A maior porcentagem de
germinacgdo ocorreu em meio de cultura solidificado com 4 g L de agar e pH = 5,74
(Figura 1A). Para a porcentagem de germinacdo de grdos de pdlen, variando as concentragdes
de sacarose, observa-se um aumento na germinagdo até a concentracdo de 74,6 g L, com
posterior decréscimo (Figura 1B).

A adicdo de &cido boérico a0 meio propiciou um aumento na porcentagem de
germinacgdo de grdos de polen, embora de forma discreta, com germina¢do maxima de 2,56%
na concentracdo de 800 mg L (Figura 1C). Ao variar as concentragBes de nitrato de célcio,
observou-se que a germinagdo do pdlen aumentou gradativamente até a concentracao de 590
mg L%, a partir da qual os percentuais comecgaram a cair (Figura 1D).

Quando avaliado o tempo para maxima germinacdo de gréos de pdlen de hemerocale,
verificou-se que a porcentagem de germinacdo aumentou com o decorrer das horas — até duas
horas pés-inoculacdo — sendo que, apos esse periodo, a partir da terceira hora pode observar-
se a estabilizagdo na germinacéo (Figura 1E).

Finalizado o estabelecimento do meio de cultura ideal para hemerocale e determinado
0 tempo de incubacdo ideal para maxima germinacdo dos graos de polen da espécie, a analise
estatistica mostrou diferenca significativa entre a porcentagem de germinacdo do pélen das
quatro cultivares estudadas no trabalho (Tabela 1).

A cultivar Regina apresentou maior porcentagem de grdos de polen germinados em
comparacdo com as demais cultivares, que ndo diferiram estatisticamente entre si. Apesar da
variagcdo na porcentagem de germinacgéo identificada entre as cultivares, todas apresentaram

alto percentual de germinacao, com valor minimo de 66% na cultivar Morgana.

Discussao

Segundo Chagas et al. (2009), a aferi¢cdo adequada do pH é um importante fator para o
meio de cultura, pois influencia diretamente na solidificagdo do mesmo. Canhoto (2010)

afirma que o pH determina varios aspectos importantes da estrutura e atividade das



macromoléculas bioldgicas. Para a maioria das espécies, o pH ideal dos meios de cultura in
vitro estd préximo de 5,6 a 5,8, 0 que pode ser aplicado também a hemerocale, pois nestas
condicdes todos os ions estdo em solucgdo e facilmente disponiveis para as células. O mesmo
autor explica, ainda, que esta faixa de pH favorece o desenvolvimento in vitro por ser proxima
daquela que em condicOes naturais envolve as células vegetais.

Ressaltando ainda a importancia do pH para o meio, Chawla (2009) cita que valores
acima de 7,0 e abaixo de 4,5 geralmente resultam na inibicdo do crescimento e
desenvolvimento vegetal, como também na geleificacdo do agar, que nessas condi¢cdes nao é
satisfatoria, pois torna-se demasiado solido ou fluido. Para lirios, espécies botanicamente
proximas de hemerocale, pHs entre 4,5 e 6,0 proporcionam maior germinabilidade de gréos
de pdlen de Lilium formosanum Wallace (HOLDAWAY-CLARKE et al., 2003), bem como
5,6 é considerado adequado para a germinacdo de gréos de pélen de L. longiflorum Thunb
(PERTL et al., 2010).

Corroborando as afirmagdes acima, Chagas et al. (2010) relatam que a faixa de pH
ideal para a germinacdo de grdos de polen de porta-enxertos de pereira esta entre 5,2 a 5,8,
bem como Silva et al. (2017), que encontraram pH em torno de 5,4 como melhor para
germinagdo de pdlen de cinco espécies de fisalis. Juntamente com o pH, a concentragdo de
agar é importante para a solidificacdo do meio de cultura e garantia de uma boa germinacéo
dos graos de pblen (ZAMBON et al., 2014). O agar facilita a sua germinacéo, pois controla a
consisténcia do meio, equilibrando o potencial osmético (CHAGAS et al., 2009).

Os meios de cultura liquidos facilitam o desprendimento do tubo polinico,
promovendo uma subestimativa da viabilidade, uma vez que os grdos de pdlen sem tubo
polinico sdo considerados como ndo germinados. Por outro lado, altas concentracdes de agar
podem atuar como barreira fisica, dificultando a absorcao de agua do meio pelo grao de polen,
impedindo assim a emissao do tubo polinico (ALMEIDA et al., 2011).

N&o ha consenso quanto a concentracdo de agar e, consequentemente, firmeza do meio
necessaria para uma boa germinacdo de graos de pélen, parecendo estar este pardmetro mais
ligado a espécie estudada (RAMOS et al., 2008), como, por exemplo, a utilizagdo de 10 g L™
descrita como 6tima por Nogueira et al. (2016) para cultivares de pereira, 8 g L para
nogueira inglesa (Juglans regia L.), cultivar Geisenheim 251 (JANKOVIC et al., 2014) ¢ a
utilizacdo de meios liquidos (sem &gar) para a germinacdo de grdos de pdlen de milho
(VEIGA et al., 2012).

Entre os constituintes do meio de cultivo, a concentracdo de sacarose é um fator

fundamental (ALMEIDA et al, 2011). Muitos pesquisadores citam a importancia da sacarose



na composicdo dos meios de cultura, tendo em vista que esta tem como finalidade fornecer
energia para 0s processos biossintéticos do crescimento, e na diferenciacdo e morfogénese das
células (CHAGAS et al., 2010; FIGUEIREDO et al., 2013). Assim, a maior porcentagem de
germinacdo com a elevacao da concentracdo de sacarose pode ser justificada pela maior oferta
de energia, com favorecimento do crescimento do tubo polinico.

A maior porcentagem de germinacdo foi encontrada quando se adicionou ao meio
7,4% de sacarose, 0 que demonstra a sua importancia, porém, sem a utilizacdo de
concentragdes muito altas, acima de 30%, o que, segundo Rossel et al. (1999), podem inibir a
germinacdo dos grdos de polen, desempenhando papel de regulador osmético e nutricional,
devendo a concentracao ideal ser estabelecida de acordo com a espécie em quest&o.

Corroborando este resultado, mais especificamente para hemerocale, Ahn et al. (2003)
relatam a necessidade de sacarose para a germinacdo dos grdos de polen de duas espécies do
género, sendo o melhor resultado quando se adiciona 15% de sacarose a0 meio, chegando a
68 e 23% de germinacdo dos polens de Hemerocallis dumortieri C. Morren e H. fulva L.,
respectivamente.

A adicdo de célcio e boro individualmente ao meio propiciou aumento na porcentagem
de germinacdo dos gréo de pélen de hemerocale, no entanto, pode-se observar com o presente
estudo que a acdo do nitrato de célcio esta ligado a presenca de acido bérico no meio, pois
testes prévios adicionando primeiramente o nitrato de calcio ndo proporcionaram melhorias
no percentual de germinacdo, ao passo que, quando adicionado ap6s a determinacdo da
concentracdo ideal de &cido bédrico a ser utilizada, o nitrato elevou de forma acentuada a
germinacao de grdos de polen.

Pfahler (1968) afirma que o boro maximiza a germinagdo in vitro e a adicdo do mesmo
permite a sua interacdo com o acgucar, o que forma um complexo ionizavel aclcar-borato, o
qual reage mais rapidamente com as membranas celulares, facilitando o desenvolvimento
in vitro. Além disso, tambeém realiza papel importante no controle de inimeras enzimas,
desempenhando, assim, acdo fisioldgica e bioguimica na germinacdo dos grdos de polen
(KHATTRA e MALIK, 1992).

A exemplo disso, inimeros estudos comprovam a melhoria da germinacdo dos graos
de pdlen em meio de cultivo enriquecido com boro, como Datura metel L. (KATARA e
MANKAD, 2016), Musa velutina H. WENDL. & DRUDE (SANTOS et al., 2011) e Dypsis
lutescens (H. Wendl.) Beentje (LIU et al., 2013).

A adicdo de uma fonte de célcio é benéfica para viabilizar a germinacgdo de gréos de

polen em algumas espécies, como, por exemplo, o Physalis spp. e Lilium formosanum



Wallace (SILVA et al., 2017; HOLDAWAY-CLARKE et al., 2003), embora nem todas
apresentem nescessidade deste nutriente no meio de cultura como gendétipos de pereira,
usados como porta-enxertos para esta frutifera (CHAGAS et al., 2010).

O aumento da germinacdo pela adicéo de calcio pode estar associado as suas inumeras
fungdes ligadas a germinacdo do grdo de pdlen e desenvolvimento do tubo polinico. De
acordo com Steinhorst e Kudla (2013), o calcio esta envolvido na maioria, sendo em todos 0s
processos relativos a germinacdo do grdo de pdlen. Ainda segundo estes mesmos autores, 0
calcio participa no direcionamento do crescimento do tubo polinico, regulacdo do
citoesqueleto, influencia na dinamica de vesiculas e no trafego atraves das membranas, tem
papel na constituicdo da parede celular, e atua, também, como mensageiro na prevencéo da
autofertilizacdo, de forma secundaria.

Fang et al. (2016) explicam que a ligacdo entre célcio e boro no desenvolvimento do
tubo polinico é estreita, pois a concentracdo de boro no meio intracelular e na parede celular
modula diretamente o influxo de célcio que permeia o grdo de pélen em germinacdo, afetando
diretamente o alongamento do tubo polinico, caso ambos nutrientes ndo se encontrem em
proporcOes adequadas nesta fase. Resultados semelhantes demonstrando essa interacdo entre
calcio e boro, favorecendo a germinacdo de grdos de polen, que podem ser verificados
também na viabilidade polinica de ciclamen e nogueira inglesa (KERMANSHAHANI, 2014;
JANKOVIC et al., 2014).

Para o polen de nove cultivares de nespereira, Nogueira et al. (2015) verificaram a
necessidade de 5 horas para a maxima germinacdo de grdos de polen. No entanto, outras
espécies, como, por exemplo, a cerejeira laurel (Prunus laurocerasus L.) — uma ornamental
pertencente ao género Prunus — e a oliveira necessitam de longos periodos de incubacdo para
germinacdo de seus grdos de poélen, sendo 48 e 60 horas, respectivamente (SULUSOGLU e
CAVUSOGLU, 2014; SILVA et al, 2016). Estes resultados confirmam que cada espécie ou
até mesmo cultivar tem um tempo de incubacdo ideal para o inicio e estabilizacdo da
germinacdo in vitro (FRANZON e RASEIRA, 2006). Essa diferenga na porcentagem de
germinacdo dos grdos de polen, provavelmente, ocorreu em razdo das caracteristicas
intrinsecas de cada genotipo, assim como observado por Souza et al. (2017) em 17 diferentes
bromeélias e Figueiredo et al. (2013) em cultivares de amoreira-preta.

Essa variacdo pode ser benefica, pois permite identificar cultivares com maior
viabilidade polinica, que podem ser utilizados como doadores de pdlen em futuras
hibridacGes. Além disso, o alto percentual de germinacdo comprova a eficiéncia do meio de

cultura estabelecido para a germinacdo de grdos de polen de diferentes cultivares de
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hemerocale, podendo o mesmo ser adotado para hemerocale em geral, ressaltando também a
importancia do estabelecimento de um meio de cultura préprio para a espécie a ser estudada.

Conclusdes

O meio de cultura para germinacdo in vitro de graos de pdlen de Hemerocale deve ser
composto por 4 g L de &gar; 74,6 g L de sacarose, 800 mg L de 4cido bérico, 590 mg L*
de nitrato de célcio, ajustado ao pH = 5,74.

S&0 necessarias trés horas para atingir a germinacdo maxima de grdos de poélen de

hemerocale, sendo Regina a cultivar com maior percentual de germinagéo.
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Tabela 1 - Porcentagem de germinacdo de grdos de polen de quatro cultivares de hemerocale.

Toledo, PR, 2019.

Cultivares

Percentagens de germinacéo

Morgana A. S. Piske 66,09b"
Luciana Alvez Fogaca 66,25b
Ligia Fagundes Telles 68,68b
Regina 72,252
CV(%) 3,06

*Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de

probabilidade de erro.
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Figura 1 - Porcentagem de germinacao de graos de p6len de hemerocale em meios de cultura

contendo diferentes concentracdes de agar e pH (A), sacarose (B), &cido borico (C), nitrato de

calcio (D) e porcentagem de germinacdo ao longo do tempo (E).
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ABSTRACT: The viability of pollen grains is a subject that has few reports and studies,
mainly in tropics. The objective of this work was to evaluate the conditions of dehydration and storage
of pollen grains on their viability and germination in three cultivars of hemerocale. The experiment
was conducted at the Biotechnology Laboratory of the Pontiflcia Universidade Catolica (PUC),
Toledo Campus (PR), during the months of October to January (2018/2019). Three hemerocale
cultivars were used, being Morgana A. S. Piske, Regina and Luciana Alves Fogaca. Four times (0, 12,
24, 48 hours) and two drying sites (BOD stove at 25 ° C and Silica gel desiccator) were tested. In vitro
germination and pollen viability tests were performed. After the determination of the best time and
place of drying, the pollen grains were stored. They were stored in a freezer at -20 + 3°C, refrigerator
at 4 £ 3°C and BOD 25°C, for 0, 7, 14, 21 and 28 days. After storage, germination and viability tests
were repeated. The pollen grains of the three hemerocale cultivars showed a higher percentage of
germination when fresh, not tolerating any of the two methods of dehydration. The best storage site
was the freezer, where the pollen kept 70% of its germination, even after 28 days of storage. The dye
2,3,5-triphenyltetrazolium (TTC) at 1%, was not efficient in determining the pollen viability of the

pollen of hemerocale.

KEYWORDS: Hemerocallis, germination, pollen grain, in vitro, storage.
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No Brasil, a hemerocale, também conhecida como lirio-de-sdo-josé, lirio-de-um-dia e lirio-
amarelo, se destaca por apresentar elevado potencial para o setor da floricultura. (TOMBOLATO,
2004).

Hemerocale é uma planta mondica usada em hibridacGes inter e intraespecificas, 0 que tem
proporcionado o surgimento de uma grande diversidade de cultivares com diferentes cores e formas
por meio de programas de melhoramento (MENEZES & OLIVEIRA, 2011).

A viabilidade de grdos de polen é um tema que se tém poucos relatos e estudos,
principalmente em areas tropicas. Pesquisas sobre a viabilidade do polen s&o de extrema importancia,
principalmente para programas de melhoramento genético, tanto para se obter gen6tipos melhorados
ou com vigor hibrido e bom pegamento do fruto, quanto para varios tipos de polinizacdo cruzada
(BOREM & MIRANDA, 2007). Vérias técnicas sdo utilizadas para avaliar a viabilidade de gréos de
polen, sendo as mais comuns o teste com corantes quimicos e a germinacao in vitro e in vivo, na qual
permitem analisar a capacidade de emissdo do tubo polinico (PIO et al., 2004).

O estabelecimento de metodologia de conservacdo de polen é de grande interesse nos
programas de melhoramento, pois permite realizar cruzamentos entre gendtipos sem sincronia
reprodutiva, como materiais ndo adaptados e espécies afins (CONNOR & TOWILL, 1993). A
preservacdo da viabilidade de polen envolve redugédo do teor de umidade e armazenamento em baixas
temperaturas (AKIHAMA et al., 1978).

Cultivares de hemerocale apresentam florescimento sem sincronia e o grdo de pdlen perde sua
viabilidade em um curto espaco de tempo, portanto, o armazenamento do pdlen pode ser um método
eficaz para aumentar sua longevidade. Diante do exposto, objetivou-se com o presente trabalho avaliar
o efeito de condicdes de desidratacdo e armazenamento sobre a viabilidade e germinacéo de gréos de

polen de trés cultivares de hemerocale.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no Laboratério de Biotecnologia da Pontificia Universidade
Catdlica (PUC), Campus Toledo (PR), dentre o periodo de 16 de outubro/2018 e 25 de janeiro/2019,
quando as espécies de hemerocale se encontravam em pleno florescimento. As plantas matrizes, das
quais foram coletadas as flores para obtencdo do pdlen, foram adquiridas em 2013 da empresa
Agricola da llha e cultivadas na Fazenda Experimental, pertencente a mesma instituicao.

A éarea de plantio estd localizada sob coordenadas geograficas de latitude 24°43°48”S,
longitude 53°44724”W e altitude de 560 m. O solo da unidade experimental ¢ classificado como
LATOSSOLO VERMELHO Eutroférrico (LVef) (SANTOS et al., 2013) e o clima, segundo K&ppen,

como Cfa, subtropical mesotérmico imido, com verdes quentes (ALVARES et al., 2013).
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Para a realizacdo do experimento foram utilizadas trés cultivares de hemerocale (Morgana A.
S. Piske, Regina e Luciana Alves Fogaca), escolhidas por produzirem grande quantidade de flores.
Estas foram coletadas as 9:00 horas da manhd, com anteras completamente abertas, expondo
totalmente os graos de pdlen, sendo imediatamente levadas ao Laboratdrio. Neste, as anteras foram
retiradas das flores com o auxilio de pinga. Os grdos de pdlen foram coletados das anteras com ajuda
de um pincel de cerdas macias e depositado em placas de petri revestidas com papel aluminio devido
ao tamanho dos gréaos de polen.

Foram testados quatro tempos de desidratagdo dos grdos de pélen (0, 12, 24, 48 horas) e dois
tipos de desidratacdo (estufa tipo BOD a 25°C e dessecador de silica gel). As placas contendo o pélen
foram mantidas abertas nos locais de secagem, onde cada local continha uma placa identificada com
cada um dos quatro horérios destinada a realizagdo dos testes de germinacao e viabilidade e outra para
determinagdo da umidade. Apds cada periodo de secagem, o polen foi depositado com auxilio de
pincel em placas de petri com meio de cultura previamente estabelecido, composto por 4 g L de &gar;
74,6 g L de sacarose, 800 mg L de acido bérico, 590 mg L™ de nitrato de calcio e pH ajustado para
5,74, visando realizar os testes de germinacao.

Juntamente com os testes de germinagdo in vitro, examinou-se 0 uso do corante
2,3,5 trifeniltetrazolio (TTC) a 1% como teste de viabilidade polinica. Este corante reflete a atividade
das enzimas desidrogenase envolvidas na atividade respiratéria de tecidos vivos. Uma amostra de
polen foi distribuida sobre uma lamina de vidro e em seguida adicionou-se uma gota do corante,
fechando o conjunto com uma laminula.

O delineamento experimental utilizado para métodos de secagem, testes de germinacdo e
viabilidade polinica, foi inteiramente casualizado em esquema fatorial 4 x 2 (4 tempos de desidratacéo
x 2 locais), contendo 4 repeti¢Ges, sendo cada uma constituida de uma placa de petri e uma lamina de
vidro.

Apos a determinacdo do melhor tempo e local de desidratagdo, prosseguiu-se com os testes,
realizando-se, entdo, 0 armazenamento dos graos de pdlen. Os mesmos foram armazenados em frascos
do tipo eppendorf em freezer a -20°C + 3°C, geladeira a 4 + 3°C e estufa BOD a 25°C (simulando a
temperatura do ambiente), por 0, 7, 14 e 21 e 28 dias. Ap6s cada periodo de armazenamento,
repetiram-se 0s testes de germinacdo e viabilidade para determinacdo do melhor local e periodo de
armazenagem.

O delineamento experimental utilizado para armazenamento de pdlen foi inteiramente
casualizado em esquema fatorial 3 x 5, onde cada horario e local de secagem continha quatro
repeticdes, sendo cada repeticdo representada por uma placa de petri nos testes de germinagdo e uma
lamina para viabilidade, nas quais contaram-se 0 numero de grdos de pdlen ndo germinados e
germinados, vidveis e inviaveis em cinco campos de visdo em microscépio éptico, em aumento de 10
vezes, transformando os valores obtidos em porcentagem. Foram considerados germinados grdos de

polen que apresentavam tubos polinicos que ultrapassavam o comprimento do didmetro do préprio
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grdo de pdlen (FIGUEIREDO et al., 2013), e polen viavel aquele que coloriu (vermelho) e inviavel
aquele que nao coloriu (marrom).

As médias das variaveis qualitativas obtidas foram submetidas a analise de variancia, sendo
posteriormente comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro e a média das variaveis

guantitativas submetidas a regressdo por meio do software estatistico Sisvar (Ferreira, 2011).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Constatou-se que a desidratacdo dos grdos de polen interferiu negativamente na germinagdo
dos mesmos para as trés cultivares de hemerocale, independente do local de secagem (BOD a 25°C e
dessecador de silica gel). A maior porcentagem de germinagdo ocorreu as 0 horas de desidratagdo, ou
seja, com o polen fresco, logo apds ser retirado das anteras e colocado em meio de cultura para
germinagdo em estufa BOD a 25°C (Figura 1).
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Figura 1. Porcentagem de germinacdo de grdos de poélen de trés cultivares de hemerocale [Morgana A.

S. Piske (A), Regina (B) e Luciana Alves Fogaca (C)], submetidos a locais e tempos de desidratacéo.

Os grdos de pdlen podem apresentar um comportamento variavel de espécie para espécie no
que diz respeito a tolerancia a dessecacdo. Diante disso, o p6len de algumas espécies pode nao tolerar
a desidratacdo (FRANCA et al., 2010). Ferreira et al. (2006) citam que a retirada de agua do pélen de

milho reduz sua viabilidade. Hecker et al. (1986) afirmam que, em plantas de beterraba, essa
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viabilidade é mantida. O processo de dessecacdo do pdlen requer muito cuidado, pois se o pdlen
estiver extremamente seco, pode perder 4gua de constituicdo, reduzindo, assim, seu poder germinativo
(FRANCA et al., 2010).

Os grdos de polen toleram a dessecacdo até determinado ponto, sendo que, em diferentes
especies, a perda da viabilidade tem correlacdo com a perda de agua e manutencdo do estado de
desidratacdo tanto em condicBes naturais quanto em laboratério (LINSKENS & CRESTI, 1988; NEPI
& PACINI, 1993; LISCl et al., 1994).

O uso do corante 2,3,5 trifeniltetrazolio (TTC) a 1% como teste de viabilidade polinica para as
cultivares de hemerocale ndo retratou a germinagdo, apresentando indices muito baixos de coloragdo
dos gréos de polen, ndo sendo possivel concluir se o pélen ndo coloriu por estarem inviaveis ou devido
a metodologia utilizada ndo ter sido a adequada para que os grdos reagissem com a solucdo e
colorissem.

Embora a coloracdo seja um protocolo considerado simples e de baixo custo, ele pode néo
colorir os gréos de pdlen que apresentam exina espessa e/ou mucilaginosa, ndo revelando a real
capacidade de germinagdo dos mesmos, podendo gerar subestimativas ou superestimativas dos valores
de viabilidade (EINHARDT et al., 2006; ALEXANDER, 1980). Munhoz et al. (2008) sugerem a
realizacdo de estudos que comparem o método de germinagdo in vitro com o de viabilidade por
coloragdo para verificar qual o corante estima com maior fidelidade a viabilidade polinica, de forma
que exista uma corelacdo entre os métodos.

Apbs o pdlen das trés cultivares de hemerocale serem armazenados por 28 dias em freezer (-20
+ 3°C), geladeira (4 £ 3°C) e BOD (25°C), pbde-se observar que 0s mesmos apresentaram
comportamento semelhante, onde aquele armazenado em freezer manteve seu potencial germinativo

por mais tempo quando comparado com aquele armazenado em geladeira e BOD (Figura 2).
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Figura 2. Porcentagem de germinacdo de grdos de pélen de trés cultivares de hemerocale [Morgana A.
S. Piske (A), Regina (B) e Luciana Alves Fogaca (C)], submetidos a locais e tempos de
armazenamento.

Varios autores citam que, independente do periodo que o pélen é armazenado, para que se
tenha sucesso na conservacdo, fatores como a temperatura, umidade relativa do ambiente de
armazenamento e também a umidade do gréo de pélen séo de extrema importancia (LINSKENS,1964;
DEAN, 1965; KHAN et al., 1971; CASALI et al., 1984; BEZDICKOVA, 1989; LACERDA et al.,
1995; USMAN et al., 1999; YOGEESHA et al., 1999).

O pédlen armazenado em estufa BOD, teve sua viabilidade reduzida rapidamente com o
decorrer dos dias, ndo sendo uma boa técnica de armazenamento para longos periodos. Pio et al.
(2007) obtiveram resultados semelhantes ao armazenar pélen de laranjeiras doces, onde observaram
que a viabilidade do polen caiu rapidamente e ndo passou da terceira semana de armazenamento em
nenhuma das cultivares estudadas. Varios autores apresentaram resultados que corroboram aqueles
encontrados no presente trabalho, onde constatam que a viabilidade de gréos de pdlen armazenados em
temperatura ambiente pode ser mantida por no maximo 30 dias (GOMEZ et al., 2000; VAKNIN &
EISIKOWITCH, 2000).

Quando armazenado em geladeira (refrigerador), o pdlen apresentou-se viavel por mais tempo

do que quando armazenado em estufa BOD a 25°C, que simula a temperatura do ambiente. Resultados
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semelhantes foram encontrados por GOMEZ et al., 2000; SIREGAR & SWEET, 2000; PIO et al.,
2007, que armazenaram pdélen por varios meses em refrigerador e observaram um decréscimo na
viabilidade em func¢do do tempo de armazenamento.

Quando armazenados em freezer, os graos de pdélen mantiveram sua germinacdo acima dos
70%, mesmo apos serem armazenados durante 28 dias. O pdlen da cultivar Regina foi o que
apresentou a maior porcentagem de perca do seu poder germinativo em relacdo ao pélen fresco, com
29,03%, seguido da cultivar Luciana, com 27,41% e Morgana, 21,33%. Normalmente, baixas
temperaturas estdo relacionadas & diminuicdo do metabolismo dos gréos de pélen, o que propicia uma
maior longevidade dos mesmos. Oliveira et al. (2001) encontraram resultados semelhantes, obtendo
maior longevidade em pdlen congelado de pessegueiro. Kanazawa et al. (1992) observaram perda da
capacidade geminativa de pélen de alho quando o mesmo foi mantido armazenado a 5°C. Pio et al.
(2007) observaram que o pélen de laranjeira doce, armazenado a -20°C, apresentou maior viabilidade
que quando armazenado a 5°C.

Quanto aos testes de viabilidade usando o corante 2,3,5 trifeniltetrazélio (TTC) a 1%, ap6s 0s
periodos de armazenamento pbde-se observar novamente que os resultados encontrados ndo foram
satisfatorios, contradizendo os resultados obtidos com os testes de germinagao.

Como descrito anteriormente, o corante 2,3,5 trifeniltetrazélio (TTC) a 1% pode ndo ser o
mais indicado para determinar a viabilidade polinica de hemerocale, pois cada corante reage de
maneira diferente com as atividades vitais dos graos de pélen. Futuros trabalhos testando outros tipos
de corantes, como o carmim acético, azul de anilina, azul de algodado, iodeto de potéssio e verde
malaquita poderdo ser realizados, a fim de determinar qual expressaria melhor a viabilidade polinica

dessa espécie.

CONCLUSOES

Os gréos de pdlen das trés cultivares de hemerocale apresentaram maior porcentagem de
germinacdo quando frescos, ndo tolerando nenhum dos dois métodos de desidratagao.

O melhor local de armazenagem foi o freezer.

O corante 2,3,5 trifeniltetrazélio (TTC) a 1%, nao foi eficiente na determinacdo da viabilidade

polinica do pélen de hemerocale.

RESUMO: A viabilidade de grdos de pélen é um tema que se tem poucos relatos e estudos,
principalmente em é&reas tropicas. Objetivou-se com o presente trabalho avaliar condigcdes de
desidratagdo e armazenamento de gréos de p6len sobre sua viabilidade e germinagdo em trés cultivares
de hemerocale visando o seu armazenamento. O experimento foi conduzido no Laboratério de

Biotecnologia da Pontificia Universidade Catolica (PUC), Campus Toledo (PR) dentre os meses de
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outubro e janeiro (2018/2019). Foram utilizadas trés cultivares de hemerocale, sendo Morgana A. S.
Piske, Regina e Luciana Alves Fogaca, e testados quatro tempos (0, 12, 24, 48 horas) e dois locais de
secagem (estufa tipo BOD a 25°C e dessecador de Silica gel). Foram realizados testes de germinacao
in vitro e viabilidade polinica. Apos a determinacdo do melhor tempo e local de secagem, realizou-se o
armazenamento dos gréos de pdlen. Os mesmos foram armazenados em freezer a -20 + 3°C, geladeira
a 4 £ 3°C e estufa BOD 25°C, por 0, 7, 14, 21 e 28 dias. Apds 0 armazenamento, repetiram-se 0s testes
de germinacdo e viabilidade. Os grdos de pdlen das trés cultivares de hemerocale apresentaram maior
porcentagem de germinagéo quando frescos, ndo tolerando nenhum dos dois métodos de desidratacéo.
O melhor local de armazenagem foi o freezer. O corante 2,3,5 trifeniltetrazolio (TTC) a 1%, ndo foi
eficiente na determinacéo da viabilidade polinica do pélen de hemerocale.

PALAVRAS-CHAVE: Hemerocallis, germinacéo, gréo de polen, in vitro, armazenamento.
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