Q:: Faculdade de Ciéncias da Educacéo e Saude - FACES
UmiCEUB Curso de Bacharel em Ciéncias Biol6gicas

Gabriel Rocha Rozendo Pinto

UTILIZACAO DE TESTE HISTOQUIMICO PARA DETERMINAR A
VIABILIDADE DE GRAOS DE POLEN DA ESPECIE Passiflora setacea DURANTE
A ANTESE FLORAL.

Brasilia
2012



UTILIZACAO DE TESTE HISTOQUIMICO PARA DETERMINAR A
VIABILIDADE DE GRAQOS DE POLEN DA ESPECIE Passiflora setacea DURANTE
A ANTESE FLORAL.

TESTE HISTOQUiMICO PARA DETERMINAR A VIABILIDADE DE GRAOS DE
POLEN DE Passiflora setacea.

Gabriel Rocha Rozendo Pinto®, Andrea Marilza Libano?.
RESUMO

O maracujazeiro € representante da ordem Passiflorales, familia Passifloraceae, os quais
estdo distribuidos em 12 géneros. A espécie Passiflora setacea, também conhecida
como Maracuja-do-sono, é exemplo de cultivo experimental voltado ao melhoramento
genético e a utilizacdo da mesma como porta-enxertos devido a presenca de substancias
quimicas com potencial resisténcia a moléstias e a morte precoce. No Distrito Federal, a
antese dessa espécie inicia-se por volta das 19h e a flor permanece aberta até a manha
do dia seguinte. Neste trabalho investigou-se a melhor opcdo de corante para teste
histoquimico com os grdos de pdlen da referida espécie e verificou-se a taxa de
viabilidade em quatro tempos distintos pds-antese dos mesmos. A coleta do material
biolégico ocorreu em um plantio experimental em Planaltina-DF, das 20 horas as 2
horas do dia seguinte em intervalos de 2 horas, e os grdos foram imediatamente
armazenados em tubos de eppendorf, previamente preparados com os corantes: Solugédo
de Alexander e Carmim Acético (5%). Para o teste histoquimico, os grdos armazenados
foram colocados em placas de petri e posteriormente analisados em Microscépio. Para
verificar a taxa de viabilidade dos gréos, usou-se o teste de Kruskal-Wallis no software
Bioestat 5.3®. Foi percebido que a Solucdo de Alexander corou o pdélen com maior
eficiéncia do que o Carmim Acético, podendo ser considerado a melhor opgao para esta
espécie. E que a taxa de viabilidade do podlen é classificada com alta apesar do
decréscimo ao longo da antese floral.

PALAVRAS-CHAVE: Viabilidade Polinica. Grdo de pdlen. Passiflora setacea.
Corante. Maracuja. Solugdo de Alexander.
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USE OF HISTOCHEMICAL TEST TO DETERMINE THE VIABILITY OF
Passiflora setacea’s POLLEN THROUGHOUT THE ANTHESIS.

ABSTRACT

The passion fruit is representative of the family Passifloraceae, Passiflorales order. The
species Passiflora setacea, also known as sleeping-Passion fruit, is an example of
experimental cultivation returned to the breeding and use of same as rootstocks due to
the presence of chemicals with potential resistance to disease and early death. In the
Federal District, the flowering of this species starts around 19h and the flower remains
open until the following morning. In this paper we investigated the best option for dye
histochemical test with the pollen of that species and found the rate of viability in four
different time points post-anthesis them. The collection of biological material occurred
in an experimental planting in Planaltina-DF, from 8 pm to 2 am at intervals of two
hours, and the grains were immediately stored in Eppendorf’s tubes previously prepared
with dyes: Alexander Solution Acetic Carmine (5%). For histochemical test, stored
grain were placed in petri dishes and subsequently analyzed in a microscope. To check
the viability rate of the grains, we used the Kruskal-Wallis test on the software BioStat
® 5.3. It was noticed that the solution Alexander blushed pollen more efficiently than
acetic carmine being considered the best option for this species. And the rate of pollen
viability is classified with high despite declining throughout anthesis.

KEY-WORDS: Pollen viability. Pollen grain. Passiflora setacea. Dye testing. Passion
fruit. Solution of Alexander.



1. INTRODUCAO

O maracujazeiro é representante da ordem Passiflorales, familia Passifloraceae,
0s quais estdo distribuidos em 12 géneros nas regides tropicais e temperadas quentes da
América, Africa e Asia (Bernacci et al., 2003). Quanto ao nimero de espécies, ha na
literatura a estimativa em torno de 500 a 600 espécies (Escobar, 1988; Bernacci et al.,
2003). Na América Latina, a familia Passifloraceae, € representada por cinco géneros:
Tetrastylis, Ancistrotryrsus, Mitostemma, Dilkea e Passiflora L. Este ultimo é o que
possui mais representantes, cerca de 400 espécies (Cervi, 1997). Ja no Brasil, ha a

presenca de representantes dos géneros: Dilkea e Passiflora L (Costa et al., 2009)

O género Passiflora L compreende as trepadeiras herbaceas ou lenhosas,
apresentando-se como ervas e arbustos de hastes cilindricas ou quadrangulares,
angulosas, suberificadas, glabras ou pilosas (Costa et al., 2009). E o0 mais representativo
em ndmero de espécies e com maior importancia comercial no Brasil (Cervi &
Linsingen, 2008). As diferentes espécies desse género sdo cultivadas comercialmente
com intuitos distintos: utilizacdo na industria alimenticia e extracdo de principios ativos
presentes em suas folhas e ramos para posterior utilizacdo como farmacos e cosméticos
(Silva et al., 2005)

E uma fruta bastante popular no Brasil, pelo motivo de seu fruto ser comestivel
— consumido in natura, forma de suco e geleia e etc. — e ter elevado valor nutricional.
As folhas possuem propriedades farmacoldgicas, substancias sedativas e hipnéticas, as
quais sdo utilizadas, por exemplo, em tratamento de disfungdes nervosas e histerismos
(Faleiro et al., 2005). Alem da sua crescente utilizagdo como plantas ornamentais
devido a grande variedade genética que a familia Passifloraceae possui, como por

exemplo, a diversidade de tamanho e coloragdo da flor (Cruz, 2008).

A cultura do maracuja difundiu-se a partir da década de 70 no Brasil e evoluiu
rapidamente colocando-a entre umas das principais culturas do pais (Roncatto et al.,
2004). No ano de 2010, a producéo ocupou o oitavo lugar em valor de producdo em
escala municipal, a qual estd presente em praticamente todos os estados da unido
(IBGE, 2010), sendo na Bahia, Ceara, Sergipe, Para, Sdo Paulo e Minas Gerais 0s

principais pontos de plantio (Bruckner, 2000; Melleti et al., 2005).



Apesar da grande diversidade de espécies existentes, a cultura do maracuja em
escala comercial esta restrita a poucas espécies. A mais difundida é a cultura do
maracuja-azedo — Passiflora edulis Sims f. flavicarpa Deg —, a qual é responsavel pela
grande maioria da producdo brasileira (Melleti et al., 2005), devido a qualidade dos
frutos, a divulgagdo entre os consumidores e ao incentivo da agroindustria (Bernacci et
al., 2003). Outra espécie que é cultivada, ainda em menor escala, é a Passiflora alata
Curtis, conhecida popularmente como maracuja-doce. Esta é considerada nativa do
Brasil e seu cultivo ndo sé visa o mercado de frutas frescas como o de plantas
ornamentais (Madureira et al., 2005). A lavoura desta espécie vem se expandindo
devido ao melhor preco do produto no mercado quando comparado ao preco da

Passiflora edulis Sims (Bernacci et al., 2003).

Ha também outras espécies que ocupam menor espaco nas lavouras nacionais —
Passiflora setacea, Passiflora cincinatta, Passiflora caerulea, Passiflora incarnata,
Passiflora maliformis entre outras —, contudo, para os seus cultivos tem sido utilizado
voltado ao melhoramento genético, por estas espécies possuirem maior resisténcia as
pragas, doencas, morte precoce, mais facilidade de adaptacdo as condi¢des climaticas
adversas, maior concentracdo de substancias de interesse da industria farmacéutico
(Melleti et al., 2005) e alimentar (Costa et al., 2008). Por esta série de beneficios
inerentes as especies silvestres é necessario foco maior no desenvolvimento de
pesquisas no mérito da caracterizacdo agrondmica, reprodutiva e molecular dessas

especies (Faleiro et al., 2005).

Dentre as espécies, destaca-se o cultivo experimental de Passiflora setacea,
também conhecida pelo nome popular maracuja-do-sono. Os trabalhos realizados com
estd espécie ainda sdo poucos, e, geralmente, sdo direcionados ao melhoramento
genético e a utilizacdo da mesma como porta-enxertos devido a presenca de substancias
quimicas com potencial resisténcia a moléstias e a morte precoce (Santos et al., 2005).
Outras caracteristicas também s&o encontradas na bibliografia, tais como a presenga, em
suas folhas e frutos, de substancias com propriedades calmantes e soniferas (Costa et
al., 2008), fato que pode ser relevante para a producdo em escala comercial desta
especie. No Distrito Federal, a antese — é 0 ato de abertura da flor — dessa espécie inicia-

se por volta das 20h e a flor permanece aberta até a manhd do dia seguinte, com



algumas flores encontradas em fechamento no final da manha. A espécie possui como

provaveis polinizadores morcegos e mariposas (Junqueira et al., 2005).

As flores do género Passiflora sdo grandes, vistosas e possuem o pdlen pesado e
pegajoso fato que dificulta a acdo do vento como polinizador, os individuos da familia
Passifloraceae sdo plantas aldgamas por exceléncia, logo, necessitam de algum agente
polinizador para reproduzirem-se (Bruckner et al., 2005), por isso dependem de
polinizacdo cruzada para o aumento da taxa de frutificacdo (Costa et al., 2009) e
possuem autoincompatibilidade — ndo germinam com o préprio grdo de polen — do tipo
homomorfica e esporéfita (Bruckner et al., 2005). Contudo, ha na bibliografia descricdo
de espécies desta familia que sdo autocompativeis — Passiflora tenuifila, Passiflora
elegans, Passiflora capsularis, Passiflora villosa, Passilfora suberosa e Passiflora
foetida — (Junqueira et al., 2005). A autoincompatibilidade € um mecanismo importante
para a determinacdo da alogamia, pois impede que plantas produtoras de gametas
masculino e feminino produzam sementes quanto autofecundadas (Bruckner et al.,
2005).

A autoincompatibilidade é uma caracteristica reprodutiva importante a ser
estudada no melhoramento genético do maracuj, porque para atingir uma maior
eficiéncia na polinizacdo e producdo de frutas é necesséario que as plantas tenham
suficiente diversidade genética em relacdo a esta caracteristica, caso contrario a
producdo de sementes ndo ocorrera (Bruckner et al., 2005). Consequentemente para
aumentar a producdo em escala comercial da Passiflora setacea devera ocorrer o
desenvolvimento de mais pesquisas ndo s6 no ambito dos aspectos agronémicos, como
também nas informacdes da biologia reprodutiva da especie. Caracteristicas como a
viabilidade da estrutura reprodutiva, dentre elas a viabilidade do grdo de pélen (Ramos
et al., 2005).

Pelo fato das espécies de maracuja, em sua maioria, serem autoincompativeis e
apresentarem problemas na hibridizacdo interespecifica — dificuldades de cruzamento
com individuos de outra espécie — (Bruckner et al., 1995 apud Costa et al., 2009), as
pesquisas que visem aferir a viabilidade do grdo de pélen, daquelas espécies, sdo muito
importantes tanto para 0 melhoramento genético e maximizacdo da producédo de frutos

quanto para a producdo de hibridos ornamentais e principalmente para a polinizacéo



cruzada entre os individuos (Bernacci et al., 2005), visto a importancia econémica que
tais atividades representam. No caso do maracuja-azedo em &reas com grande producao
— mais de 3000 plantas —, € necessario a realizacdo de polinizacdo manual. Em ambito
de producdo comercial com espécies nativas, a possivel necessidade de polinizacdo
manual ndo pode ser descartada, visto que a densidade de agentes polinizadores naturais
ndo é suficiente para suportar a magnitude da producgéo (Junqueira, 2001).

Para a maximizacdo da producdo dessa frutifera e para a hibridizacdo de
espeécies, onde exista esta possibilidade, é fundamental a importancia do conhecimento
da viabilidade do polen (Jesus et al., 2010). Assim, para testar a viabilidade polinica é
interessante identificar o melhor horério para coleta do grdo, visando aquele em que o
polen ira ter sua viabilidade maxima (Costa et al., 2009). E importante salientar que, em
geral, o poélen colhido a partir de flores em um bom estadio de desenvolvimento possui
uma boa viabilidade, dispensando o teste de viabilidade, contudo, muitas vezes ocorre
do polen ser conseguido, pelo pesquisador, através de intercambios, fato que justifica o
teste antes do uso (Einhardt et al., 2006). Outro fator que justifica a importancia do teste
da viabilidade polinica é a duracdo da mesma pds-antese floral, pois, mesmo na
presenca de polinizadores em abundancia, para o desenvolvimento de frutos contendo
muitas sementes, é necessario que um ndmero alto de grdos de polen vidveis sejam

depositado no estigma da flor (Teixeira, 1995 apud Hoffmann et al., 2000).

H& quatro métodos utilizados para aferir a viabilidade polinica, sdo elas:
germinacdo in vitro, coloracdo histoquimica, germinacdo in vivo e porcentagem de
frutificacéo especifica (Galleta, 1983 apud Costa et al., 2009 ). Eventualmente, grdos de
polens, de um mesmo individuo, testado em metodologias diferentes seréo encontrados
resultados diferentes, pois nenhum destes testes € completamente satisfatorio. Assim,
grdos considerados viaveis em um dos testes, em contrapartida poderdo ser
considerados inviaveis quando testado por outro método (Stanley & Linskens, 1974
apud Einhardt et al., 2006).

Teste que utilizam a coloragdo histoquimica sdo comumente utilizados para a
verificacdo de viabilidade de grdos de pdlen devido ao baixo custo envolvido na
preparacdo do ensaio e a rapidez com que sdo obtidos os resultados (Lins et al., 2010).

Apesar desses fatores, este tipo de método é conhecido por superestimar a porcentagem



de germinacdo dos polens. Alguns corantes sdo mais utilizados que outros, tais como o
sal de Tetrazolio, Solucdo de Lugol, Solucdo de Alexander e Carmim Acético (Einhardt
et al., 2006). A Solucdo de Alexander é um corante que distingue bem os grdos viaveis
dos inviaveis nas maiorias das angiospermas (Damasceno Junior et al., 2008), o
Carmim Acético também é muito utilizado em analises de rotina de laboratorios,

contudo hé algumas limitagdes na reacdo com algumas espécies (Zanotto et al., 2009).

O presente trabalho teve como objetivo estabelecer protocolo de verificacdo de
viabilidade de grdo de pdlen, pelo método de coloracdo histoquimica, para a espécie
Passiflora setacea, variedade BRS Pérola do Cerrado do programa de melhoramento da
Embrapa Cerrados. E verificar variacbes na viabilidade pos-antese de flores em um

cultivo experimental na cidade de Planaltina-DF.
2. METODOLOGIA
Coleta do material biolégico

O material biol6gico estudado foi coletado em um plantio experimental de
Passiflora, da EMBRAPA Cerrados, variedade BRS Pérola do Cerrado do programa de
melhoramento da empresa supracitada. Localizado em uma fazenda particular no nucleo
rural do Pipiripau, em Planaltina-DF. Na coleta foi utilizada pinga de laboratério, para a
retirada das anteras das flores e 24 tubos de eppendorf, previamente preparados com
corantes de Solucdo de Alexander (SA) e Carmim Acético 5% (CA).

A coleta foi dividida em quatro momentos, iniciada na antese da flor as 20h e
finalizada as 2h. De 2h em 2h foram coletadas seis anteras de trés flores de plantas
diferentes, logo duas de cada flor. Sendo utilizado um total de seis tubos de eppendorf,
trés tubos de cada corante em cada momento. Depois de retiradas das flores, as anteras

foram imediatamente armazenadas nos tubos ja com o0s corantes.
Teste de coloracéo histoquimica

Para a coloracéo histoquimica utilizou-se os corantes SA e CA ja supracitados,
pois estdo entre os mais utilizados para este tipo de teste em laboratorios, estando

presentes na grande maioria dos testes utilizados na bibliografia deste trabalho.

Teste de viabilidade do gréo de pdlen



Em laboratdrio foi colocado uma gota do material que estava no eppendorf em
laminas de vidro e fechado o conjunto com laminulas de 24x24mm - totalizando 24
laminas — para posterior contagem de grédos de pdlen viaveis e inviaveis com auxilio de
microscopio optico na objetiva de 40x e contador de células. Para a contagem dos graos
de pdlen viaveis e inviaveis a area da lamina foi dividida a cada 0,5mm, e foram
sorteados, pelo método de numeros aleatdrios, dez pontos em cada lamina, os quais

foram percorridos contando grédos viaveis e ndo viaveis e contabilizando-os.

No momento da contabilizacdo da viabilidade polinica, foi levado em
consideracdo informacgOes presente na bibliografia levantada para o trabalho, a qual
relata que o corante SA reage com a parede celular e protoplasma do gréo de polen,
refletindo a cor parpura para células viaveis e a cor verde para células inviaveis. Ja o
corante CA reage com os cromossomos da célula, refletindo a cor vermelha para as
viaveis e as inviaveis ndo reagem, logo ndo ficam coradas. (Hoffman & Varassin,
2012).

Além da coloracdo, foram considerados grdos de pdlen viaveis aqueles cujo
protoplasma apresentava-se de forma integra, sem deformacédo. Os inviaveis, 0s graos
de pélen deformados, colapsados, rompidos e os grdos de pdlen muito pequenos em
relagcdo aos demais, com pouco protoplasma e exina fina, sendo aqui considerados como

desenvolvimento incompleto.
Analise estatistica da viabilidade do gréo de pdlen

A analise estatistica da viabilidade do grdo de pélen foi realizada pelo Teste de
Kruskal-Wallis (a = 0,05) por posto, presente no software Bioestat 5.3®. Este teste é
uma alternativa ndo-paramétrica utilizada para comparar amostras aleatorias
independentes e decidir se as mesmas proveem de populagdes diferentes (Siegel &
Castellan Jr., 2006). Assim como a maioria dos testes nao-paramétricos, Kruskal-Wallis
também faz a comparacdo dos tratamentos na forma de postos. Com isso, quanto maior
for a diferenca da soma desses postos, maior sera a evidéncia que exista diferenca entre

0s mesmos (Reis & Ribeiro Junior., 2007).

Para a diferenca da viabilidade de grdo de pdlen entre as flores amostradas, foi
testada a hipdtese em que ha diferenca entre 0 numero de polens viaveis entre as flores

amostradas nos diferentes horarios de coleta testados.



3. RESULTADOS.

Para a coloracdo histoquimica do citoplasma dos gréos de polen de Passiflora
setacea, 0 corante que se mostrou mais adequado foi o SA. Os grdos de polen corados
com essa solucdo apresentam citoplasma corado em purpura e a exina em cor verde. O
corante CA, na concentracéo utilizada de 5%, ndo apresentou resultado satisfatorio uma
vez que ndo conferiu coloracdo diferenciada as estruturas do grdo de pdlen e a
pigmentacdo do protoplasma foi fraca para todas as amostras, ndo permitindo avaliacédo
da viabilidade e coloracdo e dificultando a avaliacdo da integridade ou deformidade do

protoplasma, como pode ser observado na Figura 1.

Figura 1 - (1) Gréo de Pdlen vidvel corado com Solucdo de Alexander. (1I) Gréo de Pdlen corado com
Carmim Acético. (l11) Gréo de Pdélen inviavel corando com Solugéo de Alexander.

A porcentagem de pdlen viaveis nas flores de Passiflora setacea foi em média
de 91%, com viabilidade minima de 81,61% — registrada na flor 1 no horario 4 da coleta

—, e maxima de 98,18 — registrada na flor 3 no horario 4 da coleta.

N&o houve diferenca significativa entre as flores avaliadas nos diferentes

horéarios de coleta pelo teste de Kruscal-Wallis (p = 1,469)
4. DISCUSSAO

Ap0s a analise do material bioldgico, contido nos eppendorf, pode ser constatado
que as laminas nas quais foram colocadas SA como corante obtiveram melhor coloracéo
dos grdos e maior facilidade na contabilizacdo da viabilidade polinica quando
comparadas aos polens corados CA, os quais refletiram ligeiramente a cor vermelha
impossibilitando a distingdo entre grao de pdlens viaveis e invidveis. Essa dificuldade
de coloragdo quando utilizado o corante de Carmim Acético indica que para essa
espécie o corante na concentracdo utilizada — 5% — ndo é indicado. Esse resultado de



coloracdo pelo CA estd de acordo com os relatos da limitacdo desta técnica quando
aplicada em outras espécies (Zanotto et al., 2009). Por outro lado, a coloracéo eficiente
obtida pela SA dispensa o teste histoquimico com outros corantes para Passiflora
setacea, uma vez que o mesmo corou todos os graos de pélen, exinas isoladas na ldamina
e citoplasma de células que sofreram lise, portanto eficiente para uso em coloracdo de

polen para a espécie estudada.

Quando analisados os resultados do teste de viabilidade do grdo de pdlen,
observou-se que, de forma geral, a porcentagem de pdlen viavel é considerada alta em
todos os momentos da coleta. Mesmo a menor taxa de polen vidvel encontrada (81%)
estd acima do limiar para serem considerados pélens com alta viabilidade, limiar este
que é dado com acima de 70% sao considerados pdlens de alta viabilidade, entre 31 e
69% polens com média viabilidade e abaixo de 30%, baixa viabilidade (Souza et al.,
2002). Esta alta viabilidade do género Passiflora ocorre, pois o polen é pegajoso e
possui uma substancia que confere protecdo evitando a desidratacdo do mesmo (Souza
et al., 2002).

A média de pdlens vidveis ndo variou significativamente entre as flores,
indicando que ndo houve diferencas entre flores dentro da populacdo. Apesar de
observar variacGes na viabilidade nos diferentes horarios de coleta a mesma néo foi
significativa pelo teste de Kruskal-Wallis. Outros autores apontam que a viabilidade é
méaxima na antese floral e vai declinando ao longo do tempo em outras espécies de
Passiflora, como P. edullis, com viabilidade acima de 70% (Souza et al., 2002) e 69%
(Costa et al., 2009), ambos ap0s 24 horas. Esses autores ndo apontam se a reducdo no
numero de polens viaveis € significativa. No entanto, para essas espécies assim como
para Passiflora setacea ao longo do tempo de verificagdo utilizado em cada estudo, a

viabilidade pode ser considerada alta para todas as espécies.

A espécie Passiflora setacea inicia o fechamento floral no inicio da manh4,
assim, é no periodo noturno que a flor estda com as estruturas reprodutivas
completamente expostas ao polinizador. O tempo de viabilidade de pdlen na espécie P.
mucronata, também de antese noturna, estudada por Meletti e coloboradores (2011)
durou desde a antese até as primeiras horas da manhd, mas ndo apontam a taxa de

reducdo em viabilidade ao longo do tempo. Tais resultados corroboram com o que foi



levantado para Passiflora setacea, com uma leve diferenca que houve uma pequena
diminuigéo.

O estudo da viabilidade polinica em espécies de passiflora tem interesse
ecologico e econémico. A producéo de frutos, e 0 nimero de sementes produzidas estdo
relacionados ao nimero de grdos de polen vidveis que sdo depositados sobre o estigma
da flor (Teixeira, 1995 apud Hoffmann et al., 2000). Em P. edullis a formacéo de frutos
estd relacionado a alto nimero de pdlens. Estudos realizados por Ruggiero (1987)
apontam que, para a formacao de frutos sdo necessarios no minimo 190 graos de pélen
nessa espécie. Mas 0 nimero de polens em si, é um indicador, se a viabilidade de polens
for baixa, 0 nimero de pdlens necessarios pode ser ainda maior. Para Passiflora setacea
ainda ndo se tem essas andlises, mas 0 niumero médio de sementes por frutos é cerca de
230 (Andrea Libano, comunicacdo pessoal). O que sugere nimero proximo de polens

viaveis depositados sobre o estigma ao de sementes formadas.

Quanto ao aspecto econdmico, o cultivo em escala comercial de espécies de
maracuja depende da acdo de agentes polinizadores, uma vez que a familia apresenta
varias caracteristicas morfolégicas que apontam autoincompatibilidade, reforcada pela
autoincompatibilidade esporofitica (Bruckner et al., 1995). Nesse sentido, a taxa de
viabilidade polinica € um fator que influencia a produtividade.

CONCLUSAO

Considerando os testes realizados e os resultados obtidos, pode-se concluir que o
melhor corante para o teste histoquimico do grdo de pdlen da espécie Passiflora setacea
¢ a Solucdo de Alexander, visto a ineficiéncia do corante Carmim Acético na
concentragdo utilizada, embora talvez em uma concentragdo mais elevada possa gerar
um resultado positivo. A analise estatistica da contabilizacdo de gréos de polen viaveis e
invidveis nos horéarios analisados ndo apresentou diferencas significativas, indicando
alta viabilidade do polen do inicio da noite até a madrugada. A alta viabilidade dos
polens na populacdo em estudo é importante para estudos de fatores de aborto e
produtividade, uma vez que ja se pode descartar a inviabilidade de polens como um
fator de influéncia negativa sobre outros processos reprodutivos. No tempo utilizado
entre as coletas de grdos de pdlens nesse estudo, ndo foi detectada diferencas

significativas na viabilidade dos mesmos.
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