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RESUMO

O pequizeiro (Caryocar brasiliense Cambess.) ¢ uma espécie nativa do Cerrado brasileiro
de grande importancia ecoldgica e socioecondmica, cujo uso em programas de
melhoramento genético estd associado a viabilidade do pdlen. Este estudo teve como
objetivo estabelecer e otimizar protocolos para extracdo, germinacdo in Vvitro e
armazenamento do polen dessa espécie. Foram comparados trés métodos de extragcao
(anteras removidas com tesoura, anteras destacadas manualmente e liberagao natural por
imersdo dos botdes florais), cinco meios de cultura: (A) 10% de sacarose; (B) 15% de
sacarose; (C) 20% de sacarose; (D) 10% de sacarose + 0,65 mM de acido borico; e (E) 10%
de sacarose + 1,3 mM de acido borico; e trés condigdes de armazenamento (temperatura
ambiente ~25 °C, refrigeracdo ~8 °C e congelamento ~—15 °C), com a viabilidade avaliada
ao longo de 131 dias. A imersdo dos botdes florais foi 0 método de extragdo mais eficiente,
proporcionando maior rendimento e pureza do polen. O meio contendo 10% de sacarose e
1,3 mM de acido borico apresentou a maior taxa de germinagdo (67,28%). Quanto ao
armazenamento, a temperatura ambiente promoveu uma acentuada redugdo da viabilidade,
com perda total ap6s aproximadamente 42 dias, enquanto a refrigeracdo apresentou maior
estabilidade durante todo o periodo experimental. Nao foram observadas diferencas
estatisticamente significativas entre a refrigeracdo e o congelamento (p > 0,05), embora a
refrigeragdo tenha demonstrado comportamento mais estavel. Os resultados indicam que a
combinagdo da imersdo dos botdes florais para extracao, germinagao em meio contendo 10%
de sacarose ¢ 1,3 mM de 4cido borico e armazenamento sob refrigeracdo constitui uma
estratégia eficiente para o manejo do podlen de C. brasiliense, com potencial aplicagdo na

conservagdo e no melhoramento genético da espécie.

Palavras-chave: Caryocar brasiliense; Conservagao ex situ; Viabilidade polinica; Banco de

germoplasma; Cerrado.



ABSTRACT

The pequi (Caryocar brasiliense Cambess.) is a native species of the Brazilian Cerrado with
significant ecological and socioeconomic importance, whose use in breeding programs is
associated with pollen viability. This study aimed to establish and optimize protocols for
pollen extraction, in vitro germination, and storage of this species. Three extraction methods
were compared (anthers removed with scissors, anthers manually detached, and natural release
by immersion of floral buds), five culture media: (A) 10% sucrose; (B) 15% sucrose; (C) 20%
sucrose; (D) 10% sucrose + 0.65 mM boric acid; and (E) 10% sucrose + 1.3 mM boric acid;
and three storage conditions (room temperature ~25 °C, refrigeration ~8 °C, and freezing ~—15
°C), with viability evaluated over 131 days. Immersion of floral buds was the most efficient
extraction method, providing higher pollen yield and purity. The medium containing 10%
sucrose and 1.3 mM boric acid showed the highest germination rate (67.28%). Regarding
storage, room temperature led to a marked decline in viability, with total loss after
approximately 42 days, whereas refrigerated conditions showed greater stability throughout
the experimental period. No statistically significant differences were observed between
refrigeration and freezing (p > 0.05), although refrigeration exhibited more stable behavior.
The results indicate that the combination of floral bud immersion for extraction, germination
in a medium containing 10% sucrose and 1.3 mM boric acid, and storage under refrigeration
constitutes an efficient strategy for managing C. brasiliense pollen, with potential applications

in conservation and genetic improvement.

Keywords: Caryocar brasiliense; ex situ conservation; pollen viability; germplasm bank;

Brazilian Cerrado.
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1 INTRODUCAO

O Cerrado brasileiro ¢ um dos principais centros de biodiversidade do mundo, abrigando
cerca de 12.000 espécies vegetais, muitas delas endémicas (NOVAES et al., 2013; FORZZA et
al., 2021). Nesse bioma, destaca-se o pequi (Caryocar brasiliense Cambess.), uma espécie
arbdrea nativa e do Brasil, amplamente distribuida em formagdes savanicas do Cerrado. Embora
o dominio do Cerrado se estenda para areas da Bolivia e do Paraguai, a ocorréncia natural da
espécie ¢ predominantemente registrada em territdrio brasileiro, com importante papel
ecologico na alimentacdo da fauna e elevada relevancia socioecondmica, sendo utilizada por
comunidades locais para consumo e geracdao de renda (LEITE et al., 2021; LEITE, 2024).0
pequizeiro ¢ imune ao corte e a espécie € protegida por legislagdo especifica, como a Lei n°
10.883/1992 do estado de Minas Gerais, que restringe o corte e a exploragdo do pequizeiro
nativo, visando sua conservacao.

Os frutos do pequi servem como importante fonte nutricional para diversas populagdes
do interior do Brasil, com uso consolidado na culindria regional. Pesquisas recentes apontam
propriedades antioxidantes e anti-inflamatérias em extratos derivados de diferentes partes da
planta (VIEIRA et al., 2021). Essa combinagdo de atributos posiciona o pequi como recurso
natural estratégico, com potencial para o desenvolvimento de produtos de valor agregado que
abrangem desde alimentos funcionais até aplicagdes cosméticas e fitoterapicas. Contudo, para
que esse potencial seja explorado de forma sustentavel, ¢ fundamental compreender a biologia
reprodutiva da espécie.

O pequi apresenta sistema reprodutivo predominantemente alégamo e depende
diretamente da atuacao de polinizadores para a efetiva formagao de frutos. Estudos indicam que
a polinizagdo de C. brasiliense € realizada principalmente por morcegos nectarivoros que
visitam as flores durante o periodo noturno (GRIBEL; HAY, 1993). Investigacdes genéticas
também demonstram elevados niveis de cruzamento entre individuos, evidenciando a
importancia do fluxo génico mediado por polinizadores na manuten¢cdo da variabilidade
genética da espécie (COLLEVATTI; GRATTAPAGLIA; HAY, 2001).

Apesar de representar uma estratégia evolutiva eficiente em ambientes naturais
preservados, essa dependéncia de polinizadores especificos pode tornar a espécie sensivel as
alteracdes na paisagem. A fragmentacdo do Cerrado pode reduzir o fluxo génico entre
populagdes naturais € comprometer processos reprodutivos, especialmente quando ha
isolamento de individuos ou reducao das populagdes de polinizadores (AMARAL et al., 2021).
Esse cenario torna-se ainda mais preocupante diante da intensa conversdo da vegetagao nativa,

uma vez que mais de 50% da cobertura original do Cerrado j4 foi transformada por atividades
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agropecuarias e expansao urbana (MAPBIOMAS, 2023). Diante desse contexto, o
desenvolvimento de estratégias voltadas ao manejo e conservacao do podlen surge como
alternativa relevante para apoiar programas de melhoramento genético e conservacido da
espécie. A utilizagdo de pélen armazenado possibilita a realiza¢ao de cruzamentos controlados
entre individuos selecionados, superando limitagdes associadas a assincronia de flora¢ao ou a
escassez de polinizadores naturais.

A etapa de extracdo do pdlen representa um ponto critico nesse processo, uma vez que
métodos inadequados podem comprometer diretamente a viabilidade dos graos coletados.
Sendo assim técnicas apropriadas de coleta e manipulagdo sdo essenciais para preservar a
integridade dos graos de podlen e garantir seu potencial germinativo em avaliagdes
experimentais (SHIVANNA; RANGASWAMY, 1992).

Ap0s a extracdo, a avaliacdo da viabilidade polinica torna-se uma etapa indispensavel.
Entre os métodos disponiveis, a germinacdo in vitro ¢ amplamente utilizada por permitir a
observagao direta do crescimento do tubo polinico em meios de cultura artificiais. A eficiéncia
desse método depende diretamente da composi¢do do meio de cultura, especialmente da
presenca de sacarose € micronutrientes que favorecem o desenvolvimento do tubo polinico,
estudos classicos demonstram que 4cido borico atua na integridade da parede celular e
crescimento do tubo polinico (BREWBAKER; KWACK, 1963).

A conservagdo do pélen por periodos prolongados também representa uma estratégia
importante em programas de melhoramento e conservagao genética. A longevidade polinica
durante o armazenamento estd associada a fatores como teor de umidade, temperatura e
caracteristicas  fisiologicas especificas de cada espécie vegetal (SHIVANNA;
RANGASWAMY, 1992). De modo geral, os graos de polen podem ser classificados quanto ao
comportamento de armazenamento em ortodoxos e recalcitrantes. O pdlen ortodoxo apresenta
tolerancia a dessecagdo, podendo ser armazenado por periodos mais longos sob condi¢des de
baixa umidade e temperatura, enquanto o polen recalcitrante ¢ sensivel a perda de agua, sendo
rapidamente inviabilizado quando submetido a dessecacdo ou a temperaturas muito baixas
(FRANCHI et al., 2011; TRAN et al., 2021). Nesse contexto, diferentes metodologias de
conservagdo tém sido empregadas, incluindo armazenamento em temperatura ambiente,
refrigeracdo, congelamento e criopreservacao, sendo a eficiéncia dessas técnicas diretamente
dependente das caracteristicas fisiologicas do polen de cada espécie (GUOLLO et al., 2021).
Para espécies tropicais como o pequi, entretanto, ainda existem lacunas no conhecimento sobre
protocolos eficientes de armazenamento, o que reforca a necessidade de estudos voltados ao

desenvolvimento de técnicas adaptadas as particularidades dessas espécies.
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Nesse contexto, o estabelecimento de protocolos eficientes e acessiveis para o manejo
do polen de C. brasiliense pode contribuir significativamente para a producao de sementes com
maior qualidade genética, além de apoiar iniciativas de restauracdo ecoldgica e conservagao da
biodiversidade do Cerrado.

Diante das consideracdes apresentadas, este trabalho tem como proposito central
otimizar protocolos integrados para o manejo do polen de C. brasiliense. Para tanto, busca-se
comparar diferentes métodos de extragdo, avaliar formulacdes de meios de cultura para
germinagdo in vitro ¢ determinar condig¢des otimizadas de armazenamento de baixo custo que
preservem a viabilidade polinica por periodos estendidos. Por meio dessa abordagem
experimental, pretende-se gerar subsidios técnicos aplicaveis a programas de melhoramento
genético e conservagdo da espécie, contribuindo simultaneamente para o uso sustentavel dos

recursos naturais do Cerrado.

2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Pequi

O Caryocar brasiliense Cambess pertencente a familia Caryocaraceae e ¢ uma das
espécies arboreas mais representativas do bioma Cerrado (Figura 1). A espécie apresenta
ampla distribuicdo nas regides Centro-Oeste e Sudeste do Brasil, ocorrendo principalmente
em formagdes de Cerrado sensu stricto e cerraddo. Além de sua importancia ecoldgica, o

pequizeiro possui elevado valor economico e cultural, sendo amplamente utilizado na

alimentagdo e em cadeias produtivas regionais (AGUIAR et al., 2011; VIEIRA et al., 2021).

Figura 1: Exemplar adulto de Caryocar brasiliense em habitat natural.

Fonte: Autora (2025)
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O pequizeiro ¢ uma arvore de porte médio que pode atingir entre 6 ¢ 10 metros de
altura, apresentando tronco tortuoso e casca espessa e fissurada, caracteristicas tipicas de
espécies adaptadas as condi¢cdes ambientais do Cerrado. Suas folhas sdo compostas e
trifolioladas, com foliolos coridceos e margens serrilhadas. A face inferior dos foliolos
apresenta pilosidade densa, conferindo aspecto esbranquicado caracteristico da espécie

(ALMEIDA et al., 2015; RIBEIRO et al., 2023).

2.2 Biologia Reprodutiva

As inflorescéncias do pequizeiro surgem geralmente entre os meses de setembro e
novembro, formando paniculas terminais compostas por numerosas flores hermafroditas. As
flores apresentam coloragdo esverdeada a amarelada e possuem grande numero de estames,

caracteristica que favorece a producdo abundante de pdlen (Figura 2).

Figura 2: Flor e folhas do pequizeiro.

Fonte: Autora (2025)

Embora as flores sejam hermafroditas, a espécie apresenta sistema reprodutivo
predominantemente aldgamo, com elevada taxa de cruzamento entre individuos, podendo variar

em func¢do da subespécie, ecotipo ou estrutura das populagdes. Estudos genéticos indicam que
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C. brasiliense apresenta altos niveis de cruzamento, embora com variacao entre populagdes e
individuos, além de ocorréncia de endogamia biparental, associada a limitagao do fluxo génico
e ao comportamento dos polinizadores (COLLEVATTI et al., 2001a; COLLEVATTI et al.,
2001b). O fluxo génico ¢ mediado principalmente por polinizadores, contribuindo para a
manuten¢do da diversidade genética das populagdes naturais, ainda que com dispersao de pdlen
em distancias relativamente curtas e estruturacdo genética espacial (COLLEVATTI; HAY,

2011).

A polinizagdao de C. brasiliense esta predominantemente associada a quiropterofilia,
com participacdo importante de morcegos nectarivoros (GRIBEL; HAY, 1993). No entanto,
esse padrao pode variar em fungdo da subespécie, ecotipo e condigdes ambientais, incluindo
atividade em diferentes periodos do dia (DIAS et al., 2017). Além dos morcegos, outros
visitantes florais, como abelhas, aves nectarivoras, mariposas € besouros, também sdo
registrados, atuando como polinizadores ocasionais ou secundarios (MELO, 2001). A
ocorréncia de visitantes diurnos, especialmente aves e insetos, amplia as possibilidades de
polinizacao da espécie (MELO, 2001). Essa diversidade de visitantes contribui para o aumento
do sucesso reprodutivo, especialmente por favorecer a polinizagao cruzada (GRIBEL; HAY,
1993).

A producdo de frutos apresenta variagdo interanual significativa, podendo ser
influenciada por fatores ambientais, disponibilidade de polinizadores e caracteristicas

fisiologicas da planta (VIEIRA et al., 2021).

2.3 Métodos de extracao de polen em espécies lenhosas

A extragdo eficiente de polen ¢ uma etapa fundamental em estudos de biologia
reprodutiva e em programas de melhoramento genético vegetal, pois a viabilidade do pdlen
influencia diretamente o sucesso da fecundacdo e a formacao de frutos (LIU et al., 2023).
Diferentes metodologias podem ser empregadas para a obten¢do de pdlen vidvel, sendo a
escolha do método dependente das caracteristicas morfologicas das flores e das anteras de cada
espécie (WAN et al., 2024).

Em espécies lenhosas, a extragdo pode ser realizada por meio da remog¢dao manual das
anteras ou pela coleta direta do polen liberado durante a antese. Apos a coleta, as anteras podem
ser submetidas a secagem controlada, processo que favorece a deiscéncia e a liberagao dos graos
de poélen, além de contribuir para a redugdo de impurezas (HINE-GOMEZ et al., 2019).

Procedimentos que minimizam danos mecanicos durante a manipulagdo das estruturas florais
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tendem a preservar melhor a integridade fisiologica dos graos de pdlen, favorecendo anélises

posteriores de germinagao e viabilidade polinica (SHIVANNA; RANGASWAMY, 1992).

2.4 Avaliacao da viabilidade polinica

A determinagdo do potencial germinativo do pdlen constitui etapa essencial em estudos
de biologia reprodutiva e em programas de melhoramento genético vegetal, uma vez que a
viabilidade e a capacidade de germinagdo estdo diretamente relacionadas ao sucesso da
fecundacdo (FRAGALLAH et al., 2019). Entre os métodos disponiveis, a germinagao in vitro
¢ amplamente utilizada por permitir a avalia¢ao direta da viabilidade do polen, bem como a
observagao do crescimento do tubo polinico em condig¢des controladas (PANDEY; KUMAR,
2013) (Figura 3).

Grao de pdlen

D

[

Tubo polinico

Figura 3: Germinacao in vitro de polen de pequi em meio de cultura, mostrando grao com
tubo polinico emitido. Aumento 100x

Fonte: Autora (2024).
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Nesse método, os graos de polen sdo incubados em meios de cultura contendo fontes de
energia e nutrientes que simulam as condi¢des do estigma floral, conforme proposto no meio
classico de germinacdo in vitro desenvolvido por Brewbaker e Kwack (1963). Esse meio,
geralmente composto por sacarose, acido borico e sais minerais, permite a germinagao dos graos
de polen e o crescimento do tubo polinico em condi¢des controladas. A composi¢cao do meio
influencia diretamente a germinag¢do e o crescimento do tubo polinico (BREWBAKER;

KWACK, 1963; FRAGALLAH et al., 2019).

A sacarose e 0 acido boérico s@o componentes amplamente utilizados em meios de
cultura para germinacgdo in vitro de pdlen. A sacarose atua como fonte de energia e regulador
osmotico, favorecendo a germinagdo dos graos de podlen, enquanto o acido bodrico estd
relacionado a sintese da parede celular do tubo polinico e ao transporte de agucares durante seu
crescimento. Dessa forma, ambos desempenham papel fundamental no processo germinativo,
influenciando diretamente a taxa de germinacdo e o desenvolvimento do tubo polinico
(FRAGALLAH et al., 2019; SHI et al., 2023).

Testes colorimétricos utilizando corantes vitais também podem ser empregados para
estimar a viabilidade polinica. Entre os principais métodos, destacam-se o uso de cloreto de
tetrazolio (TTC), que avalia a atividade respiratoria celular; fluoresceina diacetato (FDA),
baseada na integridade da membrana e atividade enzimatica; acetocarmim e orceina acética,
que coram o material nuclear; além de solugdes como lugol, que indicam a presenga de amido
nos graos de polen (ABDUL-BAKI, 1992; IMPE et al., 2020; BISWAS et al., 2020). Esses
corantes reagem com componentes celulares especificos, permitindo distinguir grios viaveis e
inviaveis por meio de alteragdes de coloracao. Entretanto, esses métodos podem superestimar
a viabilidade real, uma vez que graos de polen com citoplasma integro nem sempre apresentam

capacidade de germinacdo efetiva (SHIVANNA; RANGASWAMY, 1992; IMPE et al., 2020).

2.5 Conservacio e armazenamento de polen
A conservagdo de polen viavel por periodos prolongados representa ferramenta
importante em programas de melhoramento genético e conservagdo de recursos genéticos
vegetais, permitindo a realiza¢do de cruzamentos entre individuos com periodos de floracao
distintos e a manuten¢io de bancos de germoplasma (BARNABAS; KOVACS, 1997). A
eficiéncia do armazenamento esta relacionada ao comportamento fisiologico do polen,
previamente descrito na literatura, bem como as condi¢des de temperatura e umidade adotadas.

Diferentes estratégias tém sido empregadas, incluindo armazenamento em temperatura
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ambiente, refrigeracdo, congelamento e criopreservacdo, com resultados varidveis entre
espécies (NAGAR et al., 2023; TRAN et al., 2021). Para espécies do Cerrado, como C.
brasiliense, ainda ha lacunas quanto a defini¢do de protocolos eficientes de conservacao,
especialmente considerando suas particularidades ecologicas e fisiologicas.

A longevidade do pdlen durante o armazenamento depende de fatores como teor de
umidade, temperatura e condi¢des atmosféricas. Em geral, temperaturas reduzidas diminuem a
atividade metabdlica dos graos de polen, retardando processos de deterioragdo (BENSON,
2008).

O armazenamento refrigerado tem sido amplamente utilizado para conservacao de pdlen
em curto e médio prazo, uma vez que temperaturas em torno de 4 °C reduzem a atividade
metabolica dos graos e retardam a perda de viabilidade, embora ndo a impegam completamente
ao longo do tempo (CALIC et al., 2021). Em temperaturas de congelamento (~-20 °C), a
longevidade pode ser ampliada em algumas espécies, porém nem sempre ha aumento
significativo na viabilidade, podendo ocorrer danos associados a alteragdes fisico-quimicas
intracelulares (CALIC et al., 2021). Por outro lado, a criopreservagdo em temperaturas
ultrabaixas (-196 °C) permite a conservacao por longos periodos, pois praticamente interrompe
o metabolismo celular; entretanto, a formagao de cristais de gelo e o estresse osmotico podem
comprometer a integridade celular caso ndo sejam adotados protocolos adequados de

desidratacdo e congelamento (DU et al., 2025; REN et al., 2021).

3 MATERIAL E METODOS
3.1 Local de Estudo e Material Biologico

A pesquisa foi conduzida no municipio de Monte Carmelo, localizado na
mesorregido do Tridngulo Mineiro, estado de Minas Gerais (Figura 4). A regido estd inserida
no bioma Cerrado e apresenta coordenadas geograficas aproximadas de 18°43'30"S e
47°29'56"W. O clima predominante ¢ classificado como tropical de altitude (tipo Aw
segundo KoOppen), caracterizado por estagcdes bem definidas com verdo chuvoso e inverno
seco com precipitacdo média anual situa-se em torno de 1.400 a 1.600 mm, com temperatura

média anual proxima de 21 °C, com base nas normais climatologicas do INMET (2023).
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MONTE
CARMELO

Figura 4: Localizagdo geografica da area de estudo no municipio de Monte Carmelo, Minas

Gerais.

Fonte: Prefeitura Municipal de Monte Carmelo (2025).

Para as coletas, foram selecionados individuos adultos de C. brasiliense em estadio
reprodutivo ativo, distribuidos em fragmentos de Cerrado preservado nas areas urbana e
periurbana do municipio. Os critérios de seleg¢do incluiram: porte arboreo desenvolvido e
auséncia de sinais visiveis de estresse fisioldgico ou ataques patogénicos significativos. As

coletas foram realizadas apds obtencao de autorizacdo dos proprietarios das areas.

3.2 Avaliacao de métodos de extracio de pdlen
As atividades de campo foram programadas considerando a fenologia floral especifica
do pequi, que apresenta antese predominantemente noturna. As coletas foram realizadas as
9h, tanto botdes abertos quanto fechados.
Os métodos avaliados foram:
a) Anteras removidas com tesoura de precisdo (Figura 5A);
b) Anteras destacadas manualmente com pinga (Figura 5B);
c) Liberagdo natural: botdes florais fechados imersos em agua destilada até a antese,

seguida de coleta do polen liberado (Figura 5C e 5D)
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Figura 5: Métodos de extracdo de polen de Caryocar brasiliense testados. (A) Anteras
removidas com tesoura de precisdo; (B) Anteras destacadas manualmente com pinga; (C)
Liberagao natural: botdes florais fechados imersos em agua destilada até a antese; (D) coleta do

poélen liberado.

Fonte: Autora (2025).

A eficiéncia dos métodos foi avaliada com base em critérios qualitativos e

observacionais:

I.  Quantidade de pélen liberado: avaliagdo visual comparativa,
II.  Pureza da amostra: presenga de residuos indesejados (pedacos de antera, tecidos
florais);
III.  Viabilidade bésica: confirmagdo da capacidade germinativa do pdlen extraido por
meio de teste de germinagdo in vifro no meio previamente selecionado como 6timo

para a espécie (ver Secdo 3.4)

3.3 Selecao do meios de cultura para a germinacao in vitro
Foram testados cinco meios de cultura, amplamente utilizadas em estudos de

germinagdo in vitro de polen. Essas variagdes sdo frequentemente empregadas como
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modificagdes do meio classico proposto por Brewbaker e Kwack (1963), permitindo avaliar a
influéncia da concentragao de aglicares e micronutrientes sobre a germinagao € o crescimento
do tubo polinico (BREWBAKER; KWACK, 1963; PEREZ, 2017, NAGAR et al., 2023)
(Tabela 1).

Tabela 1: Composi¢do dos meios de cultura testados para germinagdo in vitro de polen de

Caryocar brasiliense

Meio  Sacarose Acido boérico Agar (%) Descri¢ao da formulacao
(%) (H3B03) (mM)

A 10 0 8 Controle com sacarose 10%

B 15 0 8 Controle com sacarose 15%

C 20 0 8 Controle com sacarose 20%

D 10 0,65 8 Sacarose 10% + baixa concentragao de
Borico

E 10 1,3 8 Sacarose 10% + alta concentragdo de
Borico

3.3.1 Preparo do meio de cultura e das l1Aminas

Os meios foram preparados com agar bacteriologico a 8% como agente solidificante,
autoclavados a 121°C por 15 minutos e mantidos em banho-maria a 50-55 °C para evitar
solidificacdo precoce. Com auxilio de pipeta, uma gota de meio foi depositada sobre cada
lamina de microscopia limpa, formando uma camada uniforme de aproximadamente 2 mm de
espessura. A solidificagcdo ocorreu em temperatura ambiente.

Uma pequena quantidade de pdlen foi depositada sobre a superficie do meio solidificado
com auxilio de um pincel fino esterilizado. As laminas foram acondicionadas em caixas de
acrilico, mantidas em temperatura ambiente (25 + 2 °C) e a germinagao foi avaliada as 2,4 e 6
horas apos o inicio da incubagdo. Considerou-se germinado o grao de polen que apresentou
tubo polinico com comprimento igual ou superior ao seu didmetro (SHIVANNA;
RANGASWAMY, 1992). Em cada avaliagdo, as laminas foram fotografadas utilizando
microscopio trinocular equipado com sistema de captura de imagens, marca Motic, com um
aumento de 40x.

O experimento foi montado em delineamento inteiramente casualizado, com cinco
tratamentos (meios), quatro repeti¢des, correspondentes a quatro campos microscopicos

distintos avaliados em cada lamina (Figura 6).
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Figura 6: Esquema representativo da metodologia de avaliacao temporal sequencial empregada
na analise dos meios de cultura.

Fonte: Autora (2026).

Para a caracterizagdo do desempenho germinativo, os dados foram submetidos ao
calculo da média aritmética das quatro repeticdes por tratamento. Embora tenham sido
avaliados intervalos de 2, 4 e 6 horas, optou-se pela padronizagdo das andlises em 4 horas de
incubagdo em todo o trabalho, tempo este suficiente para a emissdo e visualizagdo do tubo
polinico sem prejuizo a contagem individual. A porcentagem de germinacdo para cada

combina¢ao meio foi calculada mediante a formula:

G(%) = (%) X 100

T

Onde onde G representa a germinagao percentual, N, 0 namero de grdos germinados e
N, o total de graos avaliados naquela avaliagdo.

Os pressupostos da ANOVA (normalidade dos residuos e homogeneidade de variancias)
foram verificados, respectivamente, pelos testes de Shapiro-Wilk e Bartlett. Como os dados
originais ndo atenderam a esses pressupostos, optou-se pela transformacao arcseno da raiz
quadrada da proporg¢do (arcsen pp), onde pp € a propor¢do germinativa. Esta transformacao ¢
recomendada para dados percentuais, pois estabiliza a variancia e aproxima a distribuicao a

normalidade (PIMENTEL GOMES, 2009; ZAR, 2010).
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ApoOs a transformacgdo, os pressupostos foram reavaliados e atendidos, permitindo a
aplicacdo da analise de variancia (ANOVA). As diferengas entre as médias dos tratamentos
foram comparadas pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade, utilizando-se o

software R versdo 4.3.1.

3.4 Avaliacao do armazenamento e viabilidade do pdlen ao longo do tempo.
As condi¢des de armazenamento testadas foram (Figura 7):
1. Temperatura ambiente (25 £+ 2 °C);
2. Geladeira (8 = 1°C);
3. Freezer (—15+2 °C).

CONDICOES DE ARMAZENAMENTO TESTADAS

Temperatura Ambiente Geladeira | Freezer *

25°C + 2°C | Umidade ambiente 8°Cx2°C| Refrigeracao -15°C+2°C| Congelamento

Figura 7: Representagdo esquematica das trés condi¢des de armazenamento testadas no estudo.
Fonte: Autora (2026).

A escolha dessas condi¢des foi baseada em estratégias amplamente utilizadas na
literatura para conservac¢do de polen, que envolvem desde armazenamento em temperatura
ambiente até condigdes de refrigeracdo e congelamento, permitindo avaliar diferentes niveis de
reducio da atividade metabolica e seus efeitos sobre a viabilidade polinica (CALIC etal., 2021).
Além disso, essas condi¢cdes foram selecionadas por representarem métodos de facil acesso e
baixo custo, podendo ser reproduzidos em laboratdrios com infraestrutura basica, o que amplia

a aplicabilidade pratica dos resultados obtidos.

O polen utilizado foi extraido pelo método de liberagao natural (Sec¢do 3.2), selecionado

com base em testes preliminares. No primeiro ano experimental, foram avaliados diferentes
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métodos de extragao e meios de cultura, sendo adotado, no presente estudo, o método € o meio
(Meio E: 10% sacarose + 1,3 mM de 4cido borico) que apresentaram maior taxa de germinacao,
visando sua aplica¢do na avaliagdo do melhor método de armazenamento.

Para as andlises ao longo do tempo, o pdlen foi acondicionado em microtubos de
polipropileno (1,5 mL) (Figura 8A) e acondicionados em potes de 120ml (Figura 8B) e

armazenados conforme os tratamentos mencionados (Figura 7).

Figura 8: (A) microtubos contendo poélen; (B) acondicionamento dos microtubos para
armazenamento.

Fonte: Autora (2025).
3.4.1 Cronograma de avaliagoes

As avaliagdes de viabilidade foram realizadas em intervalos de tempo predefinidos ao
longo de um periodo de 131 dias apds a coleta. As andlises foram conduzidas inicialmente em
intervalos curtos (1 a 4 dias), progressivamente ampliados para intervalos semanais, quinzenais

e, finalmente, mensais.



24

Para avaliar a viabilidade do pdlen de C. Brasiliense sob diferentes condigdes de
armazenamento, foi utilizado delineamento inteiramente casualizado em arranjo fatorial 3 x 11,
sendo os fatores local de armazenamento com 3 niveis: temperatura ambiente (25 = 2 °C),
geladeira (8 = 1°C) e freezer (—15 £ 2 °C) e tempo de armazenamento com 11 niveis (11
periodos de avaliagdo distribuidos ao longo de 131 dias). Para cada combinagdo condi¢ao de
armazenamento x periodo, foram utilizadas quatro repetigdes. A avaliagdo foi realizada em uma
lamina por tratamento, com a viabilidade sendo calculada a partir da média de contagens feitas
em quatro campos microscopicos representativos, fotografados em cada lamina.

Para cada repeticdo, a porcentagem de germinagdo (G%) foi calculada conforme a
formula apresentada na Se¢do 3.4.2, considerando o niimero total de graos germinados (N, ) €
o numero total de graos contados (N;) nas quatro fotografias obtidas por lamina.

Os dados de porcentagem de germinag¢do do experimento de armazenamento foram

transformados (arcsen vz -+ 100 ) visando atender aos pressupostos de normalidade e
homogeneidade das variancias, conforme recomendado para dados de propor¢do (PIMENTEL-
GOMES, 2009). A transformagdo arcsen ¢ indicada para estabilizar a variancia em dados
proporcionais e aproximar a distribuicdo a normalidade, sendo amplamente utilizada na anéalise
de porcentagens (AHRENS et al., 1990; WARTON; HUI, 2011).

Ap0s a transformagao, os pressupostos foram verificados por meio do teste de Shapiro-
Wilk (normalidade) e do teste de Bartlett (homogeneidade). Como os residuos nao atenderam
aos pressupostos paramétricos mesmo apos a transformacao, optou-se por utilizar testes nao
paramétricos: o teste de Kruskal-Wallis para verificar diferencas entre os tratamentos, seguido
do teste de Dunn para comparagdes multiplas, com correcdo de Bonferroni (p<0,05). Além da
analise global, foram realizadas comparacdes entre as condi¢des de armazenamento em cada
tempo de avaliagdo de forma independente. Para isso, os dados foram particionados por periodo,
sendo aplicado, em cada tempo, o teste de Kruskal-Wallis, seguido do teste de Dunn (p < 0,05),
para comparagdes multiplas, com correcdo de Bonferroni (p<0,05). Essa abordagem
possibilitou identificar diferencas pontuais entre os tratamentos ao longo do tempo, permitindo
uma compreensdao mais detalhada da dindmica da viabilidade polinica durante o
armazenamento.

A magnitude das diferengas entre os tratamentos foi quantificada mediante a estatistica
Z do teste de Dunn. Este parametro representa o numero de desvios padrao que separam as
médias dos postos (ranks) dos grupos comparados, em uma distribui¢do normal padronizada.

Valores absolutos de Z superiores a 1,96 indicam diferencas estatisticamente significativas ao
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nivel de 5% (p < 0,05) em testes bicaudais (SIEGEL; CASTELLAN, 1988; FIELD, 2013). A
interpretagdo do sinal ¢ relevante: valores negativos denotam que o primeiro grupo da
comparacao apresenta postos inferiores, enquanto valores positivos indicam postos superiores.

Todas as andlises foram realizadas no software R 4.3.1, utilizando os pacotes stats

(Kruskal-Wallis) e dunn.test (teste de Dunn). (Figura 9)

1. Retirada das amostras| 2. Preparacio das laminas 3. Incubacio e 4. Analise das imagens
armazenadas documentagao g
e ),fb,o ‘
Grao % Grao nao
7 germinado germinado

4:00 horas 5
r 25°cj

camara de incubagéo

() Grao germinado
Meio de ¥ (com tubo)

cultura E

Polen de
Pequi

Ll

Figura 9: Protocolos de avaliagdo de viabilidade com diferentes meios de armazenamento com
tempo fixo de 4 horas de incubacao.

Fonte: Autora (2026).

3.4.2 Classificacdo da viabilidade do polen
Para uma analise descritiva complementar, os valores percentuais de germinacao in vitro
foram agrupados em trés categorias de viabilidade, conforme classificacdo utilizada em estudos
de conservacgao de polen em espécies frutiferas tropicais (ROCHA et al., 2023).
e Alta viabilidade: germinagdo > 70%;
e M¢édia viabilidade: germinagdo entre 31% e 69%;

o Baixa viabilidade: germinagao < 30%.

A categorizagdo visa facilitar a interpretacdo qualitativa do efeito das condi¢des de

armazenamento.

4 RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 Avaliacao dos métodos de extracido de pdlen
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Os trés métodos de extragdao de polen testados foram avaliados qualitativamente com
base nos critérios de quantidade de pdlen liberado, pureza da amostra e viabilidade basica
(conforme descrito na Sec¢do 3.3).

A extracao em flores abertas (métodos a e b) permitiu a obten¢ao de podlen viavel,
confirmado por testes de germinagao in vitro preliminares. No entanto, a quantidade de pdlen
disponivel nas flores coletadas por volta das 9h foi visualmente inferior. O horério de coleta foi
definido em funcdo da disponibilidade operacional para a realiza¢do das atividades de campo.
Essa observacao esta alinhada com a fenologia reprodutiva da espécie, que possui antese
noturna e ¢ polinizada predominantemente por morcegos (GRIBEL; HAY, 1993). Portanto,
flores abertas pela manha ja haviam passado pelo pico de liberagdo de pdlen e possivelmente
sofrido visitacdo dos polinizadores, reduzindo a reserva polinica disponivel para coleta.

Em contraste, o método de imersao de botdes florais fechados destacou-se em eficiéncia.
Este protocolo resultou na liberagdo de uma quantidade de pdlen visivelmente superior. A
extragdo por imersdo em agua promoveu a antese induzida e a deiscéncia das anteras em
condig¢des controladas, coletando o polen antes de qualquer perda natural ou interferéncia de
polinizadores, estratégia frequentemente utilizada em estudos de biologia reprodutiva para
garantir maior disponibilidade e viabilidade de graos de pélen (DU et al., 2025; SOUZA et al.,
2021). Além da maior quantidade, as amostras obtidas por este método apresentaram menor
contaminagao por residuos de tecidos florais. Embora a remog¢ao manual aparente maior volume
(Figura 10), trata-se principalmente de anteras intactas; ja o polen puro extraido por imersao
facilitou o manuseio e a preparacao para as avaliagdes subsequentes de germinacao.

Dessa forma, com base nos critérios observacionais de rendimento e qualidade da
amostra, o método de imersdo de botdes florais fechados foi considerado o mais eficiente para
extracdo de polen de C. brasiliense nas condigdes deste estudo, sendo adotado para fornecer o

material utilizado nas etapas experimentais seguintes.
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Figura 10 Polén extraido por diversos meios. (A) Anteras removidas com tesoura de precisio;
(B) Liberagao natural: botdes florais fechados imersos em agua destilada até a antese; (C)
Anteras destacadas manualmente com pinca

Fonte: Autora (2025).

4.2 Germinacio in vitro em diferentes meios de cultura
A germinacao do poélen fresco de pequi variou significativamente entre os meios de
cultura (Tabela 2). O meio E (10% sacarose + 1,30 mM é&cido borico) apresentou a maior
porcentagem de germinagdo (67,28 %), formando grupo estatisticamente isolado (a) pelo teste
de Tukey. Em ordem decrescente, o meio B (15% sacarose sem boro) obteve 30,46% de
germinagdo (grupo b), seguido pelo meio A (10% sacarose sem boro) com 12,78% (grupo bc).
Os menores valores ocorreram nos meios D (10% sacarose + 0,65 mM &cido borico) com 6,41%

e C (20% sacarose sem boro) com 3,35%, ambos no grupo c.
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Tabela 2: Germinagao in vitro de polen de Caryocar brasiliense em diferentes meios de cultura.

Meio Sacarose (%) Acido Bérico (mM)  Germinagio Média (%)  Grupo Tukey

E 10 1,3 67,28 a
B 15 0 30,46 b
A 10 0 12,78 bc
D 10 0,65 6,41 c
C 20 0 3,35 C

A superioridade do meio E refor¢a a importancia do acido bérico na germinagao polinica
do pequi. O boro atua como micronutriente essencial na formagao de ligagdes cruzadas de
pectinas na parede do tubo polinico, contribuindo para a integridade estrutural e elongagao
celular durante o processo germinativo (KHAN et al., 2021; FRAGALLAH et al., 2019). No
entanto, a germinacgdo observada no meio B (15% de sacarose e auséncia de boro) demonstra
que esse elemento ndo ¢ absolutamente indispensavel para a germinagao inicial, uma vez que a
sacarose desempenha papel fundamental como fonte de energia e regulador osmotico,
permitindo a ativagdo metabdlica dos graos de polen (FRAGALLAH et al., 2019; SHI et al.,
2023). A maior concentragdo de sacarose no meio B pode ter compensado parcialmente a
auséncia de boro, resultando em uma taxa intermediaria de germinacdo. Por outro lado, a
presenca de boro no meio E (1,30 mM) promoveu incremento expressivo na germinagao,
indicando sua atuagdo na organizacdo da parede celular e no transporte de acucares, fatores
essenciais para o crescimento eficiente do tubo polinico (CASTILLO et al., 2022; SHI et al.,
2023). Esse padrao tem sido observado em diferentes espécies, nas quais a sacarose sustenta a
germinag¢do inicial, enquanto o acido borico otimiza o desenvolvimento do tubo polinico e
aumenta a eficiéncia do processo germinativo (FRAGALLAH et al., 2019; CASTILLO et al.,
2022).

A concentragdo de sacarose também influenciou significativamente a germinagdo. O
meio C (20% de sacarose, sem boro) apresentou o menor indice (3,35%), indicando que
concentragdes elevadas podem inibir o processo. Altos teores de sacarose elevam o potencial
osmotico do meio, dificultando a absor¢do de agua pelo grao de polen e comprometendo a
germinagdo e o crescimento do tubo polinico (DUMONT-BEBOUX et al., 1999; SHI et al.,
2023). A sacarose, embora essencial como fonte de carbono, também atua como regulador
osmotico, sendo que concentragdes intermedidrias favorecem a germinagdo, enquanto
concentracdes elevadas podem causar efeitos inibitorios (SHI et al., 2023). Nesse contexto, a
concentragdo de 10% mostrou-se mais adequada para a espécie, proporcionando melhor

equilibrio entre disponibilidade energética e condi¢des osmoticas.
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A combinac¢do de 10% de sacarose com 1,30 mM de acido borico (meio E) proporcionou
condigdes Otimas para a germinacdo. Essa sinergia entre fonte de carbono e micronutriente
essencial ¢ fundamental para o processo germinativo, uma vez que a sacarose fornece energia
e regula o potencial osmotico, enquanto o boro atua diretamente no crescimento do tubo
polinico. Esse comportamento ¢ amplamente descrito em estudos de germinacdo in vitro de
espécies frutiferas e florestais, nos quais a combinagao desses esses dois componentes promove
maior germinacao e elongacao do tubo polinico (FRAGALLAH et al., 2019; SHI et al., 2023;
LI et al., 2023).

4.3 Viabilidade polinica durante o armazenamento
A andlise estatistica dos dados de viabilidade ao longo dos 131 dias de armazenamento
revelou diferencas significativas entre as condicdes testadas. O teste de Kruskal-Wallis indicou
efeito global altamente significativo da condicdo de armazenamento sobre a viabilidade
polinica (3> = 51,735; p <0,001). As comparagdes multiplas realizadas pelo teste de Dunn com
correcdo de Bonferroni evidenciaram padroes distintos entre os tratamentos, estabelecendo um

ranking de eficiéncia liderado pela refrigeracao (Tabela 3).

Tabela 3: Comparacdo multipla (teste de Dunn) da viabilidade polinica média de Caryocar

brasiliense entre diferentes condigdes de armazenamento ao longo de 131 dias.

Comparagio Valor 7 p-valor Viabilidade Média  Diferenca

ajustado* (%) (%)
Freezer (-15°C) vs. Geladeira -1,981 0,14265 26,3 vs. 35,5 -9,2
(8°C)
Freezer (-15°C) vs. 4,997 1,74x10°° 26,3 vs. 8,5 17,8
Temperatura Ambiente
Geladeira (8°C) vs. 6,979 8,93x10712 35,5vs. 8,5 27

Temperatura Ambiente

*p-valores ajustados pelo método de Bonferroni; diferenga significativa quando p < 0,05.

As comparagdes multiplas realizadas pelo teste de Dunn com correcao de Bonferroni
demonstraram que tanto a geladeira (8 °C) quanto o freezer (-15 °C) apresentaram viabilidade
significativamente superior a temperatura ambiente (p < 0,05). A geladeira apresentou
viabilidade média de 35,5%, sendo aproximadamente 27,0% superior a temperatura ambiente
(8,5%), enquanto o freezer apresentou média de 26,3%, com diferencga de 17,8% em relacdo ao

ambiente. Nao foi observada diferencga estatisticamente significativa entre geladeira e freezer
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(p=0,14265), embora a geladeira tenha apresentado maior valor médio, configurando-se como
mais indicada para conservagao.

A dindmica da viabilidade polinica ao longo do tempo pode ser visualizada na Figura
11, na qual se observam padrdes distintos entre as condigdes de armazenamento. A temperatura
ambiente apresentou rapida reducdo da viabilidade, com queda acentuada ao longo dos dias,
atingindo valores proximos de zero em periodos mais avangados. Em contraste, a geladeira (8
°C) manteve valores mais elevados e relativamente estaveis durante todo o periodo
experimental, evidenciando maior conserva¢dao do potencial germinativo. O freezer (-15 °C),
por sua vez, apresentou comportamento intermedidrio, com oscilagcdes ao longo do tempo e

tendéncia de reducao da viabilidade.

Evolucao da viabilidade polinica ao longo do tempo
Areas: Verde=Alta (>70%). Laranja=Média (30-69%). Vermelho=Baixa (<30%)
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Figura 11 Viabilidade polinica (germinagdo in vitro em %) de Caryocar brasiliense
armazenado em trés condi¢des (Temperatura Ambiente ~25 °C, Geladeira ~8 °C e Freezer ~-
15 °C) ao longo de 131 dias. Pontos representam a média + erro padrdo. Linhas conectam as
médias:

Fonte: Autora (2026).

A andlise das diferencas entre as condi¢des em cada tempo de avaliagdo demonstrou
que o efeito do armazenamento ndo foi constante ao longo do periodo experimental. Nos tempos
iniciais (1, 15 e 33 dias), ndo foram observadas diferencas significativas entre as condi¢des (p
> 0,05), indicando comportamento semelhante da viabilidade polinica nesse periodo. Em
contrapartida, diferengas significativas foram detectadas nos tempos 4, 8, 43, 57, 71, 78, 100 e

131 dias (p < 0,05), evidenciando que o efeito das condi¢cdes de armazenamento se torna mais
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pronunciado com o avango do tempo. Os valores de p obtidos para cada tempo de avaliagdo, a
partir do teste de Kruskal-Wallis, estdo apresentados na Tabela 4, na qual € possivel observar a

distribuicao das diferencas estatisticas entre as condigdes ao longo do periodo experimental.

Tabela 4: Resultado do teste de Kruskal-Wallis para comparagdo da viabilidade polinica entre
condi¢des de armazenamento em cada tempo de avaliagcdo. * Siginificativo p < 5% de

significancia, NS Nao significativo p > 5% de significancia.

Tempo (dias) p-valor
1 0,9668N5
4 0,0244*
8 0,0488*
15 0,5836 ™

33 0,4724 NS
43 0,0241*
57 0,0234*
71 0,009*
78 0,0106*
100 0,0201*
131 0,0182*

As oscilagdes observadas na viabilidade polinica ao longo do tempo podem estar
associadas a variabilidade amostral e a fatores experimentais, como condi¢des ambientais no
momento das avaliacdes. Os elevados coeficientes de variacdo observados em determinados
periodos reforcam essa interpretacdo. No entanto, a analise de regressdo evidenciou uma
tendéncia geral de declinio da viabilidade, indicando que tais oscilagdes ndo representam
aumento real da viabilidade polinica, mas sim varia¢do inerente ao processo experimental.

As comparag¢des multiplas realizadas para cada tempo de avaliagdo indicaram que,
embora a temperatura ambiente tenha apresentado valores inferiores de viabilidade, as
diferengas mais relevantes para a interpretacdo do armazenamento concentram-se na
comparacao entre as condi¢des refrigeradas.

De modo geral, ndo foram observadas diferencas estatisticamente significativas entre
geladeira (8 °C) e freezer (-15 °C) em nenhum dos tempos avaliados (p > 0,05) demonstrados
na tabela 5, indicando desempenho semelhante entre essas duas condi¢des ao longo de todo o
periodo experimental. Esse resultado sugere que ambas as estratégias de armazenamento sao
eficazes na manutencdo da viabilidade polinica, sem evidéncia estatistica de superioridade

consistente de uma em relagdo a outra.
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Tabela 5: Comparacao da viabilidade polinica entre geladeira (8 °C) e freezer (-15 °C) ao longo
dos tempos de avaliagdo, com base no teste de Dunn (p-ajustado de Bonferroni). ™ Nio

significativo a p > 0,05 de significancia.

Tempo (dias) Z p-ajustado
4 0,196 1,0000 NS

8 -1,079 0,8420 NS

43 -0,196 1,0000 N8

57 -0,692 1,0000 N8

71 -1,223 0,6640 NS

78 -1,198 0,6930 N8

100 -0,399 1,0000 N

131 -0,599 1,0000 N

Apesar da auséncia de diferencas significativas, observa-se, de forma descritiva, que a
geladeira apresentou valores médios ligeiramente superiores ao freezer em diversos periodos,
especialmente a partir de 43 dias, indicando tendéncia de maior estabilidade da viabilidade ao
longo do tempo.

A tendéncia temporal da viabilidade polinica sob diferentes condi¢des de
armazenamento foi avaliada por meio de regressao linear, permitindo identificar o padrao geral

de variacdo ao longo do periodo experimental (Figura 12).
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Figura 12: Tendéncia de variagdo da viabilidade polinica (%) de Caryocar brasiliense ao longo
de 131 dias sob diferentes condi¢cdes de armazenamento. As linhas representam o ajuste de
regressao linear para cada condigao.

Fonte: Autora (2026).

A andlise de regressdo evidenciou padrdes distintos entre as condigdes de
armazenamento. A temperatura ambiente apresentou tendéncia significativa de declinio da
viabilidade polinica ao longo do tempo (p < 0,001), com taxa média de redugao de 0,197% ao
dia, caracterizando rapida deterioragdo do material.

O freezer (-15 °C) apresentou tendéncia de declinio de menor magnitude (-0,096% ao
dia), porém sem significancia estatistica (p = 0,142), indicando comportamento intermediario e
maior estabilidade em comparacao a temperatura ambiente.

Ja a geladeira (8 °C) apresentou coeficiente angular positivo (0,026% ao dia), sem
significancia estatistica (p = 0,660), indicando auséncia de tendéncia linear ao longo do tempo.
Considerando que biologicamente a viabilidade polinica ndo apresenta aumento durante o
armazenamento, esse resultado ¢ atribuido a variabilidade experimental dos dados, sendo
interpretado como manutengdo da viabilidade ao longo do periodo avaliado.

De forma geral, os resultados da regressdo corroboram as andlises anteriores,
evidenciando que a temperatura ambiente promove declinio acentuado da viabilidade polinica,

enquanto as condi¢des refrigeradas apresentam maior estabilidade ao longo do tempo. Esse
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comportamento reforca a eficiéncia da reducao da temperatura como estratégia para retardar a
deterioragdo do podlen.

Imagens representativas ilustram qualitativamente os padrdoes médios de germinagdo
observados. Na amostra refrigerada a 8 °C (Figura 12), a densidade de graos germinados e o
alongamento dos tubos polinicos correspondem aos valores médios de viabilidade mantidos
nesta condigdo. O congelamento a -15 °C (Figura 13) apresenta germina¢do menos abundante,
refletindo a capacidade germinativa reduzida caracteristica desta condi¢do. A temperatura
ambiente a 25 °C (Figura 14) mostra o padrao tipico de deterioragdo, consistente com a perda

de funcionalidade observada quantitativamente apds 131 dias.
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Figura 13 Representacdo micrografica (40X) da germinagao in vitro de pélen de Caryocar
brasiliense armazenado em Geladeira (8°C), apds 131 dias de armazenamento.

Fonte: Autora (2026).
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Figura 14 Representacdo micrografica (40X) da germinagao in vitro de pélen de Caryocar
brasiliense armazenado em Freezer (-15 °C), apos 131 dias de armazenamento.

Fonte: Autora (2026).
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Figura 15 Representacdo micrografica (40X) da germinagdo in vitro de polen de Caryocar
brasiliense armazenado em Temperatura ambiente (~25 °C) apds 131 dias de armazenamento.

Fonte: Autora (2026)
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A selecdo de imagens com contagens proximas as médias observadas permite
visualiza¢do dos padrdes morfoldgicos caracteristicos de cada condi¢do de armazenamento,
validando qualitativamente as diferengas quantitativas. Esta correspondéncia entre aparéncia
microscopica e desempenho germinativo refor¢a a confiabilidade dos protocolos de avaliagao

estabelecidos.

5 CONCLUSOES

Com base na analise integrada dos resultados obtidos ao longo de 131 dias de
experimentacdo, confirma-se a eficiéncia dos protocolos estabelecidos para o manejo do polen
de Caryocar brasiliense, atendendo aos objetivos propostos de otimizagdo da extracao,
avaliagdo e conservacao do germoplasma.

A técnica de extracdo por imersdo de botdes florais fechados demonstrou maior
eficiéncia operacional, proporcionando maior rendimento e pureza das amostras. Essa
metodologia apresenta vantagem estratégica ao permitir a coleta do pdlen antes da antese
natural e da atuagao de polinizadores, superando limitagdes associadas a fenologia reprodutiva
da espécie.

Na avaliagdo do potencial germinativo, o meio de cultura contendo 10% de sacarose e
1,3 mM de 4cido borico (Meio E) apresentou o melhor desempenho, com germinagdo média de
67,28%. Esse resultado evidencia a importancia da interacdo entre fonte de carbono e
micronutrientes na germinacao polinica, destacando o papel do acido borico no crescimento do
tubo polinico e na eficiéncia do processo germinativo.

Em relagdo ao armazenamento, observou-se que a reducdo da temperatura contribui
significativamente para a manuteng¢ao da viabilidade polinica ao longo do tempo. A temperatura
ambiente apresentou rapido declinio da viabilidade, enquanto as condigdes refrigeradas
promoveram maior estabilidade dos graos de polen durante o periodo experimental.

A andlise estatistica indicou superioridade das condigdes refrigeradas em relagdo a
temperatura ambiente (p <0,001). Entretanto, ndo foram observadas diferencas estatisticamente
significativas entre geladeira (8 °C) e freezer (-15 °C) (p = 0,05), indicando equivaléncia entre
essas condi¢oes. Ainda assim, a geladeira apresentou, de forma descritiva, maior estabilidade e
valores médios ligeiramente superiores ao longo do tempo, além de representar uma alternativa
mais simples e acessivel para aplicagdo pratica.

A andlise de regressdo corroborou esses resultados, evidenciando declinio significativo

da viabilidade em temperatura ambiente, enquanto as condi¢des refrigeradas apresentaram
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auséncia de tendéncia acentuada de reducao, caracterizando maior estabilidade ao longo do
periodo avaliado.

Dessa forma, os protocolos definidos neste estudo — extracao por imersao de botdes
florais, germinacdo em meio contendo 10% de sacarose ¢ 1,3 mM de 4acido borico e
armazenamento sob refrigeragdo — constituem uma abordagem eficiente, de baixo custo e
aplicabilidade pratica. Esses resultados contribuem para o avango do conhecimento sobre a
biologia reprodutiva de Caryocar brasiliense e fornecem subsidios técnicos para programas de

melhoramento genético, conservagao e uso sustentavel de espécies nativas do Cerrado.
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