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RESUMO

BRITO, Ana Carla; D.Sc., Universidade Federal de Vicosa, marco de 2013. Biologia
reprodutiva de macauba: floragdo, polinizadores, frutificacdo e conservacao de
poélen. Orientador: Sérgio Yoshimitsu Motoike. Coorientadores: Milene Faria Vieira e
Paulo Roberto Cecon.

Acrocomia aculeata (Jacg.) Lodd. ex Mart. € uma palmeira conhecida popularmente
como macauba, cujos frutos apresentam elevado teor de 6leo e que podem ser utilizados
na producéo de biodiesel, além de seus co-produtos serem aproveitados em industrias de
segmentos diversos. Para melhor explorar o potencial desta espécie € preciso domestica-
la para o desenvolvimento no futuro de cultivares. Este estudo foi conduzido em uma
populacdo nativa no municipio de Acaiaca-MG, Brasil, no periodo de 2010 a 2012,
buscando-se elucidar aspectos da biologia reprodutiva, com énfase na morfologia,
biologia floral, fenologia de floragdo, polinizadores e, o estabelecimento de um
protocolo para a conservacdo do polen, tendo em vista subsidiar programas de
melhoramento genético para que, caracteristicas de interesse sejam alcancadas e
genotipos de interesse obtidos, possibilitando a implantacdo de cultivos comerciais e
exploracdo racional desta oleaginosa. Os resultados indicaram que a macaluba
apresentou floragcdo na estacdo chuvosa; suas inflorescéncias abrem-se
preferencialmente a noite e h& ocorréncia de protoginia; o pdlen é abundante e
apresentou elevada viabilidade; seu sistema reprodutivo é misto, é autocompativel, mas
com predominancia de xenogamia; os polinizadores sdo, principalmente, pequenos
coleodpteros das familias Curculionidae e Nitidulidae. Em testes de conservacdo, o pélen
da macauba foi tolerante a dessecacdo realizada por meio da silica gel em condicdo de
vacuo, e mostrou-se mais eficiente na manutencdo da viabilidade do pélen do que o
método da liofilizagdo. As temperaturas de 4° C e -20°C, associadas ou ndo a
dessecacgdo, foram as mais efetivas na conservacdo do poélen, no periodo avaliado. A
possibilidade da conservacgdo do polen, evidenciada neste estudo, permite o intercambio

de germoplasma para subsidiar programas de melhoramento genético da macauba.



ABSTRACT

BRITO, Ana Carla; D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, march, 2013. Reproductive
biology of macaw palm: flowering, pollinator, fruit-set and pollen conservation
Adviser: Sérgio Yoshimitsu Motoike. Co-Advisers: Milene Faria Vieira and Paulo
Roberto Cecon.

Acrocomia aculeata (Jacq.) Lodd. ex Mart. is a palm tree popularly known as macaw
palm, whose fruits have a high oil content and can be used in biodiesel production, and
its co-products are utilized in many types of industries. To better to explore the potential
of this species is necessary domesticate it for the future development of cultivars. This
study was conducted in an wild population in Acaiaca-MG, Brazil, at 2010 to 2012,
seeking to elucidate aspects of reproductive biology, with emphasis on morphology,
floral biology, flowering phenology, pollinators, and the establish a protocol for the
conservation of pollen in order to support breeding programs so that features of interest
are achieved and obtained interest genotypes, enabling the deployment of commercial
crops and rational use of this oleaginous. The results indicated that the presented macaw
palm flowering in the rainy season; inflorescence open at night and in all of
them protogyny occurs; pollen abundance and high viability; the the mixed mating
system, self-compatibility, but xenogamy predominantly; the pollinator are coleopter
Curculionidae and Nitidulidae family. In conservation tests, pollen of macaw palm
desiccation was tolerance performed by silica gel under vacuum terms, and was more
efficient than lyophilization. The temperatures of 4° C and -20°C associated or not
desiccation were the most effective in the pollen conservation evaluated period. The
possibility of pollen conservation, as showed in this study, allows the exchange of

germplasm for macaw palm breeding programs.



INTRODUCAO GERAL

A preocupacdo crescente com 0 agravamento dos problemas climaticos
relacionados ao efeito estufa em todo 0 mundo tornou-se uma motivacdo para a busca
por sistemas renovaveis de consumo e por matéria-prima vegetal para a producdo de
combustiveis alternativos (LOPES e STEIDLE NETO, 2011). Assim, visando obter
fontes energéticas mais sustentaveis e menos poluentes, despertou-se o interesse pela
producdo do biodiesel, através do uso de espécies oleaginosas (TAVORA, 2012).

A macalba (Acrocomia aculeata (Jacq.) Lood. ex Mart., Arecaceae) é uma
espécie amplamente distribuida nas Américas e ocorrendo em todas as regides
brasileiras (AQUINO et al., 2008) e, vem demonstrado ser uma cultura tolerante a
diversos ambientes. E utilizada na alimentacio humana e de animais (palmito, frutos e
sementes), para construcdo de habitacbes (madeira e palha), para producdo de
cosméticos (LORENZI, 2006) e como fonte calorifera (endocarpo). Seus frutos com
elevado potencial oleifero, apresenta-se como excelente fonte para a fabricacdo de
biodiesel. Sua alta produtividade original representa uma vantagem e, estimativas
apontam que, atraveés de programas de melhoramento genético e do plantio racional
pode-se obter mais de 5.000 kg de 6leo por hectare (TICKEL, 2000; OLIVEIRA, 2006).

Por ser uma espécie rustica, é capaz de trazer beneficios ecoldgicos ao ser
utilizada em projetos de recuperacdo de pastagens degradadas. Do ponto de vista social,
o cultivo da macalba em escala comercial, a tornaria uma fonte de renda extra para o0s
produtores, pela possibilidade de utiliza-la em plantios associados a outras culturas e a
pecuéria.

Diante desses fatos, e por se tratar de uma espécie nativa ainda ndo domesticada,
a macalba necessita de estudos, para gerar informagdes sobre: exigéncias
edafoclimaticas, consorcio com culturas temporarias, fenologia, reproducdo vegetativa
e/ou sexuada, variacOes genéticas dentro e entre populacdes, entre outras. Na
reproducdo sexuada, incluem-se a compreensdo sobre a biologia floral, o sistema
reprodutivo e a identificacdo dos polinizadores.

Para obtencdo de genoOtipos com caracteristicas de interesse em programa de
melhoramento genético, é comum a realizacdo de cruzamentos controlados. Nesse
sentido, o aprimoramento das técnicas de polinizacdo é alcangado quando se tém o
conhecimento do sistema reprodutivo da espécie alvo, de seu ciclo fenoldgico e biologia

floral. Essas informacGes sdo fundamentais na selecdo de metodos de melhoramento
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adequados e na conservacdo de recursos genéticos, contribuindo para o processo de
domesticagéo de plantas nativas.

Nesse contexto, os objetivos foram: compreender a fenologia de floracdo, a
biologia floral e o sistema reprodutivo; identificar os polinizadores e sua atuacao e testar

a conservacdo dos graos de pdlen.



CAPITULO 1

RELACOES ENTRE FLORACAO, POLINIZACAO POR BESOUROS E
FRUTIFICACAO EM POPULACAO NATURAL DE MACAUBA



Relages entre floracéo, polinizagdo por besouros e frutificacdo em populagéo

natural de macauba

RESUMO

Acrocomia aculeata, conhecida como macauba, € uma palmeira oleaginosa com
grande potencial para a producdo de biocombustiveis. O conhecimento de sua biologia
reprodutiva é fundamental para o estabelecimento de métodos eficientes em programas
de melhoramento genético, buscando a sua domesticacdo. Foi objetivo caracterizar a
fenologia de floragéo, analisar a biologia das flores (pistiladas e estaminadas) e o
sistema reprodutivo, identificar os visitantes florais, destacando-se os polinizadores, em
individuos de macauba de populacdo natural em Minas Gerais, regido sudeste do Brasil.
Sua floracdo ocorreu na estacdo chuvosa, as inflorescéncias abriram-se
predominantemente a noite e ha protoginia. Registrou-se alta viabilidade dos grdos de
polen, caracteristica que pode contribuir para a manutencdo ou intercdmbio de
germoplasma. O sistema reprodutivo, embora misto, apresentou-se predominantemente
xenogamico. A baixa frutificacdo natural indica baixa eficiéncia dos polinizadores,
principalmente pequenos coledpteros das familias Curculionidae (Andranthobius aff.
bondari, Phyllotrox tatianae) e Nitidulidae (Mystrops debilis, Mystrops dalmasi). Pela
primeira vez esses insetos sdo identificados em nivel de espécie nas inflorescéncias
desta palmeira no Brasil. Neste estudo, verificou-se que o periodo de floracdo da
macalba sobrepde-se ao periodo de acasalamento e oviposicdo dos besouros que
potencialmente atuam na sua polinizacdo cruzada, que € obrigatéria para que ocorra a

frutificacdo, devido a unissexualidade das flores associada a protoginia.

PALAVRAS-CHAVE: macalba, cantarofilia, xenogamia, besouros, domesticagao.



INTRODUCAO

A macauba (Acrocomia aculeata (Jacq.) Lood. ex Mart., Arecaceae) € uma
palmeira amplamente distribuida nas Américas; no Brasil, € considerada uma das
palmeiras de maior disperséo, sendo encontrada em praticamente todas as regides do
pais, demonstrando ser tolerante a diversos ambientes (TAVORA et al., 2012;
MOTOIKE et al.,, 2013). E fornecedora de palmito, frutos e sementes, que S&o
utilizados na alimentacdo humana e de animais, de madeira e folhas, utilizadas na
construcdo de habitacBes, e de 6leo, extraido das sementes, utilizado na producdo de
cosméticos (LORENZI, 2006). O elevado potencial oleifero de seus frutos apresenta-se
ainda, como excelente fonte para a fabricacdo de biodiesel. A alta produtividade
representa uma vantagem e estimativas apontam que, por meio de programas de
melhoramento genético e plantio racional, producdo de mais de 5.000 kg de 6leo por
hectare (TICKEL, 2000; OLIVEIRA, 2006). Este perfil energético enquadra-se na atual
busca mundial por matéria-prima vegetal com potencial para a producdo de
biocombustiveis, visando adotar sistemas renovaveis de consumo.

O pressuposto basico em programas de melhoramento genético vegetal
fundamenta-se na obtencdo de cultivares com caracteristicas desejaveis, a partir da
selecdo de gendtipos e cruzamentos controlados (TECHIO et al., 2006). Para tanto, sdo
necessarias informacdes sobre a biologia reprodutiva da planta envolvida no programa,
que incluem interacGes entre flores e polinizadores e pdlen e estigma e 0 sucesso
reprodutivo. Essas informacdes ampliam o entendimento sobre o fluxo génico e
fornecem subsidios bésicos para a exploracdo racional (BAWA, 1974, 1990; MARTEN
e QUESADA, 2001; NAVARRO e GUITIAN, 2002; LEE et al., 2006), principalmente
de plantas em processo de domesticacdo, como a macauba.

Estudos que envolveram aspectos da biologia reprodutiva de macaiba séo
escassos e foram conduzidos em individuos de populagéo natural do cerrado brasileiro,
no Distrito Federal, por Scariot et al. (1991; 1995). Segundo esses autores, a floracdo da
macalba ocorre na estacdo das chuvas (agosto a dezembro), suas flores sdo unissexuais
localizadas em uma mesma inflorescéncia, com uma marcada dicogamia, tornando-a
dependente de polinizadores, principalmente coledpteros, para que ocorra a frutificacéao.

Para a obtencdo de cultivares de macauba é necessario, dentre outros fatores,
avaliar polinizagBes entre gendtipos, verificando-se, pela frutificacdo obtida, a sua
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capacidade combinatdria e, desse modo, selecionar os mais promissores para um
programa de melhoramento. Ressalta-se que sua ampla ocorréncia no territorio nacional,
em diferentes condi¢bes edafoclimaticas, conduz a pressdes seletivas distintas, que
interferem na estrutura genética das populacGes e esta, por sua vez, estd diretamente
associada ao fluxo génico, que é dependente de insetos polinizadores.

Assim, foi objetivo deste estudo caracterizar a fenologia de floragéo, analisar a
biologia floral e o sistema reprodutivo, identificar os visitantes florais, destacando-se 0s
polinizadores, de Acrocomia aculeata em populacdo natural do sudeste brasileiro.
Buscou-se conhecer melhor os aspectos da biologia reprodutiva da macalba,
comparando-se 0 seu comportamento reprodutivo com o de outra populagdo natural.
Deste modo, abre-se a possibilidade de intercdmbio de germoplasma para a realizacao
de polinizagdes manuais, permitindo a sua utilizacdo, como planta domesticada,
possibilitando a exploragéo racional de seus recursos, em menor escala de tempo, em

programas de melhoramento genético.

MATERIAL E METODOS

Local de estudo

No periodo de outubro de 2010 a fevereiro de 2012, foram avaliados individuos
de Acrocomia aculeata (Jacq.) Lodd. ex Mart. de populagdo natural localizada no
municipio de Acaiaca (20°23°33°’S, 43°07°31”W) e 421m de altitude, Zona da Mata do
Estado de Minas Gerais, sudeste brasileiro. Os individuos apresentavam cerca de quatro
a oito metros de altura (Figura 1A) de ocorréncia em area de pastagem, em proximidade
a fragmentos florestais bastante alterados (capoeiras).

O clima do municipio é do tipo Cwa, segundo a classificagédo de Koeppen. A
temperatura média anual minima é de 16,5°C e maxima de 26,5°C e a precipitacdo
média anual de 1323 mm (Dados obtidos a partir de registros diarios da Estacdo
meteoroldgica de Vigosa-MG). A estacdo de seca ocorre nos meses de abril a setembro

e a estacdo das chuvas de outubro a marco.



Espécie estudada

A macalba é arborescente, monoica; o estipe pode atingir mais de 15 m de altura
com 20 a 30 cm de diametro (MOBOT, 2011), frequentemente, coberto pelas bases das
bainhas, que permanecem aderidas ao caule por muitos anos. A estipe é coberta de
espinhos escuros, pontiagudos com cerca de 10 cm de comprimento. As folhas verdes,
ordenadas em diferentes planos, sdo pinadas com comprimento variando de 4 a 5 m,
apresentando aproximadamente 130 foliolos de cada lado e espinhos na regido central
(LORENZI et al., 1996).

Entre as folhas destacam-se as inflorescéncias subentendidas por bractea
lenhosa, a espata, com até 2 m comprimento. A inflorescéncia, com 50 a 80 cm de
comprimento, é pendente, possui um eixo principal, a raque, e varios eixos de segunda
ordem, as raquilas, de coloracdo amarelada. As flores de coloracdo amarelo-clara sdo
unissexuais e ambas aparecem numa mesma raquila. Os frutos sdo esféricos ou
ligeiramente achatados, do tipo drupa, com didmetro variando de 2,5 a 5,0 cm. O
pericarpo rompe-se facilmente quando maduro. O mesocarpo é fibroso, mucilaginoso,
de sabor adocicado, rico em glicerideos (ANDRADE, et al., 2006) de coloracdo amarelo
ou esbranquicado, comestivel. O endocarpo é fortemente aderido a polpa (mesocarpo),
com parede lignificada enegrecida e a améndoa oleaginosa, comestivel e revestida de
uma fina camada de tegumento (BONDAR, 1964; HENDERSON et al., 1995).

Fenologia e Morfologia Floral

Sessenta individuos, com flores acessiveis (utilizando-se escada com 6m de
altura), foram marcados e neles 311 inflorescéncias foram monitoradas de outubro de
2010 a fevereiro de 2012. Foram registrados: 0os numeros de individuos floridos, de
inflorescéncias abertas por individuo e de flores pistiladas e estaminadas e o periodo de
duracéo das fases femininas e masculinas nas inflorescéncias (OLLERTON e DAFNI
2005).

Flores frescas e estocadas em alcool 70% foram analisadas em
estereomicroscopio. Adicionalmente, flores foram analisadas com auxilio da
microscopia eletronica de varredura. Para tanto, flores em diferentes estadios foram
coletadas e fixadas, ainda em campo, em glutaraldeido. Posteriormente, as amostras

foram lavadas com tampéo fosfato (pH 7,0), submetidas a uma série de desidratacdo
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alcodlica crescente e ao ponto critico com CO; ou “critical point dryer”. Em seguida, as
flores passaram pela etapa de metalizagdo em ouro-paladium (BOZZOLA e RUSSEL
1992, POSTEK et al. 1980). Registros fotograficos foram realizados utilizando-se o
equipamento LEO VP1430.

Biologia Floral

Devido a elevada atividade enzimatica verificada em estigmas receptivos,
algumas reacbes sdo utilizadas como indicadoras em testes de receptividade de
estigmas, como a peroxidase (DAFNI, et al., 2005). Foram utilizados dois testes para a
verificacdo da receptividade dos estigmas: 1) reacdo ao peréxido de hidrogénio (H,O,) a
3% (KEARNS e INOUYE, 1993), cuja reacdo ocorre com a liberagdo de bolhas de ar,
uma vez gue a reacao com a enzima peroxidase indica que o estigma esta receptivo; e 2)
0 do Peroxtesmo KO paper (Macherey-Nagel D-52313), segundo Dafni e Maueés
(1998). Em ambos, foram avaliados estigmas em diferentes estadios, desde a abertura
até a senescéncia da flor.

A viabilidade do polen foi analisada por meio da técnica de coloracdo do
citoplasma pelo carmim acético 1,2% (DAFNI e FIRMAGE, 2000). Flores de 12
individuos foram coletadas em pré-antese e quando abertas, o polen foi utilizado. Para
cada individuo, trés flores foram avaliadas e trés laminas foram montadas (uma
lamina/flor) e contando-se 100 gréos de pdlen por ldmina, perfazendo um total de 3.600

grdos de pdlen. Em seguida, foi calculada a proporcao de polen viavel.

Sistema Reprodutivo

As raquilas, com suas flores pistiladas e estaminadas, foram utilizadas como a
unidade de polinizagdo. As poliniza¢gdes manuais foram realizadas seguindo as técnicas
sugeridas por Kearns e Inouye (1993), com algumas modifica¢cbes*, que sdo: 1)
polinizacdo aberta (controle)- raquilas foram marcadas e suas flores permaneceram
expostas aos polinizadores; 2) geitonogamia intra-raquila- raquilas com flores em pré-
antese foram ensacadas; 3) geitonogamia inter-raquila- flores pistiladas de uma raquila
foram ensacadas juntamente com flores estaminadas de outra raquila proximamente
localizada(*técnica utilizada devido a auséncia de outra inflorescéncia, no mesmo
individuo, com flores em antese); 4) polinizacdo cruzada (xenogamia)- eliminou-se as

flores estaminadas das raquilas e as flores pistiladas foram polinizadas com o polen de
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outro individuo; 5) apomixia- eliminou-se as flores estaminadas e, ainda, foram
cortados os estigmas das flores pistiladas que, posteriormente, foram ensacadas. Para a
execucdo dos testes, foram utilizados 16 individuos, que tiveram as espatas previamente
protegidas com sacos confeccionados com failete. Os testes foram acompanhados até a
frutificagdo ou queda das flores.

O delineamento utilizado foi em blocos casualizados, onde cada planta
representou um bloco, visando eliminar o efeito da heterogeneidade entre elas. Assim,
utilizou-se 16 blocos com 5 tratamentos (polinizacdo aberta-controle-; geitonogamia
intra-rdquila; geitonogamia inter-rquila; polinizacdo cruzada ou xenogamia e;
apomixia). Cada planta recebeu entdo os 5 tratamentos, com 10 repeti¢des, totalizando
assim, 800 flores em todo experimento. Os dados obtidos foram submetidos a analise de
variancia e teste de comparacdo de médias. Os procedimentos estatisticos foram

realizados no pacote computacional SAEG, verséo 9.1 (2007).

Visitantes Florais

Os visitantes florais foram observados por 200 horas, de outubro de 2010 a
fevereiro de 2012. Do total de horas, 180 horas foram observacGes diurnas e 20,
observagdes noturnas. O comportamento, frequéncia e horario das visitas foram
monitorados assim que as espatas abriram e as flores foram expostas aos visitantes.

Os visitantes foram classificados, de acordo com a frequéncia de visitacdo
(muito frequente- acima de 20; frequente- entre 5 e 20; raro- abaixo de 5), o
comportamento de visita e a deposicdo de poélen em seus corpos, em: polinizadores
efetivos (visitantes capazes de contatar estigmas e estames com elevada frequéncia ao
longo do periodo de floracdo); polinizadores ocasionais (visitantes capazes contatar
estigmas e estames, entretanto observados em baixa frequéncia, pois nem sempre estdo
presente durante o periodo de floragdo) ou pilhadores (independente da frequéncia,
visitam as flores, mas sem contatar estigmas e estames) (OSTROROG e BARBOSA,
2009). O tipo de recurso oferecido pela planta para estes visitantes tambem foi
verificado.

Os visitantes foram coletados durante as floragdes dos dois anos de estudo. Os
insetos coletados foram mortos em frascos de vidro contendo acetato de etila e

acondicionados em frascos de vidro (5 x 10 cm). Foram identificados no Laboratdrio de



Ultra-estrutura de Insetos da Universidade Federal de Vicosa (UFV) e, posteriormente,
depositados na colecdo entomoldgica do Museu de Entomologia (UFV).

Os detalhes morfologicos das espécies de maior tamanho foram observados
usando lupa LEICA M205. As espécies de menor tamanho foram desidratadas em série
crescente de etanol, metalizadas com ouro e observadas usando microscopio eletrénico
de varredura LEO VP1430. As imagens dos insetos identificados foram analisadas

usando Gimp image v. 2.2 para Windows.

RESULTADOS

Fenologia de Floracao

O comprimento médio da espata (Figura 1B) variou de 0,75 a 2,0 metros. A
abertura da espata e a exposicdo da inflorescéncia ocorrem através de uma fenda ventral
mediana, sendo acompanhadas pela liberacdo de odor forte. A abertura ocorreu quase
sempre no periodo de queda de temperatura do ar, ao anoitecer ou no inicio da manhg,
comumente, entre 19:00h (70% das inflorescéncias) e 6:00h (30%), podendo entretanto
variar de acordo com as condi¢des climaticas. Em dias com temperaturas mais amenas,
as inflorescéncias demoram mais tempo para abrirem-se.

Na primeira avaliacdo de florescimento, entre 1° de outubro de 2010 a 10 de
fevereiro de 2011, foram monitorados 60 individuos quanto ao periodo de emissdo das
espatas e a sua posterior abertura, com a exposicéo da inflorescéncia, protegida por essa
bractea. Apenas 13 plantas emitiram espatas neste periodo, das quais totalizaram 37
inflorescéncias abertas (Figura 1C e 2A); em média, 3 a 5 inflorescéncias por planta. As
primeiras inflorescéncias surgiram na ultima semana de outubro de 2010, coincidindo
com o inicio das chuvas.

A abertura das espatas e consequente exposicao das flores ocorreram na primeira
semana de dezembro de 2010, estendendo-se até a primeira semana de fevereiro de
2011 (Figura 2A). Do inicio da floracdo até o final foi observado dados de precipitagdo
variando entre 2,4 a 166,0 mm. No pico de floracdo, que ocorreu na Gltima semana de
dezembro, com 19% do total de inflorescéncias abertas, a precipitacdo foi de 65mm
(Figura 2A). A espata permanece junto a inflorescéncia durante todo o periodo de
floracdo, inclusive durante a frutificacdo, proporcionando a completa exposicdo de

flores e frutos.
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Figura 1. Acrocomia aculeata: A- planta adulta; B- inflorescéncia jovem totalmente
recoberta pela espata; C- inflorescéncia exposta, apds a abertura da espata, posicionada
acima da inflorescéncia. Barra: 50 cm.
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Figura 2. Periodos de floracdo de Acrocomia aculeata e condi¢des metereoldgicas. A-
outubro de 2010 a setembro de 2011; B-Outubro de 2011 a setembro de 2012 (Boletim
meteoroldgico UFV, Vicosa-MG).
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A segunda avaliagdo de florescimento ocorreu entre 1° de novembro de 2011 e
10 de fevereiro de 2012. Dos sessenta individuos monitorados todos emitiram espatas,
totalizando 274 inflorescéncias abertas, valor oito vezes superior ao observado na
primeira floracdo. Este aumento observado de um ciclo para o outro, provavelmente,
ocorreu devido a adubagdes realizadas apds a primeira avaliacdo de florescimento. As
adubacdes foram nos meses de setembro e novembro de 2011, de formulagédo NPK (20-
5-20) e micronutrientes.

As primeiras espatas surgiram a partir da ultima semana de setembro; iniciando
sua abertura e exposicdo das flores na terceira semana de novembro, e término na
primeira semana de fevereiro. Ao longo da floragdo registrou-se precipitacdo variando
de 2 a 214 mm. O pico de floracao foi alcancado nas duas primeiras semanas de janeiro,
com 30,6% do total, aproximadamente 84 inflorescéncias. Neste pico, a precipitacédo foi

elevada, atingindo 214 mm (Figura 2B).

Morfologia Floral

As inflorescéncias possuiam, em media, 250 + 30 raquilas, com comprimento
que pode variar de 10 a 36 cm de comprimento (Figura 3A e 3B). Nelas, as flores
pistiladas, organizadas em triades (Figura 4B), ou seja, cada flor pistilada ladeada por
duas estaminadas ocupam a porcdo basal. Da porcdo mediana a apical, encontram-se
numerosas flores estaminadas. Cada raquila tem de trés a seis triades e, em média, 300
flores estaminadas. Na inflorescéncia hé, portanto, 750 flores pistiladas e 75.000 flores
estaminadas, em média.

As flores pistiladas tém forma globosa, sdo sésseis, trimeras, gamossépalas,
gamopétalas; o perianto € persistente. O estilete é terminal, com estigma carnoso e
trifido (Figura 4A e 4C). O ovario é sUpero, tricarpelar, sincarpico e com um unico
6vulo em cada léculo.

As flores estaminadas sdo tubiformes, trimeras, sésseis, gamossépalas,
gamopetalas. Possuem seis estames livres, com anteras dorsifixas e deiscéncia
longitudinal (Figura 4D e 4E). Cada flor apresenta um pistilodio trifido (Figura 4F).
Apresentam valores médios de 0,8 cm de comprimento e 0,41 cm de diametro, desvio
padréo £ 0,1. Oferecem como recurso aos visitantes florais uma enorme quantidade de

polen.

13



A O.‘.’..‘.OOQOQ 5"’" ‘

. & .Q.Q .. ., : ‘_,._‘ - 4' "

Figura 3. Raquilas de Acrocomia aculeata. A- Raquilas curtas, com flores pistiladas na
porc¢do basal e estaminadas na porc¢éo restante; raquila superior com flores em antese e a
inferior em pré-antese; B- raquila longa, em antese. Barra: 10cm.

Figura 4. Flores pistiladas e estaminadas de Acrocomia aculeata. A- flor pistilada; B-
flor pistilada, ladeada por flor estaminada; C- parte da area estigmatica (porcéao ventral);
D- flor estaminada iniciando a antese, E- em plena exposicao de estames, F-destaque do
pistilodio (seta); G- estigma apresentando reacdo positiva ao teste de receptividade, com
0 uso do peroxido de hidrogénio (note borbulhamento sobre as areas estigmaticas); H-
grdo de polen viavel, corado com carmim acético e I- inviavel. Barras: A, B=1 cm;
D,E=2mm; F= 1mm; C= 300 pm; G= 1 mm; H,I= 10 pm.
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Biologia Floral

As flores pistiladas apresentaram-se receptivas (confirmado pelo teste com
peroxido de hidrogénio) desde o momento da abertura da inflorescéncia e
permaneceram assim por 15 horas. Durante esse periodo observou-se intenso
borbulhamento das areas estigmaticas (Figura 4G), que diminuiu gradativamente ao
longo de 24 horas. O teste com o Peroxtesmo KO paper ndo foi muito efetivo para
verificar a receptividade, pois apresentou uma reacgdo lenta e de dificil interpretac&o.
Portanto, ndo é um bom teste para se utilizar em flores da macauba.

As flores estaminadas entram em antese (Figura 4D e 4E) cerca de 12 horas ap6s
as pistiladas, ou mais, a depender das varia¢fes climaticas, principalmente em dias com
temperaturas mais amenas, cujas flores levaram mais tempo para abrirem-se. A
diferenga temporal na maturagéo entre as flores pistiladas e estaminadas, caracteriza a
dicogamia protoginica.

Com a antese, os grdos de polen sdo liberados e apresentaram elevada
viabilidade (94,33%=5,4). O carmim acético corou os grdos com vermelho intenso,
demonstrando a sua integridade cromossémica. Os invidveis ndo coram de vermelho e
exibem cor amarelada (Figura 4H e 41). As flores estaminadas liberam pdélen por cinco

dias, em média, ap0ds a antese. Posteriormente, ocorreu abscisao.

Sistema Reprodutivo

Os resultados das polinizagbes manuais demonstraram que a espécie tem um
sistema reprodutivo misto, mas € predominantemente xen6gama (Tabelal). A
polinizacdo cruzada foi superior e diferiu dos demais tratamentos. A frutificacdo obtida
no teste de apomixia pode ser atribuida a possiveis contaminacfes, pois a quantidade
elevada de polen produzida possibilita polinizagdes acidentais, mesmo tomando-se 0s

cuidados necessarios com a manipulacédo das flores.
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Tabela 1. Frutificacdo obtida apds poliniza¢bes controladas em Acrocomia aculeata em
populagéo nativa em Acaiaca, Minas Gerais.

Tratamentos Frutificacdo (%)
Polinizacdo Cruzada 51,9*a
(xenogamia)

Geitonogamia Intra-raquila 194 b
Geitonogamia Inter-raquila 20,0 b
Polinizacéo aberta (Controle) 125b
Apomixia 6,25 b

Médias seguidas pela mesma letra mindscula na coluna, ndo diferem entre si ao nivel de
5% de probabilidade pelo teste Tukey. A média com asterisco na coluna difere do
controle ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste Dunnett.

Visitantes Florais

As inflorescéncias foram visitadas por espécies de insetos das ordens
Coleoptera, Diptera, Hymenoptera e Thysanoptera (Figura 5), apresentando diferentes
niveis de importancia e frequéncia na polinizacdo (Tabela 2).

Das seis espécies de besouros observadas, quatro apresentaram maior
abundancia e parecem ser 0s responsaveis por efetuar a polinizacdo: Andranthobius aff.
bondari, Phyllotrox tatianae, Mystrops dalmasi e Mystrops debilis. Estas espécies
permaneceram sobre uma mesma inflorescéncia, desde o momento da sua abertura, a
noite, e estendendo-se ao longo do dia, procurando as flores como sitio de
acasalamento, desenvolvimento, fonte alimentar (pdlen) e refagio. Outros besouros, tais
como, Dialomia sp. e Mystrops costaricensis, foram encontrados como visitantes
ocasionais, do mesmo modo que as espécies das ordens Diptera e Hymenoptera (Tabela
2).

As abelhas Apis mellifera e Trigona spinipes, foram observadas coletando polen
e, por isso, raramente contatavam as flores pistiladas, sendo consideradas polinizadoras
ocasionais. Dipteros, tais como, Drosophila sp. e Pericyclocera sp., apresentaram

menor frequéncia nas inflorescéncias.
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Tabela 2. Composicdo e frequéncia dos visitantes florais de Acrocomia aculeta em

Minas Gerais, Brasil.

Ordem/Familia Espécies/morfo Flor Flor Contacta Presenca Categoria
Q 4 estigma de pblen
no corpo

COLEOPTERA
Curculionidae Andranthobius aff. bondari**

Hustache 1940** ++ + Pe
Curculionidae Phyllotrox tatianae Bondar 1941**  ++ ++ Pe
Curculionidae Dialomia sp.** + + Po
Nitidulidae Mystrops costaricensis Gillogly

1972** + + S S Po
Nitidulidae Mystrops dalmasi Grouvelle

1902** +++ +++ Pe
Nitidulidae Mystrops debilis Erichson 1843**  +++  +++ Pe
DIPTERA
Drosophilidae Drosophila sp.* + + Po
Phoridae Pericyclocera sp.* + + Po
HYMENOPTERA
Apidae Apis mellifera Linnaeus 1758* ++ + Po
Apidae Trigona spinipes Fabricius 1793* + + Po
THYSANOPTERA
Thripidae Morfo 1 + S NS Pi

Legenda: +++ = muito frequente (acima de 20); ++ = frequente (entre 5 e 20), + = raro
(abaixo de 5); S = presente, N = ausente; NS = ndo observado; Pe = polinizador efetivo;
Po = polinizador ocasional; Pi = provavel pilhador.*Diurnos; ** Noturnos.
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Figura 5. Visitantes florais de A. aculeta em Acaiaca, Minas Gerais. (A) Polinizadores
em inflorescéncias; (B) Hymenoptera: Apis mellifera; (C) Coleoptera: Dialomia sp., (D)
Phyllotrox tatianae, (E) Andranthobius aff. bondari, (F) Mystrops debilis, (G) Mystrops
dalmasi, (H) Mystrops costaricensis, (1) pélen no corpo de M. costaricensis; (J) Diptera:
Drosophila sp.; (K) Thysanoptera: (Thripidae). Tamanhos: B, C (Bar= 1cm); J (Bar=
1mm); E (Bar=300um); D, F, G, H (Bar=200um); K (Bar= 100um); I (Bar= 30um).
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DISCUSSAO

A floracdo da macauba, nos dois anos de estudo, ocorreu durante a estacdo
chuvosa, semelhantemente ao observado por Scariot et al. (1995) no cerrado brasileiro,
Distrito Federal. Estes resultados indicam a importancia da precipitagdo como um dos
fatores que desencadeiam a floragdo. Diferentes varidveis ambientais tais como
temperatura, umidade e fotoperiodo, além da precipitacdo, podem agir sinergicamente e
influenciar os periodos de ocorréncia das fenofases reprodutivas, floracao e frutificacao.
Por isto, os ciclos fenologicos de plantas tropicais sdo complexos e podem variar,
mesmo sendo de uma espécie, se avaliados em ecossistemas diferentes (NEWSTROM
et al., 1994), tal como observado na macalba; no Distrito Federal (15"35'S, 47"45'W),
floresceu de agosto a dezembro (SCARIOT et al., 1991;1995) e no presente estudo, de
novembro a fevereiro. Esses resultados mostram que é possivel que ocorra variacdo na
floracdo e frutificacdo entre populagcbes, entre individuos e entre anos, conforme
observado por varios autores, em outras espécies (BAWA, 1983; FISCH et al., 2000;
BENCKE e MORELLATO, 2002).

A combinacdo de periodos de seca seguidos de periodos de chuva parece ser
também um fator estimulante para a floracdo de outras palmeiras (DE STEVEN et al.,
1987; FISCH et al., 2000; HENDERSON et al., 2000), além da macauba. Segundo
Borchert (1996), o periodo de estresse hidrico, que inibe a atividade meristematica, tem
como resultado indireto a sincronizacdo da floracdo pela subsequente reidratacdo das
gemas florais, no periodo seguinte. Além disso, as floracdes de representantes de
Arecaceae parecem ter um importante papel para maximizar o fluxo génico, por
estabelecerem padrfes sazonais e relagcbes com os polinizadores e dispersores de
sementes (JARDIM, 1991; ABREU, 2001).

A permanéncia da espata junto a inflorescéncia, durante toda a sua longevidade,
indica que a bréactea e as flores atuam, em conjunto, na atratividade dos polinizadores. A
espata pode, ainda, servir de abrigo para insetos polinizadores (OLIVEIRA et al., 2003).

As caracteristicas da morfologia das flores de macalba e de sua biologia,
incluindo a dicogamia protoginica, sdo semelhantes as descritas por Scariot et al.
(1991), exceto a viabilidade do pdlen, ndo analisada por esses autores. A alta viabilidade
observada pode-se tornar uma ferramenta valiosa para programas de melhoramento
genético, visando a domesticacdo da espécie (TECHIO et al., 2006). Os cruzamentos

controlados sdo comuns nesses programas e, portanto, pélen com elevada viabilidade é
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desejado, para a utilizacdo imediata ou para ser armazenado. Nesse sentido, foram
realizados testes mais precisos de viabilidade e germinagdo in vitro, visando a
conservacao do pélen (Ver capitulo 2).

A protoginia é caracteristica comum em flores polinizadas por besouros (DAVIS
et al., 2008), tal como observado na macalba. Nesta planta, € um mecanismo
reprodutivo em que h& separacdo temporal da maturacdo das flores pistiladas e
estaminadas de uma mesma inflorescéncia. Desta forma, aumentam-se as chances de
polinizacdo cruzada (xenogamia), favorecendo o sucesso reprodutivo da planta
(OSTROROG, 2009), na presenca de polinizadores eficientes.

Os resultados das polinizagdes manuais demonstraram que, na area do presente
estudo, os polinizadores ndo foram eficientes, se comparadas as frutificagcGes obtidas no
controle e na polinizacdo cruzada manual. Resultados semelhantes foram obtidos por
Scariot et al. (1991) em populacdo natural de macaiba do Distrito Federal. Diante
destas constatacGes, levanta-se a duvida sobre a potencialidade dos besouros coletados
como polinizadores da macauba. A area do presente estudo e a de Scariot et al. (1991)
sdo de vegetacBes alteradas, com predominio de pastagem, o que pode ndo refletir a
condigdo primaria de habitat da macalba, onde vetores de pdlen mais efetivos séo
esperados. Estudos posteriores em areas de ocorréncia da macalba com vegetacdo
preservada poderdo esclarecer esta questao.

Se, em populacgdes naturais, a eficiéncia dos insetos na polinizacdo da macauba é
baixa, no seu processo de domesticacdo havera necessidade de polinizagdes artificiais,
para obtencdo de alta frutificacdo. Esse procedimento é uma realidade em outras
palmeiras cultivadas, como, por exemplo, o dendé, onde as inflorescéncias sao
previamente protegidas, inclusive com aplicacdes de solucbes de formaldeido, para
evitar a contaminagdo por polen indesejavel e insetos; e posteriormente, é realizada a
deposicdo de polen, previamente selecionado, por meio de pulverizagdes (CORLEY e
TINKER, 2003). Desta forma, salienta-se a importancia de estudos sobre a manipulacéo
de material genético, como o polen, estabelecendo métodos eficazes para a sua
conservacgao.

A macauba e outras palmeiras (CONTE et al., 2008; RAMOS et al., 2011)
apresentaram sistema reprodutivo misto. Esta caracteristica parece ser vantajosa, pois
ndo impede a transferéncia de pélen entre flores do mesmo individuo (geitonogamia). A
autocompatibilidade, portanto, possibilita a frutificacgdo mesmo com a escassez de

polinizadores ou reducéo da populacao devido a disturbios por predadores ou antrépicos
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(NAZARENO e REIS, 2012). Por outro lado, a xenogamia pode manter a variabilidade
genética dentro das populacBes, promovida pelo fluxo génico, realizado pelos
polinizadores (ALLARD, 1971; HAMRICK, 1983).

Os besouros coletados nas inflorescéncias de macauba, neste estudo, foram
reportados pela primeira vez no Brasil para macalba. Informagfes sobre a biologia
desses insetos sdo escassas. Seu ciclo de vida é curto e, provavelmente, no periodo da
floracdo da macauba, eles devem migrar para as suas flores, vindos de flores de outras
espécies de palmeiras proximamente localizadas, atraidos pelo odor (CASTRILLON,
L.C., comunicagéo pessoal).

Esses insetos tém pélos no corpo, caracteristica que permite abrigar e transportar
0 polen. Larvas e pupas de Phyllotrox tatianae, Andranthobius aff. bondari
(Curculionidae), Mystrops debilis e Mystrops dalmasi (Nitidulidae) foram encontradas
nas flores estaminadas da macauba (obs. pessoal). O uso das flores como local de
acasalamento e de oviposicdo e o pdlen abundante usado como alimento, podem
explicar a abundancia, frequéncia e permanéncia desses insetos nas inflorescéncias. Este
comportamento favorece o transporte do pdlen entre flores do mesmo individuo, pois
permanecem em uma inflorescéncia por longos periodos.

Espécies de Curculionidae e Nitidulidae tém sido reportadas na polinizacdo de
Arecaceae (HENDERSON, 1986; HOWARD et al., 2001; VOEKS, 2002; NUNEZ et
al., 2005). Os curculionideos P. tatianae e A. bondari foram reportados em palmeiras do
género Bactris e em Attalea phalerata (Mart.), respectivamente (LISTABARTH, 1996;
DOS SANTOS et al., 2003). No caso dos nutidulideos, M. costaricensis tem sido
reportado como polinizador em Elaeis guineensis (Jacquin); M. debilis em Attalea
funifera (Martius), Attalea pindobassa (Bondar), Cocos nucifera (L.), Syagrus coronata
(Martius) e Syagrus romanzoffiana (Chamisso-Glassman); e Mystrops dalmasi em
Mauritia flexuosa (L.) e Mauritia carana (Wallace ex. Archer) (HOWARD et al., 2001,
KIREJTSHUK e COUTURIER, 2010). As outras espécies de Nitidulidae, visitantes da
macalba, ampliam a relagdo dos coledpteros reportados como visitantes de flores de
palmeiras (KIREJTSHUK e COUTURIER, 2010).

As abelhas Apis mellifera e Trigona spinipes (Apidae) sdo espécies sociais e
poliléticas (MICHENER, 2007) e, por isso, visitam flores de diversas espécies,
incluindo as flores estaminadas da macalba, para a coleta do pélen. Outros autores, que

observaram visitas dessas abelhas em flores de palmeiras, as classificaram como
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polinizadores secundarios (DOS SANTOS et al., 2003; BARFOD et al., 2011), tal como
no presente estudo.

Neste estudo, verificou-se que o periodo de floracdo da macauba sobrepde-se ao
periodo de acasalamento e oviposicdo de besouros que potencialmente atuam na sua
polinizacdo cruzada, que é obrigatdria para que ocorra a frutificacdo, devido a
unissexualidade das flores associada a protoginia.

CONCLUSOES

A macalba apresenta floracdo na estacéo das chuvas (novembro a fevereiro);

As inflorescéncias abrem-se preferencialmente a noite e ha protoginia;

O pdlen abundante, principal recurso oferecido aos polinizadores, apresenta alta
viabilidade;

Seu sistema reprodutivo é misto, demonstrando que h& autocompatibilidade, mas
é planta predominantemente xenogamica;

A baixa frutificacdo natural indica baixa eficiéncia dos polinizadores;

E entomofila, polinizada principalmente por pequenos coledpteros das familias
Curculionidae e Nitidulidae;
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Viabilidade e avaliacdo de métodos de conservacéo do polen de macauba

RESUMO

Em programas de melhoramento genético € comum a realizacdo de cruzamentos entre
diferentes gendtipos, e consequentemente, a conducdo do podlen de uma planta para
outra. Alguns fatores relacionados ao tempo de receptividade do estigma, diferengas no
periodo de florescimento, longevidade do polen e a conservagdo de germoplasma, sdo
aspectos que reforcam a importancia do armazenamento de grdos de polen. O objetivo
deste estudo foi avaliar algumas técnicas de conservacdo que promovam maior
longevidade ao pdlen de Acrocomia aculeata. Os ensaios foram realizados no
Laboratdrio de Biotecnologia e Melhoramento de Plantas da UFV. Primeiramente, foi
verificada a viabilidade e a germinacdo in vitro do pélen fresco. Em um segundo
experimento, foi avaliada a germinacdo do pélen sob diferentes condi¢cdes de umidade
(dessecacdo em silica gel sob vacuo, liofilizacdo e pélen fresco) e meios de cultura. E
ainda, foi investigada a conservacdo do polen, acondicionado em geladeira (4°C),
freezer (-20°C) e ultrafreezer (-80°C) ao longo de seis meses. O valor medio para a
germinacdo in vitro de p6len fresco, foi de 91%, e que foi reduzida apo6s a conservacao.
A dessecacdo utilizando-se a silica gel foi mais eficiente do que o processo de
liofilizacdo. As temperaturas de 4° C e -20° C, associadas ou ndo a dessecacdo,
proporcionaram taxas de germinacdo acima de 40%, até 120 dias de armazenamento. O
meio Brewbacker e Kwack foi o que proporcionou a melhor germinacdo in vitro. Estes
resultados indicaram a possibilidade de conservacao do p6len de macalba para posterior

utilizacdo em programas de melhoramento genético.

Palavras-chave: pélen, viabilidade, germinacéo in vitro, dessecacéo, liofilizag&o.
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INTRODUCAO

A Floresta Tropical apresenta abundante biodiversidade vegetal e abriga ao
menos dois tercos das espécies da Terra. Varias plantas fornecem ao homem beneficios
de ambito local, regional e global, por meio de bens econémicos e ecossistémicos.
Acrocomia aculeata (Jacq.) Lodd. Ex Mart., Arecaceae, conhecida como macauba, é
uma destas espécies. Desde os tempos pré-colombianos ja fornecia comida, abrigo e
matéria-prima para a fabricacdo de varios produtos para 0s povos indigenas da América
Central e do Sul (MARKLEY, 1985). No Brasil, é considerada uma das espécies de
palmeiras mais notaveis, que crescem naturalmente em pelo menos quatro ecossistemas:
Floresta Amazonica, Cerrado, Mata Atlantica e Pantanal. Abundantemente encontradas
nessas areas, sao plantas perenes, arboreas espinhosas, apresentando frutos oleaginosos
em cachos que podem pesar mais de 25 kg (WANDECK e JUSTO, 1988; SCARIOT et
al., 1995). O fruto da macauba tem sido muito utilizado no Brasil e Paraguai para extrair
0 Oleo e para fabricacdo de sabdo, mas hoje essa planta é conhecida como uma das mais
promissoras para a producdo sustentavel de biocombustiveis (ABREU et al, 2012;.
PIRES etal ., 2013).

Apesar de seu grande potencial, a macalba ainda ndo € domesticada, e
informacdes acerca de sua biologia floral so escassas. Scariot et al. (1995) estudaram a
sua fenologia em populagdes do cerrado brasileiro. No entanto, esse estudo nédo traz
subsidios sobre a viabilidade dos grdos de polen, conhecimento que é fundamental para
estabelecer processos de sua conservagédo e longevidade em bancos de germoplasma e
na conducgdo de programas de melhoramento genético.

Os individuos de macauba apresentam inflorescéncias compostas por numerosas
raquilas com flores pistiladas e estaminadas, caracterizando-os como mondicos. Além
disso, apresenta protoginia, estratégia reprodutiva que favorece a polinizagdo cruzada,
de modo que, a presenca de polinizadores torna-se obrigatoria para que o cruzamento
entre genotipos ocorra.

Assim, o armazenamento dos grdos de polen para a realizacdo de polinizagdes
controladas é uma alternativa, ja que o pélen pode ser guardado e utilizado no préximo
ciclo reprodutivo ou em regides onde a floracdo ndo é coincidente (TIGHE, 2004;
EINHARDT, 2006; MORTAVAZI, 2010).

Dentre os varios métodos utilizados para a avaliacdo da viabilidade do pélen,
destacam-se os testes colorimétricos e a germinagdo in vitro (DAFNI et al., 2005;
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KEARNS e INOUYE, 1993; OLIVEIRA et al., 2001). A utilizacdo de corantes é uma
técnica rapida e simples (GALLETTA, 1983) e fornece uma estimativa da viabilidade.
A germinacdo in vitro complementa esta técnica e evidencia o atual estado de reservas
do polen e como estas reservas sao convertidas durante a sua germinacao.

A germinac&o in vitro é influenciada por diversos fatores como os constituintes
do meio, a temperatura e o tempo de incubagdo (CAMOLESI, 2010). Os meios de
cultura utilizados buscam propiciar as condi¢cdes ideais que o estigma e o estilete
encontram, em condicGes naturais, para que ocorra a fixacdo e germinacdo do polen e
crescimento do tubo polinico (KEARNS e INOUYE, 1993).

Para assegurar a viabilidade do pdlen armazenado é necessario que condigdes
adequadas de temperatura e umidade sejam mantidas, visando preservar a0 maximo a
sua capacidade germinativa (SOUZA et al., 2002). Ha poucos bancos de dados de pélen
para plantas lenhosas de florestas tropicais (CHARRIER, 1990), e essas informacoes
sdo imprescindiveis para subsidiar programas de conservacdo em bancos de
germoplasma e para o melhoramento genético (LORA et al., 2006; PERVEEN e
KHAN, 2009). Para a maioria das espécies a reducdo da umidade e temperatura
favorece a longevidade do pdlen ao longo do armazenamento (STANLEY e
LINSKENS, 1974; KHAN e PERVEEN, 2008; DAVIDE et al., 2009), pois diminuem a
atividade metabdlica e a proliferacdo de microorganismos. O baixo teor de dgua reduz a
formac&o de cristais de gelo intracelular, em temperaturas abaixo de 0° C (BARNABAS
e RAJKI, 1976) e, consequentemente, 0 rompimento de membranas, preservando assim
a viabilidade do polen.

Considerando a importancia da conservacao e da domesticacdo de espécies de
grande potencial econdbmico das florestas tropicais no Brasil, 0 presente trabalho teve
como objetivo estudar a viabilidade e conservacdo de pdlen de Acrocomia aculeata
proveniente de individuos de populacdo natural, sob diferentes condicdes de

armazenamento.
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MATERIAL E METODOS

Os 60 individuos de macauba utilizados no presente estudo pertencem a uma
populacdo natural localizada em area de pastagem, no municipio de Acaiaca
(20°23°33°’S, 43°07°31”W), Zona da Mata do Estado de Minas Gerais, sudeste
brasileiro. Acaiaca possui temperatura média anual minima de 16,5°C e méxima de
26,5°C, com precipitagdo média anual de 1323 mm. O clima do municipio é do tipo
Cwa, segundo a classificacdo de Koeppen.

As inflorescéncias foram monitoradas até que a espata se abrisse, expondo as
raquilas com flores estaminadas, em pré-antese. Raquilas de cinco plantas foram
coletadas, aleatoriamente e, armazenadas em caixas de isopor, e conduzidas até o
laboratdrio, distante cerca de 75 Km. No Laboratdrio de Biotecnologia e Melhoramento
de Plantas, da Universidade Federal de Vicosa, as raquilas foram mantidas em
recipientes com agua, até que as flores liberassem o pélen (Figura 1A e 1C).

Este estudo foi dividido em trés ensaios, nos quais foi verificado: 1) a
viabilidade e germinacao do polen recém-coletado; 2) o efeito da dessecacdo dos grédos
de pdlen e a influéncia dos meios de cultura na germinacdo in vitro; e 3) o efeito de

diferentes temperaturas e condi¢es de umidade na germinacéo, ao longo do tempo.

Ensaio 1: Avaliacdo da viabilidade do pdlen por meio de testes colorimétricos e
germinativos

A viabilidade dos grdos de polen, recém liberados (frescos), foi avaliada pela
técnica de coloragdo por carmim acético 1% (KEARNS e YNOUYE, 1993), Reativo de
Alexander (ALEXANDER, 1980), lugol (DAFNI, 2005) e solucdo de 2,3,5-cloreto de
trifeniltetrazolio (TTC) (COOK e STANLEY, 1960). Para cada corante utilizou-se
foram preparadas cinco laminas e contados 200 grdos de pdlen (mistura das cinco
plantas coletadas) por lamina, perfazendo um total de 4.000 gréos. As observagdes
foram feitas em microscopio optico com aumento de 200x. O delineamento utilizado foi
o0 inteiramente casualizado composto de quatro corantes e cinco repeticdes (Iaminas).

Para a verificacdo da taxa de germinacdo in vitro, o polen foi avaliado em quatro
meios de cultura distintos, tendo em vista que cada espécie responde de modo
diferencial a certas combinagbes de nutrientes do meio (STANLEY e LINSKENS,
1974). Os meios testados tinham as seguintes composigdes:

Meio 1 (M1): 100g L™ de sacarose; 10g L™ de &gar
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Meio 2 (M2): 100g L™ de sacarose; 500mg L™ de H3BOs; 10g L™ de &gar

Meio 3 (M3): 100g L™ de sacarose; 300mg L™ de CaCl,; 10g L™ de agar

Meio 4 (M4): 100g L™ de sacarose; 100 mg L™ de KNOg; 200 mg L™ de MgSO,
(7H,0); 100 mg L HsBOs;; 300 mg L™ de Ca(NOs), 4(H,0O); 10g L™ de é&gar
(BREWBAKER e KWACK, 1963)

Apo6s o ajuste do pH para 6,5 os meios foram aquecidos e posteriormente
vertidos em laminas escavadas. Apés esfriamento, os graos de pélen foram aspergidos
sobre esses meios. Em seguida, essas laminas foram acondicionadas em placas de Petri,
previamente revestidas com papel filtro e umedecidas com &gua, simulando uma camara
Umida e, mantidas em temperatura ambiente. A avaliacdo da germinagdo in vitro
ocorreu 24 h ap6s a inoculacdo do pdlen. Foram considerados germinados os grdos de
polen que apresentavam crescimento do tubo polinico igual ou superior ao diametro do
proprio polen (ZHANG et al., 1997), avaliados em microscopico Optico com aumento
de 100x.

Para cada meio de cultura foram preparadas oito laminas, e contados 200 gréos
de polen por lamina, perfazendo um total de 6.400 grdos. O delineamento estatistico
adotado foi o inteiramente casualizado, composto por quatro meios de cultura e oito
repeticGes. Os dados obtidos nos testes colorimétricos e germinativos foram submetidos
a andlise de variancia e teste de comparacdo de médias. Os procedimentos estatisticos

foram realizados no pacote computacional SAEG, versdo 9.1(2007).

Ensaio 2:Efeito da dessecacdo e meios de cultura na germinacéo do pdlen

A influéncia da reducdo do teor de agua dos grdos de polen foi verificada por
meio de trés processos: 1) em dessecador com silica gel, sob vacuo, por 24 h (10% de
umidade final); 2) em liofilizador por 24h; e 3) polen que ndo sofreu nenhum tipo de
reducdo de umidade, sendo denominado como: sem dessecacdo. Apos a reducdo ou nao
da umidade, o polen previamente acondicionado em tubos eppendorf foi armazenado
em freezer (-20°C). Apds 30 dias, foram preparados 0s quatro meios de cultura
utilizados no Ensaio 1, sob a mesma metodologia, e avaliada a germinacdo do pdlen. O
delineamento experimental foi o inteiramente casualizado em esquema fatorial 3x4 com

oito repetigoes.
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Ensaio 3: Efeito de diferentes temperaturas e dessecacdo na germinacao do pélen

Para o estudo da germinacao do pélen, armazenado ao longo de seis meses, foi
avaliado o efeito da interacdo entre temperatura e diferentes condi¢des de umidade dos
grédos. De modo que selecionou-se o pdlen dessecado (em dessecador com silica gel, sob
vacuo por 24h) e o polen sem dessecacdo, ambos armazenados em trés ambientes
distintos: geladeira (4°C), freezer (-20°C) e ultra-freezer (-80°C). Mensalmente, uma
amostra de cada ambiente (temperatura) foi retirada e avaliada através de germinacao in
vitro, adotando-se o meio M4 (BREWBAKER e KWACK, 1963) como o padrdo. O
delineamento foi em parcelas subdivididas, com trés repeticdes, dispostas em esquema
fatorial 3x2x6, correspondente a trés temperaturas, duas condi¢fes de umidade e seis

tempos de armazenamento, totalizando 21.600 grdos de pdlen.

RESULTADOS

Ensaio 1: Testes colorimétricos e germinativos

O polen apresentou elevada viabilidade, evidenciada pelos testes com o0s
diversos corantes utilizados (Tabela 1, Figura 1). O carmim acético corou 95% dos
grdos de polen com um vermelho intenso (Figura 1D), demonstrando a sua integridade
cromossdmica. O corante de Alexander corou o grdo de pdlen com uma coloragédo
purpura no protoplasma e com fino contorno azul-esverdeado na parede celular (Figura
1E), indicando que 96% dos grdos possuiam protoplasma e parede celular integra. A
atividade respiratoria foi determinada pelo TTC, que corou 83% dos graos de pélen com
a coloracdo vermelha, indicando a atividade da desidrogenase (Figura 1F). O TTC
apresentou a menor média de viabilidade e diferiu significativamente dos demais
corantes (Tabela 1). Essa diferenca pode ser atribuida ao pouco tempo destinado a
incubacéo (2h), e assim, para a reagdo enzimatica desenvolver-se.

A presenca de reserva foi observada em 93% dos gréos de polen pelo teste com
lugol, que reage com o amido presente, proporcionando coloragdo marrom intensa
(Figura 1G).

A germinacéo in vitro do grdo de pdlen é iniciada com aproximadamente 12 h
apos a sua incubacdo. A intina projeta-se através dos poros da exina, formando o tubo

polinico (Figura 1 | e J). Obteve-se uma taxa média de 91% de germinacdo. Dentre 0s
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meios testados a menor media foi para 0 M1, com 86% de germinacdo. Os meios M4 e
M2 tiveram 87 e 92% de germinacéo, respectivamente. E a maior média foi obtida no
M3 (97%) (Figura 2).

Fgura 1. Flores estaminadas e grdos de polen de Acrocomia aculeata. A e B- Flores
em pré-antese; C- flor em antese com o polen exposto sobre as anteras; D a J- Graos de
polen: corados com, D- carmim acético 1%, E- Reativo de Alexander, F- solugdo de
2,3,5-cloreto de trifeniltetrazolio (TTC), G- lugol; H- grdo de pdlen sem coloragéo. | e J:
Grdos de pdlen com o tubo polinico, I- corado com lactofenol blue solution, J- sem
coloragéo. Barras: A= 0,5 cm; B e C=2mm; D,E,F,G,H,1,J= 10um.
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Tabela 1. Valores médios percentuais e desvio padrdo da coloracdo dos gréos de polen
de Acrocomia aculeata. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si ao nivel
de 5% de probabilidade pelo teste Tukey.

CORANTES VIABILIDADE (%) FONTE DA
METODOLOGIA
Carmin acético 95,0 + 2,63 KEARNS e INOUYE (1993)
Alexander 96,2 + 1,04 ALEXANDER (1980)
Lugol 93,3 + 3,05 DAFNI (2005)
TTC 83,3 + 3,54° COOK e STANLEY (1960)
120+
b b a b
100
g 80
8 60—
E
& 40+
20+
0_
M1 M2 M3 M4
Meios

Figura 2. Valores médios da germinagdo in vitro de gréos de polen recém coletados de
Acrocomia aculeata em quatro meios de cultura. M1: 100 g L™ de sacarose; 10 g L™ de
4gar; M2: 100 g L™ de sacarose; 500 mg L™ de H3BO3; 10 g L™ de 4gar; M3: 100 g L™
de sacarose; 300 mg L™ de CaCl,; 10 g L™ de 4gar; M4: 100 g L™ de sacarose; 100 mg
L de KNOs; 200 mg L de MgSO, (7H,0); 100 mg L™ H3BOs; 300 mg L™* de
Ca(NO3); 4(H,0); 10 g L™ de 4gar (BREWBAKER e KWACK, 1963). Médias
seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si ao nivel de 5% de probabilidade pelo
teste Tukey.
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Ensaio 2: Efeito da dessecacéo e meios de cultura na germinacao do pdlen

Pblen dessecado, tanto em silica gel como por liofilizacdo apresentou
germinacdo menor que o polen ndo dessecado. A reducdo da umidade do gréo de pélen
em dessecador com silica gel proporcionou taxas de germinacao entre 45 a 57%. Por
outro lado, a taxa de germinacao de poélen liofilizado foi menor, entre 0,67 a 43,33%. Ja
0 polen ndo dessecado apresentou taxas de germinagdo de 43,33% a 62,33% (Tabela 2).

A germinacdo do pdlen de A. aculeata diferiu nos diferentes meios de cultura
testados. De forma geral, as menores taxas foram obtidas no meio M1, seguidos por M2
ou M3 e atingindo as maiores taxas em M4. Esse efeito foi observado em todas as
condigdes de dessecacéo estudadas (Tabela 2).

Tabela 2. Germinacdo (%) de graos de pélen de Acrocomia aculeata, recém coletados

ou dessecados por silica gel e liofilizacdo, em diferentes meios de cultura.

Meios Dessecacao Sem Dessecacao
Silica gel Liofilizacéo
M1 45,00Ab 0,67Bc 43,33Ab
M2 46,00Bb 3,00Cc 62,00Aa
M3 46,33Bb 20,00Cb 61,33Aa
M4 57,00Aa 43,33Ba 62,33Aa

Médias seguidas de pelo menos uma letra maitscula na linha e minuscula na coluna nao
diferem entre si ao nivel de 5% pelo teste Tukey.

Ensaio 3: Efeito de diferentes temperaturas e dessecacdo na germinacao do pélen

O polen dessecado e conservado a 4°C, em ambiente de refrigerador, apresentou
comportamento crescente na germinacao nos primeiros 90 dias de armazenamento; para
os tempos avaliados, as médias quando comparadas foram iguais, exceto aos 30 dias de
incubacdo. Ja quando o pdlen ndo foi dessecado e conservado na mesma temperatura,
apresentou comportamento decrescente logo apds o armazenamento; as medias
observadas nos dois primeiros meses foram superiores e diferiram das demais (Tabela
3).
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Quando avaliou-se o polen armazenado em freezer (-20°C), sob a condicdo de
dessecacdo, observou-se médias diferindo entre si apenas aos 90 dias de
armazenamento. Quando sem dessecacdo, as medias foram iguais e superiores, até 120
dias de armazenamento (Tabela 3).

Para o ambiente de ultra-freezer (-80°C) na condicdo de dessecagédo, o0
comportamento da taxa de germinagdo foi decrescente, principalmente, nos primeiros
120 dias de armazenamento. Para esta mesma temperatura, quando o pdlen nao foi
dessecado, a taxa de germinacdo decresceu constantemente, exceto aos 120 dias, onde
verificou-se um incremento na taxa de germinacdo. As médias obtidas diferiram apenas

aos 150 dias de armazenamento.

Tabela 3. Efeito da dessecacdo na taxa de germinacdo (%) do pélen de Acrocomia

aculeata, submetido a diferentes condi¢Ges de armazenamento, ao longo de seis meses.

Condigdes de armazenamento

Tempo  Dessecacao Geladeira Freezer Ultra-freezer
(dias) (4°C) (-20°C) (-80°C)
Dessecado 50,33Ab 57,00Aa 40,00Bb
30 Nao dessecado 59,00Ba 62,33Ba 69,33Aa
Dessecado 56,33Aa 42,33Ba 39,00Ba
60 Nao dessecado 57,00Aa 47,33Ba 39,00Ba
Dessecado 67,33Aa 54,33Bb 24,00Ca
90 Nao dessecado 41,33Bb 65,33Aa 24,00Ca
Dessecado 65,33Aa 42,00Ba 19,00Cb
120 Nao dessecado 52,00Ab 44,00Aa 50,00Aa
Dessecado 20,00Ba 52,33Aa 28,66Ba
150 Na&o dessecado 11,33Ab 10,33Ab 18,33Ab
Dessecado 36,00Aa 25,33Ba 17,33Ba
180 N&o dessecado 25,33Ab 9,33Bb 18,00Ba

Médias seguidas de pelo menos uma letra maiuscula na linha e minuscula na coluna,
ndo diferem entre si ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste Tukey.
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DISCUSSAO

Os gréos de polen de macalba avaliados por meio dos testes colorimétricos
apresentaram estruturas integras e conteddo de reservas suficientes para que possam ser
armazenados. Todos 0s corantes testados foram eficazes na determinacéo da viabilidade
apresentando percentual médio acima do recomendado por Souza et al.(2002), que
considera 70% de viabilidade polinica adequada para a utilizacdo do poélen.

O carmim aceético atua sobre os cromossomos do grao de pdlen ndo abortado, e
ainda pdélen imaturo e invidvel (STANLEY e LINSKENS, 1974). O corante de
Alexander visualmente oferece uma maior confiabilidade na avaliagdo da viabilidade
polinica de A.aculeata, pois é possivel diferenciar os grdos de pdlen abortados dos ndo
abortados. Os abortados, por ndo possuirem o nucleo e apenas a celulose contida na
parede celular, coram-se de azul-esverdeado. Outros estudos, (TECHIO et al., 2006;
DAMASCENO JUNIOR, 2008; PETERSON et al., 2010; PRAKASH et al., 2010)
também recomendaram a utilizacdo da solucdo de Alexander para o monitoramento da
viabilidade de grdos de pdlen frescos ou armazenados. Apesar da praticidade que a
técnica de coloragdo permite, Galetta (1983) contestou 0 método por este superestimar a
viabilidade polinica, embora seja eficiente na determinacdo de componentes celulares e
na integridade do gréo de pdlen.

O TTC embora tenha proporcionado a menor média de viabilidade, é uma
ferramenta bastante Gtil e confidvel na estimativa rapida da viabilidade polinica, por
apresentar resultados proximos aos obtidos pela germinacdo in vitro (MUNHOZ et al.,
2008; HUANG et al., 2004). Os resultados obtidos neste estudo para o pdlen recém
coletado, enquadram-se nesta comparacao.

O polen recém coletado apresentou elevada germinagdo in vitro, mesmo em
meio contendo apenas sacarose (M1). Entretanto, os meios suplementados com
elementos que sdo importantes para a germinacdo do pdlen, como calcio e boro,
encontrados nos outros meios testados, obtiveram maiores médias, além de uma
aparéncia mais robusta do tubo polinico. O meio M2, enriquecido com boro,
proporcionou a maior percentagem de germinacéo, e diferiu dos demais meios. O boro é
essencial na germinacdo dos grdos de polen e crescimento do tubo polinico,
metabolismo fendlico e protéico, e na integridade e funcionamento das membranas

celulares. Além de ter papel fundamental no metabolismo de carboidratos, facilitando o
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transporte dos acucares através das membranas, por meio do complexo agucar-borato
(MALAVOLTA, 1980; MARSCHNER, 1995; MALAVOLTA etal., 1997).

Segundo Almeida et al. (2002), a germinacdo in vitro apresenta alta correlagédo
com a fertilizacdo no campo, entretanto os resultados para a fertilizagdo tende a serem
menores do que as taxas de germinagao in vitro, considerando-se que outros fatores ndo
controlaveis, como a receptividade do estigma, barreiras morfoldgicas e genéticas,
influéncias de temperatura e umidade relativa, e condi¢Ges nutricionais da planta podem
interferir nos resultados de campo. Assim, é recomendado testar in vivo o polen, como
complemento ao teste de germinacédo, e conhecer como é dada a frutificacdo, realizada
por meio de cruzamentos controlados.

A baixa germinacdo observada em grdos de polen liofilizados, em relacdo aos
demais tratamentos de dessecacdo, pode ter sido causada pela desestruturacdo da
membrana celular. O processo de dessecacéo retira a umidade de um material sob baixa
temperatura e condi¢do de vacuo (VALLAN, 2007). Nesse processo, a desestruturacao
ocorre em funcdo da alteracdo da composicdo lipidica da membrana, devido a
degradacdo de fosfolipidios, geralmente, por oxidacdo e lipolise induzida pela
liofilizagcdo (CASTRO et al., 1997). Entretanto o enriquecimento do meio de cultura
com substéncias nutritivas, tal como nos meios M2, M3 e M4, aumentam as chances de
sobrevivéncia da célula (CASTRO et al., 1997). Neste trabalho, observou-se que o
polen liofilizado apresentou taxa de germinacdo crescente nos meios M1, M2, M3 e
M4, respectivamente. Esse aumento foi, provavelmente, devido a diferenca na
composicao desses meios.

O boro presente no meio M2 esta envolvido na translocacdo e metabolismo da
sacarose; e no controle da sintese de calose que, quando sintetizada em quantidades
excessivas, bloqueia o crescimento do tubo polinico, principalmente em células
expostas a situacdo de estresse (BHATTACHARYA e MANDAL, 2000; WANG et al.,
2003; GIBERNAU et al. 2003; FRANZON et al. 2005;). Em condi¢des normais,
tampdes de calose sdo formados a medida que o tubo polinico estende-se, contribuindo
para manter o citoplasma proximo a regido apical do tubo (QIN et al., 2012). O boro
participa também da sintese de pectina, que promove o elongamento do tubo polinico,
mediada pela fusdo de membranas vesiculares, provenientes do reticulo endoplasmatico
e dictiossomos (NYOMORA et al., 2000).

O célcio presente no meio M3 tem o papel de estabilizador da membrana e da

parede celular, além de atuar como sinalizador, desencadeando rea¢Ges enzimaticas
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favoraveis a manutencdo da célula (HARPER e HARMON, 2005). Em condigdes de
estresse e sob baixa temperatura, como no processo de liofilizacdo, o célcio tem um
efeito protetor para a membrana celular, amenizando os danos causados aos tecidos pelo
congelamento e descongelamento (MARSCHNER, 1995). O célcio também esta
envolvido em uma menor sensibilidade da célula a variagdes osmoticas (BHOJWANI e
BHATNAGAR, 1974).

O meio M4 foi o que proporcionou a melhor taxa de germinacdo. Além do boro
e célcio, possui ainda em sua composicdo o0 potassio e 0 magneésio. O potassio esta
intrinsecamente relacionado ao transporte de solutos, principalmente, aglcares como a
sacarose, para o interior das células, além de atuar como osmorregulador. Portanto, sua
atuacdo tem efeito direto na expansao celular por meio do controle da turgescéncia
(MARSCHNER, 1995, ZONIA e MUNNIK, 2011).

O magnésio atua diretamente nos processos metabolicos que requerem energia
na forma de ATP, uma vez que sua associacao a essa molécula torna-a ativa (SHAUL,
2002; SHABALA e HARIADI, 2005). Ademais, a presenca do magnésio auxilia na
estabilizacdo da membrana celular semelhantemente ao célcio. Por fim, a melhor taxa
de germinacgdo observada nesse meio pode ser creditada a um provavel efeito sinérgico
entre 0s quatro nutrientes: boro, célcio, potassio e magnésio, que proporcionaram,
mesmo em uma condicao de estresse, tal como na liofilizagdo, uma maior germinacéo, e
por isso o0 meio M4 destacou-se entre os demais. Portanto, pelas justificativas
anteriormente mencionadas, o meio M4 foi adotado como meio padréo para 0s ensaios
de conservagdo com diferentes temperaturas.

Nas temperaturas de 4° C e -20° C, tanto para o pélen dessecado quanto para o
ndo-dessecado, a taxa de germinacdo foi superior a 40% até 120 dias de
armazenamento. Apos esse periodo, houve tendéncia de queda da taxa de germinacao,
principalmente para o polen que ndo foi dessecado.

Sob a condicdo de dessecacdo, no armazenamento do pdlen ao longo de seis
meses, 0 armazenamento em geladeira (4°C) manteve a longevidade do pélen, com taxa
de germinacdo superior as demais, até os 120 dias de armazenamento. Curiosamente,
apos o armazenamento em geladeira, a taxa de germinacdo do pdlen dessecado
aumentou até os 90 dias. Resultados semelhantes foram obtidos em Phoenix dactylifera
(MORTAZAVI et al., 2010), que aumentou sua taxa de germinagdo até 40 dias e; em
Prunus dulcis (Mill.) D.A. Webb que teve um incremento na germinagdo no sexto e no

décimo més de armazenamento, em duas cultivares analisadas (MARTINEZ-GOMEZ
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et al., 2002). Segundo Boughediri e Bounanga (1991), este resultado pode ser atribuido
ao fato de que alguns gréos de p6len podem continuar o seu desenvolvimento durante o
armazenamento e, gradualmente tornar-se maduro e viavel, principalmente nesta
temperatura cujo polen é apenas resfriado e ndo € congelado. Para o polen nao
dessecado de macauba este comportamento crescente nao foi verificado.

Quando o pdlen foi submetido a temperaturas muito baixas, como no ultra-
freezer (-80° C), e ndo utilizou-se a dessecacdo, a taxa de germinacdo apresentou um
comportamento decrescente logo apds o seu armazenamento.

A presenga de alguns tubos polinicos vigorosos, mesmo quando foi verificada
uma baixa taxa de germinacgdo, pode indicar que ainda sdo satisfatérios, pelo menos,
para proporcionar uma moderada frutificacdo, sendo assim necessario a intensificacao

das polinizacdes controladas e confirmagdo em testes in vivo.

CONCLUSOES

O polen recém coletado de macalba apresenta elevada viabilidade, confirmada
por testes colorimétricos e germinativos.

A dessecacdo realizada por meio da silica gel em condigdo de vacuo, mostrou-se
mais eficiente na manutencéo da viabilidade do p6len do que o método da liofilizacao.

As temperaturas de 4° C e -20°C foram mais efetivas na conservacdo do polen,
utilizando-se ou ndo a dessecacao.

Esse estudo confirma a possibilidade da conservacdo de grdos de pdlen de

Acrocomia aculeata para fins de melhoramento genético.
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CONCLUSOES GERAIS

A macauba apresenta variacdo quanto ao periodo de floracao interpopulacional,
que ocorre na estacdo chuvosa. Apresenta floracdo, preferencialmente noturna. Seu
sistema reprodutivo é misto e, portanto, hd autocompatibilidade, com predominancia
para a xenogamia. E uma espécie entomdfila, polinizada principalmente por pequenos
coleopteros, das familias Curculionidae e Nitidulidae. Os insetos foram pouco eficientes
na polinizacdo, tornando a espécie dependente de polinizacdes artificiais em programas
de melhoramento que busque a sua domesticacao.

O polen de macalba apresenta elevada viabilidade, evidenciada pelos testes
colorimétricos e germinativos. O pélen é tolerante a dessecacdo por meio da silica gel
em condicao de vacuo, sendo mais eficiente na manutencao da viabilidade do pélen do
que o método da liofilizagdo. As temperaturas de 4°C e -20°C foram mais efetivas na
conservacao do poélen e, assim, torna possivel a conservacdo de grdos de polen de

Acrocomia aculeata para subsidiar programas de melhoramento genético.
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