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RESUMO GERAL

VARGAS, Daiane Peixoto. Anatomia floral, cultivo in vitro e
criopreservacao de mamoneira. 2009. 189 p. Tese (Doutorado em Fisiologia
Vegetal) — Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG. "

A demanda por conhecimentos sobre a mamona ou palma-cristi no
Brasil se intensificou nos dltimos anos, devido ao estimulo do governo para a
producdo de biocombustiveis e pelas diversas aplicacdes ja consolidadas do 6leo
de mamona na industria quimica e farmac€utica, atualmente gerando cerca de
700 subprodutos comerciais. Diante deste contexto, dimensionar e caracterizar a
heterogeneidade de cultivares utilizadas no Brasil torna-se uma ferramenta
estratégica para o pais. Este trabalho teve por objetivo estudar aspectos da
reproducdo sexuada, do cultivo de anteras, como ferramenta a obtencdo de
hapldides, bem como analisar a tolerdncia ao congelamento de grdos de pdlen,
visando a caracterizacdo e preservacdo a médio e longo prazo da espécie; e do
cultivo in vitro de mamoneira (Ricinus communis L.). Na anélise ontogénica, a
escala sugerida para o comprimento do botdo floral masculino (eixo
longitudinal) pode ser correlacionada com os estddios de meidcitos,
micrdsporos, tétrades e graos de pélen maduros, como parametro indicativo para
fases da gametogénese. As condicdes mais adequadas para germinacdo dos
graos de pdlen in vitro variam nas diferentes cultivares, sendo que as cultivares
JAC-80 e BRS Nordestina apresentaram a maior viabilidade polinica,
respectivamente, 70,5 e 69,25. A composicdo quimica do pdlen se caracteriza
pela presenca de elevados teores de proteina (47,01%), residuo mineral,
vitamina C, extrato etéreo, e baixo contetido de amido, podendo ser classificados
como proteindceos. Anatomicamente, a antese do botdo floral e deiscéncia das
anteras poderam ser observadas em botdes florais com eixo londitudinal com
diametro superior a 6,0 mm. Para a calogénese in vitro a partir de anteras da
cultivar BRS-Nordestina, o uso do &cido ascérbico (200 mg L") foi efetivo
como antioxidante. A concentragdo de 2,0 mg L' de 2,4-D adicionada ao meio
MS proporcionou maior peso fresco (g) de calos. ANA, TDZ e Picloram
induzeram a formagdo de calos, entretanto, a maior matéria fresca pode ser
obtida com a utilizagio do Picloram (3,0 mg L™). O uso de nitrato de prata e 2,4-
D no meio de cultura foram eficientes na formacdo de calos ndo oxidados.
Meétodos de coloracdo citotégica com o uso do carmim-acético (98,0a) ou R.
Alexander (97,7a), bem como a germinacao in vitro (58,0b) podem ser utilizados
para a determinagdo da viabilidade do pdlen de mamona. Na criopreservagdo a

* Comité Orientador: Renato Paiva, PhD - UFLA (Orientador); Dra. Maria
Laene de Carvalho — UFLA; Dra. Vera Lucia Bobroswki — UFPel
(Co-orientadoras).



integridade do nucleo de grdos de pdlen submetidos a temperatura de -196°C
foram maiores quando utilizou-se o crioprotetor glicerol (5% ou 15%)
analisados ap6s 30 dias de congelamento. Na andlise citoldgica a viabilidade
celular do grdo de pdlen, permaneceu alta (superior a 50%) quando este é
conservado por até seis meses a -196°C e -80°C. Os resultados obtidos neste
trabalho confirmam a possibilidade de criopreservagdo como uma alternativa
vidvel para a conservacdo de pdlen de mamoneira. Na andlise da
micropropagacdo, verificou-se que a germinacdo com o uso de GA; ndo foi
efetivo, contudo, a concentracdo completa de sais do MS (propor¢do de 0,8) e o
ajuste do pH (5,8) foram satisfatérios (proporcao de 1,0). Brotacdes a partir de
segmentos apicais em meio de cultura com a utilizacdo de ANA na concentragdo
de 1,0 mg L™ foi determinante para a formagdo de plantulas nio hiperhidricas,
assim como, no enraizamento, a adi¢do deste regulador (3,0 mg L'l) foi eficiente
para a formacdo de raizes in vitro, sendo que o mesmo tem efeito positivo sobre
a formacao de folha promovendo maior producdo de peso fresco e seco.

Palavras-chave:  micropropagacdo, hapldides, criopreservacdo, Ricinus
communis.
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GENERAL ABSTRACT

VARGAS, Daiane Peixoto. Floral anatomy, in vitro culture and
cryopreservation of castor bean. 2009. 191 p. Thesis (Doctorate in Plant
Physiology) — Federal University of Lavras, Lavras, MG. *

The demand for knowledge of the castor bean or palma-cristhi in Brazil,
has been intensified in recent years due to government stimulus for biofuels
production and various consolidated applications of castor oil in chemical and
pharmaceutical industries, currently generating approximately 700 commercial
products. In this context, the characterization of cultivar diversity used in Brazil
is strategic for the country. The objective of this work was to examine aspects of
sexual reproduction and anthers cultivation as a tool for obtaining haploid as
well as to analyze freezing tolerance of pollen grains, in order to characterize
and conserve the species at medium and long-term; and the in vitro cultivation
of castor bean (Ricinus communis L.). On the ontogenic analysis, the scale
suggested for the length of the male floral button (longitudinal axis) may be
correlated with the stages of meiocit, microspores, tetrad and mature pollen
grains, as an indicative parameter for the stages of gametogenesis. The most
adequate conditions for in vitro germination of pollen grains vary within
cultivars, with IAC-80 and BRS Nordestina showing the highest pollen viability,
70.5 and 69.25, respectively. The chemical composition of the pollen is
characterized by the presence of high levels of protein (47.01%), residue
mineral, vitamin C, ether extract, and low content of starch, classifying it as
proteinaceous. Anatomically, button’s floral anthesis and anthers dehiscence can
be observed in flower buds with londitudinal axis with diameter exceeding 6.0
mm. For in vitro callus formation from anthers of BRS-Nordestina, the use of
ascorbic acid (200 mg L") was effective as antioxidant. The concentration of 2.0
mg L' 2,4-D added to MS medium provided higher callus fresh weight (g).
NAA, picloram and TDZ induced the formation of callus; however, the largest
fresh weight could be obtained with the use of picloram (3.0 mg L™). The use of
silver nitrate and 2,4-D in culture medium were effective in the formation of non
oxidized callus. Cytological staining methods using carmin-acetic acid (98.0 a)
or R. Alexander (97.7a), as well as in vitro germination (58.0b) can be used to
determine the viability of castor bean pollen. During cryopreservation, the
integrity of the pollen grain nucleus, subjected to temperature of -196 °© C was

* Guidance Committee: Renato Paiva, PhD (Adviser)- UFLA; Dr. Maria Laene
de Carvalho — UFLA; Dr. Vera Liicia Bobroswki — UFPel (Co-advisers).
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higher using the cryoprotector glycerol (5% or 15%) after 30 days of freezing. In
cytological analysis, pollen grain cell viability remained high (above 50%) when
maintained up to six months at -196° C and -80° C. The results of this study
confirm the possibility of cryopreservation as an alternative for the storage of
castor bean pollen. During micropropagation, the use of GAj; was not effective
on germination, although the use of full concentration of MS salts (ratio of 0.8)
and pH adjusted to 5.8 were considered satisfactory (proportion of 1.0).
Formation of shoots from apical segments cultivated on medium containing 1.0
mg L' NAA was essencial for the formation of non hiperhidric seedlings.
During rooting, the use 3.0 mg L' NAA was effective for the formation of in
vitro roots and presented positive effect on leaf formation promoting higher
production of fresh and dry weight.

Key-word: micropropagation, haploid, cryopreservation, Ricinus communis.
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CAPITULO 1

INTRODUCAO GERAL



1 INTRODUCAO

A mamoneira (Ricinus communis L.), oleaginosa de alto valor
econdmico por possuir intimeras possibilidades de aplicagdo na drea industrial,
conhecida também pelo nome de carrapateira ou palma-cristhi, tem sua
popularizacio ha 4.000 anos, principalmente pelo uso medicinal e em
cosméticos. O Oleo extraido de suas sementes atualmente € utilizado na
fabricacio de varios subprodutos como tintas, corantes, desinfetantes,
germicidas, dleos lubrificantes de baixa temperatura, colas, ndilon e matéria
plastica. Além de outros subprodutos, tem destaque a torta de mamona, com
aplicagdo na racdo animal e grande capacidade de restauragdo de terras
esgotadas.

Entre as alternativas de plantas oleaginosas, visando a producdo de
biodiesel, a mamona é colocada como uma espécie de excelente potencial,
principalmente nas regides menos desenvolvidas do Brasil. No entanto, a
sustentabilidade de um programa de biodiesel baseado na espécie exige o
fortalecimento substancial da base agricola tecnoldgica para dar suporte ao
desenvolvimento, com a indica¢@o de novos cultivares. Os beneficios ambientais

deste cultivo proporcionam a redug@o na emissao de COZ, seqiiestro de CO2 da

atmosfera, reducdo de emissio de 6xidos de enxofre e hidrocarbonetos.

Diante da grande diversidade de cultivares e do potencial da espécie no
mercado, a conservacdo de germoplasma existente e o melhoramento genético
tornam-se ferramentas auxiliares na busca por uma eficiente exploracdo deste
recurso. Neste contexto, as técnicas de preservacdo e propagacio in vitro se
adequam a programas de introdugdo, armazenamento e intercdmbio de
germoplasma, além da possibilidade de melhoramento e obtencdo de cultivares

mais produtivas e adaptadas as diversas regides do pais.



A grande diversidade genética observada no germoplasma de mamona
proporciona o desenvolvimento de diferentes estratégias para incrementar os
programas de melhoramento, uma vez que a variabilidade € a base para geracio
de gendtipos superiores. Dentre as técnicas de preservacdo desta diversidade
destaca-se a criopreservacgdo que atualmente tem sido apontada como promissora
para a mamoneira.

No entanto, o estudo da mamona ainda é incipiente e todo o trabalho
realizado buscando o conhecimento trard informagdes para o desenvolvimento e
aproveitamento do grande potencial que oferece essa cultura. A compreensio
dos processos bioldgicos e conservacdo deste recurso, bem como a busca e
caracterizacdo de genotipos superiores auxiliardo sobremaneira a manutengdo da
diversidade da espécie.

Este trabalho objetivou estudar os aspectos do botdo floral masculino, do
cultivo de anteras visando a producdo de duplo-hapléides; da tolerincia ao
congelamento de graos de pdlen e da micropropagacdo de mamoneira, buscando

a preservacao a médio e longo prazo da espécie.

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Caracteristicas botanico-agronémicas da mamoneira

Pertencente a familia Euphorbiaceae, a mamoneira (Ricinus communis
L.), também chamada carrapateira, baforeira, palma-cristi e baga, ¢ uma
dicotileddnea presente predominantemente na regido tropical. E possivelmente
origindria da antiga Abissinia, hoje Etidpia, no continente africano. A mamona é
uma espécie perene que pode viver mais de 12 anos e atingir até 10 metros de
altura, sendo uma planta de habito arbustivo, com diversas coloracdes de caule,
folhas e frutos tipo racemos (cachos), podendo possuir cera no caule e no

peciolo. Os frutos, geralmente apresentam actuleos, e as sementes apresentam



diferentes tamanhos, formatos e grande variabilidade de coloragdo (Moreira et

al., 1996; Rodrigues et al., 2002) ( Figura 1).

Y

FIGURA 1 Aspecto geral da inflorescéncia (A), das plantas jovens (B e C), e
das sementes (D) de Ricinus communis L.

A semente carinculada varia no formato, tamanho, peso e coloracio.
Também se observa variabilidade na altura das plantas, no teor de 6leo, na
tolerancia a pragas e doencas e a estresse ambiental (Figueiredo Neto et al.,
2004).

Segundo Perry (1943), o nimero cromossdmico da espécie é 2n= 20.
Conforme Mazzani (1983), a mamoneira seria considerada um tetrapléide
natural com nimero basico de cromossos x=5, ja que um individuo 2n=10 foi
encontrado e classificado com dipléide verdadeiro ja extinto.

A cultura da mamona é explorada industrialmente em fungdo do 6leo
contido em suas sementes. Além do 6leo, a mamona também produz a torta,
resultante da extragdo do dleo, que € dividida em casca, a qual serve como
fertilizante, e polpa que € rica em proteina e carboidrato utilizada na ragéo

animal. E possivel também aproveitar a haste (caule) da planta para a producio



de celulose, além de ser matéria-prima para a confeccdo de tecidos mais ruisticos
(Carneiro, 2003). Embora as sementes tenham alta toxicidade, o éleo de ricino
ndo é toxico, visto que a ricina, proteina tdxica das sementes, ndo € solivel em
lipideos, permanecendo todo o componente tdxico restrito a torta (Savy Filho,
2001). As folhas da mamoneira sdo usadas popularmente no Brasil como
hipoglicemiante e como diurético, também tém atividade antimicrobiana e
filaricida comprovada. Contudo, estas aplicacdes sdo menos conhecidas e os
aspectos farmacogndsticos da espécie sdo igualmente importantes (Jombo &
Enenebeaku, 2007; Takano, 2007).

Nas regides tropicais, a mamoneira apresenta ciclo de 250 a 300 dias,
apresentando floragdo com apenas 50 a 60 dias da germinac¢do. A organogénese
da mamoneira envolve 12 diferentes estadios do desenvolvimento, considerando
desde a germinacdo a completa maturidade de cada cacho, e a duracdo de cada
estddio depende da cultivar e do ambiente (Beltrdo, 2003).

As cultivares atuais de mamoneira (BRS-149 Nordestina, Paraguacu,
TAC-80, Mirante e Guarany, entre outras) sdo classificadas segundo seu porte,
teor de 6leo e o grau de deiscéncia do fruto maduro. Quanto ao porte, pode ser
baixo, com até 1,8m; médio, entre 1,8-2,5m; e alto, com 2,5 a 10 m. Quanto a
deiscéncia do fruto, sao classificadas como deiscente, com abertura total;
semideiscente, com abertura parcial, e indeiscente, sem abertura do fruto (Souza
& Fernandes, 2004).

No Brasil, a baixa produtividade brasileira poderd comprometer a oferta
de mamona para atender a crescente demanda por 6leos vegetais para uso no
Programa Nacional de Producdo e Uso de Biodiesel (PNPB) (Ramos et al.,
2006). Para atender ao agronegécio da mamona no Brasil, diversas cultivares
foram langadas pelo Instituto Agrondmico de Campinas (IAC), pela Embrapa

Algodao, entre outras institui¢des no pais.



Dentre elas destacam-se: a cultivar BRS-149 Nordestina por apresentar
porte médio, ciclo biolégico de até 250 dias e boa tolerancia a seca, 48% de 6leo
em suas sementes e com produtividade seja de cerca de 1500 kg/ha (Empresa
Brasileira de Pesquisa Agropecudria - Embrapa Algodao, 2008); a cultivar IAC-
80 de frutos deiscentes, porte alto, altura média de 2,50 a 3,50 m, ciclo de 240
dias, potencial produtivo de 1.500 a 4.000 kg/ha, 47% de 6leo nas sementes,
peso de 100 sementes de 43 g; a cultivar AL-Gurarany 2002 (langado pela
Coordenadoria de Assisténcia Técnica Integral, Sdo Paulo - CATI) (Amaral,
2009) apresentando frutos indeiscentes, relativa rusticidade, € resistente a seca e
apresenta capacidade de producdo média entre 1.000 e 2.000kg/ha de grdos
(bagas ou frutos descascados) em condi¢gdes de sequeiro, a colheita € manual e

teor de 6leo de suas sementes fica em torno de 47% (Amaral, 2009).

2.2 Biologia floral

A biologia floral da mamoneira ¢ bastante complexa, apresentando
diversas expressdes da sexualidade (Moshkin, 1986). Além dos tipos de
expressoes, existem plantas com flores hermafroditas, podendo ainda ocorrer a
reversdo sexual, dependendo de fatores genéticos, do ambiente e do manejo
cultural praticado (Prenner et al., 2008).

A inflorescéncia da mamoneira € do tipo panicular, denominada racemo,
com flores femininas e masculinas, com distribui¢do caracteristica de acordo
com a determinacdo genética. Segundo Beltrao (2003), a mamona ndo tem um
periodo de reproducdo fixo, a maturidade € desuniforme, o que evidencia a
dependéncia direta do ambiente e do nivel de pluviosidade, por exemplo, o
primeiro cacho floresce ap6s 60 dias de germinagdo e a floragdo de segunda
ordem inicia-se ap6s 10 a 12 dias. Contudo o ciclo é de 250 a 300 dias. Por isso,
conforme Souza & Fernandes (2004), sdo os de segunda ordem que mais

contribuem com o rendimento total da cultura seguido pelos tercidrios.



As variedades botinicas apresentam as flores masculinas e femininas
que podem estar organizadas caracteristicamente ao longo da inflorescéncia. Os
racemos podem apresentar formatos cdnicos, cilindricos ou ovais (Moshkin &
Perestova, 1986).

As flores masculinas, assim como as femininas, sdo apétalas, sendo
protegidas no botdo floral por 3 a 5 sépalas. As flores masculinas possuem um
grande nimero de estames com filamentos ramificados — 20 a 40 ramificagdes
primdrias, 40 a 80 ramificacdes secundarias com 500 a 800 anteras. As anteras
sdo arredondadas e de coloracdo amarela, sendo constituidas de duas tecas que
se abrem explosivamente langando pdlen a grandes distancias (Tavora, 1982).

A liberag¢do de graos de pdlen vidveis geralmente acontece duas a trés
horas antes do amanhecer, continuando por um a dois dias. Altas temperaturas, a
idade da planta e o dia de comprimento curto favorecem o surgimento de flores
masculinas. A flor feminina apresenta pedinculo geralmente nio articulado e
célice com cinco sépalas desiguais, ovdrio supero tricarpelar, com placentacio
axial, estilo curto e trifurcado. A antese parece acontecer da base para o dpice da
inflorescéncia (Prenner et al., 2008).

Os estigmas ficam receptivos algum tempo antes das flores masculinas
abrirem. H4 controvérsias sobre isso, jd que a abertura das flores ocorre da base
para o dpice, e como as flores masculinas se encontram na base, essas devem
abrir primeiramente que as flores femininas. Mesmo que acontega a protoginia,
esse fato por si s6 ndo constitui barreira a autopolinizagdo, pois as flores
femininas permanecem receptivas por um periodo de 5 a 10 dias. Outro aspecto
a ser considerado barreira a autopolinizacido € a localiza¢do das flores (flores
masculinas na base e flores femininas no apice). Porém, a explosiva deiscéncia
da antera, leveza e grande producdo de pdlen podem contornar essa barreira

(Prenner et al., 2008).



Segundo Severino & Gondim (2006), prevalece na mamoneira a
anemofilia e abelhas contribuem para sua polinizacao. Rizzardo (2007) observou
que a introdugdo de coldnias de Apis mellifera levou ao acréscimo na produgdo
de frutos e sementes na mamoneira, tendo as colmeias apresentado maior teor de

mel, quando comparada com 4rea semelhante sem a introdugdo de abelhas.

2.3 Aspectos econdmicos

A mamona € produzida em 30 paises. Considerando um valor médio da
producdo de US$ 300,00/t na safra de 2004, isto equivaleu a geracao de US$
394,3 milhdes/ano, segundo a Food and Agriculture Organization - FAO (2004).

Entre 1980 e 1999, a China e a India eram os principais produtores
mundiais de mamona. A participacdo desses paises no total da produ¢ao mundial
variou de 51%, entre 1980 a 1985, para 92% em 1999 (Azevedo & Lima, 2001).

Em 2002, a participagdo do Brasil na produgdo mundial de odleo
representou pouco mais de 7%, com 37.000 toneladas de 6leo. Enquanto ocorria
o declinio da producdo no Brasil, a producdo mundial manteve-se constante.
Atualmente, a India é o principal produtor de mamona, respondendo no mercado
mundial por 51%, seguido da China (35%) e do Brasil (8%), dados de 2003
conforme FAO (2004).

O Brasil consome por ano 36 milhdes de litros de diesel, sendo
importado ja refinado (10%) e para refinar (20%). O mercado energético
projetado hoje, portanto, é de 800 milhdes de litros de biodiesel B2 (2%
adicionado a diesel) e para 2010, a utilizagdo de B5, ou seja, a adi¢do de 5% de
biodiesel (Savy Filho, 2005). O desafio nacional é implantar um projeto
energético auto-sustentdvel para esta demanda.

No Brasil, a 4rea plantada de mamoneira em 2005 foi de 242.057
hectares com uma producdo de 168.059 toneladas (Instituto Brasileiro de

Geografia e Estatistica - IBGE, 2007). A producido da mamona no Brasil na safra



2007/2008 teve perspectiva de crescimento para 146 mil toneladas - 55,8% a
mais que no ciclo 2005/2006, segundo dados da Companhia Nacional de
Abastecimento - CONAB (2008). Para a produ¢do segundo CONAB (2009) a
safra dezembro/2008 no Brasil foi de 164,4 mil toneladas e para janeiro/2009 foi
de 163,9.

Nos Estados de Sao Paulo e Minas Gerais foram alcangadas
produtividades de até 2.500 kg/ha, sendo comum a produtividade média de
1.800 kg/ha (Macedo, 2003).

A produ¢do de mamona em Minas Gerais foi de 3.620 t na safra do 2005
e para o ano 2007/08 foi previsto 3.832 t. Em 2000, a area plantada foi de 15 mil
hectares com producdo de 9 mil toneladas e, em 2005, essa producdo decresceu
para 6 mil toneladas em 4rea colhida com cerca de 4 mil hectares (IBGE, 2007).

As principais unidades produtoras de biodiesel em Minas Gerais estdo
principalmente no Vale do Jequitinhonha com mais de 10 milhdes de litros
anualmente. O estado é o segundo maior consumidor de diesel do Pafs, sendo
apenas precedido por Sdo Paulo.

A mamoneira vem sendo pesquisada hd cerca de 30 anos no Brasil
principalmente pela Embrapa Algoddo, com intuito de gerar tecnologias que
auxiliem a agricultura familiar do Brasil. Segundo Ferreira et al. (2006), diante
do cendrio nacional e internacional para a cultura, é igualmente necessdria a
consolidagao da espécie no Cerrado como forte alternativa de rotacdo de
culturas.

No entanto, a andlise, em nivel nacional, indica que para suprir o volume
de 6leo necessdrio para a produgdo de B2 (ou seja, 2% de biodiesel adicionado
ao diesel de petréleo), exclusivamente a base de 6leo de mamona, a ricinocultura
deveria ocupar cerca de 570 mil hectares (Beltrdo et al., 2001). Segundo a
CONAB, na safra de 2004, ela utilizou apenas 161 mil. Assim, quando se refere

as vantagens socioecondmicas e as ambientais da implementa¢do de plantas para



producdo de biodiesel a base de 6leo de mamona no nordeste brasileiro, a
produtividade dessa oleaginosa foi consideravelmente mais baixa na regido. Por
isso, torna-se fundamental o fomento a ricinocultura acompanhado de
investimentos em pesquisas agrondmicas (Freitas & Fredo, 2005).

A produgio brasileira de biodiesel em 2008 foi de 1.164.332 m’/ano e os
principais Estados produtores foram: Rio Grande do Sul, Mato Grosso e Goids
(CONAB, 2009).

A ricinocultura constitui uma atividade econdmica capaz de engajar-se
em programas do Governo Nacional. A importincia da ricinocultura deriva-se
do préprio sistema de produgdo da mamona que, praticado por pequenos
produtores, € intensivo em mao-de-obra (gera empregos) e pode ser feito em
consércio e/ou rotacdo com outras culturas, aumentando nio s6 a renda do
agricultor por hectare, como também o volume de alimentos por 4rea. Destaca-
se que, além das vantagens sécio-econdmicas, a cultura apresenta teor de 6leo
acima das demais, cada hectare cultivado absorve cerca de dez toneladas de gis
carbdnico, ou seja, quatro vezes mais quando comparado a outras oleaginosas
(Ferreira et al., 2006).

Segundo Ponchio (2001), apesar de existirem vérios estudos sobre a
producdo de mamona e seu ciclo de exploracdo econdmica, a cadeia produtiva
desta oleaginosa ainda ndo estd efetivamente organizada, devido aos volumes de
producdo oscilantes ao longo do tempo acompanhando a oscilagdo de precos, e
também devido as flutuacdes da demanda externa e a inconstante politica

publica de incentivos.
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2.4 Propagacao da mamoneira
2.4.1 Propagacio sexuada

Quanto ao sistema reprodutivo, a mamona € considerada como tipo
misto, com predominincia da autofecundagdo. Porém, apresenta altas taxas de
alogamia, podendo chegar a mais de 40%, embora seja considerada autégama.
Este sistema proporciona um aumento da variabilidade genética. Com isso, essa
alogamia dificulta a fixacdo e manutencdo de cultivares melhoradas (Savy Filho,
1999).

A complexidade reprodutiva apresentada pela mamona tem dificultado a
obten¢do de gendtipos com pureza varietal.

Embora as sementes da mamona sejam consideradas ortodoxas, quando
comparadas com outras espécies classificadas igualmente, toleram um curto
periodo de armazenamento, geralmente no mdximo dois anos. Dessa forma, na
propagacdo sexuada pode haver perdas do germoplasma existente, mesmo sob
condi¢des Otimas, em virtude do grande nimero de alteracdes prejudiciais que
ocorrem durante a estocagem, resultando em anormalidades citolégicas e
metabdlicas das sementes (Carvalho, 2005).

As sementes de mamona apresentam grande variagdo de tamanho e
densidade, apresentando dificuldades para a regulagem de semeadoras e
desuniformidade na emergéncia das plantas, resultando em populagdes
desiguais. Apresentam ainda problemas de dorméncia tegumentar, que distribui
a germinacdo no tempo, além de baixa qualidade fisiol6gica das sementes

disponiveis no mercado (Shepetina & Sevastyanova, 1986).

2.4.2 Propagacao assexuada
A propagacdo vegetativa, geralmente feita por meio de estaquia com o
objetivo de multiplicar fielmente gendtipos de interesse, foi obtida por Milani et

al. (2006), contudo, estes relatam que a producdo de mamona através deste
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método € pouco freqiiente quando em comparacdo com outras espécies da
mesma familia, mandioca, pinhdo-manso e seringueira.

Os trabalhos iniciais ainda afirmam que a produ¢do de mudas por estaca
independe do uso de reguladores de crescimento para o enraizamento. Macedo
(2003) utilizaram estacas caulinares tratadas com AIA e AIB, que apresentaram,
ao final de 45 dias apds o plantio, raizes e folhas desenvolvidas. As médias de
peso de raizes e folhas obtidas para as mudas tratadas e ndo tratadas com os
reguladores de crescimento foram muito semelhantes ndo sendo observadas
vantagens no uso de regulador nas condicdes em que o experimento foi

conduzido.

2.4.2.1 Micropropagacao

A micropropagacdo ou propagacdo vegetativa in vitro é uma alternativa
a multiplicacdo fiel de um genétipo selecionado por meio das técnicas da cultura
de tecidos de plantas, diferindo da propagacdo vegetativa convencional, por
utilizacdo de ambiente asséptico, permitindo o desenvolvimento sem a
interferéncia de patégenos. Dentre as técnicas de cultura de tecidos de plantas, a
micropropagacdo ¢ a mais disseminada e a de maior impacto econdmico
(Grattapaglia & Machado, 1998).

Além disso, este método permite a formagdo de individuos
geneticamente idénticos a partir de células, 6rgios ou fragmentos de uma planta
matriz. Para o enfoque econdmico, esta técnica permite a producdo em larga
escala de plantas, a conservacdo in vitro e ainda auxilia no intercambio de
germoplasma (Torres et al., 1996; Termignoni, 2005).

A maioria das plantas desenvolvidas in vitro é obtida pela multiplicacio
de brotacdes axilares. O padrdo morfogenético in vitro é altamente dependente
da interacdo entre as substancias de crescimento que ocorrem naturalmente na

planta (hormdnios) e os andlogos sintéticos (reguladores de crescimento),
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adicionados ao meio de cultura (George, 1996). Os principais grupos destas
substancias sdo auxinas, citocininas, giberelinas, etileno e dcido abscisico.

Poucos sao os trabalhos que t€ém demonstrado o potencial e a viabilidade
de regeneracdo in vitro da mamoneira (Sujatha & Reddy, 1998). Mesmo com
alguns avancos, nas duas dltimas décadas, ainda ha limitagdes ao processo de
micropropagacdo da espécie, principalmente em fun¢do do comportamento
recalcitrante in vitro.

A micropropaga¢do pode ser utilizada como método alternativo para a
multiplicacdo fiel de um genétipo de interesse. As plantas obtidas por
melhoramento genético com caracteristicas favordveis podem ser fixadas e
reproduzidas indefinidamente (Nass, 2001).

Apesar da existéncia de pesquisas sobre a cultura de tecidos de mamona,
nas ultimas décadas, nenhum protocolo de facil reprodutibilidade foi
estabelecido até o momento (Sailaja et al., 2008). Para a transformacio genética
de mamona, a unica alternativa atualmente utilizada é a cultura de meristema.
No entanto, a espécie é considerada recalcitrante in vitro por apresentar baixa
taxa de multiplicac@o e cultivo pouco reprodutivel (Sujatha & Reddy, 1998).

O embrido de mamona apresenta dorméncia que pode ser superada pelo
cultivo in vitro. Pesquisas voltadas a transformacdo genética da espécie sdo
recentes € buscam minimizar ou reduzir a producdo de ricina, uma toxina
encontrada em sementes, sendo considerada uma das barreiras a utilizagdo da
espécie (Carvalho, 2005). Por isso, a necessidade do estabelecimento de
protocolos mais eficientes de regeneracdo in vitro torna-se fundamental (Ah et
al., 2007).

Segundo George (1996), o estabelecimento de protocolos eficientes para
a regeneracdo de uma espécie é condicdo prévia para a aplicacdo de técnicas

biotecnologicas e aprimoramento dos programas de melhoramento da cultura.
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2.5 Cultura de haploéides

Dentre as técnicas auxiliares do melhoramento, a cultura in vitro de
anteras apresenta-se como uma ferramenta de grande utilidade, principalmente
por reduzir o tempo necessario para a obtencdo de linhagens homozigdticas.
Essa técnica possibilita a substitui¢do das indmeras geracdes de autofecundacao
necessdrias no processo convencional e por permitir o estudo de mutacdes
recessivas, visto que individuos hapléides apresentam a metade do patrimdnio
genético (Pald et al., 2004).

As plantas hapléides podem ser obtidas de duas maneiras, por
androgénese direta ou por androgénese indireta. Trés pontos sdo de fundamental
importincia na obtencdo de plantas através da cultura de anteras por meio da
androgénese indireta: (1) formacdo de calos a partir de anteras; (2) formacio de
gemas a partir de calos e (3) obtencdo de plantas a partir das gemas. A primeira
etapa é essencial e devemos considerar alguns fatores como o genétipo, 0 meio
de cultivo e o estddio de desenvolvimento do grdo de pdlen, que podemos
correlacionar com o tamanho do botdo floral em muitas espécies (Bobrowski et
al., 1995; Peters et al., 1999).

Pescador et al. (2000), reportam que a possibilidade de manipular
sistemas in vitro para a clonagem de genétipos vegetais superiores depende de
véarios fatores, desde as condi¢des de inducdo da calogénese, até pardmetros
morfolégicos, genéticos, bioquimicos e citolégicos, como o conhecimento da
fisiologia do desenvolvimento celular, que é de fundamental importancia para se
obter respostas morfogenéticas nos sistemas de cultura in vitro.

As diferentes composi¢des do meio de cultura, as fontes de carboidratos,
juntamente com as substancias reguladoras de crescimento, podem induzir uma
considerdvel gama de respostas nos diferentes tecidos de uma planta,

dependendo da competéncia das células-alvo (Kerbauy, 1998).
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Na androgénese direta, 0 micrésporo comporta-se como um zigoto e
passa por vérios estddios de embriogénese, semelhante ao que ocorre in vivo. Na
androgénese indireta, que ocorre com mais freqiiéncia, os micrésporos dividem-
se algumas vezes, formando calos, os quais emergem através da parede da antera
(Peters et al., 1999).

Uma planta androgénica, formada a partir do cultivo in vitro de anteras,
tem somente metade do nimero de cromossomos da espécie. Entretanto, a
duplicagdo de seus cromossomos pode ocorrer de maneira espontinea ou
induzida, recuperando, assim, sua condicdo dipldide totalmente homozigota
(Bajaj, 1984).

Portanto, esta técnica justifica-se pela reducdo do tempo necessério para
a obtencdo de linhagens homozigéticas puras, bem como para ampliar a
eficiéncia de selecdo de caracteristicas agrondmicas desejdveis. Além disso, é
importante em trabalhos envolvendo obtencdo de mutantes, fusdo somdtica,
mapeamento génico em duplo-hapléides, e ainda como alvo para a transferéncia
de genes.

No entanto, uma série de fatores quimicos, fisicos e genéticos interagem
de forma complexa, influenciando tanto na inducido do embrido hapléide como
sua diferenciacdo em plantula (Santos, 2004). Dentre os fatores criticos para a
indu¢do da androgénese, temos o gendtipo e as condigdes fisioldgicas da planta
doadora, o estddio de desenvolvimento dos micrésporos, o tipo de pré-
tratamento aplicado nos botdes florais e a composi¢do do meio de cultura (Peters

et al., 1999).

2.6 Criopreservacao
A criopreservacdo ou crioarmazenamento € a conservacdo de material
bioldgico sob condi¢cdes de temperatura ultra-baixa em nitrogénio liquido a -

196°C, ou em sua fase de vapor a -170°C. E capaz de interromper todo
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metabolismo celular e tem sido considerada a maneira mais promissora de
preservacdo a longo prazo para células, tecidos e 6rgios vegetais (Carvalho &
Vidal, 2003).

Para a conservacdo do material in vitro existem dois métodos principais,
s@o eles: o crescimento lento (periodos médios) e a criopreservacdo (periodos
longos). No primeiro, hé necessidade de subculturas periédicas, com maior custo
de manutencdo, sendo aplicado em vdrias espécies de importincia econdmica,
tais como: cafeeiro (Coffea arabica L.), morangueiro (Fragaria spp.), bananeira
(Musa spp.) (Santos, 2001).

Nas dltimas décadas, diversas espécies foram criopreservadas a partir de
explantes micropropagados vegetativamente, dentre as quais se destacam os
cereais e gramineas, plantas ornamentais, frutiferas, leguminosas e oleaginosas,
medicinais e aromaticas, entre outras.

Algumas culturas de células in vitro sao fontes principais de produtos
quimicos. A quantidade desses fitoquimicos pode variar em subcultivos
prolongados. Por isso, torna-se extremamente importante a manuten¢do dessas
linhagens celulares com o auxilio da criopreservacdo (Winkelmann et al., 2004).

Diferentes métodos de criopreservacdo t€m sido utilizados
especificamente para cada material biol6gico, como por exemplo: protoplastos,
calos, meristemas, sementes, graos de pdlen, embrides somdticos e ziglticos e
culturas produtoras de metabdlitos secunddrios de interesse econdmico e
linhagens celulares geneticamente modificadas (produtos biotecnoldgicos)
(Sakai, 1995; Stushnoff & Seufferheld, 1995; Sant et al., 2008).

A chave do sucesso para a criopreservacdo nio reside na indugdo a
tolerdncia ao congelamento, mas sim na tolerancia a desidratacio. Um dos
maiores desafios na criopreservagao € realizar um congelamento sem que haja a
formacdo de cristais de gelo no interior das células. A formacdo de gelo causa

ruptura do sistema de membranas celulares, resultando em perda da
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semipermeabilidade e da compartimentagcdo celular, levando a morte celular.
Portanto, a dgua precisa ser removida antes do congelamento, para evitar as
injdrias (Engelmann, 1997; Santos, 2001).

Os crioprotetores nesta fase constituem-se em um meio para superar o
problema de injudrias provocadas pelo congelamento. Tém como func¢io diminuir
o ponto de congelamento, com queda de 2 a 3°C, promover estabilidade das
membranas e a alteragdo na estrutura fisica do gelo (Seidel, 1996). Existem
vérios produtos que podem ser utilizados com essa finalidade, como o etanol,
glicéis, dimetilsulféxido (DMSO), acetado de amdnio, carboidratos, sorbitol,
uréia, agucares, varios aminoacidos, e o glicerol (1, 2, 3 propanotriol), sendo
esse 0 menos toxico e mais utilizado atualmente (Sousa, 1990).

Na fase de recuperagdo do material congelado, o restabelecimento do
crescimento indica o sucesso do processo de criopreservacdo. Sendo assim, as
culturas devem ser estimuladas para reinicio dos processos metabdlicos com
procedimentos especificos a cada tipo de cultura (Santos, 2004; Steinmacher,
2005).

Atualmente, pesquisas sobre a criopreservacdo da mamoneira sdo
escassas. H4 relatos somente da conservacdo utilizando eixos embriondrios e
sementes intactas, que indicam um nivel mdximo de umidade entre 4 ¢ 10% ,
porém ocupando um espago maior no armazenamento. Contudo, as avalia¢Oes
sdo preliminares, sem a aplicacdo de crioprotetores eficientes e sem o

estabelecimento de protocolo para a espécie (Lopes et al., 2004).
3 CONSIDERACOES GERAIS E PERSPECTIVAS PARA A ESPECIE

O estudo da mamoneira e o conhecimento gerado acerca desse estudo

fornecem informagdes sobre a reproducdo sexuada, alternativas de propagacio,
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ou mesmo da diversidade genética da espécie, o que por consequéncia trard
maior aplicabilidade da cultura no Brasil.

A pesquisa com esta espécie possibilitard a exploracdo racional dos seus
subprodutos, incentivando a inddstria ricinoquimica e bioenergética e,
consequentemente, o crescimento da mao-de-obra necessdria para a manipulagio
dos cultivos comerciais no Brasil.

Vale ressaltar ainda que a mamona apresenta dificuldades para
propagacdo in vitro e o estabelecimento de protocolos eficientes serd
fundamental para a aplicacdo de técnicas de transformacdo genética que
viabilizem a producdo de novos cultivares. Neste sentido, a obten¢do de um
protocolo de propagacdo via cultura de tecidos contribuird sobremaneira para a

conservacdo de gendtipos de interesse.
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1 RESUMO

A mamona ou palma-cristi (Ricinus comunis L.) é uma planta de ampla
utilizacdo industrial e de grande importincia econdmica, tanto no Brasil como
no mercado mundial. O éleo de ricino extraido de suas sementes serve, entre
outras utilidades, como lubrificante para avides a jato, fluidos hidrdulicos, no
preparo de tintas e vernizes, na fabricacdo de plasticos, e de produtos
farmacéuticos. Atualmente, a cultura da espécie vem sendo indicada para
exploragcdo apicola, com alta produtividade. Os estudos de preservacdo e de
reproducdo das espécies de importincia agricola exigem conhecimentos bdsicos
sobre potencial de fertilizagdo, morfologia e a estrutura de suas flores. Portanto,
este trabalho teve por objetivo buscar informagdes sobre a capacidade de
fertilizagdo dos grdos de pdlen das cultivares Mirante, AL-Guarany 2002,
Nordestina BRS-149, TAC-80 e do tipo silvestre (ruderal); os aspectos
anatdmicos da formacdo do botdo floral masculino; a formacdo dos gametas e
sobre a composicdo fisico-quimica dos grdos de pdlen de mamoneira. Para a
andlise das fases da gametogénese determinou-se uma escala do eixo horizontal
do botdo floral (> 2,9; 3,0-3,9; 4,0-4,9; 5,0-5,9 ¢ 6,0 < mm). Os dados referentes
ao comprimento dos botdes foram avaliados com relacdo aos estidios da
microsporogénese e microgametogénese encontrados. Para o teste de viabilidade
polinica in vitro das cultivares e do tipo silvestre foram avaliadas a germinacio
do pélen em diferentes meios de cultivo: MC 1 - 10% sacarose + 0,03%
Ca(NO;),. 4H,O + 0,01% KNO; +0,02% MgSO,. 7TH20 + 0,01% H;BO;; MC 2
- sacarose a 10% + 0,01% H;BO; + 0,02%; CaCl,. 2H,0O MC 3 - 10% sacarose;
e MC 4 - 30% sacarose, sendo todos solidificados com 0,8% de &dgar. A
composi¢do quimica do pdlen foi feita avaliando-se as caracteristicas: grau de
umidade, extrato etéreo, proteina bruta, amido, residuo mineral e vitamina C.
Para a andlise anatomica os botdes florais foram feitas em material fixado em
etanol:dcido acético, propor¢do 3:1. Para o preparo histoldgico, utilizou-se a
técnica de inclusdo em parafina apds desidratacdo em série alcodlica etilica. De
acordo com a andlise citoldgica realizada neste estudo, o tamanho do botdo
floral pode ser usado como parametro indicativo para fases da gametogénese. A
escala sugerida para a classificagcdo do comprimento do botdo floral masculino
pode ser correlacionada aos estddios de micrésporo e grido de pdlen. As
condi¢des mais adequadas para germinacao dos grios de pdlen in vitro variaram
nas diferentes cultivares de R. communis, sendo JAC-80 e BRS-Nordestina as
que apresentaram viabilidade polinica superiores. O pdlen de mamona pode ser
classificado como proteinaceo, devido ao elevado teor de proteina. O pdlen in
natura de mamona apresenta altos valores nutricionais, apresentando potencial
para a exploracdo apicola no Brasil.

Palavras-chave: microsporogénese, polen, Ricinus communis.
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2 ABSTRACT

Castor bean or palma-cristi (Ricinus communis L.) is a plant widely used in the
industry which presents economical importance in Brazil and world market. Oil
extracted from its seeds is used, among outher utilities, as a lubricant for jet
aircraft, hydraulic fluids, preparation of paints and varnishes, manufacture of
plastics and pharmaceutical products. The species has also been indicated for the
production of honey. Studies of preservation and reproduction of species of
agricultural importance require basic knowledge of fertilization potential,
morphology and structure of their flowers. Therefore, the objectives of this work
were to obtain information regarding the fertilization capacity of pollen grains of
the castor bean cultivars Belvedere, Guarany AL-2002, Nordestina BRS-149,
TAC-80 and the wild type (ruderal), to study anatomical aspects of the formation
of the button male, the formation of gametes and determine the physico-
chemical composition of pollen grains. For the analysis of the stages of
gametogenesis, a scale of horizontal axis of the button flower (= 2.9; 3.0-3.9,
4.0-4.9, 5.0-5.9 and 6.0 < mm) was determined. Data of buttons length were
evaluated with respect to the founded stages of microsporogenesis and
microgametogenesis. For in vitro pollen viability of wild-type and cultivars,
pollen germination was evaluated in different culture media: (MC 1) 10%
sucrose + 0.03% Ca (NOs), 4H,O + 0.01% KNO; +0.02% MgS0O,.7H,0 +
0.01% H;BO;, (MC 2) 10% sucrose + 0.01% H;BO; + 0.02% CaCl,. 2H,0; (MC
3) 10% sucrose, and (MC 4) 30% sucrose, all solidified with 0.8% agar.
Chemical composition of pollen was evaluated by analyzing the following
characteristics: moisture content, ether extract, crude protein, starch, mineral
residue and vitamin C. For the anatomical analysis, flower buds were fixed in
ethanol: acetic acid, 3:1 ratio. For histological preparation, the technique of
embedding in paraffin after dehydration in ethanol series was used. According to
the cytological analysis, the size of floral button can be used as an indicative
parameter of the stages of gametogenesis. The scale proposed for the
classification of the length of the male floral button can be correlated with the
stages of microspores and pollen grain. The most adequate conditions for in
vitro germination of pollen grains vary within cultivars, with IAC-80 and BRS
Nordestina showing the highest pollen viability. The pollen of castor oil can be
classified as proteinaceous due to high content of protein. The castor bean pollen
in nature presents high nutritional values presenting potential for honey
production in Brazil.

Key words: microsporogenesis, pollen, Ricinus communis.
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3 INTRODUCAO

A mamoneira (Ricinus communis L.) € uma planta de porte arbustivo do
género monoespecifico. Segundo Weiss (2000), a espécie é considerada de
ampla distribuicdo geogrifica, principalmente nas regides tropicais e
subtropicais. O 6leo de ricino extraido de suas sementes € altamente versatil e
seus derivados tém indmeras aplicagdes industriais como composto lubrificante
de alta qualidade, pinturas, pldsticos e revestimentos.

No comércio mundial, a India é atualmente a maior produtora do Gleo de
ricino, representando 85% da producdo, seguido da China e do Brasil (Silva,
2006). No contexto econdmico e atual, a mamoneira tem grande importancia
para o Brasil pois, além destas indmeras aplicacdes historicamente consagradas,
a espécie pode ser utilizada como matriz energética para a producdo de
biodiesel.

Segundo Moshkin (1986 apud Monteiro, 2005), a biologia floral da
mamoneira ¢é bastante complexa, apresentando diversas expressdes da
sexualidade, como a chamada fémea estdvel (plantas com somente flores
femininas), a fémea instdvel (com racemo central pistilado e os demais parcial
ou totalmente mondicos); plantas mondicas (normal), e plantas com somente
flores masculinas. Além destes arranjos das inflorescéncias, também podem ser
encontradas plantas do tipo hermafroditas.

As flores masculinas sdo constituidas por numerosos estames com
ramificados filetes de 20 a 80 primarias e secunddrias e com 500 a 800 anteras
com tecas globulares separadas. Segundo Tédvora (1982), o botao floral é apétalo
e protegido por 3 a 5 sépalas. A liberacdo de graos de pdlen vidvel geralmente
acontece duas a trés horas antes do amanhecer, continuando por um a dois dias
(Weiss, 1983).

Segundo Rizzardo (2007), apesar da polinizacio na espécie ser

predominantemente por anemofilia, a introducdo de colonias de Apis mellifera
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induziu um aumento na produgdo de frutos e sementes na mamoneira. Além
disso, estas apresentaram um maior teor de 6leo, quando comparada com édrea
semelhante sem a polinizag@o por abelhas.

A possibilidade de agregar valor a cultura de mamona por meio da
apicultura, relatada por Milfont (2007), indica o potencial da mamoneira para a
producdo de mel abelhas. A mamoneira apresenta-se como fonte importante de
néctar e de pdlen, acrescentando valor nutricional e com rendimento de 23,52 kg
de mel em apenas 49 dias, alcangando o valor médio anual em area de campo
silvestre.

Além disso, o pdlen e o mel da mamoneira nio sdo considerados téxicos
para abelhas meliferas e para roedores, indicando que, provavelmente, seja
préprio para o consumo humano (Milfont, 2007).

No entanto, os estudos nesta drea com a espécie sdo ainda incipientes e
todo trabalho realizado no sentido de elucidar as caracteristicas florais trardo
informacdo para o desenvolvimento e aproveitamento do grande potencial que
oferece esta cultura. Os estudos de preservacdo e de reprodugdo de espécies de
importancia agricola também exigem conhecimentos bdsicos sobre a morfologia
e a estrutura de suas flores.

Desta forma, este trabalho teve por objetivo buscar informagdes sobre a
capacidade de fertilizacdo dos grdos de pdlen nos cultivares de mamona; os
aspectos anatdmicos da formagdo do botdo floral masculino; a formacdo dos
gametas masculinos (microsporogénese € microgametogénese); e sobre a

composic¢ao fisico-quimica dos graos de pélen de mamoneira.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Viabilidade polinica em diferentes genétipos de mamoneira

Sementes de diferentes cultivares Mirante, AL-Guarany 2002,
Nordestina (BRS-149), TAC-80 foram germinadas e mantidas em casa de
vegetacdo, até o periodo de floracdo do primeiro racemo. Além das cultivares
também foram coletadas espécimes do tipo ruderal (silvestre), na época de
florescimento, entre os meses de outubro a novembro de 2007. As coletas foram
feitas proximas ao campus da Universidade Federal de Lavras (UFLA),
localizada no municipio de Lavras, Minas Gerais. As plantas foram identificadas
e as excicatas foram depositadas no herbdrio UFLA, do Departamento Biologia
da UFLA, com nimero de registro 25.041.

O experimento foi executado no Laboratério de Cultura de Tecidos de
Plantas, do Setor de Fisiologia Vegetal, no Departamento de Biologia da
Universidade Federal de Lavras (UFLA), Lavras, MG.

Para o teste de viabilidade polinica in vitro foi avaliada a germinacdo do
polen desta espécie, conforme os diferentes meios de cultivo: MC 1 - 10%

sacarose + 0,03% Ca (NO3)2. 4HZO + 0,01% KNO; +0,02% MgSO,. 7TH20 +
0,01% H;BO;; MC 2 - sacarose a 10% + 0,01% H;BO; + 0,02%:; CaClz. 2HZO

MC 3 - 10% sacarose; € MC 4 - 30% sacarose, sendo todos solidificados com
0,8% de 4gar, segundo composicao sugerida por Brewbaker & Kwack (1963) e
Stanley & Linskens (1974).

O experimento constou de quatro repeti¢cdes, contituidas de quatro
tratamentos, quando foi avaliada a germinagdo de pdlen, por meio da andlise de
Scott Knott a 5% de probalidade. A andlise estatistica foi realizada de acordo
com o delineamento experimental inteiramente causalizado pelo pacote Sisvar

(Ferreira, 2000).
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4.2 Relagio entre botdo floral e estadios da microsporogénese e
microgametogénese de Ricinus communis L.

Sementes de Ricinus communis cv. Nordestina BRS-149, fornecidas
pela Embrapa Algodao, Campina Grande, PB, foram germinadas e as plantas
foram mantidas em casa de vegetacdo. Inflorescéncias do primeiro racemo
(Figura 1) foram coletadas ao acaso apds 70 dias de cultivo, no més de abril de
2008. As andlises dos botdes florais foram feitas no Laboratério de Cultura de
Tecidos de Plantas, do Setor de Fisiologia Vegetal, no Departamento de

Biologia da Universidade Federal de Lavras (UFLA), Lavras, MG.

FIGURA 1 Aspecto geral da inflorescéncia de Ricinus communis L. com
detalhe da flor masculina em antese.

Os botdes florais foram classificados por didmetro no eixo horizontal,
com auxilio de um paquimetro digital (marca Vonder®, com precisdao de 0,05
mm). Para a fixacdo do material foi utilizada a solucéo de etanol e acido acético,
na propor¢do de 3:1. Para as andlises, as anteras foram lavadas em &4gua
destilada e isoladas com o auxilio de agulhas histoldgicas e bisturi sobre 1dmina
em microscopio esterioscopico. Foram maceradas cerca de 400 anteras em
corante, carmim-acético a 1%, e posteriormente observadas ao microscopio
Optico para o registro das fases (Guerra & Souza, 2002).

As fases da gametogénese de pré-antese, antese e pds-antese foram

classificadas e separadas de acordo com uma escala referencial para o didmetro
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do botio floral. Os dados referentes ao comprimento dos botdes sdo relativos a
cada estddio da microsporogénese e microgametogénese.

O experimento foi instalado segundo um delineamento inteiramente
casualizado com 10 repeticdes com total de 100 células cada, em que os
tratamentos constituiram-se de 5 escalas de comprimento do botédo floral (> 2,9;
3,0-3,9; 4,0-4,9; 5,0-5,9 e 6,0 < mm), na qual foram medidas as propor¢des de
graos de pélen maduros (binucleado com assimetria), micrésporos (com niicleo
central), tétrades e meidcitos (fases da meiose).

A andlise estatistica foi realizada de acordo com o delineamento
experimental por meio do pacote estatistico R (R Development Core Team,

2008). O modelo estatistico que descreve as observagdes € dado por:
Vi =M+ + B+, +ap, &
em que:
ik & o valor da varidvel dependente na k-ésima repeti¢do que recebeu o i-ésima

escala, no j-ésimo tipo de pdlen,com1=1, ..., r;

M ¢ uma constante inerente a cada observacao;
a. . . ., .
i € o efeito da i-ésima escala, comi=1, 2,...,5;

B J € o efeito do j-ésimo tipo de pélen, comj =1, 2,3,4;
ap;

¢ o efeito da interacdo entre a i-ésima escala e o j-€simo tipo de pdlen;

N

E. . . . . .
k¢ o erro experimental associado a parcela, independente e identicamente

. . , s 1 ‘A . 2
distribuido de uma Normal com média zero e variancia © .
4.3 Aspectos anatomicos do botao floral masculino

Sementes de Ricinus communis cv. Nordestina BRS-149 fornecidas pela

Embrapa Algodao, Campina Grande, PB, as plantas foram mantidas em casa de
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vegetacdo. Inflorescéncias do primeiro racemo foram coletadas ao acaso ap6s 70
dias de cultivo, no més de abril de 2008. As analises foram feitas no Laboratorio
de Anatomia Vegetal, do Departamento de Biologia da Universidade Federal de
Lavras (UFLA), Lavras, MG.

As flores foram coletadas e classificadas em escala do botdo floral em
milimetros, conforme descrito no item 4.2.

Andlises morfoldgica e estrutural dos botdes e flores foram feitas em
material fixado em 4lcool etilico 70%. Para o preparo das laminas permanentes
dos cortes, utilizou-se a técnica de inclusdo em parafina apds desidratacdo em
série alcodlica etilica, segundo Johansen (1940).

Os botdes foram cortados em seccdes transversais e longitudinais com
auxilio de um micrétomo rotatério, e submetidos a dupla coloracio com
Safrablau. A montagem de laminas permanentes foi feita em Bélsamo do
Canada. As fotomicrografias foram captadas com o auxilio de um microscépio

de luz acoplado a uma ocular micrométrica.

4.4 Composicio quimica do pélen

A determinagdo da composicdo quimica dos graos de pdlen foi realizada
no Laboratério de Biologia Molecular, no Setor de Fisiologia Vegetal (DBI), e
no Laboratério de Produtos Vegetais no Departamento de Ciéncia dos
Alimentos, na UFLA.

As andlises fisico-quimicas foram realizadas a partir de graos de pdlen
de Ricinus communis L. de espécimes do tipo silvestre coletadas, na época de
florecimento, préoximo ao campus da Universidade Federal de Lavras (UFLA),
nos meses de outubro a novembro de 2007. As plantas foram identificadas e as
excicatas foram depositadas no herbario UFLA, do Departamento Biologia da

UFLA, com nimero de registro 25.041.
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Os graos de pdlen, em seguida, foram secos em estufa, a 60°C, por 72
horas, sendo, posteriormente, moidos em graal. Foram realizadas as seguintes

determinacoes:

a) Grau de umidade
Pesaram-se, aproximadamente, 0,5 g de gridos de pdlen moidos em

placas de Petri de 7 cm previamente secas e taradas. Em seguida, foram secos
em estufa regulada a 105+3°C, por 24 horas, e os dados expressos em
porcentagem, conforme método descrito pela Association of Official Analitical

Chemists - AOAC (1990).

b) Teor de amido
A determinacdo do amido foi realizada segundo metodologia descrita

por Somogy, adaptada posteriomente por Nelson (1944).

d) Residuo mineral fixo

Para a determinacdo de residuo mineral fixo (cinzas total), foram
pesados aproximadamente 2g de material desengordurado (em éter etilico) em
cadinho de porcelana, o qual foi previamente incinerado, esfriado e tarado. O
material foi carbonizado com posterior calcinagdo em mufla a 550°C, por 4
horas. A diferenca entre o peso do conjunto e o peso do cadinho vazio expressou

a quantidade de cinza total na amostra (AOAC, 1990).

d) Proteina bruta (N total)

Pesou-se 0,1g de material desengordurado, sendo a amostra transferida
para tubo de digestdo; adicionaram-se 1,5g de sulfato de potdssio e 0,3g de
sulfato de cobre, acrescentando-se, posteriormente, 3,0mL de 4cido sulftdrico
concentrado. Os tubos foram levados para o bloco digestor a 50°C, aumentando

a temperatura lentamente até atingir 370°C. A mistura foi deixada no bloco
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digestor até a solucdo apresentar cor verde-clara. Depois de esfriada,
adicionaram-se 30mL de 4gua destilada, agitando-se até dissolver o residuo,
estando o material pronto para a determinacdo do nitrogénio total. Na
determinacdo do teor de nitrogénio total, utilizou-se o método de micro-Kjeldahl
(AOAC, 1990), aplicando-se o fator 6,25 para o cédlculo do teor de proteina

bruta.

f) Teor de extrato etéreo

Pesaram-se 2g de amostra, transferindo quantitativamente para o
cartucho de Soxhlet. A extragdo direta da amostra com éter etilico foi realizada
em extrator continuo de Soxhlet, utilizando-se reboiler previamente dessecado e
tarado. Apds a extracdo, o reboiler com o residuo foi levado para a estufa a
65°C, por 24 horas, posteriormente pesados e os resultados expressos em

percentagem (AOAC, 1990).

g) Teor de vitamina C
A determinacdo do teor de vitamina C foi feita pelo método
colorimétrico com 2,4 dinitrofenilhidrazina, segundo Strohecker & Henning

(1967) e os resultados expressos em mg de dcido ascorbico/100 g de amostra.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Potencial de fertilidade polinica em mamoneira

Na germinacdo do grdo de pdlen de R. communis das diferentes
cultivares, observou-se valores inferiores no meio de cultura MC 4 para a
cultivar Guarany e a silvestre, em que utilizou-se a sacarose a 30%,
provavelmente pelo efeito do potencial osmético. Contudo, valores superiores da
germinacdo foram verificados no tipo silvestre e nas cultivares IAC-80 e BRS
149 Nordestina no meio de cultura MC2 (Tabela 1).

Segundo Galletta (1983), um dos fatores determinantes da integridade
dos grios de pdlen é a manutencdo do equilibrio osmético entre o meio de
cultura e o contetido dos grios de pélen. Supde-se que tal equilibrio possa ser
determinado pela relacdo entre a concentragdo de sacarose e as concentracdes de
substancias como 4cido bdrico e nitrato de célcio, de forma que o excesso ou
deficiéncia de qualquer desses componentes poderd promover o rompimento dos
grdos de pdlen.

Brewbaker & Kwack (1963) desenvolveram o meio de cultura para
germinar graos de pdlen de espécies que apresentam dificuldades in vitro, com
relacio aos meios convencionais. fons inorganicos (Mg**, Ca**, K* e Na*) e boro
sdo componentes adicionados e que estimulam e sd3o considerados

indispensaveis a germinagdo e ao crescimento do tubo polinico.
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TABELA 1 Andlise dos valores médios para o nimero de grdaos de pdlen
germinados in vitro de Ricinus communis L. em diferentes meios de
cultivo (MC) estabelecidos por Stanley & Linskens, 1974 e
Brewbaker & Kwack, 1963, e modificados ap6s o periodo de 24
horas de incubagdo.

Cultivares MCl1 MC2 MC3 MC4
Silvetre (ruderal) 39,25 aA 58 aA 23,75 aB 7,00 bB
AL-Guarany 2002 28,25 aA 28,25 bA 18,5 aA 5,0bB

Mirante 11,5bB 8,5¢cB 11,25 bB 32,25 aA
BRS-Nordestina 27,75aB 69,25 aA 23,5 aB 40,0 aB

TAC-80 28,75aB 70,5 aA 35,75 aB 41,0 aB

* Letras mindsculas iguais na mesma linha ndo diferem entre si pelo Teste de Scott
Knott a 5% de significancia; ** Letras maidsculas iguais na mesma coluna ndo diferem
entre si pelo Teste de Skott Knott a 5% de significancia. CV.:19.29%.

O desenvolvimento de métodos para determinar a viabilidade do pélen é
util para a andlise do potencial de fertilizagdo de uma espécie, permitindo
realizar a avaliacdo prévia de gendtipos quanto a sua capacidade de produzir
frutos e sementes (Silva et al., 2000). Destaca-se que neste trabalho, conforme
observado na Tabela 1, a cultivar IAC-80 apresentou viabilidade maior em todos
os meios de cultivo testados, o que comprova certa potencialidade desta cultivar.

A viabilidade do pdlen é um pardmetro de grande importancia no estudo
de plantas, pois, além de evidenciar a potencialidade reprodutora masculina da
espécie, contribui em estudos taxondmicos, ecoldgicos e palinoldgicos,
fornecendo informagdes bdsicas para a aplicagdo pritica na conservagiao
genética, bem como na agricultura, para o planejamento de algum tipo de
melhoramento ou cultivo (Auler et al., 2006). Estudos preliminares sobre a
viabilidade polinica com métodos de coloragdo foram feitos por Vargas et al.
(2008), relatando altos indices de viabilidade, em torno de 90%, para gen6tipos
cultivados no Rio Grande do Sul como as cultivares Cafelista e TAC-80, entre

outras.
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Yumbi et al. (2005) demostraram que, para grdos de pdlen de milho,
meios de cultura contendo teor de sacarose entre 10% e 20% proporcionam
maior germinagdo, sendo a concentragdo de 10% a mais indicada.

Pio et al. (2004) encontraram, em citros, quantidades de tubos polinicos
soltos da estrutura do pdlen na auséncia do boro para todas as variedades
testadas. O célcio, assim como o boro, € indicado pelos autores como promotor
da germinagao e do alongamento do tubo polinico.

Apesar da alta viabilidade para duas cultivares, optou-se por trabalhar
apenas com BRS-149 Nordestina, por se tratar de uma cultivar com potencial de

exploragdo e adaptada ao clima da regiao sul de Minas Gerais.

5.2 Relacao entre botao floral e estadios da microsporogénese e
microgametogénese

Para a andlise da propor¢do das estruturas observadas no processo de
formacao do pdlen em relacdo as diferentes escalas de tamanho do botdo floral
houve interacdo significativa entre os fatores (p<0,05). Os valores médios de
propor¢do de estruturas encontrados, em func¢do da escala e do tipo de pdlen
analisados demonstrados na Tabela 2, indicam que a propor¢do de grdos de
pélen maduros foi significativamente maior nos botdes florais (BF) com
tamanhos de até 5,0 mm em relacdo as outras classificagcdes. Maior proporcao de
meidcitos (Figura 2a) foi observada em botdes florais com tamanhos inferiores a
2,9 mm, ja a formacao de tétrades e micrésporos (pdlen uninucleado, Figura 2c)
em botdes florais com tamanhos de 4,9 até 3,0mm, graos de pélen maduro foram

observados em botdes florais de 5,0-5,9 e maiores que 6 mm.
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FIGURA 2 Gametogénese masculina de R.communis L. Meidcitos (A); tétrades
(B); micrésporos (pélen uninucleado;seta) (C); e pélen maduro (D).

Barras = 100 um (a, d), 20um (b, c).

TABELA 2 Propor¢ao de estruturas celulares da gametogénese, em fungdo da
escala do botdo floral masculino (mm) e nas classificagdes celulares

de Ricinus communis L.

Escala do didmetro horizontal Tipo de Pélen
(mm) do botdo floral. P.Maduro Micrésporo  Tétrade Meidcito
6,0< 1,00Aa  0,00Bb 0,00Bb  0,00Bb
5,0-5.9 0.97Aa  0,03Bb 0,00Bb  0,00Bb
4,0-4,9 0,37Ba  0,39Aa 0,10Bb  0,13Bb
3,0-39 0,20Ba  0,33Aa 0,30Aa 0,17Ba
>29 0,00Cb  0,00Bb 0,06Bb  0,94Aa

Médias seguidas de mesma letra maitiscula na coluna e miniscula na linha ndo diferem

entre si pelo teste de Scott-Knott com um nivel nominal de significincia de 5%.

O estudo das estruturas reprodutivas destaca-se quando se trata da
aplicacdo do conhecimento em técnicas de cultura de tecidos, pois a andlise
prévia caracterizando os diferentes estddios de desenvolvimento € um dos
pardmetros determinante para o sucesso da propagacdo, o qual depende da

regeneracdo de tecidos vegetais. A escolha da amostra utilizada para a realizagio
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da propagacdo depende do conhecimento das potencialidades dos tecidos
vegetais. Além disso, as substincias reguladoras de crescimento também
utilizadas nessas préticas interferem na formacgdo das células e tecidos. Segundo
Peters et al. (1999), as estruturas gaméticas, como os micrésporos unicleados, e
sua fase antecessora em tétrade, sdo mais responsivas para a indug¢do da
androgénese in vitro, a partir da cultura de antera. Diante disto, este estudo da
biologia floral fornece subsidio relevante para a aplicacio da cultura de hapldide
de mamoneira.

Numerosos estudos demonstram que os gametéfitos respondem apenas
em uma derteminada etapa do seu desenvolvimento, sendo o estddio
uninucleado o mais adequado para a maioria das espécies. Segundo Niizeki &
Oono (1971), graos de pdlen no estddio anterior a tétrade, ou apds o estadio
binucleado, ndo respondem bem a cultura in vitro. Neste contexto, o estddio de
desenvolvimento do botdo floral estd diretamente relacionado ao sucesso da
metodologia para obten¢do de hapldides e duplo-hapléides por meio da cultura
de tecidos de anteras.

Segundo Pagliarini (2000), os eventos citoldgicos da gametogénese sdo
controlados por um grande ndmero de genes, que atuam desde a fase pré-
meidtica até a pds-meidtica, e mutacdes nesses genes causam anomalias capazes
de afetar a fertilidade das espécies.

Andrade et al. (1998) analisaram citologicamente quatro cultivares de
cafeeiro (Coffea arabica L.) e em todos os gendtipos houve associagdo entre os
tamanhos dos botdes florais e anteras apenas com estddios de desenvolvimento
do micrésporo. Lauxen et al. (1995) relacionaram os estidios da
microsporogénese a quatro intervalos pré-estabelecidos de comprimento de
botdo floral, em trés cultivares brasileiras de soja (Glycine max (L.) Merrill), e
constataram a falta de sincronismo entre as anteras de um mesmo botdo. No

estudo com Passiflora edulis flavicarpa, foi verificado o pardmetro de relagdo
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do tamanho da antera e de botdo floral com as fases meidticas (Souza et al.,
2002). Os estudos do botdo floral para a mamona, neste trabalho, corroboram
com os resultados encontrados pelos autores citados anteriormente.

A relagdo entre tamanho do botdo floral e o estddio de desenvolvimento
do grao de pdlen tem sido buscada em vdrias espécies, principalmente como
subsidio para estudos envolvendo microsporogénese e cultura de anteras

(Willcox et al., 1990).

5.3 Aspectos anatomicos do botao floral masculino

O estudo da biologia floral de mamona foi realizado por Tavora (1982),
contudo ndo ha descricio dos aspectos anatdmicos, conhecimento este
importante para estudos reprodutivos na espécie.

A inflorescéncia da espécie € do tipo panicular com flores em posi¢des
diferentes. Geralmente, na parte superior estdo as femininas e, na parte inferior,
as masculinas. A floracdo inicia-se no racemo principal e, apds 10 a 12 dias dé-se
inicio o florescimento do racemo de segunda ordem. Na espécie tanto as flores
femininas como as masculinas sdo apétalas e sdo compostas por trés ou cinco
sépalas (Figura 3), sendo raro o aparecimento de flores hermafroditas (Tédvora,
1982).

As sépalas sdo revestidas interna e externamente por epiderme simples
com cuticula espessa, cobrindo as paredes celulares periclinais externas. Na
epiderme ndo ha presenca de tricomas (Figura 3).

O mesofilo parenquimatico apresenta-se com células de formato varidvel
e irregular (Figura 3). Feixes vasculares estdo presentes, em detalhe da sec¢do
transversal da sépala, compostos por xilema e floema, distribuidos
irregularmente (Figura 4).

Em E. fulgens as pétalas e sépalas apresentam epiderme simples e

papilosa em algumas regides, mesofilo homogéneo e sem especializa¢des para
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fotossintese, conforme descrito para outras flores, incluindo aquelas de
Orchidaceae. A vascularizagdo € pouco desenvolvida, coerente com a
efemeridade e o baixo metabolismo requerido por estes verticilos (Teixeira et

al., 2004).

FIGURA 3 Detalhes do mesofilo das sépalas dos botdes florais masculinos em
diferentes fases do desenvolvimento (eixo longitudinal, mm). a=
abertura do botdo floral; b= > 6,0 mm; ¢=5,0-5, 9 mm ; d=4,0-4,9
mm; e= 3,0-3,9 mm ; f=>2,9mm. Barras = 400 um (a, d, f), 100 pm
(b, c, e).

A

FIGURA 4 Detalhe anatdmico da sépala em se¢do transversal (400x) no botdo
floral masculino com didmetro de aproximadamente 3,0 a 3,9 mm.
vf= feixe vascular; x= xilema; f = floema. p= par€nquima; ep. int.=
epiderme interna. (Br=100pum).
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A técnica empregada na coloragdio dos cortes propiciou o0
acompanhamento da formacdo do botdo floral com destaque para as anteras em
desenvolvimento inicial sem a diferenciacio dos tecidos internamente (Figura
5a) e maturacdo das anteras na antese (Figura 5f). No processo de deiscéncia da
antera de mamona foram observadas mudancas estruturais na parede celular e
influéncia das mudancas na umidade relativa. A dnica camada celular da antera
foi composta por quatro tipos de células com base em forma e espessamento. O
principal tipo de células presentes sdo células isodiamétricas lignificadas

tangencialmente e nas paredes laterais (Bianchini & Pacini, 1996).

FIGURA 5 Desenvolvimento do botdo floral (BF) masculino até o periodo de
antese quando o eixo horizontal é superior a 6 mm. Escala em corte
longitudinal BF menores que 2,9mm (a); e cortes transversais de BF
3,0-3,9mm (b); de BF 4,0-4,9mm (b); BF 5,0-5,9mm (d); BF 6,0>
(e); e de BF aberto (seta) (f).
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A antera diteca apresentou sacos polinicos com septo entre suas lojas, e
na maturacdo dos grdos de pdlen, cada saco polinico estd envolvido por uma
epiderme unisseriada e pelo endotécio (Figura 6b).

Anteras quando maduras revelam as seguintes zonas de tecidos:
epiderme unisseriada, endotécio. Observou-se a formacao e abertura do septo na
antese para a liberacdo do grdo de pdlen (Figura 6a). Segundo Bianchini &
Pacini (1996), analisando a deiscéncia explosiva da antera de mamona pode ser
desencadeada por uma rapida desidratacio da cuticula delgada das células, o que
gera mudangas estruturais, forcando a separa¢do das anteras no estomio. A
pressdo feita pela abertura do estdmio causa nas paredes da antera préximo da
regido junto ao septo, forcando desta forma o lancamento do pélen.

Na antera madura verificou-se a formacdo do endotécio diferenciado na
auséncia do tapete e da camada mediana, apresentando pélen maduro no interior
(Figura 6¢). Semelhante ao observado por Mariath et al. (2003) referem-se sobre
a possibilidade da epiderme da antera sofrer ruptura de suas células,
permanecendo, neste caso, o endotécio como a camada celular mais externa da
antera. Estudos histoldgicos das anteras com objetivo de aplicar e compreender o

cultivo in vitro sdo prerrogativas destacadas por Rodrigues et al. (2004).
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FIGURA 6 Antera madura. (A) regido do septo na liberacio dos graos de pdlen.
(B) aspecto geral da antera e do filete. (C) Parede da antera e graos
de pdlen. sp= septo, regido estomial; ed= endotécio; fI: filete
(Barras: (A) 50um; (B) 100 um; e (C) 40 um) .
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5.4 Composicio quimica do pélen

A composi¢do quimica do pélen varia com a origem floral, condi¢des
ambientais, climdticas, geograficas, idade e estado nutricional da planta e das
estagcdes do ano (Andrade, 1996). O pdlen contém substincias nutricionais como
carboidratos, proteinas, lipideos, vitaminas, macro e microelementos.

Na Tabela 3 observou-se que os graos de pdlen apresentam um contetido
alto de dgua, aproximadamente 46,03%, e a porcentagem de proteina na amostra
de pdlen foi 47,01%, neste trabalho.

Segundo Barreto et al. (2000), foi encontrado um teor menor de
proteinas de pélen-apicola, subproduto comercializado, extraido de colmeias e
que é composto de aglutinacdes feitas pelas abelhas dos graos de pdlen de
espécies. Em geral tem valor nutricional maior que o pélen in natura, extraido
diretamente da planta. O pdlen-apicola é conhecido também por “pdo de
abelha”, servindo de alimento as colmeias. A produ¢do de mel, em condi¢do
experimental, com A. mellifera que coletava néctar e polen em éreas de cultivo
de mamoneira aumentou significativamente 20,1% quando comparadas a
producdo de mel em regides silvestres.

As porcentagens de cinzas em amostras do pélen apresentaram valor de
4,66%, expressivamente superior aos valores encontrados por Sampaio (1991)
(1,6 a 3,6%) para pdlen-apicola coletado no estado do Parand.

Os resultados verificados para extrato etéreo apresentaram
aproximadamente, valor médio de 3,57%. Observou-se, ainda, que os graos de
pélen apresentaram, como fonte de reserva, o amido, que compreende
aproximadamente 2,96g para 100g dos constituintes totais. O teor de 4cido
ascorbico de 12,52 mg/ 100g pode ser considerado alto, pois o referencial de
pdlen-apicola, o valor nutricional indicado é, em média, de 15,2 mg/100g para

consumo humano (Lengler, 2002).
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Possivelmente devido ao baixo teor de extrato etéreo, os graos de pdlen
da espécie ndo podem ser classificados como oleaginosos, sendo classificados
como proteindceos devido ao alto teor de proteina bruta (N total) préximo a

47,01%.

TABELA 3 Valores médios em base seca dos constituintes de graos de pdlen de
Ricinus communis L. silvestre.

Contituintes Base seca
Grau de umidade 46,03%
Proteina Bruta 47,01 %
Cinza 4,66 %
Extrato etéreo 3,57%
Amido 2,96 (g/100g)
Vitamina C (4cido ascérbico) 12,52 (mg/100g)

O teor elevado de proteinas também pode contribuir para a reducio do
potencial de armazenamento, devido a elevada afinidade dessa substancia com a
dgua (Marcos Filho, 2005).

O pdlen carregado pelas abelhas no processo de polinizacio representa a
maior fonte de proteinas, lipideos, minerais e vitaminas para a colonia de Apis
mellifera (Singh et al., 1999), devido a sua grande importancia por agregar valor
nutricional ao mel. O cultivo da mamona é comprovadamente importante fonte
de néctar e pdlen, para a explora¢do apicola e para a produgdo de mel com
qualidade (Milfont, 2007). Por isso, destaca-se neste trabalho a composi¢ao
quimica dos graos de pdlen de R. communis.

Pélen-apicola coletado em colmeia de abelhas para ser comercializado
no Brasil deve ter os seguintes requisitos fisico-quimicos: umidade maxima de
30%; cinzas com méximo de 4%:; lipideos com minimo de 1,8%, e proteinas
com minimo de 8% (Brasil, 2001). O chamado pdlen-apicola possui, em geral,

maior valor nutricional do que o pélen in natura, porém esta afirmacdo nao foi
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comprovada neste trabalho, pois a composi¢cdo quimica do pélen de mamona
apresentou maior valor nutricional.

Os resultados deste trabalho sugerem que o pdlen in natura de mamona
apresenta altos valores nutricionais, tendo os requisitos basicos fisico-quimicos

para compOr o polen-apicola comercializado no Brasil.

6 CONCLUSOES

As cultivares IAC-80 e BRS-149 Nordestina apresentam viabilidade
polinica superior no meio MC2.

De acordo com a andlise citoldgica realizada neste estudo, o tamanho do
botdo floral pode ser usado como parametro indicativo para fases da
gametogénese.

A escala sugerida neste trabalho para o comprimento do botdo floral
masculino de Ricinus communis L. pode ser correlacionada com os estadios de
micrdsporo e grao de pélen.

A técnica empregada para coloracdo anatdmica propiciou o
acompanhamento da formacdo do botao floral com destaque para as anteras em
desenvolvimento até a maturacdo das anteras na antese.

O pdlen de mamona pode ser classificado como proteindceo, devido ao
elevado teor de proteina. O pdlen in natura de mamona apresenta altos valores

nutricionais, apresentando potencial para a exploracio apicola no Brasil.
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CAPITULO 3

CALOGENESE EM ANTERAS DE MAMONA
cv. BRS-149 NORDESTINA

52



1 RESUMO

A mamona (Ricinus communis L.) vem se destacando, no cendrio
brasileiro, por possuir propriedades medicinais e grande potencial para producio
de biodiesel. E uma oleaginosa de alto valor econdmico por apresentar iniimeras
possibilidades de aplicagdo na area industrial e medicinal. As iniciativas para
explorar o potencial dessa espécie ainda sdo incipientes, sobretudo, para
estabelecer cultivares vidveis comercialmente no Pais. A busca por linhagens
duplo-hapléides € valiosa para andlises genéticas e pesquisas basicas de selecao.
Esse trabalho teve por objetivo estudar a indu¢do de calos hapldides a partir do
cultivo de anteras. Para tanto, avaliou-se o efeito de diferentes antioxidantes
PVP (0, 100, 200, 400, 800 mg L'l) e dcido ascorbico (0, 50, 100, 200 e 400 mg
L") na inducdo dos calos. Para a indugio dos calos, utilizaram-se diferentes
reguladores de crescimento, 2,4-D (0,0; 2,0; 4,0; 10,0 e 20,0 mg L! ), TDZ,
Picloram e ANA nas concentra¢des de 0,0; 1,0; 2,0; 3,0 e 4,0 mg L',
separadamente, e avaliou-se ainda a adi¢do do nitrato de prata combinado com
2,4-D ao meio de cultivo. Como andlise complentar, foram feitas anélises
citoldgicas utilizando Carmim-acetico e Azul de Evans. Conclui-se que o dcido
ascérbico na concentracio de 200 mg L™ foi efetivo como antioxidante na
indugdo de calos de anteras de R.communis. A concentracio de 2,0 mg L™ de
2,4-D adicionada ao meio de cultura MS proporcionou maior massa fresca (g) de
calos. Na andlise citoldgica, observou-se células isodiamétricas coradas
fortemente com carmim-acético observadas em calos induzidos com a auxina,
2,4-D, evidenciando um potencial embriogénico. Os reguladores de crescimento
ANA, TDZ e Picloram induziram a formacao de calos. Contudo, a maior matéria
fresca pdde ser obtida com a utilizacdo de 3,0 mg L 'do Picloram. A adicio de
nitrato de prata no meio de cultura € eficiente na formacdo de calos ndo
oxidados.

Palavras-chave: duplo-hdploide, calos, Ricinus communis.
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2 ABSTRACT

The castor bean (Ricinus communis L.) has gained importance in the
Brazilian scenario due to its medicinal properties and potential for production of
biodiesel. It is an oleaginous species of high economic value since it presents
many possibilities for application in the industry and medical areas. Initiatives to
explore the potential of this species are reduced, especially regarding the
establishment of viable commercial cultivars. The search for double-haploid
lines is valuable for genetic analysis and basic selection research. The objective
of this work was study the induction of haploid callus obtained from anthers.
Thus, the effect of the antioxidants PVP (0, 100, 200, 400, 800 mg L'l) and
ascorbic acid (0, 50, 100, 200 and 400 mg L'l) on the induction of callus was
evaluated. For callus induction, the following growth regulators, 2,4-D (0.0, 2.0,
4.0, 10.0 and 20.0 mg L’l), TDZ, NAA and picloran in concentrations of 0.0,
1.0, 2.0, 3.0 and 4.0 mg L, separately were also evaluated as well as the
addition of silver nitrate combined with 2,4-D on the cultivation medium.
Additional cytological analyses were also performed using carmine-acetic and
Evans Blue dies. Results show that the use of 200 mg L ascorbic acid was
effective as an antioxidant in the induction of callus from R. communis anthers.
The concentration of 2.0 mg L' 2,4-D added to the MS culture medium provided
higher calli fresh weight (g). Isodiametrical cells strongly stained with carmine-
acetic were observed in calli induced with 2,4-D, indicating an embryogenic
potential. NAA, picloram and TDZ induced the formation of callus. However,
the largest fresh weight could be obtained with the use of 3.0 mg L™ picloram.
The addition of silver nitrate in the culture medium is effective in the formation
of non oxidized callus.

Key words: duplo-haploid, callus, Ricinus communis.
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3 INTRODUCAO

A mamoneira pertence a familia Euphorbiaceae, na qual o género
Ricinus € monoespecifico, representa atualmente uma importante espécie na
industria bioenergética e medicinal. Na mamona se observa grande variabilidade
para caracteres morfoldgicos e agrondmicos, gerando a possibilidade de selecao
por melhoramento genético. Contudo, até o momento poucas cultivares foram
liberadas pelos programas de melhoramento. Diante disso, pequenos produtores
ainda se utilizam de variedades locais pouco adaptadas (Azevedo & Lima,
2001).

Atualmente o foco do melhoramento tem buscado maior produtividade,
precocidade, porte, grau de deiscéncia, adaptacdo de colheita mecanica ou
manual (Ndbrega, 2008). Nos ultimos anos, a cultura da mamona tornou-se
importante em muitas regides do Brasil, como nas regides de clima seco. No
Brasil, para este clima, foi langado, pela Embrapa Algodao, a cultivar BRS 149
Nordestina, uma cultivar adaptada a regido semi-drida e com alto teor de 6leo
(48,9%) (Pinheiro et al., 2008).

Com a intengdo de acelerar drasticamente a obtencdo de novas
cultivares, a cultura de anteras apresenta-se como uma ferramenta de grande
utilidade, principalmente para estudos genéticos e de obtencdo de linhagens
homozigébticas puras, substituindo as inimeras geragdes de autofecundacdo
necessdrias. Para obtencdo do individuo fértil é necessdria a duplicagdo dos
cromossomos, que pode ocorrer de maneira espontanea ou ser induzidos com o
uso de colchicina (Bajaj, 1984).

Por meio do cultivo in vitro de anteras ou de gametdfitos isolados
(micrésporos) de algumas espécies vegetais, € possivel interromper o
desenvolvimento microgametofitico e ativar divisdes celulares atipicas, as quais

podem originar esporé6fitos com a mesma constituicdo genética do gametéfito e
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com variados niveis de ploidia, caracterizando a ocorréncia da androgénese
(Rodrigues et al., 2004).

Neste contexto, os duplo-hapldides podem ser obtidos por androgé€nese
direta ou por androgénese indireta. No entanto, é mais freqiiente a obtencdo
destas plantas através da cultura de anteras pelo método indireto, nas etapas: (1)
formagdo de calos a partir de anteras; (2) formacdo de gemas ou embridides a
partir de calos e (3) obten¢do de plantas a partir das gemas ou de embrides
somdticos. A primeira etapa é essencial e deve-se considerar alguns fatores
como o gendtipo, o meio de cultivo e o estidgio de desenvolvimento do grao de
pdlen, que pode ser correlacionado com o tamanho do botdo floral em muitas
espécies (Bobrowski et al., 1995; Peters et al., 1999). Para mamoneira
obtiveram-se informacdes sobre a biologia floral previamente, conforme descrito
no Capitulo 3.

Uma série de fatores quimicos, fisicos e genéticos interagem de forma
complexa, influenciando tanto na inducdo do embrido hapléide, como na
organogénese direta ou indireta. Para as etapas criticas da inducdo da
androgénese, tém-se o gendtipo e as condi¢des fisioldgicas da planta doadora, o
estddio de desenvolvimento dos micrésporos, o tipo de pré-tratamento aplicado
aos botdes florais e a composi¢do do meio de cultura (Peters et al., 1999).

No Brasil, R. communis ainda apresenta poucos progressos com relacio
a cultura de anteras, com trabalhos preliminares e que no expressam o potencial
androgenético dos genétipos existentes, com estudos para a cultivar IAC-80
(Vargas et al., 2006).

O presente trabalho foi realizado com o objetivo de estudar o efeito da
aplicagdo de antioxidantes e de diferentes concentragdes de reguladores de
crescimento no processo da calogénese in vitro a partir de anteras de Ricinus

communis L.
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 Material botanico

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Cultura de
Tecidos de Plantas, Setor de Fisiologia Vegetal, do Departamento de Biologia,
Universidade Federal de Lavras.

Sementes de Ricinus communis L. cultivar BRS-149 Nordestina
fornecidas pela EMBRAPA Algodao- Campina Grande, PB, foram germinadas e
mantidas em casa de vegetacdo até o periodo de florescimento do primeiro
racemo, no Setor de Fisiologia Vegetal, do Departamento de Biologia,

Universidade Federal de Lavras (UFLA), Minas Gerais.

4.2 Desinfestacao dos botoes florais

Para o estabelecimento in vitro inicialmente os botdes florais coletados
permaneceram armazenados a 4°C por 24 horas. Posteriormente, o material foi
desinfestado em camara de fluxo laminar. Os botdes florais foram imersos em
dlcool 70% por 30 segundos, e transferidos para hipoclorito de sédio a 1,5 % de
cloro ativo, por 15 minutos. Posteriormente, foi realizada a triplice lavagem em
dgua destilada e autoclavada. Para todos os meios de cultura testados utilizou-se
o botdo floral com escala determinada de 3,0-3,9 e 4,0-4,9 mm de diamétro do
eixo horizontal, medido com auxilio de um paquimetro digital (marca Vonder®,
com precisdo de 0,05 mm), para as fases de tétrades e micrésporos estabelecidas

no Capitulo 3.

4.3 Efeito de diferentes concentracées de PVP e acido ascorbico

Apds a desinfestacdo, as anteras provenientes de botdes florais foram
inoculadas em tubos de ensaio contendo meio MS (Murashige & Skoog, 1962),
com 3% de sacarose, solidificado com 0,6% de agar, e suplementado com 1 mg

L' de 24D (acido diclorofenoxiacético), e diferentes concentragdes de
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polivinilpirrolidona - PVP (100, 200, 400, 800 mg L™). Para o teste utilizando
acido ascorbico como antioxidante, as anteras foram extraidas e colocadas em
placas de petri contendo a solucdo nas concentragdes (50, 100, 200 e 400 mg L
", permanecendo por cerca de 5 minutos até inoculagio em meio de cultura
suplementado com 1,0 mg L' de2,4-D.

Para a andlise do PVP e do 4cido ascdrbico, os experimentos foram
instalados segundo um delineamento inteiramente casualizado (DIC), com 10
repeti¢cdes em que os tratamentos constituiam-se de cinco concentracdes de PVP
e cinco de acido ascérbico. Foram medidas as seguintes varidveis: oxidagdo e
formacao de calos.

A andlise estatistica foi realizada de acordo com o delineamento
experimental por meio do pacote estatistico R (R Development Core Team,

2008). O modelo estatistico que descreve as observagdes € dado por:
Vi =VH&ETE,
em que:
y; € o valor da variavel dependente na j-ésima repeticdo que recebeu o i-€sima
concentracdo de PVP ou ac. ascérbico, comk =1, ..., r;
v € uma constante inerente a cada observacao;
m; € o efeito do i-ésima concentracdo de PVP ou de ac.ascérbico com i = 1,

.05

N

€, € o erro experimental associado a parcela, independente e identicamente

. . , Z1: AL s 2

distribuido de uma Normal com média zero e variancia 0~ .
Os dados de oxidacdo e formacdo de calos caracterizam-se por
apresentar distribuicao binomial (presenca ou auséncia da caracteristica) sendo

utilizada como preditor linear (77) a funcdo de ligagdo logistica, dada por:
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nzln(—’ui j
m, — K,

Os preditores lineares foram caracterizados por um modelo de acordo o

delineamento experimental, dado por

n=v+a,

4.4 Efeito do 2,4-D na inducao de calos de anteras

As anteras extraidas foram mantidas em placas de Petri com solugdo de
4cido ascérbico 200 mg L™, sendo, logo em seguida, inoculadas em tubos de
ensaio contendo meio MS, com 3% de sacarose, e suplementado com 2,0; 4,0;
10,0 e 20,0 mg L' de 2,4-D, e na auséncia do regulador (controle) solidificados
com agar a 0,6%.

O experimento foi instalado segundo um delineamento inteiramente
casualizado (DIC) com 10 repeti¢des, em que os tratamentos constituiam-se de
cinco concentragdes de 2,4-D. Foram medidas as seguintes varidveis: formagao
de calos e peso fresco (g).

A andlise estatistica foi realizada de acordo com o delineamento
experimental por meio do pacote estatistico R (R Development Core Team,
2008).

Os dados da formag¢do de calos caracterizam-se por apresentar
distribuicdo binomial (presenca ou auséncia da caracteristica) sendo utilizada

como preditor linear (77) a funcio de ligagdo logistica, dada por:

nl(Lj
mi_aui

O preditor linear foi caracterizado por um modelo de acordo o

delineamento experimental, dado por

n=v+a,+p,+0, +aof,+ po, +as, +apd,
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4.4.1 Analise citologica dos calos

Para caracterizagdo do potencial embriogénico dos calos formados foi
feita uma coleta de cinco tubos de ensaio ao acaso de cada tratamento,
considerada amostra composta.

Uma por¢do de calo foi retirada de cada tubo, submetidas a leve
maceracdo com o auxilio de um bastdo de vidro sob vidro de reldgio. Apds a
maceracdo, foram adicionadas trés gotas do corante Azul de Evans 0,1%, no
qual permaneceu em reagdo por 30 segundos. Apds esse periodo, o material foi
centrifugado em 4gua destilada para retirar o excesso do corante.
Posteriormente, foi adicionado Carmim-acético 2%, no qual permaneceu em
reacdo por trés minutos. Por fim, o excesso de corante foi retirado com uma
lavagem em 4gua destilada. Logo apds, a massa celular foi acomodada sob
lamina e coberta com laminula. Procedeu-se a visualizacdo em microscopio de
luz (Olympus®) e andlise pelo método de varredura em aumentos de 10 e 40

VEZES.

4.5 Efeito dos reguladores de crescimento: ANA, Picloram e TDZ na
inducao de calos androgénicos

As anteras extraidas foram mantidas em placas de Petri com solugdo de
4cido ascérbico 200 mg L™, sendo, logo em seguida, inoculadas em tubos de
ensaio contendo MS, com 3% de sacarose, e suplementado com 1,0; 2,0; 3,0 e
4,0 mg L' de ANA, Picloram ou TDZ , isoladamente, e na auséncia de regulador
de crescimento (controle), com pH ajustado para 5,8. Foram solidificados com
0,6% de agar e autoclavada a 120°C, durante 20 minutos.

O experimento foi instalado segundo um delineamento inteiramente
casualizado, com 10 repeti¢des, em que os tratamentos constituiam-se de trés
reguladores em quatro concentracdes, € do controle. Foram avaliadas as

seguintes varidveis: formacao de calos e peso fresco dos calos.
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A anélise estatistica foi realizada de acordo com o delineamento
experimental por meio do pacote estatistico R (R Development Core Team,

2008).

4.6 Efeito de nitrato de prata na inducao de calos androgénicos

As anteras extraidas foram mantidas em placas de Petri com solucdo de
acido ascdrbico 200 mg L', sendo, logo em seguida, inoculadas em tubos de
ensaio contendo B5 (Gamborg et al., 1968), com 30 g L' de sacarose, e
suplementado com 2,4-D (2,0 mg L'l) e nitrato de prata-AgNO;, (20 mg L'l),
testou-se também a auséncia do suplemento. O meios foram solidificados com
0,6% de agar, sendo o pH ajustado para 5,8, antes da autoclavagem a 120°C,
durante 20 minutos, totalizando cinco tratamentos.

O experimento foi instalado segundo um delineamento inteiramente
casualizado, com 10 repeti¢des, em que os tratamentos constituiam-se de duas
concentracdes do regulador 2,4D, duas concentragdes de nitratro de prata. Foi
avaliada a formacio de calos, o peso fresco dos calos formados, e o aspecto
qualitativo de coloracdo dos calos, classificados nas seguintes categorias: 0=
auséncia de calos 1= calo branco; 2= marrom; 3= amarelo; 4=verde.

A andlise estatistica foi realizada de acordo com o delineamento
experimental por meio do pacote estatistico R (R Development Core Team,

2008). O modelo estatistico que descreve as observagdes é dado por:
Vi =Vta,+ B +of; +€,,
em que:
Y € o valor da varidvel dependente na k-ésima repeti¢do que recebeu o i-€sima

concentracao do regulador 2,4D e j-ésima concentragdo de nitratro de prata, com
k=1,..r

Vv € uma constante inerente a cada observacao;
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a. € o efeito do i-€sima concentrac@o do regulador 2,4D, comi = 1,2;
Jii ; € o efeito da j-¢sima concentragdo de nitrato de prata, com j = 1,2;
a',Bii ¢ o efeito da interacdo entre o i-ésima concentragdo do regulador 2,4D e a

j-ésima concentragdo de nitrato de prata;

E.

i« € o erro experimental associado a parcela, independente e identicamente

s (1 A D
distribuido de uma Normal com média zero e variancia 0~ .

Os dados de presenca e auséncia de calo caracterizam-se por apresentar
distribuicdo binomial (presenca ou auséncia da caracteristica) sendo utilizada

como preditor linear (77) a funcdo de ligacdo logistica, dada por:

y7
77 — ln P A S
m; — Hi;

Como os dados de cor tém a estrutura categorizada, a andlise estatistica
foi realizada utilizando-se a regressao logistica multinomial.

O preditor linear foi caracterizado por um modelo de acordo com o

delineamento experimental.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Efeito dos antioxidantes: PVP e 4cido ascérbico

Para a andlise de Deviance da oxida¢do dos calos ndo houve efeito
significativo para as diferentes concentra¢des do antioxidante PVP (Tabela 1).
Os resultados para a formacgdo de calos, indicados na Tabela, demonstram que o

efeito das concentracdes do PVP ndo foi significativo.

TABELA 1 Anadlise de Deviance para a oxidacido (FO) e formacdo de calos
(FC) segundo as diferentes concentracdes de PVP em cultivo in
vitro de anteras de R.communis L.
Fonte de variacdio G.L. Deviance (FO) Valor-p (FO) Deviance (FC) valor-p (FC)

Concentragdo 4 10,008 0,061 3,7911 0,0740
Erro 45 57,293 13,0033

Resultados diferentes foram observados para a cultura de anteras de
Coffea arabica L. Adicio de PVP ao meio de cultura aumentou
significativamente a inducdo de calos, atingindo a maxima calogénese na
dosagem de 1,8 mM (Pasqual et al., 2002). Para Inga vera a concentragdo mais
eficiente foi a de 0,9 mM (Stein et al., 2007).

Segundo Stein et al. (2007), os fendis podem ser absorvidos pelo PVP
por meio de ligagdes de hidrogénio que previnem a oxidagdo e a polimerizagio.
No presente trabalho, o uso de PVP nado foi eficiente, pois se observou o
escurecimento de algumas anteras antes mesmo da indug¢do dos calos,
independentemente da concentragdo utilizada.

Para a andlise da oxidacdo dos calos, houve efeito significativo das
concentracdes do &c. ascérbico usadas (p=0,0030). Os valores médios,

observados e estimados, da propor¢do de calos oxidados, diminuiram

63



significativamente, evidenciando a influéncia da concentracdo deste
antioxidante (Figura 1).

Dentre os diversos antioxidantes usados na indugdo de calos, o acido
ascorbico tem sido o mais eficiente para vérias espécies. Resultados
semelhantes foram obtidos por Gupta (1986), para Musa sp., em que este
antioxidante, adicionado ao meio de cultura, foi mais efetivo quando comparado

ao uso do 4cido citrico e do carvao ativado, na concentra¢io de 25 mg L

1,2 4
n 61.920070.0231”0,0000412

1,0 M= 1+e'] 1,9200-0,0231x+0,00004 x*

1+e

50 de oxidagio

0,0 T T T T T
0,0 50,0100,0 200,0 400,0

Acido ascérbico (mg L_l)
FIGURA 1 Valores médios e estimados da proporcao de oxidacdo em fungdo
das concentracdes de dcido ascérbico As linhas pontilhadas sdo os
intervalos de confianga da regressao.

Para a anélise da formag@o dos calos induzidos apds imersdo das anteras
em 4cido ascoérbico (p= 0,0740) observou-se que o efeito foi significativo para as
concentracdes do antioxidante. A formagdo de calos também foi afetada
significativamente pelo uso do 4cido ascérbico, indicando a maior proporcao de

calos induzidos nas maiores concentracdes de 200 e 400 mg L™ (Figura 2).
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FIGURA 2 Valores médios e estimados da propor¢cdo de calos formadas em
funcdo das concentracdes de 4cido ascérbico. As linhas pontilhadas
s@o os intervalos de confianca da regressao.

Corroborando com os resultados obtidos, Ferreira (2003), com as
concentracdes semelhantes as utilizadas, obteve o menor nimero de explantes
oxidados utilizando a solugio de 100 mg L' de 4cido ascérbico em explantes de
Dedranthema grandiflorum 'Funny Pynk'. Melo et al. (2001) constataram que
esta mesma solugdo foi a mais eficiente para guarirobeira (Syagrus oleraceae).
Foram encontrados altos niveis de oxidacdo mesmo com a adi¢do de carvdo
ativado ao meio de cultura de inflorescéncias de bananeira (Musa ssp.) (Alloufa
et al., 2002). Segundo Pasqual et al. (2002), as substincias antioxidantes agem
pela remocdo do oxigénio de outras moléculas (varredor de perdxido de

hidrogénio).

5.2 Efeito do 2,4-D na inducio de calos androgénicos

Houve efeito significativo entre as concentragdes de 2,4-D utilizadas (p
<0,0001). Na andlise de regressdo da proporcdo de calogénese verificou-se a
completa formacdo independentemente da concentracio do regulador de

crescimento (Figura 3).
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FIGURA 3 Valores médios (pontos) e estimados (linha cheia) da proporcao de
calos em func¢do das concentracdes de 2,4D. As linhas pontilhadas
sdo os intervalos de confianca da regressao.

De acordo com Xu & Bewley (1992), as auxinas, em particular o 4cido
2,4- diclorofenoxiacético (2,4-D), sdo importantes na inducdo de calos e de
células embriogénicas. Grattapaglia & Machado (1990) descreveram, na inducdo
da calogénese, o uso do meio com altas concentracdes de auxinas, sendo 2,4-D
um dos reguladores de crescimento mais eficazes na indugdo de calos
(Ammirato, 1983).

Segundo Ball et al. (1993), experimentos de calogénese em anteras de
Triticum aestivum demonstram que o 2,4-D € mais efetivo do que o dcido indol
acético (AIA). Anteras de Cucumis sativus L. cv. Calypso, inoculadas em meio
BS5, completado principalmente com 2,5 uM de 2,4-D, desenvolveram calos e
embrides globulares em 4 semanas.

Na andlise de variancia do peso fresco dos calos formados verificou-se
que houve efeito significativo para as concentracdes de 2,4-D. Porém, a
propor¢do do peso fresco foi influenciada significativamente pelo aumento da
concentracao do regulador de crescimento, com uma reducdo que possivelmente

indica o efeito negativo da alta concentracio deste (Figura 4). Comportamento
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semelhante foi observado em calos de candeia (Eremanthus erythropappus) em
que os autores afirmam o efeito téxico do 2,4-D quando utilizado em
concentracdes superiores a 4 mg L™, com tendéncia de reducio do peso fresco

(Bradley et al., 2001).

1,0 4
y =0,0837+0,2207x — 0,0248x> +0,0006x°
0,8 1
0,6 1

0,4

0,2 A

PF (gramas)

0,0 1 o

20,2

-0,4 T T T T T
0,0 2.0 4,0 10,0 1200
Concentragao de 2,4-D (mg L™ )

FIGURA 4 Valores médios (pontos) e estimados (linha cheia) da peso fresco
(PF) de calos induzidos de anteras de R.communis L. em fun¢do das
concentracdes de 2,4D. As linhas pontilhadas sdo os intervalos de
confianca da regressao.

Os calos formados com o uso do 2,4-D a partir das anteras de mamona
apresentaram-se, em geral, fridveis e de coloracdo amarela e branca, que pode
ser favordvel a producdo de calos embriogénicos. No entanto, foi registrada por
diversos autores ndo apenas a formacgdo de calos com o uso deste regulador,
como a ocorréncia de eventos morfogenéticos distintos na cultura de anteras de
vérias espécies. Destaca-se o cultivo de anteras de algumas espécies, como soja
em que foi registrada a formacao de calos (Ivers et al., 1974), raizes (Ye et al.,
1987), brotagdes apicais (Yin et al., 1982) e ainda a inducdo de calos a partir do
conectivo (Rodrigues et al., 2005).
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5.2.1 Analise das preparacdes citologicas dos calos

No processo de calogénese, as células com potencial embriogénico
apresentam formato isodiamétrico, com caracteristicas meristematicas como
citoplasma denso e tamanho reduzido (Appezzato-da-Gldéria & Carmello-
Guerreiro, 2003).

A utilizacdo da dupla colorac@o permite a diferenciagao de células com
potencial embriogénico. Estas reagem com o corante carmim-acético, resultando
em uma coloracdo avermelhada. Ja o corante azul de Evans reage positivamente
com as células ndo embriogénicas por estas serem mais vacuoladas e alongadas
(Filonova et al., 2000; Steiner et al., 2005). A reagdo positiva ao carmim-acético
estd associada com a competéncia da célula para o desenvolvimento
embriogénico (Durzan, 1988).

Foi observado que o carmim-acético reagiu fortemente em todos os
tratamentos, destacando o predominio de células pequenas e isodiamétricas
(Figura 5), indicando caracteristicas embriogénicas no uso de 2,4-D como
indutor dos calos de anteras. Nos calos obtidos a partir da adi¢io de 2,0 mg L™
foram observadas aglomeracdes de células alongadas de coloragdo azul (Figura

1b).
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FIGURA 5 Dupla coloracio (Azul de Evans + Carmim-acético) de calos
induzidos MS em meio a partir de anteras de Ricinus communis L.
em diferentes concentragdes de regulador de crescimento, 2,4-D: 1,0
mgL'(aeb);20mgL" (ced);40mgL" (eef) I0mgL" (ge
h). Objetiva de 10X e escala de 100 pm.

5.3 Efeito dos reguladores de crescimento: ANA, Picloram e TDZ na
inducio de calos

Para a variavel formacdo de calos, todas as repeticdes dentro das
combinacdes de reguladores de crescimento testadas apresentaram a formagao
completa de calos. Na testemunha, em todas as repeti¢des, constatou-se a
auséncia de calos. Desta forma, foi feita apenas uma andlise exploratdria.

Para a andlise de varidncia do peso fresco dos calos induzidos nos
diferentes reguladores de crescimento, verificou-se o efeito significativo para a
interacdo entre os reguladores e suas concentragdes, bem como entre o
tratamento adicional e tratamentos em esquema fatorial. O valor médio da massa

fresca dos calos obtidos nos diferentes reguladores de crescimento foi
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significativamente influenciado pelo aumento da concentracido (Tabela 2). Os
maiores valores médios foram obtidos como Picloram quando comparado com
outros reguladores em todas as concentracdes testadas, sendo que ndo foi
observado efeito significativo entre as diferentes concentragdes de ANA (Figura
6).

TABELA 2 Valores médios de peso fresco (g) de calos de anteras de
R.communis L., em func¢do dos reguladores de crescimento e das

concentracoes.
Concentracdes Regulador de crescimento
(mg L) ANA Picloram TDZ
1,0 0,0522b 1,6826a 0,4611b
2,0 0,0852b 1,5050a 0,1718b
3,0 0,0775b 2,7960a 0,0772b
4,0 0,0604b 2,6322a 0,0870b

1 Médias seguidas de mesma letra na linha dentro de concentragcdo, ndo diferem
entre si pelo teste de Scott-Knott com um nivel nominal de significancia de 5%.

70



3.0 1
o o
O
25 1
2,0 4
. O.
58,5 1 ' O
=
Ay
1,0 1
0,5 A v-
0| @ - * -
T T T T
10 20 30 40

1

Regulador de crescimento (mg L ™)

@ ANA - Observado
O  PICLORAN - Observado
V¥V TDZ- Observado
—— ANA - Estimado/ 0,0688 NS
PICLORAN - Estimado/1,1362 + 0,3967x+0,0034x2
——— TDZ - Estimado/ 0,8774-0,4955x+ 0,0748x2 12=0,

FIGURA 6 Valores médios (pontos) e estimados (linha cheia) de peso fresco
(PF) em gramas (g) de calos obtidos a partir de anteras de
R.communis em fung¢do das concentracdes dos reguladores de
crescimento.

Para o estabelecimento de culturas embriogénicas de estiletes, filetes e
anteras de Feijoa sellowiana Berg, o Picloram foi considerada uma auxina
considerada competente (Stefanello et al., 2005). Onay et al. (2004) relatam que
houve uma reducio de embriogénese em calos de anteras de Pistacia vera como
suplementacdo com TDZ e ANA. Ao contrério, com a adi¢cdo de BAP obtiveram

a indugdo de até 65% de calos embriogénicos.
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5.4 Efeito de nitrato de prata na inducao de calos androgénicos

Na andlise de Deviance para a formacdo dos calos houve efeito
significativo para a adi¢do de 2,4-D e de Nitrato de prata, isoladamente
(respectivamente, p=<0,0001 e p=0,0231). Na Tabela 3, s@o apresentados as
propor¢des médias de calos em que se observa a maior formacao de calos com a
adi¢do de regulador de crescimento do que com o nitrato de prata, quando

avaliados isoladamente.

TABELA 3 Propor¢des médias dos calos formados a partir de anteras de
R.communis L. segundo a adi¢cdo do regulador de crescimento 2,4-D
e Nitrato de Prata (AgNO;).

(A) Regulador crescimento  Proporgao (B) Nitrato de Propor¢do
2,4D (mg L") média Prata (mg L") média

0 0,00b 0 0,50a

2 0,95a 20 0,45b

1 Médias seguidas de mesma letra na coluna, ndo diferem entre si pelo com um nivel
nominal de significincia de 5%.

A andlise de Deviance do peso fresco dos calos formados indica que
houve efeito significativo para a interagdo entre as concentracdes de 2,4D e
nitrato de prata (p=0,0013). Na Tabela 4, observa-se que o valor médio em
gramas de peso fresco foi significativamente maior quando houve a adi¢do do
regulador e do inibidor.

TABELA 4 Valores médios de peso fresco (g) para a formagdo de calos de
anteras de R.communis L. segundo a adi¢cdo do regulador de
crescimento 2,4-D e Nitrato de Prata (AgNO;).

Concentragao de 2,4D Concentragao de Nitrato de Prata
(mg L") 0 20
0 0,00Ab 0,00Ab
2 0,61Bb 1,18Aa

1Médias seguidas de mesma letra maidscula na linha e mindscula na coluna dentro de
cada combina¢do, ndo diferem entre si pelo com um nivel nominal de significincia de
5%.
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Dependendo da concentragdo do regulador ou do nitrato de prata
utilizado foi observada indu¢@o de calos com diferentes coloracdes. Na andlise
de Deviance das diferentes colora¢des dos calos formados, verificou-se efeito
significativo da adi¢do de 2,4-D e de Nitrato de prata isoladamente (p=<0,0001).
Na Tabela 5, observou-se que a propor¢do estimada da cor marrom foi maior no
meio de cultura contendo somente o regulador (0,7). No meio em que houve a
adi¢do dos dois elementos houve uma propor¢ao maior de calos amarelos (0,6)
(Figura 6).

Segundo Nogueira et al. (2007), estudando a formagao de calos a partir
de segmentos foliares de murici-pequeno, o 24-D € a auxina mais
frequentemente usada na inducdo de calogénese para muitas espécies e para
diferentes explantes. Em geral, as auxinas sdo capazes de iniciar a divisdo
celular e controlar os processos de crescimento e elongacdo celular. George
(1996) comenta que o 2,4-D tem efeito no metabolismo do RNA, induzindo a
transcricdo de RNAs mensageiros capazes de decodificar proteinas para o

crescimento e que podem induzir a proliferacdo celular desordenada.

TABELA 5 Proporgdes estimadas de coloragcdo dos calos formados de anteras
de R.communis L. do modelo regulador de crescimento (2,4D) +
nitrato de prata (AgNOs;), sem interacao.

24D N.Prata 0 1 2 3 4
(mg Lh (mg L") (auséncia) (branco) (marrom) (amarelo) (verde)

0 0 1,0 0,0 0,0 0,0 0,0
0 20 1,0 0,0 0,0 0,0 0,0
2 0 0,0 0,3 0,7 0,0 0,0
2 20 0,1 0,1 0,1 0,6 0,1
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FIGURA 6 Aspecto dos calos formados em anteras de R.communis L induzidos
em meio MS suplementado com 2,0 mg L™ de 2,4-D de coloragio
branca (A e D); com 2,0 mg L' de 2,4-D + 20 mg L' de nitrato de
prata de coloragdo verde e amarela (B e C). Barra = 5 mm (a, b, c,
d).

O indicativo de cor dos calos € uma caracteristica que pode ser usada
como forma de selecdo para diferentes respostas morfogenéticas in vitro. De
acordo com Figueiredo (2007), calos de coloracdo amarelo-escura, marrom e
branco, em Passiflora gibertii, apresentam caracteristicas embriogénicas, o que é
indicativo de que este parametro morfolégico pode ser utilizado.

Calos amarelo-claros apresentaram células sem caracteristicas
morfogénicas, semelhante ao relatado para calos transliicidos. Segundo Yin et al.
(1982), calos de coloraciao amarelada e fridvel de soja (Glycine max) inoculados
em meio de cultura contendo 181 uM de 2,4-D, ndo indicam qualquer estrutura

embriogénica. Bezerra et al. (2001) caracterizam calos embriogénicos de milho,
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cultivar Jatina C3 Ando, como sendo compactos, amarelados e com nodulagdes
evidentes na superficie.

Muitos fatores afetam a resposta das anteras cultivadas, inclusive o
gendtipo, o estado fisioldgico e as condicdes de crescimento das plantas
doadoras, a etapa desenvolvimento de pdlen, o pré-tratamento de anteras e a
composi¢do do meio de cultura (Smykal, 2000).

O etileno, presente muitas vezes em altas concentracdes nos recipientes
de cultivo, tem influéncia direta na resposta do explante, sendo muitas vezes
indesejavel. Diante da ag@o negativa deste, pesquisadores realizaram estudos
sobre os inibidores do etileno, sendo o mais citado o nitrato de prata (AgNOs)
(Smalle & Straeten, 1997).

Dentre os diversos trabalhos com o uso do nitrato, destacam-se: a
inducdo de calos embriogénicos de Capsicum annuum L. (Luz, 1995), de calos
de seringueira (Auboiron et al., 1990), de calos de Coffea arabica L. (Pasqual et

al., 2002) em concentragdes que variaram entre Smg L™ a 20 mg L™

6 CONCLUSOES

7

O 4cido ascérbico, na concentracio de 200 mg L™, é efetivo como
antioxidante e o uso de PVP como antioxidante ndo € eficiente na inducdo de
calos de anteras de R.communis.

A concentragcdo de 2,0 mg L' de 2,4-D ou 3,0 mg L' de Picloram,
adicionada ao meio de cultura, proporciona maior peso fresco de calos.

Na andlise citoldgica, células isodiamétricas coradas fortemente com
carmim-acético sio observadas em calos induzidos com 2,4-D, evidenciando um
potencial embriogénico.

O uso de 20,0 mg L' de nitrato de prata no meio de cultura influencia na

formacao e na coloracio dos calos formados.
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CAPITULO 4

CRIOPRESERVACAO DE GRAOS DE POLEN DE MAMONA
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1 RESUMO

A espécie Ricinus communis L., mamoneira, ¢ uma Euphorbiaceae de
grande importancia industrial e medicinal com potencial estratégico para Brasil.
O armazenamento através da técnica de crioconservacao utilizando-se nitrogénio
liquido (-196°C), é uma alternativa para a conservacdo da diversidade da
espécie. Essa técnica oferece potencial para a preservacdo das cultivares sem
limites de tempo, com a redu¢do do metabolismo a niveis baixos que todos os
processos bioquimicos sdo significativamente reduzidos e a deterioracdo
bioldgica é paralisada. Considerando a importancia de se empregar os graos de
pélen como elemento de recurso genético e fonte de variabilidade para o
melhoramento genético de Ricinus communis L., foi realizado este trabalho com
o objetivo de se desenvolver um protocolo eficiente de criopreservagdo e o
monitoramento da estrutura gamética masculina dessa espécie. Foi avaliada a
viabilidade citoldgica dos graos de pdlen com os corantes Reativo de Alexander
e Carmim-acético e a germinacdo in vitro do pdlen, como controle inicial. Os
grdos de pdélen foram armazenados em diferentes periodos (lhora, 15 dias, 30
dias e 6 meses) a em temperaturas inferiores a zero (-20°C, -80°C e -196°C) com
5-7% UR. Os agrupamentos polinicos foram armazenados em criotubos de 2,0
mL. Para a preservagdo da viabilidade celular foram utilizados crioprotetores
quimicos, sendo testados dimetilsulféxido (DMSO) e Glicerol (5%, 10% e 15%)
e sua auséncia para cada temperatura avaliada (Controle). Avaliou-se também a
integridade nuclear dos grdos de pdlen armazenados a -196°C nos diferentes
crioprotetores e concentragdes testadas. Os resultados indicam que a viabilidade
polinica inicial foi alta utilizando-se a andlise das médias com Carmim-acético
(98), R.Alexander (97) e germinagdo in vitro (58). Concluiu-se, portanto, que a
viabilidade celular do grdo de pdlen permanece alta, apds a criopreservacao,
quando este é conservado por até seis meses (-80°C e -196°C). O comportamento
dos graos de pélen de R. communis pode ser considerado ortodoxo quanto a
tolerncia ao congelamento. Os resultados obtidos neste trabalho confirmam a
possibilidade de criopreservacdio como uma alternativa vidvel para a
conservacgdo de grdos de pdlen de Ricinus communis. Contudo, pela andlise por
citometria de fluxo, a integridade nuclear é maior quando utiliza-se
crioprotetores, preferencialmente, o glicerol a 5% e 15%.

Palavras-chave: criopreservacao, pdlen, Ricinus comunnis.
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2 ABSTRACT

The species Ricinus communis L., castor bean, is a Euphorbiaceae
species of great importance industrial and medicinal, with strategic potential for
Brazil. The cryoconservation or storage is an alternative to conserve the
diversity of species, using liquid nitrogen (-196 ° C). Offers potential for the
preservation of cultivars without time limits, with the reduction of metabolism to
levels so low that all biochemical processes are significantly reduced and
biological deterioration is paralysis. Considering the importance of using the
grains of pollen as part of the genetic resource and source of variability for the
genetic improvement of Ricinus communis L., was conducted this study aiming
to develop an efficient cryopreservation and monitoring protocol of the structure
male gamete this species. Were evaluated the cytological viability of pollen
grains with the reactive of Alexander and carmine-acetic acid, and in vitro
pollen germination as initial control. The pollen grains were stored in different
periods (1 hour, 15 days, 30 days and 6 months) at the temperatures below zero
(-20° C, -80 ° C and -196 ° C) with 5-7% RH. The pollenic groups were stored
in cryotubes of 2.0 mL. For the preservation of cell viability were used
cryoprotectants chemical, being tested dimethylsulfoxide (DMSO) and glycerol
(5%, 10% and 15%) and its absence for each temperature measured (Control). It
also assessed the integrity of nuclear grains of pollen stored at -196 ° C in
different cryoprotectants and concentrations tested. The results indicate that the
initial viability was high, using the avarege analysis, with carmine-acetic acid
(98), R. Alexander (97) and in vitro germination (58). It was concluded that
pollen grain viability remains high after cryopreservation when maintained up to
6 months (-80° C and -196° C). The behavior of pollen grains of R. communis
can be considered orthodox tolerance to freezing. The results of this study
confirm the possibility of cryopreservation as an alternative for the preservation
of pollen grains of Ricinus communis. However, the analysis by flow cytometry,
nuclear integrity is greater when cryoprotectants is used, preferably, the glycerol
to 5% and 15%.

Key words: cryopreservation, pollen, Ricinus communis.
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3 INTRODUCAO

A mamona ou palma-cristi vem se destacando, no cendrio nacional, por
possuir propriedades medicinais e grande potencial para producdo de biodiesel,
predominantemente em paises de clima tropical (Alonso, 1998). Ricinus
communis L. é uma espécie de gé€nero monoespecifico, pertence a familia
Euphorbiaceae, a qual contém cerca de 290 géneros e aproximadamente 7.500
espécies (Joly, 1979; Rodrigues et al., 2002).

E uma planta oleaginosa de alto valor econdmico por possuir inimeras
possibilidades de aplicacdo na drea industrial e medicinal. Vérios subprodutos
sdo fabricados a partir desta espécie como tintas, corantes, desinfetantes,
germicidas, 6leos lubrificantes de baixa temperatura, colas, ndilon e matéria
plastica.

Formas de conservagdo dos gendtipos superiores podem auxiliar
programas de melhoramento, principalmente aqueles que visem a produgdo de
novos cultivares que atendam a demanda do mercado mundial. De maneira
geral, a capacidade de armazenamento estd associada as caracteristicas dos
genoétipos.

Na busca por métodos que minimizassem a deterioragdo do material
bioldgico, por décadas indicou-se o uso de -20°C para armazenamento. Contudo,
um dos métodos mais eficientes de conservagdo atualmente € a criopreservacao
de diversos tipos de material biolégico, 0 que permite o armazenamento por
periodo ilimitado (Kartha, 1985; Gonzalez-Arnao et al., 2008).

A técnica da crioconservagdo, isto €, o armazenamento em nitrogénio
liquido (-196 °C), proporciona a redugdo do metabolismo a niveis tdo baixos que
todos o0s processos bioquimicos sdo significativamente reduzidos e a
deterioragdo bioldgica € paralisada (Engelmann, 2004).

Pesquisas recentes vém  estabelecendo  protocolos para o

crioarmazenamento de diversas estruturas para vdrias espécies de importancia
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econdmica. O armazenamento do pdlen, bem como de outras estruturas como
embrides zigéticos, protoplastos, a longo prazo, é freqiientemente necessario e
vantajoso quando comparado com outras estruturas que ocupariam espagos
maiores no armazenamento. Contudo, a adequacdo das técnicas de
congelamento e monitoramento da viabilidade do material biol6gico é necesséria
(Johri & Vasil, 1961; Hoekstra & Bruinsma, 1975; Shivanna et al., 1991).

A criopreservacdo de graos de pdlen, da mesma forma que para
sementes, levam em conta o comportamento ortodoxo, tolerando ou nio as
condi¢des que seriam letais para a semente inteira (Berjak et al., 2000; Santos et
al., 2002), além de ocupar o minimo de espaco (Stushnofff & Seufferhled, 1995;
Youngjie et al., 1997; Lopes et al., 2004).

Os programas de melhoramento de mamona enfrentam algumas
dificuldades, pois a espécie apresenta floracdo desigual que ocorre para alguns
acessos. Diante disso, o estabelecimento de metodologias de armazenamento de
grdos do podlen pode auxiliar os melhoristas nas etapas do cruzamento. A
preservacdo ex situ e a utilizagio de mamona demandam informacdes
conclusivas, entre outros aspectos, quanto ao armazenamento por periodos
prolongados (Sousa et al., 2004).

A vitrificag@o € a solidificagdo do liquido, sem ocorrer a cristalizagdo,
com aumento da viscosidade, sendo esta a forma aplicada de congelamento na
criopreservagdo. A crioconservagdo pode ocupar um pequeno espago no banco
de germoplasma, e ainda ha uma relativa simplicidade de manuseio das
condi¢des de armazenamento, além de um baixo custo do processo na
preservacdo desses recursos fitogenéticos (Gonzaga et al., 2003).

No metabolismo, 0 movimento molecular a baixas temperaturas é super
reduzido, nao havendo fase liquida na célula. A grande dificuldade do processo é

a formagao de cristais de gelo no interior das células, que podem causar ruptura
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das membranas, resultando em colapso e morte, como consequéncia da perda da
semipermeabilidade e da compartimentacao celular (Santos et al., 2002).

A viabilidade do pdlen apds a criopreservagdo pode ser determinada
através de um grande nimero de técnicas. Pardmetros para o monitoramento
desta viabilidade podem ser feitos com o uso de coloragdes citoldgicas, como
por exemplo, lugol, carmim-acético, iodeto de potdssio, tetrazélio, ou ainda, por
métodos diretos, como a germinagao in vitro (Shivanna & Johri, 1985; Shivanna
& Rangaswamy, 1992; Kearns & Inouye, 1993). Contudo, as diferencas
estimadas estdo na aplicabilidade das técnicas e no baixo custo para a obtencao
dos resultados no monitoramento.

A citometria de fluxo pode ser utilizada neste monitoramento. Ela
representa uma metodologia refinada, que envolve a andlise das propriedades
Oticas (dispersdo da luz e fluorescéncia) de particulas (células, ntcleos,
cromossomos, organelas) que fluem em uma suspensao liquida (Dolezel, 1997).

As particulas em suspensdo movem-se imersas num fluido (tampao de
extracdo) no interior de um capilar dentro de um aparelho denominado citdmetro
de fluxo (Dolezel, 1997). Essas particulas atravessam, uma a uma, um feixe de
laser, ocorrendo um processo de dispersdo da luz e/ou emissdo de fluorescéncia
(Dolezel & Bartos, 2005). A intensidade de dispersdo da luz ou da emissdo de
fluorescéncia estd relacionada com as propriedades das particulas que estdo
sendo analisadas (Dolezel & Bartos, 2005).

A coloragdo dessa amostra com corantes especificos para o DNA (DAPI,
iodeto de propideo, brometo de etideo) permite ao aparelho estimar a quantidade
de DNA. A citometria de fluxo pode ainda ser utilizada na avaliacdo de
quantidade de DNA em grdos de pdlen ou em células meidticas, permitindo a
andlise de comportamento meidtico e a deteccdo de graos de pdlen anormais,
auxiliando no estudo de estabilidade meidtica e permitindo a selecdo de plantas

estaveis.
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Poucos trabalhos descrevem a avaliagdo por citometria de fluxo de
nucleos isolados a partir de grdo de pdlen. Em lirio e em milho (Bino et al.,
1990) e Nicotiana sylvestris (Paepe et al., 1990) os nicleos foram isolados dos
graos de polen diretamente por maceragdo direta e o conteido de DNA foi
determinado por citometria de fluxo. Pan et al. (2004) utilizaram tratamentos
ultra-sonicos para a liberag@o dos niicleos de graos de pélen de Brassica napus.

A diversidade de resposta entre as diferentes espécies, ou mesmo entre
diferentes tecidos de uma mesma espécie dificultam a generalizacdo de
protocolos e o desenvolvimento de uma metodologia padrdo quanto a
criopreservagdo de material vegetal. Dessa maneira, fazem-se necessdrias as
variadas abordagens técnicas que permitam maior eficiéncia e aplicabilidade das
técnicas de criopreservacdo em diversas espécies (Sant et al., 2008).

Neste contexto, este trabalho teve por objetivo determinar o método mais
eficiente para a criopreservacdo de graos de pdlen de Ricinus communis L. do

tipo ruderal.

4 MATERIAL E METODOS

4.1 Material botanico

O material vegetal foi coletado de inflorescéncias de Ricinus communis
L. do tipo silvestre (ruderal), de aproximadamente, 800 arbustos matrizes,
localizados préximos ao campus da Universidade Federal de Lavras (UFLA), na
época da dispersdo, entre os meses de agosto e outubro de 2007. A regido se
localiza no municipio de Lavras, sul do estado de Minas Gerais, nas coordenadas
geograficas 21°13°177°S e 44°57°47°W.

As plantas foram identificadas e as excicatas foram depositadas no
herbario UFLA, do Departamento Biologia da UFLA, com nimero de registro
25.041.
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Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Cultura de
Tecidos de Plantas, Setor de Fisiologia Vegetal, do Departamento de Biologia,

Universidade Federal de Lavras (UFLA).

4.2 Viabilidade polinica em mamoneira

Para o teste de fertilidade in vitro, os graos de pdlen foram germinados
em meio de cultura contendo sacarose a 10%, acido bédrico 0,01%, cloreto de
célcio diidratado 0,02% , solidificado com 0,8% de &4gar, segundo indicado por
Brewbaker & Kwack (1963), anteriormente determinado como o meio de cultivo
indicado para germinacio do pdlen (Capitulo 2). Foram considerados graos de
pdlen germinados aqueles que, apds 24h a 25+1°C, emitiram o tubo polinico
com, no minimo, o mesmo didmetro do pdlen.

Para a anélise citoldgica do material, os botdes florais foram fixados em
Carnoy (3 délcool etilico; 1 acido acético) por um periodo de 24h.
Posteriormente, os grdos de pdélen foram lavados em 4gua destilada, colocados
em laminas e cobertos com corantes. Em seguida, o material recoberto foi com
laminula para andlise em microscépio. Para cada corante, os grdos de pdlen
corados permaneceram por 24 horas em geladeira, em cAmara dmida. Apds este
periodo, as laminas foram avaliadas em microscépio Optico em amplitude de
40x. Foram avaliados com os corantes: carmim-acético 2% e Reativo de
Alexander 1% (composto de: 20 mL dlcool etilico, 20 mg de verde malaquita, 50
mL de dgua destilada, 40 mL de glicerol, 100 mg de fucsina acida, 5 g de fenol
e 2 mL de acido latico) .

Foi utilizado o delineamento inteiramente casualizado, considerando-se
quatro repeticdes, sendo cada repeti¢do constituida por uma lamina, totalizando

a contagem de 100 graos de pdlen classificados como vidveis e invidveis (Figura

1).
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FIGURA 1 Aspecto do grio de pdlen germinado in vitro (A); Pdlen vidvel
corado com carmim-acético (vermelho) e invidvel (sem coloracgdo);
(B) Pélen viavel corado com Reativo de Alexander (roxo) e inviavel
(verde) (C). (a, Barra= 12 yum; b e ¢ barra=20 pum).

4.3 Criopreservacao dos graos de polen

Posteriormente a coleta, foi determinado o teor de umidade dos
graos de pdlen, pesando-se trés repeticoes de aproximadamente 0,2 g de
material em placas previamente secas e taradas. O material foi seco em
estufa a 105 + 3°C até o peso constante, e os dados foram expressos em
porcentagem, conforme método descrito pela Association of Official
Analitical Chemists — AOAC (1990).

Para a criopreservagao, os graos de pdlen foram colocados em criotubos
(2,0 mL) submetidos aos seguintes tratamentos: nitrogénio liquido (-196°C);
ultrafreezer (-80°) e freezer (-20°C) durante 1h, 15 e 30 dias e por 6 meses nas

temperaturas de -80°C e -20°C. Para a crioprotecao utilizou-se DMSO e Glicerol
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em diferentes concentracdes (0%; 5,0%; 10,0%; e 15,0%), totalizando 32
tratamentos.

Para andlise estatistica, apds lhora, 15 dias e 30 dias de armazenamento
foi utilizado o delineamento inteiramente casualizado, com 4 repeti¢des, em que
os tratamentos constituiam-se de trés temperaturas (-196, -80 e -20°C), dois
crioprotetores (DMSO e Glicerol) e quatro diferentes concentragdes (0%, 5%,
10%, e 15%), o mesmo para a andlise de 6 meses com temperaturas de -80°C e -
196°C. Foram avaliados dois tipos de corantes citologicos, o Reativo de
Alexander a 1% e o Carmim-acético a 2%, analisando-se as seguintes variaveis:
propor¢ao de células vidveis (corados em vermelho pelo carmim e corados em
roxo pelo R. Alexander), invidveis (no coradas pelo carmim e corados de verde
pelo R. Alexander) e rompidas (extravasamento do citoplasma em ambos os

corantes) totalizando a contagem de 100 células (Figura 2).

FIGURA 2 Aspecto do grao de pdlen rompido em carmim-acético 2% de
R.communis L. Barra=10pm.

Posteriormente ao periodo de armazenamento, o material foi analisado

pelo método de viabilidade indireta por coloragdo citoldgica, conforme descrito

na metodologia no item 4.2, para a coloragdo do material com os corantes,

carmim-acético e Reativo de Alexander.
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A anélise estatistica foi realizada de acordo com o delineamento
experimental por meio do pacote estatistico R (R Development Core Team,

2008). O modelo estatistico que descreve as observacdes é dado por:
Yiuw =M+, +:Bj +0, +a18ij +ﬂ5_//< +ad, +aﬂ5ijk +&;
em que:
Yy € 0 valor da varidvel dependente na I-€sima repeti¢do que recebeu o i-¢sima

temperatura, no j-€simo crioprotetor e na k-ésima concentracdo, coml=1, ..., r;

M € uma constante inerente a cada observacao;

a; € o efeito da i-€sima temperatura, comi =1, 2,3;

,Bj ¢ o efeito do j-ésimo crioprotetor, com j = 1, 2;

5k ¢ o efeito da k-ésima concentragdo, com k=1,2,3;

aﬂg ¢ o efeito da interagdo entre a i-ésima temperatura e o j-ésimo crioprotetor;

,Bé‘iké o efeito da interagdo entre o j-ésimo crioprotetor € a k-ésima

concentracao;

ad, é o efeito da interagdo entre a i-ésima temperatura e a k-ésima
concentracao.

0{,35l.j.k ¢ o efeito da interacdo entre a i-ésima temperatura, o j-ésimo
crioprotetor e a k-ésima concentragdo.

&; ¢ o erro experimental associado a parcela, independente e identicamente

. . , 71t A . 2
distribuido de uma Normal com média zero e variancia ¢~ .

4.4 Integridade do DNA nuclear
A quantificacio de DNA nuclear foi realizada em grios de pdlen
armazenados em nitrogénio liquido (-196°C). Foram avaliados grios de pdlen

armazenados sem o uso de substincias crioprotetoras (testemunha, auséncia de

91



do crioprotetor) e criopreservados com a utilizacdo de crioprotetores quimicos,
DMSO e glicerol, ambos nas concentracdes de 5%, 10% e 15%. A avaliagdo foi
feita dos graos de pélen congelados por 30 dias, nessas condigdes.

O preparo das amostras e as andlises por citometria de fluxo foram
conduzidos no Laboratério de Genética e Imunologia, na Universidade Federal
de Juiz de Fora (UFJF).

Para cada tratamento, trés amostras foram avaliadas, com o objetivo de
estimar a quantidade de DNA nuclear. De 20 mg a 30 mg de grdos de pdlen,
juntamente com a mesma quantidade de tecido foliar jovem de Pisum sativum
(2C =9,09 pg) (padrao interno de referéncia), foram triturados em placa de Petri
contendo 1,0 mL de tampao LBO1 gelado para lise celular e liberacio dos
nucleos em suspensdo (Dolezel, 1997). A suspensdo foi aspirada por meio de
duas camadas de gaze e a suspensdo nuclear foi posteriormente filtrada em uma
malha de 50 um. Os nucleos foram corados, adicionando-se 25 pL. de iodeto de
propidio e 5,0 pL. de RNase. As amostras foram armazenadas no escuro e
analisadas até 1 hora apds o preparo. Para cada amostra, foram analisados, pelo
menos, 10 mil ndcleos.

A analise foi realizada no citometro Facscalibur (Becton Dickinson) e o
conteddo de DNA nuclear (pg) do pdlen foi estimado por comparagdo com a
posicdo em relacdo ao pico G1 do padrdo interno de referéncia (Pisum sativum).
A andlise estatistica foi realizada por meio do software WinMDI 2.8 (disponivel
em http://facs.scripps.edu/software.html). O conteido de DNA em (pg) para os
tratamentos foi estimado como mostrado a seguir:

Amostra (grdos de pdlen) = Canal de pico GI da amostra X Contetido de DNA padrdo
DNA 2C (pg) Canal do pico GI do padrdo

92



5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Analise da viabilidade polinica em mamoneira

Pela andlise de varidncia dos dados, observou-se diferenga significativa
nos valores de germinacgdo e viabilidade por meio da coloragcdo. A andlise da
germinacdo in vitro dos graos de pélen como método indireto da capacidade de
fertilizacdo apresentou-se satisfatério na espécie diferindo significativamente
dos outros métodos de viabilidade com o uso do carmim-acético e Reativo de
Alexander, respectivamente, 97,7 e 98,0 (Figura 3).

De acordo com Scorza & Sherman (1995), considera-se como pdélen de
qualidade aquele que tem o percentual de germinacdo entre 50% a 80% . A alta
viabilidade observada nos diferentes métodos para a mamona indica a
capacidade indireta da fecundacdo e da formacdo de sementes vidveis. Segundo
Souza et al. (2004), esses resultados de altos indices de viabilidade sugerem que

o gendtipo tem potencial de utilizagdo como genitor masculino.

97,72 98,0 a

100+
90+
801 58,0b
704
60+
504
40
30
20+

N°de células

T T
Germinagdo in vitro  Reativo de Alexander Carmim-acético

Viabilidade polinica

FIGURA 3 Médias da viabilidade polinica de Ricinus communis L. tipo
silvestre em diferentes métodos: na germinagdo in vitro, no uso de
coloragdo citoldgica, Reativo de Alexander e Carmim-acético. Teste
de Tukey (p<0,05).
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Em relagdo aos métodos de avaliagdo da qualidade do pdlen, houve
diferencas entre o método de coloragdo do pdélen com carmin-acético e o método
de germinagdo in vitro de pélen. Contudo, o método do carmim é amplamente
utilizado, dada a sua praticidade e facilidade de aplicacdo.

Segundo Guerra (1988), o curso normal da meiose garante a viabilidade
gamética. Os eventos citoldgicos da gametogénese sdo controlados por um
grande nimero de genes que atuam desde as mitoses pré-meidticas até as pos-
meidticas e as mutagdes que ocorrem nesses genes causam anomalias que
podem afetar a fertilidade da planta. Segundo Silva et al. (2000), o estudo da
viabilidade permite realizar a avaliacdo prévia do gendtipo quanto a sua
capacidade de produzir frutos e sementes.

De acordo com Loguercio & Battistin (2004), o parametro viabilidade do
polen é reflexo das condigdes de desenvolvimento da parte reprodutiva
masculina da planta, uma vez que o pdlen vidvel é um conjunto de gametas
masculinos normais, aptos para fertilizagdo.

Os valores observados na viabilidade polinica em mamona concordam
com os estudos de outros autores, j4 que muitas plantas angiospermas produzem
elevado percentual de pdlen vidvel, embora nem todo o pélen seja utilizado na
fertilizacdo (Battistin, 1983; Senff et al., 1992; Loguercio & Battistin, 2004).

A determina¢do da viabilidade do pdlen é fundamental na investigacdo
das causas de infertilidade em algumas espécies, bem como no conhecimento do
potencial de reproducdo de uma espécie e dos problemas de fertilidade que
possam ocorrer (Pefialoza, 1995).

Segundo Techio (2002), as técnicas de coloragdo sio simples, de baixo
custo e rapidas, considerando que existe uma correlacio viabilidade-coloragio,
em que a estimativa é dada pela contagem dos pélens corados e ndo corados. De
acordo com a autora, na literatura ndo se encontra a descri¢do de um teste de

viabilidade universal com a utilizacio de um corante especifico, sendo que a
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maioria dos trabalhos relatam o uso dos corantes nucleares para varios grupos

vegetais.

5.2 Criopreservacao dos graos de polen

O grau de umidade dos grdos de pdlen de R.communis para o
estabelecimento inicial foi, em média, de 5 a 7 %. Segundo Connor & Towill
(1993), embora indiquem um teor de dgua dos griaos de pdlen abaixo de 20%
para que sejam criopreservados com éxito, ndo ha ainda estudos que definam
uma umidade minima que mantenha a viabilidade. De modo geral, planta que
possui sementes ortodoxas possui graos de pélen sensiveis. Em alguns casos, a
criopreservagdo pode aumentar a germinacao de sementes. Esse efeito se deve
principalmente pela superacdo da dorméncia (Towiil, 2002). Contudo, esta
mesma afirmacdo nio foi experimentada para o comportamento do grdo de
pélen apds o congelamento de vdrias espécies. Em desacordo com esta
possibilidade, o pélen de mamona neste trabalho indicou uma queda na
viabilidade apdés o periodo de criopreservacdo em todos os periodos de
armazenamento.

Diante do fato de que o corante carmim-acético ¢ comumente utilizado
na andlise do potencial de fertilidade masculina de muitas espécies, contudo tem
funcdo limitada por corar apenas o nucleo, optou-se entdo por utilizar em
conjunto a andlise com o corante proposto por Alexander (1980) em que a
funcdo € de contraste diferencial com dupla coloragdo, com cardter
complementar e esclarecedor, trazendo a possibilidade de visualizagdo de

possiveis diferengas entre os tratamentos.
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5.2.1 Analise polinica ap6s 1 (uma) hora de congelamento
a) Viabilidade polinica

Os valores médios de propor¢ao de grdos de pdlen vidveis
criopreservados por uma hora, analisados na Tabela 1, em que se utilizou o
método de coloragio citoldgica com Reativo de Alexander a 1%, armazenadas
em temperaturas inferiores a zero, apresentou diferencas significativas entre os
tratamentos testados.

Na andlise de variancia da propor¢ao dos graos de pdlen corados com R.
Alexander houve diferenca significativa no armazenamento em nitrogénio
liquido (-196°C) na auséncia do uso de crioprotetores (controle), e em freezer (-

20°C) na concentracdo de 10% e 15% dos crioprotetores utilizados.

TABELA 1 Valores médios propor¢do de grdos de pdlen vidveis corados com
Reativo de Alexander a 1%, em funcdo do crioprotetor,
concentragdes (%) e temperaturas (°C) armazenados em lhora.

Temperatura (°C)  Concentragdo (%) Crioprotetor1

DMSO Glicerol

-196 0 0,9700a 0,9225b
5 0,9475a 0,9625a

10 0,9400a 0,9575a

15 0,9750a 0,9575a

-80 0 0,9450a 0,9825a
5 0,9625a 0,9475a

10 0,9325a 0,8950a

15 0,9200a 0,8875a

-20 0 0,9450a 0,9850a
5 0,9200a 0,9575a

10 0,8700b 0,9650a

15 0,8350b 0,9450a

'Médias seguidas de mesma letra mintdscula na linha dentro de cada combinagio
(Temperatura-Concentracdo), ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott com um
nivel nominal de significincia de 5%.
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Nas Figuras 4 e 5, pode-se visualizar as regressdes para corante
R.Alexander nas concentracdes dos crioprotetores dentro de cada temperatura
em funcdo do tipo de crioprotetor, DMSO e Glicerol, respectivamente.
Observou-se um descréscimo significativo da viabilidade polinica com o
aumento da concentrag@o do crioprotetor DMSO, tendo maior viabilidade sem o
uso deste crioprotetor em -80°C, sendo considerado, neste caso, ndo indicado
para a criopreservagdo em nitrogénio liquido (-196°C) (Figura 4).

Para o uso do glicerol, a andlise de regressio com o crioprotetor
demonstrou um decréscimo significativo da viabilidade com o aumento da
concentracio quando estes foram armazenados a -80°C, com maior propor¢ao de
vidveis sem o uso do crioprotetor, no periodo de uma hora de congelamento

(Figura 5).
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0,82 T T T T

0 5 10 15
Concentragdo do crioprotetor (%)
®  .196°C - Observado
A 30°C Observado

B 20°C Observado
— -196°C - Estimado/y=0,9495-0,0076x r2=0,98
-80°C - Estimado/y=0,9400 NS
—==- -20°C - Estimado/y=0,9581 NS

FIGURA 4 Valores médios e estimados da proporcdo de grios de pdlen vidveis,
corados com Reativo de Alexander 1%, para armazenamento em
temperatura baixas (-196°C, -80°C e -20°C) por 1 hora em funcio
das concentrac¢des no crioprotetor DMSO (dimetilsuf6xido) em 0%,
5%, 10% e 15%.
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FIGURA 5 Valores médios e estimados da propor¢do de graos de pélen vidveis,
corados com Reativo de Alexander a 1%, armazenados em
temperaturas abaixo de zero (-196°C, -80°C e -20°C) por lhora em
funcdo das concentragdes (%) do crioprotetor glicerol.

Quando se utilizou o carmim-acético para verificar a viabilidade
polinica, neste mesmo periodo de armazenamento, houve diferenca significativa
quando se avaliou a interagdo tripla entre temperatura, crioprotetor e
concentracao.

Os valores médios de proporc¢do de graos de pélen vidveis, em funcdo do
crioprotetor, concentragdes (%) e temperaturas (°C), apresentaram-se
significativos para os diferentes descritos na Tabela 2. Neste periodo de
congelamento, as andlises da regressdo dos vidveis, para este corante, no uso de
DMSO e de glicerol ndo apresentaram efeito significativo em relacdo as

diferentes concentracdes.
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TABELA 2 Valores médios propor¢do de graos de pdélen vidveis analisados com
Carmim-acetico 1%, armazenados por uma hora em fungdo do
crioprotetor (Glicerol e DMSO), concentragdes (%) e temperaturas
(°C) analisados.

Temperatura Concentracdo Crioprotetor
DMSO Glicerol
-196 0 0,9575a 0,8350b
5 0,9925a 0,9550a
10 0,9025a 0,9475a
15 0,9650a 0,9400a
-80 0 0,9625a 0,9575a
5 0,9625a 0,8675b
10 0,9375a 0,9125a
15 0,9375a 0,9450a
-20 0 0,9550a 0,9000b
5 0,9700a 0,9625a
10 0,9250a 0,9500a
15 0,8200b 0,9475a

'Médias seguidas de mesma letra na linha dentro de cada combinagdo (Temperatura-
Concentracdo), ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott com um nivel nominal de
significincia de 5%.

b) Inviabilidade polinica

Para andlise da variincia da propor¢do dos grdaos de pdlen invidveis
corados com R.Alexander, observados neste trabalho para a proporcao de graos
de podlen invidveis em uma hora de congelamento indicou que apenas o fator
temperatura foi singnificativo (p<0,05).

Na Figura 6 verificou-se que os valores médios e estimados de
propor¢do de grdos de pélen invidveis, em funcdo das temperaturas (°C)
indicaram a necessidade do armazenamento em temperaturas menores do que -
20°C ja que a maior proporg¢ao significativa de graos de pélen invidveis pode ser

observada nesta temperatura.
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FIGURA 6 Valores médios e estimados da proporcdo de gridos de pdlen
nvidveis em funcio das temperaturas (-196°C, -80°C e -20°C) por 1
hora e analisados em corante citolégico, Reativo de Alexander a
1%.

Quando se avaliou os graos de pdlen invidveis corados com carmim dos
fatores temperatura de armazenamento, concentracdo e tipo de crioprotetores,
indicaram que apenas a interagdo entre os fatores crioprotetor (glicerol e DMSO)
e concentracdo sdo significativas. Os valores médios de propor¢do de graos de
pdlen invidveis, em fun¢do dos crioprotetores e das concentracdes, apresentaram

diferencas significativas entre os tratamentos testados (Tabela 3).
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TABELA 3 Valores médios proporcdo de grdos de pdlen invidveis analisados
com Carmim-acetico 1%, armazenados por 1 (uma) hora em fun¢do
do crioprotetor (%) e das concentra¢des analisados.

Concentragoes (%) Crioprotetor1
DMSO Glicerol
0 0,0150a 0,0233a
5 0,0058a 0,0225b
10 0,0383a 0,0217b
15 0,0283a 0,0100b

'Médias seguidas de mesma letra na linha, nio diferem entre si pelo teste de Scott-Knott
com um nivel nominal de significdncia de 5%.

O menor nimero de pdlens invidveis quando criopreservados com
glicerol deve-se, entre outros fatores, as propriedades atéxicas deste polidlcool,
reconhecidas desde 1959, sendo por isso permitido como aditivo em alimentos.
E considerado como um agente crioprotetor, pois ndo permite a formagdo de
cristais de gelo na célula, mantendo a estabilidade da parede celular e vitalidade
da mesma durante o processo de congelamento para sua conservagdo (Arruda et
al., 2007).

Outra caracteristica do glicerol é seu papel como osmorregulador,
importante mecanismo que naturalmente ocorre nas células como reagdo a
fatores ambientais como, por exemplo, 0 aumento da pressdo osmética. Assim,
em resposta a estas alteracdoes e como forma de manutengdo da estabilidade
celular, esta responde através de mecanismos de osmorregulacdo como no caso a
producdo de glicerol pela célula, o que acarreta em diminuicio da
permeabilidade da membrana e restabelecimento da atividade celular (Brisson et

al., 2001).
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¢) Graos de polen rompidos

Na anélise de varidncia dos grdaos de pdlen rompidos utilizando-se o
corante Alexander observou-se que a interagdo tripla entre temperatura,
crioprotetor e concentragdo foi significativa (p<0,05).

Na Tabela 4 verificou-se que o maior nimero de grdos de pdlen
rompidos foi obtido nas temperaturas de -80°C e -20°C, diferindo
significativamente nas diferentes concentragdes de crioprotetores DMSO e
Glicerol utilizados, sendo a maior propor¢cdo de grdos de pdlen rompidos
encontrados no crioprotetor DMSO sugerindo o potencial téxico da substancia
com o aumento da temperatura de armazenamento neste periodo de
congelamento (Chen et al., 1984; Gonzalez-Arnao et al., 2008).

Na Figura 7, verificou-se a propor¢do de grdos de pdlen rompidos no
periodo de 1(uma) hora de armazenamento nas regressdes para as concentracdes
dentro de cada temperatura para os crioprotetores. Para o uso do DMSO na
andlise de regressdo do crioprotetor, observou-se um maior efeito na
concentracdo de 15% a -20°C (Figura 7). No entanto, a utilizacdo de glicerol ndo
apresentou diferenca significativa entre as diferentes temperaturas de

armazenamento e as diferentes concentracdes do crioprotetor glicerol.
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TABELA 4 Valores médios da propor¢do de grdos de pdlen rompidos, em
funcdo do crioprotetor, concentragdes (%) e temperaturas (° C)
analisados em corante citoldgico, Reativo de Alexander 1% por 1
hora de armazenamento.

Temperatura Concentracdo Crioprotetor’

DMSO Glicerol

-196 0 0,0175b 0,0725a
5 0,0275a 0,0325a

10 0,0375a 0,0325a

15 0,0100a 0,0325a

-80 0 0,0325a 0,0000b
5 0,0250a 0,0300a

10 0,0450b 0,1000a

15 0,0575a 0,0750a

-20 0 0,0325a 0,0050a
5 0,0575a 0,0100b

10 0,1000a 0,0075b

15 0,1400a 0,0475b

'Médias seguidas de mesma letra maidscula na linha dentro de cada combinagdo
(Temperatura-Concentracdo), ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott com um
nivel nominal de significincia de 5%.
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FIGURA 7 Valores médios e estimados da propor¢do de grdos de pdlen
rompidos observados em corante citolégico, Reativo de Alexander
1%, para cada temperatura em funcdo das concentragdes no
crioprotetor DMSO armazenados por 1 hora.

Para andlise da variincia da proporcao dos graos de pélen rompidos com
a utilizacdo do corante carmim verificou-se que a interagdo tripla entre
temperatura, crioprotetor e concentracdo do crioprotetor foi significativa apds
uma hora de congelamento.

Os valores médios de proporcdo de graos de pdlen rompidos apresentam
diferencas significativas, em funcdo do crioprotetor, concentra¢des (%) e
temperaturas (°C) (Tabela 5) apresentando diferenca significativa entre os
controles. Na andlise de regressdo para proporcio de graos de pdlen rompidos
nio foram observados efeitos significativos do uso de crioprotetor, DMSO e

glicerol, para cada concentragdo nas diferentes temperaturas de congelamento.
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TABELA 5 Valores médios proporcido de graos de pdlen rompidos analisados
com Carmim-acético 1%, armazenadas por uma hora, em funcio
do crioprotetor, concentragdes (%) e temperaturas (°C) analisados.

Temperatura Concentragao Crioprotetor'
DMSO Glicerol
-196 0 0,0275b 0,1475a
5 0,0025a 0,0375a
10 0,0475a 0,0300a
15 0,0275a 0,0525a
-80 0 0,0300a 0,0200a
5 0,0300b 0,0925a
10 0,0225b 0,0725a
15 0,0200a 0,0425a
-20 0 0,0225b 0,0700a
5 0,0250a 0,0175a
10 0,0750a 0,0225b
15 0,1450a 0,0425b

' Médias seguidas de mesma letra maitscula na linha dentro de cada combinagio
(Temperatura-Concentrag@o), ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott com um
nivel nominal de significancia de 5%.

5.2.2 Analise apés o periodo de 15 dias de congelamento
a) Viabilidade polinica

A andlise da varidncia dos resultados de proporc¢ao de viabilidade apds
15 dias de congelamento demonstra que ha interagdo tripla entre temperatura,
crioprotetor e concentracao foi significativa. Os valores médios de propor¢do de
graos de polen vidveis, em func¢do do crioprotetor, concentracdes (%) e
temperaturas (°C) observados na Tabela 6 demostraram a diferenga significativa
entre os diferentes tratamentos, sendo em geral as maiores proporgdes

observadas em concentra¢des de glicerol.

Na Figura 8 observou-se que nas regressdes para as concentragdes

dentro de cada temperatura para os crioprotetores, a viabilidade polinica
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descresce significativamente com o aumento da concentracdo de DMSO nas
temperaturas de -196°C e -80°C durante 15 dias de armazenamento. Na andlise
de regressdo para o uso do glicerol, ndo houve diferenca significativa na
utilizacdo do crioprotetor nas diferentes concentracdes testadas.

TABELA 6 Valores médios proporc¢ao de graos de pdlen vidveis, em fungdo do

crioprotetor, concentracdes (%) e temperaturas (°C) analisados em
corante citolégico, Reativo de Alexander 1% por 15 dias de

armazenamento.
Temperatura Concentracdo Crioprotetor’
DMSO Glicerol

-196 0 0,8750a 0,6550b
5 0,6575a 0,6275a
10 0,6250b 0,7775a
15 0,4975b 0,6375a

-80 0 0,7600b 0,8825a
5 0,6925a 0,4325b
10 0,5050a 0,5625a
15 0,4350a 0,5100a

20 0 0,5925b 0,7650a
5 0,6450b 0,7950a
10 0,6475a 0,6575a
15 0,3400b 0,6725a

'Médias seguidas de mesma letra maidscula na linha dentro de cada combinagio
(Temperatura-Concentrag@o), ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott com um
nivel nominal de significancia de 5%.
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FIGURA 8 Valores médios e estimados da proporcdo de grdos de pdlen
vidveis criopreservados por 15 dias e corados com R. Alexander,
para cada temperatura (-196°C, -80°C e -20°C) em funcdo das
concentracdes (0% 5%, 10% e 15%) no crioprotetor DMSO.

Na andlise de varidncia para a propor¢do de grdos de pdlen vidveis
criopreservados por até 15 dias e analisados com o corante carmim-acético
indica que a interagdo tripla entre temperatura, crioprotetor e concentragdo foi
significativa.

Verificou-se que os valores médios de proporcdo de gridos de pdlen
vidveis apresentaram diferencas significativas, em fun¢do do crioprotetor, das
concentragdes (%) e das temperaturas (°C) (Tabela 7). Nas anélises de regressdo
dos graos de pdlen vidveis corados com carmim-acético apds o periodo de 15

dias de armazenamento observou-se que ndo houve efeito significativo dentre as
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diferentes concentracdes de crioprotetor utilizados, tanto para o uso do DMSO

como no uso de glicerol, nas diferentes concentracdes testadas.

TABELA 7 Valores médios propor¢do de graos de vidveis armazenadas por 15
dias e analisados com carmim-acético a 1%, em funcdo do
crioprotetor, concentragdes (%) e temperaturas (°C) analisados.

Temperatura Concentragao Crioprotetor’

DMSO Glicerol

-196 0 0,4250b 0,6875a
5 0,5250b 0,8750a

10 0,4725b 0,7225a

15 0,4075b 0,5200a

-80 0 0,4250b 0,8250a
5 0,7700a 0,4275b

10 0,5500a 0,6300a

15 0,4800a 0,5350a

-20 0 0,7000a 0,7450a
5 0,6725a 0,5950a

10 0,5825b 0,7300a

15 0,6075b 0,7050a

' Médias seguidas de mesma letra na linha dentro de cada combinagio (Temperatura-
Concentra¢do), ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott com um nivel nominal de
significancia de 5%.

b) Inviabilidade polinica

Os resultados de graos de podlen invidveis com o corante R.Alexander,
apds 15 dias de congelamento analisados demostraram que a interacdo entre
temperatura e crioprotetor e a interag@o entre crioprotetor e concentracdo foram
singnificativas (p<0,05).

Os valores médios para a propor¢do desses graos de pdlen invidveis, em
func¢do do crioprotetor e das temperaturas (°C) indicam que houve diferenga

significativa entre o uso dos crioprotetores DMSO e Glicerol quando os graos
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de pélen foram armazenados em nitrogénio liquido a -196°C (Tabela 8). Para os
valores médios entre as concentracdes dos crioprotetores utilizados, apenas o
uso em 10% e 15% apresentaram diferencga signicativas entre os crioprotetores

(Tabela 9).

TABELA 8 Valores médios propor¢do de graos de pdlen invidveis corados com
R.Alexander a 1%, criopreservados por 15 dias em fungdo do
crioprotetor (%) e temperaturas (°C) analisados.

Temperatura Crioprotetor’
DMSO Glicerol
-196 0,0231a 0,0131b
-80 0,0113a 0,0150a
-20 0,0100a 0,0181a

'Médias seguidas de mesma letra na linha, ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott
com um nivel nominal de significincia de 5%.

TABELA 9 Valores médios propor¢ao de griaos de pdlen invidveis corados com
R.Alexander a 1%, criopreservados por 15 dias em fungdo do
crioprotetor e das concentragdes (%) analisados.

Concentragdo (v/v) Crioprotetor
(%) DMSO Glicerol
0 0,0142a 0,0133a
5 0,0117b 0,0217a
10 0,0200a 0,0083b
15 0,0133a 0,0183a

Meédias seguidas de mesma letra na linha, ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott
com um nivel nominal de significincia de 5%.

Com a utilizacdo do carmim, ap6és 15 dias de congelamento, verificou-
se, na andlise de varidncia para graos de pdlen invidveis, que nenhum fator nem

as interacdes foram significativos.
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¢) Graos de polen rompidos

Verificou-se que nos grdaos de pdlen rompidos apds 15 dias de
armazenamento, a interagdo tripla entre temperatura, crioprotetor e concentracao
foram significativas (p<0,05). Pelos valores médios de propor¢cdo de graos de
pdlen rompidos, em fungdo do crioprotetor, concentragdes (%) e temperaturas
(°C) analisados em 15 dias de armazenamento, verificou-se que a maior
propor¢ao de graos de pdlen rompidos foi obtida nas temperaturas de -80°C e -

20°C (Tabela 10).

TABELA 10 Valores médios proporcao de grdos de pdlen rompidos corados
com R. Alexander a 1%, em fung¢do do crioprotetor, concentra¢des
(%) e temperaturas (°C) analisados.

Temperatura Concentragao Crioprotetor
DMSO Glicerol
-196 0 0,3875a 0,2225b
5 0,3425a 0,1850b
10 0,3175a 0,3300a
15 0,6375a 0,3200b
-80 0 0,2300a 0,1050b
5 0,2975b 0,5450a
10 0,4825a 0,4275a
15 0,5525a 0,4750a
-20 0 0,1125b 0,3300a
5 0,3300a 0,3500a
10 0,3650a 0,2200b
15 0,4975a 0,3300b

'Médias seguidas de mesma letra na linha dentro de cada combinagio (Temperatura-
Concentra¢do), ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott com um nivel nominal de
significancia de 5%.
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Para andlise da regressdo descrita na Figura 9, observou-se o efeito
crescente sobre a propor¢do de graos de pdlen rompidos com o aumento da
concentracdo de crioprotetor DMSO quando armazenadas a -80°C e -20°C. No
entanto, o mesmo nao foi observado na andlise de regressdo para os graos de
pdlen criopreservados quando se utilizou como crioprotetor o glicerol, neste

corante.
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FIGURA 9 Valores médios e estimados da proporcdo de grdos de pdlen
rompidos corados com R.Alexander criopreservados para cada
temperatura em fungdo das concentragdes no crioprotetor DMSO
por 15 dias.

Para a andlise da variancia com o carmim-acético da proporcao de graos
de pdlen rompidos, neste mesmo periodo de armazenamento, observou-se que a
interacdo tripla entre temperatura, crioprotetor € concentracdo foi significativa

(p<0,05). Os valores médios de proporcdo de grdos de pdlen rompidos, em
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fun¢do do crioprotetor, concentracdes (%) e temperaturas (°C) apresentaram
diferencas significativas entre os tratamento analisados (Tabela 11). A andlise de
regressdo para os crioprotetores, DMSO e Glicerol, ndo apresentou efeito
significativo entre as diferentes temperaturas em funcdo das diferentes

concentracdes utilizadas.

TABELA 11 Valores médios propor¢ao de graos de pdlen rompidos
criopreservados por até 15 dias e analisados com carmim-acético,
em fung¢do do crioprotetor, concentra¢des (%) e temperaturas (°C)

analisados.

Temperatura Concentragdo Crioprotetor
DMSO Glicerol
-196 0 0,5625a 0,3000b
5 0,4575a 0,1200b
10 0,5250a 0,2750b
15 0,5650a 0,4725b
-80 0 0,5625a 0,1675b
5 0,2250b 0,5500a
10 0,4350a 0,3625a
15 0,5050a 0,4525a
-20 0 0,2925a 0,2525a
5 0,3200a 0,3975a
10 0,4150a 0,2675b
15 0,3825a 0,2850b

' Médias seguidas de mesma letra maitiscula na linha dentro de cada combinagio
(Temperatura-Concentrag@o), ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott com um
nivel nominal de significancia de 5%.

5.2.3 Analise apés 30 dias de congelamento
a) Viabilidade polinica
Na anélise da variancia da viabilidade polinica verificada com o Reativo

de Alexande apresentou diferenca significativa quando se avaliou a propor¢do de
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grdos de pdlen vidveis armazenados em 30 dias, observou-se a interagdo tripla
entre temperatura, crioprotetor e concentracao significativa.

Na avaliacdo dos valores médios da propor¢do de graos de pdlen
vidveis, em funcédo do crioprotetor, concentragdes (%) e temperaturas (°C)
verificou-se uma diferenca significativa entre os crioprotetores glicerol e DMSO
(Tabela 12).

Verificou-se que nao houve interacdo significativa para a proporcio de
graos de podlen vidveis quando criopreservados com DMSO em diferentes
concentracdes. Todavia, houve diferenca significativa com a utilizagdo de

glicerol na viabilidade dos graos de pélen armazenados a -20°C (Figura 10).

TABELA 12 Valores médios proporcdo de graos de pdlen vidveis corados com
R. Alexander criopreservados por 30 dias, em funcdo do
crioprotetor, concentragdes (%) e temperaturas (°C) analisados.

Temperatura Concentragao Crioprotetor’
DMSO Glicerol
-196 0 0,9100a 0,9325a
5 0,4500b 0,6675a
10 0,5275b 0,8700a
15 0,4625b 0,8250a
-80 0 0,9550a 0,8950a
5 0,3925b 0,8025a
10 0,4150b 0,8775a
15 0,3250a 0,8450b
-20 0 0,9475a 0,9800a
5 0,5525b 0,8200a
10 0,6125a 0,6525a
15 0,3625b 0,5675a

1 Médias seguidas de mesma letra maitscula na linha dentro de cada combinagdo
(Temperatura-Concentrag@o), ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott com um
nivel nominal de significancia de 5%.
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FIGURA 10 Valores médios e estimados da propor¢cdo de gridos de pdlen
vidveis criopreservados e analisados com Reativo de Alexander
em 30 dias de armazenamento, para cada temperatura em funcio
da concentracgdes no crioprotetor Glicerol.

Para a anélise da varidncia da proporcdo de grdos de pdlen vidveis com
carmim-acético apés 30 dias de congelamento, observou-se que a interacdo
tripla entre temperatura, crioprotetor e concentragao foi significativa (p<0,05).

Os valores médios de proporcdo de graos de pélen vidveis, em func¢do do
crioprotetor, concentragdes (%) e temperaturas (°C) apresentaram diferencas
significativas entre os tratamentos (Tabela 13). Na andlise da regressdo para os
crioprotetores, DMSO e Glicerol, ndo apresentam efeitos significativos em

funcdo das diferentes concentragdes e temperaturas de armazenamento.
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TABELA 13 Valores médios propor¢do de grdos de pdlen criopreservados por
30 dias e analisados com carmim-acético a 2%, em fun¢do do
crioprotetor, concentragdes (%) e temperaturas (°C) analisados.

Temperatura Concentragdo Crioprotetor

DMSO Glicerol

-196 0 0,9600a 0,9925a
5 0,6125b 0,8500a

10 0,7325a 0,7025a

15 0,3850b 0,7025a

-80 0 0,9550a 0,9150a
5 0,4775b 0,7925a

10 0,4200b 0,8550a

15 0,3800b 0,8450a

-20 0 0,9425a 0,9650a
5 0,6125a 0,6750a

10 0,6875b 0,8650a

15 0,5525b 0,8150a

1 Médias seguidas de mesma letra na linha dentro de cada combinagdo (Temperatura-
Concentragdo), ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott com um nivel nominal de
significancia de 5%.

b) Inviabilidade polinica

No que diz respeito a andlise da varidncia para os grdos de pdlen
invidveis utilizando-se o R.Alexander, no periodo de 30 dias de criopreservacio
verificou-se que os fatores temperatura, crioprotetor e concentragdo e a interagao
entre eles ndo foram significativos (p>0,05).

Na anélise de variancia da propor¢do de graos de pdlen invidveis com o
carmim-acético, a interacdo entre temperatura e crioprotetor e a interagcdo entre
crioprotetor e concentragdo foram singnificativas (p<0,05).

Os valores médios de propor¢do de griaos de pdlen invidveis, em fungdo
do crioprotetor e das temperaturas (°C) apresentam diferengas significativas

entre o uso de DMSO e Glicerol a -80°C (Tabela 14). Para a propor¢ado de graos
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de pdlen invidveis observou-se diferenca significativa entre a do DMSO e
Glicerol na concentracdo de 5%, entretanto, o controle apresentou menor

nimero de graos de pdlen invidveis (Tabela 15).

TABELA 14 Valores médios de propor¢do de grdos de podlen invidveis
criopreservados por 30 dias e analisados com carmim-acético a
2%, em funcgéo do crioprotetor (%) e temperaturas (°C) analisados.

Temperatura Crioprotetor’
DMSO Glicerol
-196 0,0106a 0,0125a
-80 0,0088b 0,0256a
-20 0,0175a 0,0113a

'Médias seguidas de mesma letra na linha, nio diferem entre si pelo teste de Scott-Knott
com um nivel nominal de significdncia de 5%.

TABELA 15 Valores médios de propor¢cdo de grdos de pdlen invidveis
criopreservados por 30 dias e analisados com carmim-acético a
2%, em fungdo do crioprotetor (%) e das concentragdes

analisados.
Temperatura Crioprotetor’
DMSO Glicerol
0 0,0083a 0,0067a
5 0,0083b 0,0217a
10 0,0117a 0,0100a
15 0,0208a 0,0275a

'Médias seguidas de mesma letra na linha, ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott
com um nivel nominal de significincia de 5%.

¢) Rompimento dos graos de pélen

Contudo, para a andlise da variincia dos graos de pélen rompidos apds
30 dias de congelamento, verificou-se que a interagdo tripla entre temperatura,

crioprotetor e concentragdo, foram significativas (p<0,05). Na andlise dos
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valores médios de propor¢do de grdos de pdlen rompidos em fungdo do
crioprotetor, concentragdes (%) e temperaturas (°C) (Tabela 16).

Para andlise da regressdo dos graos de pdélen rompidos, observou-se que
ndo houve efeito significativo do DMSO sobre o rompimento dos grios de
pdlen, porém com a utilizacdo do glicerol verificou-se o efeito significativo
quando os graos de pélen foram submetidos a temperatura de freezer a -20°C.

(Figura 11).

TABELA 16 Valores médios de propor¢do de graos de pdlen rompidos corados
com R.Alexander a 1% criopresercadas por até 30 dias, em funcao
do crioprotetor, concentragdes (%) e temperaturas (°C) analisados.

Temperatura Concentragdo Crioprotetor’
DMSO Glicerol
-196 0 0,0675a 0,0650a
5 0,5450a 0,3200b
10 0,4525a 0,1150b
15 0,5225a 0,1650b
-80 0 0,0350a 0,0975a
5 0,6050a 0,1850b
10 0,5700a 0,1200b
15 0,6625a 0,1100b
-20 0 0,0500a 0,0100a
5 0,4425a 0,1700b
10 0,3800a 0,3350a
15 0,6325a 0,4200b

' Médias seguidas de mesma letra maitscula na linha dentro de cada combinagio
(Temperatura-Concentrag@o), ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott com um
nivel nominal de significancia de 5%.
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FIGURA 11 Valores médios e estimados da propor¢cdo de gridos de pdlen
rompidos e corados com R. Alexander, criopreservados e
analisados apds 30 dias de armazenamento para cada temperatura
em funcdo das concentragdes no crioprotetor glicerol.

Para a andlise de varidncia do rompimento com carmim-acético apés 30
dias de congelamento verificou-se que a interacdo tripla entre temperatura,
crioprotetor e concentracdo foi significativa (p<0,05). Houve diferencas
significativas entre os valores médios de propor¢ao de graos de pdlen rompidos,
em fung¢do do crioprotetor, concentracdes (%) e temperaturas (°C), no entanto o
maior nimero de graos de pdélen rompidos foi em média quando utiliza-se o
DMSO como o crioprotetor (Tabela 17).

A andlise da regressdo para os crioprotetores utilizados ndo apresentou
efeito significativo para as concentragdes dentro de cada temperatura, tanto para

0 DMSO como para o Glicerol.
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TABELA 17 Valores médios de propor¢do de grios de pdlen rompidos
criopreservados por 30 dias e analisados com carmim-acético a
2%, em fungdo do crioprotetor, concentracdes (%) e temperaturas
(°C) analisados.

Temperatura Concentracdo Crioprotetor

DMSO Glicerol

-196 0 0,0350a 0,0025a
5 0,3725a 0,1325b

10 0,2600a 0,2900a

15 0,6000a 0,2775b

-80 0 0,0350a 0,0725a
5 0,5150a 0,1700b

10 0,5800a 0,0875b

15 0,6025a 0,1100b

-20 0 0,0475a 0,0325a
5 0,3850a 0,3150b

10 0,2850a 0,1200b

15 0,4175a 0,1675b

'Médias seguidas de mesma letra maidscula na linha dentro de cada combinagdo
(Temperatura-Concentracdo), ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott com um
nivel nominal de significincia de 5%.

5.2.4 Analise apoés 6 (seis) meses de congelamento
a) Viabilidade polinica

Na andlise da varidncia para a viabilidade, apds seis meses verificou-se
que a interacdo tripla entre temperatura, crioprotetor e concentracdo foi
significativa (p<0,05). Os valores médios de proporcdo de grios de podlen
vidveis, em funcdo do crioprotetor, concentragdes (%) e temperaturas (°C)
indicadas na Tabela 18, apresentam diferencas significativas entre 0 DMSO e o
Glicerol nas diferentes concentragdes utilizadas.

Para a andlise da regressio observou-se que ndo houve efeito

significativo nos dois crioprotetores utilizados para as concentragdes.
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TABELA 18 Valores médios proporcio de grdos de pdlen vidveis,
criopreservados por 6 meses e corados com R.Alexander a 1% em
funcdo do crioprotetor, concentragdes (%) e temperaturas (°C)

analisados.
Temperatura Concentracdo Crioprotetor
DMSO Glicerol
-196 0 0,6775b 0,8175a
5 0,5175b 0,6100a
10 0,6775b 0,7875a
15 0,6100b 0,7700a
-80 0 0,7300a 0,7325a
5 0,5200b 0,7325a
10 0,7925a 0,5300b
15 0,5250a 0,5400a

' Médias seguidas de mesma letra na linha dentro de cada combinacio (Temperatura-
Concentragdo), ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott com um nivel nominal de
significancia de 5%.

Na andlise da varidncia verificou-se que a interacdo tripla entre
temperatura, crioprotetor e concentracdo foi significativa (p<0,05) para as graos
de pdlen vidveis por 6 meses corados com carmim-acético. Os valores médios de
propor¢do de grdos de pdlen vidveis, em func¢do do crioprotetor, concentra¢des
(%) e temperaturas (°C) apresentaram diferengas significativas (Tabela 19). Para
a andlise da regressdo dos crioprotetores no periodo de 6 meses de congelamento
neste corante, ndo se observou efeito significativo entre as diferentes
concentracgdes utilizadas e as temperaturas (-196°C e -80°C) de armazenamento

para graos de pélen vidveis.
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TABELA 19 Valores médios de propor¢do de graos de pdlen vidveis
criopreservados por 6 meses e analisados com carmim-acético a
2%, em fungdo do crioprotetor, concentracdes (%) e temperaturas
(°C) analisados.

Temperatura Concentracdo do Crioprotetor
crioprotetor

DMSO Glicerol

-196 0 0,7425a 0,7925a
5 0,6050b 0,6900a

10 0,6225b 0,7800a

15 0,6450° 0,6075a

-80 0 0,7875 0,6875b
0,5225b 0,6875a

10 0,7250° 0,5575b

15 0,5250° 0,5775a

'Médias seguidas de mesma letra na linha dentro de cada combinacio
(Temperatura-Concentrag¢do), nao diferem entre si pelo teste de Scott-Knott com
um nivel nominal de significancia de 5%.

b) Inviabilidade polinica

Na andlise da variincia para grdos de podlen invidveis corados com
R.Alexander criopreservados por 6 meses observou-se que a interacdo tripla
entre temperatura, crioprotetor e concentragdo foi significativa (p<0,05). Os
valores médios de proporcdo de grdos de pdlen invidveis, em funcdo do
crioprotetor, concentragdes (%) e temperaturas (°C) apresentam diferencas
significativas entre os diferentes tratamentos (Tabela 20).

Nas regressdes para as concentragdes dos crioprotetores dentro de cada
temperatura, verificou-se que ndo houve efeito significativo nas diferentes
concentracdes do DMSO. Contudo, observou-se o efeito significativo para o
aumento dos grdos de pdlen invidveis com o aumento da concentracdo do

Glicerol (Figura 12).
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TABELA 20 Valores médios de propor¢do de grdos de pdlen invidveis
criopreservados por até 6 meses e analisados com Reativo de
Alexander, em funcdo do crioprotetor, concentragdes (%) e
temperaturas (°C) analisados.

Temperatura Concentracdo Crioprotetor’
DMSO Glicerol
-196 0 0,0225a 0,0100a
5 0,0025a 0,0200a
10 0,0225a 0,0125a
15 0,0125a 0,0075a
-80 0 0,0000a 0,0050a
5 0,0075a 0,0050a
10 0,0075a 0,0075a
15 0,0025a 0,0050a

' Médias seguidas de mesma letra na linha dentro de cada combinacio (Temperatura-
Concentragdo), ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott com um nivel nominal de
significancia de 5%.
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FIGURA 12 Valores médios e estimados da propor¢cdo de gridos de pdlen
invidveis criopreservadas por até 6 meses e analisados com
Reativo de Alexander para cada temperatura em funcdo das

concentracdes no crioprotetor glicerol.
Na andlise da varidncia para a propor¢do de celulas invidveis corados
com carmim, no periodo de 6 meses de congelamento, ndo foram observadas
diferencas significativas nos fatores (temperatura, crioprotetor e concentraciao do

crioprotetor) e nem nas interagdes entre eles (p>0,05).

¢) Graos de polen rompidos

Verificou-se na andlise de varidncia que a interacdo tripla entre
temperatura, crioprotetor e concentragdo foi significativa para a andlise da
propor¢ao de graos de pdlen invidveis no periodo de 6 meses de congelamento
(p<0,05).

Na andlise da variincia dos graos de pdlen rompidos com R. Alexander,

para o armazenamento por até 6 meses observou-se que a interacdo tripla entre
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temperatura, crioprotetor e concentracdo foi significativa (p<0,05). Para os
valores médios de propor¢do de grdos de pdlen rompidos, em funcdo do
crioprotetor, concentracdes (%) e temperaturas (°C) observou-se diferencas
significativas entre os tratamentos (Tabela 21).

Na andlise de regress@o dos crioprotetores com R. Alexander ndo se
observou efeito significativo, tanto com o uso do DMSO, como no uso do

glicerol.

TABELA 21 Valores médios de propor¢do de grdos de podlen rompidos
criopreservados por até 6 meses e analisados com Reativo de
Alexander, em funcdo do crioprotetor, concentragdes (%) e
temperaturas (°C) analisados.

Temperatura Concentragdo Crioprotetor’
DMSO Glicerol
-196 0 0,3000a 0,1725b
5 0,4800a 0,3700b
10 0,3000a 0,2000b
15 0,3775a 0,2225b
-80 0 0,2700a 0,2625a
5 0,4725a 0,2625b
10 0,2000b 0,4625°
15 0,4725a 0,4550°

! Médias seguidas de mesma letra na linha dentro de cada combinagio (Temperatura-
Concentracdo), ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott com um nivel nominal de
significincia de 5%.

Os valores médios de propor¢do de grios de pdlen rompidos corados
com carmim, em fung¢éo do crioprotetor, concentragdes (%) e temperaturas (°C)
foram significativas nos diferentes concentracdes dos crioprotetores analisados
(Tabela 22). Na andlise de regressdo para os crioprotetores DMSO e Glicerol,
respectivamente, verificou-se que ndo h4 efeito significativo para as

concentracdes dentro de cada temperatura.
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TABELA 22 Valores médios de propor¢do de grdos de pdlen vidveis
criopreservados por 6 meses e analisados com carmim-acético a
2%, em fung¢do do crioprotetor, concentracdes (%) e temperaturas
(°C) analisados.

Temperatura Concentragao Crioprotetor

DMSO Glicerol

-196 0 0,2525a 0,2000a

5 0,3900a 0,3000b

10 0,3600a 0,2150b

15 0,3475a 0,3825a

-80 0 0,2050b 0,3000a

5 0,4725a 0,3000b

10 0,2675b 0,4200a

15 0,4550a 0,4150a

' Médias seguidas de mesma letra na linha dentro de cada combinacio (Temperatura-
Concentragdo), ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott com um nivel nominal de
significincia de 5%.

O baixo teor de lipideos dos grdos de pdlen de R. communis (Capitulo 3)
pode ter propiciado a menor deterioracdo. Para sementes, segundo Harrington
(1972), a auto-oxidagdo de lipidios produz radicais livres, mesmo em sementes
com baixo teor de dgua, que podem combinar com proteinas e nucleotideos,
destruindo enzimas, lipoproteinas, DNA e a capacidade reprodutiva das células.
Contendo baixo teor de lipideo, é provavel que os griaos de pdlen da espécie
mantenham sua qualidade fisiolégica por um periodo mais prolongado que o
estudado neste trabalho. No entanto, o teor elevado de proteinas pode contribuir
para a redug@o do potencial de armazenamento, devido a elevada afinidade dessa
substincia com a dgua (descrito no Capitulo 3).

De acordo com os resultados apresentados, ndo se notou o efeito
negativo considerdvel do congelamento sobre a viabilidade do pdlen da espécie

estudada nas diferentes temperaturas de armazenamento.
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Segundo Sousa (1990) a menor umidade do grao de pdlen do eucalipto
propicia maior viabilidade polinica em comparacdo ao recém-colhido. Para
Kartha (1985), durante o processo de descongelamento pode haver a liberagdo
de alguns nutrientes necessarios a germinagao do pélen. Para o pdlen de Juglans
regia a umidade ideal para o congelamento era entre 3,2 e 7,0% (Luza & Polito,
1988). De acordo com Copes (1987), o pdlen de Pseudotsuga menziesii pode ser
armazenado com umidade entre 4 e 7%. Existem, também, espécies cujos graos
de pdlen perdem a viabilidade com a secagem dréstica, como Simmondria
chinensis e Zea mays.

Geralmente, o teor de umidade maximo do grao de pdlen, anteriormente
ao seu congelamento, para diversas espécies, estd entre 20 e 40%. A umidade
elevada é prejudicial para a viabilidade do material criopreservado, pois
concorre para a formagdo de gelo intracelular. Por outro lado, o limite inferior
estimado entre 1% e 5% pode igualmente propiciar a reducdo da viabilidade
(Kartha, 1985). No caso da mamona, neste trabalho o teor de umidade corrobora
com as sugestdes dos autores citados para tolerancia ao congelamento.

Pesquisas sobre viabilidade de pdlen estocado para ser utilizado em
cruzamento estdo sendo realizadas em diversas espécies de clima subtropical e
tropical, no entanto, estes estudos tém sido em menor escala, sendo estes
realizados com principalmente com abacateiro, citros e coqueiro (Gongalves,
2005).

A viabilidade do pdlen in vitro e in vivo do maracujazeiro-amarelo
estudada por Buckner et al. (2000) apdés o armazenamento em diferentes
condi¢des de temperatura foi possivel somente por 24 horas a temperatura
ambiente (27°C).

A capacidade de armazenamento dos gridos de pdlen entre as espécies
estudadas varia muito. Contudo, os graos de pélen de mamona demostram a

possibilidade de estocagem ao longo prazo, contribuindo suficientemente para as
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pesquisas de melhoramento genético da espécie num periodo de até 6 meses de
armazenamento com boas perspectivas de armazenamento em condigdes

controladas.

5.3 Integridade do DNA nuclear

Pela andlise por citometria de fluxo do conteido de DNA nuclear em
células em interfase de graos de pdlen, verificou-se que houve diferenga entre os
graos de pdlen armazenados em nitrogénio liquido (-196°C) nas diferentes
concentracdes de crioprotetores (DMSO e glicerol) (Tabela 22). Pelos
resultados, verificou-se que os valores de sub-G1 sdo relativamente altos, o que
evidencia, de certo modo, que o material ndo foi perfeitamente criopreservado,
pois esta fracdo é um indicativo de fragmentos de ntdcleos ou nicleos com
tamanho inferior ao do padrdo utilizado. No entanto, detectou-se a existéncia de
nicleos intactos em todos os tratamentos, representada pelos valores em
percentuais G1.

Grios de pdlen mantidos em nitrogénio liquido sem a utilizacdo de
crioprotetor apresentaram valor de sub-G1 igual a 88%, ou seja, apenas 12% dos
nicleos permaneceram intactos a -196°C (controle). Nota-se que o
crioarmazenamento em nitrogénio liquido (-196°C) favoreceu a integridade do
DNA nuclear dos graos de pdlen criprotegidos, demostrando a necessidade de
utilizacdo, principalmente com relacdo ao glicerol pela integridade nuclear
proporcionada. Destaca-se, ainda, que haveria diferenca significativa para o
efeito da concentragdo do crioprotetor com o aumento significativo do

percentual de nicleos intactos dos graos de pdlen (Tabela 22).
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TABELA 23 Anidlise de quantidade de nucleos intactos (% G1) e fragmentos
(% sub-G1) de graos de pdlen, armazenados em nitrogénio
liquido a -196°C, por 30 dias, em diferentes concentragdes de
crioprotetores (DMSO e glicerol) e a média da viabilidade (T.
Tukey a p> 0,05) polinica.

Tratamentos Sub x X Viabilidade
polinica
Controle 88 12 99,25a
DMSO 5% 76 24 61,25¢
DMSO 10% 73 27 73,25bc
DMSO 15% 66 34 38,50d
GLICEROL 5% 63 37 85,00 b
GLICEROL 10% 68 32 70,25¢
GLICEROL 15% 63 37 70,25¢

Lezcano et al. (2004) também verificaram, pelo uso de citometria de
fluxo, a toxicidez dos crioprotetores, DMSO e glicerol, sobre células
espermaticas de peixes. Esses agentes, em concentracdes de 5% a 30%,

reduziram significativamente a viabilidade celular.

6 CONCLUSOES

Métodos de coloragdo citoldégica com o uso do carmim-acético ou
Reativo de Alexander, bem como o método indireto pela germinagdo in vitro do
grdo de pdélen podem ser utilizados para a determinacdo da viabilidade do pdlen
de mamona.

A integridade do nicleo de grios de pdlen se submetidos a
criopreservagdo a -196°C ¢€ satisfatéria quando se utilizou como o crioprotetor o

glicerol a 5% ou 15% por 30 dias de criopreservagao.
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A andlise citoldgica indica que a viabilidade celular permanece alta do
grdo de pélen quando este é conservado por até seis meses (-80°C e -196°C).

Os resultados obtidos neste trabalho confirmam a possibilidade de
criopreservagdo, com o uso de crioprotetor glicerol, como uma alternativa vidvel

para a conservacao de graos de pdlen de Ricinus communis.
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CAPITULO 5

CULTIVO IN VITRO DE MAMONEIRA

136



1 RESUMO

A mamona (Ricinus communis L.) vem se destacando, no cenario
nacional, por possuir propriedades medicinais e grande potencial para producdo
de biodiesel. A alta taxa de fecundacdo cruzada em sua propagacdo pela via
sexuada resulta num elevado grau de variabilidade genética da espécie, o que
tem dificultado a obten¢do e manutengdo de gendtipos a campo. Além disso, a
espécie tem comportamento recalcitrante in vitro, o que tem dificultado o
estabelecimento de protocolos eficientes de micropropagacdo de mamona.
Visando a otimizacdo dos protocolos no cultivo in vitro, o objetivo deste
trabalho foi estudar aspectos da micropropagacdo de mamoneiro. Portanto,
foram avaliados os efeitos de diferentes reguladores de crescimento e
composi¢do quimica dos meios de cultivo em relagdo a germinagdo in vitro, a
inducdo de brotacdes, e o enraizamento. Para a germinagdo avaliaram-se os
ajustes de pH (4,8; 5,8 e 6,8), variagdes da concentracdo salina do meio MS
(0%; 25%, 50%, 75%), e a adicdo de GA; (0; 1,0; 5,0; 10,0 e 20 mg L'l). Para
multiplicacdo in vitro gemas apicais foram inoculadas em meio MS e diferentes
combinacdes de BAP (0; 1,0; 1,5 ¢ 2,0 mg L’l) e ANA (0; 0,01; 0,1 e 1,0 mg L
1); e diferentes concentragdes (0; 0,5; 1,0 e 2,0 mg L'l) de Cinetina e Zeatina,
isoladamente. No enraizamento dos explantes foram avaliadas diferentes
concentracdes de ANA (0; 1,5; 3,0; 6,0; 9,0 e 12,0 mg L’l). O uso de GA;
demonstrou efeito negativo na germinagdo. A concentragdo completa do meio
MS e o ajuste do pH para 5,8 foram satisfatérios. A suplementacdo do meio de
cultura com a utilizacio de ANA na concentracio de 1,0 mg L™ foi determinante
para a formacdo de plantulas ndo vitrificadas. Para o nimero de folhas o uso de
altas concentracdes de BAP e ANA, 2,0 mg L'e 1,0 mg L', respectivamente,
favoreceu a maior formacdo. A utilizacdo de Cinetina ou Zeatina favoreceu
formacao de calos e plantulas vitrificadas, sendo nio indicadas para a indugédo de
brotos in vitro. A adi¢gao de ANA foi eficiente para a formagdo de raizes sendo
que o maior nimero € o maior comprimento foram verificados em concentragao
de 3,0mgL".

Palavras-chave: micropropagacio, 6-benzilaminopurina, Ricinus communis.
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2 ABSTRACT

The castor bean (Ricinus communis L.) has gained importance in the
national scenario based on its medicinal properties and high potential for
biodiesel production. The elevated rate of cross-fertilization through sexual
reproduction results in high degree of genetic variability which difficulties the
production and maintenance of field genotypes. Moreover, the species presents
in vitro recalcitrant behavior which has difficulted the establishment of protocols
for efficient micropropagation of castor beans. I order to optimize the in vitro
protocols; the objective of this work was to study aspects of the
micropropagation of castor bean plants. Therefore, the effect of different plant
growth regulators and chemical composition of culture media on in vitro
germination and induction of shoots and roots were evaluated. pH adjustment of
(4.8, 5.8 and 6.8), salt concentration of MS medium (0%, 25%, 50% and 75%),
addition of GA; (0, 1.0, 5.0, 10.0 and 20 mg L’l) were evaluated for their effect
on germination. In vitro apical buds were inoculated on MS medium with
different combinations of BAP (0, 1.0, 1.5 and 2.0 mg L'l) and NAA (0, 0.01,
0.1 and 1, 0 mg L") and different concentrations (0, 0.5, 1.0 and 2.0 mg L") of
isolated kinetin and zeatin were evaluated for multiplication. For rooting,
different concentrations of NAA (0, 1.5, 3.0, 6.0, 9.0 and 12.0 mg L'l) were
tested. The use of GA; showed negative effect on germination. The use of
complete MS medium and pH adjusted to 5.8 were satisfactory.
Supplementation of culture medium with 1.0 mg L™ NAA was essential for the
formation of non-vitrified plantlets. The use of high concentrations of BAP and
NAA (2.0 and 1.0 mg L™, respectively) promoted the formation of leaves. The
use of kinetin or zeatin promoted the formation of callus and vitrified plantlets,
and thus is not indicated for the induction of shoots in vitro. The addition of
NAA was effective for the formation of roots with high number and length
obtained using 3.0 mg L™

Key words: micropropagation, 6-benzilaminopurine, Ricinus communis.
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3 INTRODUCAO

A familia Euphorbiaceae é uma das maiores familias dentro das
Angiospermas, com cerca de 290 géneros e aproximadamente 7.500 espécies,
distribuidas em todo o mundo, muito bem representadas na flora brasileira.
(Joly, 2002). Dentre as espécies da familia destacam-se as plantas oleaginosas,
entre elas a mamoneira (Ricinus communis L.) com diversas aplicagdes
industriais e, atualmente, para produ¢do de biocombustivel (Freire, 2008).

Dentre as diversas cultivares de mamoneira, atualmente produzidas no
Brasil, destaca-se a cultivar AL-Gurarany 2002, langada pela Coordenadoria de
Assisténcia Técnica Integral — CATI (2009). Esta cultivar apresenta alto teor de
6leo (47 a 48%), frutos indeiscentes, capacidade de produgcdao média entre 1.000
e 2.000kg/ha de graos (bagas ou frutos descascados) em condi¢des de sequeiro, e
com maior abrangéncia com relagdo a adaptacdo as diferentes regides de cultivo
no Pais (CATI, 2009).

Referéncias sobre métodos de propagacdo vegetativa de mamona sio
escassas, principalmente quando comparada a outras plantas da mesma familia,
como a mandioca, o pinhdo-manso e a seringueira (Macedo et al., 2006). Além
disso, por apresentar uma alta taxa de alogamia, sua propagacdo pela via
sexuada resulta em elevado grau de variabilidade de -caracteristicas de
importincia econdmica.

Um dos principais interesses dos bancos de germoplasma é a
conservacdo dos acessos existentes e, uma das alternativas para garantir a
manuten¢do dos gendtipos € por meio da propagacdo vegetativa (Milani et al.,
2006). Ainda segundo Nass et al. (2001), a propagacdo vegetativa em plantas
pode ser feita através da micropropagagao.

A cultura de tecidos de plantas tem sido uma técnica alternativa para a

propagacdo de muitas espécies com bastante eficdcia. A técnica refere-se ao
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cultivo in vitro de explantes em meio de cultura com composi¢cdo quimica
determinada, em condicdes assépticas, sob condicdes controladas de
luminosidade e temperatura (Torres et al., 2000).

A cultura de tecidos pode ser realizada por organogénese ou
embriogé€nese somdtica. Na organogénese ocorre a diferenciacido de brotacdes e
raizes durante o desenvolvimento vegetal. Segundo George (1996), a maioria
das plantas micropropagadas € obtida pela multiplicagdo de brotagdes axilares.

Segundo Carvalho (2005), o embrido de mamona apresenta dorméncia
que pode ser superada pelo cultivo in vitro. Por isso, a necessidade do
estabelecimento de protocolos mais eficientes de regeneracdo in vitro torna-se
fundamental (Ah net al., 2007).

Miiltiplos brotos in vitro podem ser obtidos pelo controle,
principalmente, de diversos fatores que induzem a morfogénese in vitro,
destacando-se os reguladores de crescimento. Dentre eles destacam-se dois
grupos: as citocininas, sendo as mais utilizadas BAP, CIN, Zea e TDZ,
juntamente com as auxinas, das quais 2,4-D, 2iP, AIA, AIB e ANA, sdo as
classes mais utilizadas (George, 1996; Torres et al., 2000).

A solidifica¢do do meio de cultura depende da qualidade e concentragcdo
do 4gar, do pH, do tipo de explante, da concentracio de sais e da presenca de
outras substincias como o carvdo ativado, os quais interferem na consisténcia.
(Caldas et al., 1998). Entretanto, indica-se minimiz4-lo ou otimiza-lo no preparo
do meio de cultura, pelo fato do dgar ser considerado o componente de maior
custo do meio de cultura (George, 1993; Peixoto & Pasqual, 1995).

Poucos s@o os trabalhos que t€ém demonstrado o potencial e a viabilidade
de regeneracdo in vitro da mamoneira (Sujatha & Reddy, 1998). Mesmo com

alguns avangos, ainda ha limitacdes ao processo de micropropagacio da espécie.
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Portanto, com a realizacdo deste trabalho, objetivou-se avaliar os
aspectos da germinagdo, multiplicacdo de brotos e indu¢@o do enraizamento in

vitro de Ricinus communis L. cv. AL-Guarany 2002.

4 MATERIAL E METODOS

Este trabalho foi realizado no Laboratério de Cultura de Tecidos de
Plantas do Setor de Fisiologia Vegetal, do Departamento de Biologia,

Universidade Federal de Lavras (UFLA).

4.1 Material botanico
Sementes de Ricinus communis L cv. AL-Guarany 2002 foram
fornecidas pela Coordenadoria de Assisténcia Técnica Integral (Sdo Paulo,

CATI) e armazenadas na temperatura de 4°C até a sua utilizacao.

4.2 Germinacio in vitro

As sementes passaram por um processo de assepssia em camara de fluxo
laminar. Foram imersas em dlcool 70% por 30 segundos e, em seguida, em
solucdo de hipoclorito de s6dio (NaOCl) com 1% de cloro ativo por 20 minutos.
Ao final deste tempo, as sementes foram lavadas por trés vezes em &4gua

destilada e autoclavada, removendo-se os tegumentos para inoculagao.

4.2.1 Efeito de concentraciao dos sais e do GA;

Foram avaliadas diferentes concentracdes salinas do meio de cultura MS
(Murashige & Skoog, 1962) (25%; 50%; 75%; e 100%) suplementados com
diferentes concentracdes de GA; (0; 1; 5; 10; e 20 mg L'l), acrescidos de
sacarose 3%, dgar 0,6% e 0,1% de carvao ativado. O pH foi ajustado para 5,8,

antes da autoclavagem a 120°C, durante 20 minutos.
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Ap6s a inoculagdo, as sementes foram mantidas em sala de crescimento
sob irradiancia de 43 pmol m™ s, fotoperiodo de 16 horas e temperatura de
25+2°C. A avaliag@o foi realizada aos 7 e 14 dias apds a inoculag@o.

Os experimentos foram instalados segundo um delineamento
inteiramente (DIC) casualizado com 10 repeticdes em que os tratamentos
constituiam-se de quatro concentragdes de sais do MS e cinco diferentes
concentracdes de GAj;, fatorial 4x5. Foram medidas as seguintes varidveis:
comprimento da raiz pivotante (cm), comprimento da parte aérea (cm), nimero
de folhas, germinacdo das sementes, plantulas normais e anormais, peso fresco e
seco (g) do sistema radicular e da parte aérea.

A andlise estatfstica foi realizada de acordo com o delineamento
experimental por meio do pacote estatistico R (R Development Core Team,
2008). O modelo estatistico que descreve as observagdes € dado por:

Y =V Hm;+c;+me; + &,
em que:
Y € o valor da varidvel dependente na k-ésima repeti¢do que recebeu o i-€simo
meio de cultura e j-ésima concentracio de GA;, comk=1, ..., r;

Vv € uma constante inerente a cada observacao;

m. € o efeito do i-€sima concentrag¢@o de sais minerais, comi=1, ....4;
c; ¢ o efeito da j-ésima concentracdo de GA;, comj =1, ...,5;
mc,; € o efeito da interag@o entre o i-ésima concentrag¢do de sais minerais e a j-

ésima concentracio de GAj3;

€, ¢ o erro experimental associado a parcela, independente e identicamente

s (1 A D
distribuido de uma Normal com média zero e variancia 0~ .
Para as varidveis, nimero de folhas, germinacio, plantulas normais e

anormais foi utilizada a metodologia de modelos lineares generalizados.
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Os dados de ntmero de folhas caracterizam-se por apresentar

distribuicdo de Poisson (contagem) sendo utilizada como preditor linear (77) a
funcdo de ligacio logaritmica, dada por:

n=In(y).

Os dados de germinacdo e tipo de plantula (normal e anormal)
caracterizam-se por apresentar distribuicdo binomial (presenga ou auséncia da

caracteristica) sendo utilizada como preditor linear (77) a funcdo de ligacdo
logistica, dada por:

H
m, — K,

n=In

Os preditores lineares foram caracterizados por um modelo de acordo
com o delineamento experimental, dado por:

n=v+a,+ B +op,

Para a andlise do peso fresco e peso seco utilizou-se o delineamento
inteiramente casualizado com 5 repeticdes em que os tratamentos constituiam-se
de quatro concentragdes de sais do meio MS e cinco diferentes concentracdes de
GA;. Foram medidas as seguintes varidveis: peso fresco e seco da raiz, peso
fresco e seco da parte aérea.

Como os niveis de concentracdo de sais minerais e de GA; sdo fatores
quantitativos, quando estes foram significativos foi realizada uma andlise de

regressao.

4.2.2 Influéncia do pH

Foram avaliados trés ajustes de pH (4,8; 5,8 e 6,8) no meio de cultura
MS, suplementado com 3% de sacarose, e solidificado com 4gar 0,6%.

Apés a inoculagdo, as sementes foram mantidas em sala de crescimento

sob irradidncia de fétons de 43 umol m™ s', fotoperiodo de 16 horas e
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temperatura de 25 £ 2°C. Foi considerada germinada a semente que apresentava
a radicula protrundida.

O experimento foi instalado segundo um delineamento inteiramente
casualizado com 10 repetighes em que os tratamentos constituiam-se de
diferentes ajustes do pH e avaliagdao em dois periodos (7 e 14 dias), fatorial 3x2.
Foram medidas as seguintes varidveis: comprimento da parte aérea (cm),
comprimento da raiz (cm), sementes germinadas, formacdo de plantulas
normais.

A andlise estatistica foi realizada de acordo com o delineamento
experimental por meio do pacote estatistico R (R Development Core Team,

2008). O modelo estatistico que descreve as observagdes € dado por:
Y =V+a,+,+0,+of, +&,.

em que:

Yy € o valor da variavel dependente na k-€sima repeti¢do que recebeu o i-€simo

pH, no j-ésimo tempo, com 1 =1, ..., r;

v € uma constante inerente a cada observacao;

a; € o efeito da i-€simo pH, comi=1,...,3;

B ;. € o efeito do j-€simo tempo, com j = 1, 2;

aﬂij € o efeito da interagdo entre o i-ésimo pH e o j-ésimo tempo;

&; € o erro experimental associado a parcela, independente e identicamente

. . , L4 A . 2
distribuido de uma Normal com média zero e variancia o~ .

Os dados para a germinagdo e tipo de plantula (normal e anormal)
caracterizam-se por apresentar distribuicdo binomial (presenca ou auséncia da

caracteristica) sendo utilizada como preditor linear (77) a funcdo de ligacdo

logistica, dada por:
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nzln(—’ui j
m, — K,

Os preditores lineares foram caracterizados por um modelo de acordo

com o delineamento experimental, dado por

n=v+a,+p+op,

4.3 Multiplicacio in vitro
Segmentos de gemas apicais oriundos de plantulas de mamoneira
originadas de sementes germinadas in vitro, em meio de cultura MS foram

utilizadas como fonte de explantes.

4.3.1 Efeito da interacao BAP e ANA na inducio de brotacoes

Os explantes foram inoculados em meio de cultura MS, suplementados
com diferentes concentragdes de BAP (0, 1,0; 1,5; 2,0 mg L'l) e ANA (0; 0,01;
0,1e1,0mg L’l) com 3% de sacarose. O meio foi solidificado com 0,6% de dgar
e seu pH ajustado para 5,8 antes da autoclavagem a 120°C, durante 20 minutos.

Apds a inoculagdo, os segmentos foram mantidos em sala de
crescimento sob irradidncia de 43 pmol m™ s”, fotoperiodo de 16 horas e
temperatura de 25+2°C.

O experimento foi instalado segundo um delineamento inteiramente
casualizado (DIC), em que os tratamentos constituiam-se de combinacdes de
concentracdes de BAP e ANA. Foram medidas as seguintes varidveis: nimero
de folhas, nimero de gemas, nimero de brotos, formacao de raizes, formacao de
calo, aspecto de vitrificacdo dos explantes, periodo de avalia¢do (15 e 30 dias).

A andlise estatistica foi realizada de acordo com o delineamento
experimental por meio do pacote estatistico R (R Development Core Team,

2008). O modelo estatistico que descreve as observagdes € dado por:
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Viu =V ++ B, +6, +apf, + B0, +ad, +afd, +&;,,
em que:
Yyu € 0 valor da varidvel dependente na I-ésima repeti¢do que recebeu o i-ésima
temperatura, no j-ésimo crioprotetor e na k-ésima concentracdo, coml=1, ..., r;
v € uma constante inerente a cada observacao;

a; € o efeito da i-€sima concentragdo de BAP, comi=1,...4;

,Bj ¢ o efeito do j-ésima concentracdo de ANA, comj=1,..4;

5k ¢ o efeito da k-ésimo tempo, com k=1,2;

aﬂg ¢ o efeito da interag@o entre o i-ésima concentragdo de BAP e a j-ésima

concentracdo de ANA;

,35 x € o efeito da intera¢do entre a j-€sima concentragdo de ANA e o k-ésimo
tempo;

a0, ¢é o efeito da interagdo entre o i-ésima concentragdo de BAP e o k-ésimo
tempo.

af3S,, € o efeito da interagdo entre o i-ésima concentragdo de BAP , a j-ésima
concentracdo de ANA e o k-ésimo tempo.

Eiju

é o erro experimental associado a parcela, independente e identicamente
. . . Z 1 [N . 2
distribuido de uma Normal com média zero e varidncia o~ .

Os dados de nimero de folhas, nimero de gemas e nimero de brotos
caracterizam-se por apresentar distribui¢do de Poisson (contagem) sendo
utilizada como preditor linear (77) a funcdo de ligac¢do logaritmica, dada por:

n=In(y).
Os dados de presenga e auséncia de raiz, calo e vitrificacdo caracterizam-

se por apresentar distribuicdo binomial (presenca ou auséncia da caracteristica)

sendo utilizada como preditor linear (77) a funcdo de ligagdo logistica, dada por:
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#

n=In| —2—
m, — 4,

Os preditores lineares foram caracterizados por um modelo de acordo o

delineamento experimental, dado por

n=v+a

4.3.2 Efeitos das citocininas na inducao de brotos

Explantes foram inoculados em meio de cultura MS suplementados com
diferentes concentracdes (0; 0,5; 1,0 e 2,0 mg L'l) de Cinetina e Zeatina,
1soladamente, 3% de sacarose e 0,6% de dgar. O pH foi ajustado para 5,8, antes
da autoclavagem a 120°C, durante 20 minutos.

Apds a inoculagdo, os segmentos foram mantidos em sala de
crescimento sob irradidncia de fétons 43 umol m™ s™, fotoperiodo de 16 horas e
temperatura de 25 + 2°C.

O experimento foi instalado segundo um delineamento inteiramente
casualizado com 10 repeti¢cdes, em que os tratamentos constituiam-se de dois
reguladores (Cinetina e Zeatina), com quatro concentragdes e dois periodos de
avaliac@o (15 e 30 dias), fatorial 2x4x2. Foram medidas as seguintes varidveis:
nimero de folhas, de gemas e de brotos, formacdo de raizes, formagdo de calo
na base do explante e vitrificacdo dos explantes.

A andlise estatistica foi realizada de acordo com o delineamento
experimental por meio do pacote estatistico R (R Development Core Team,

2008). O modelo estatistico que descreve as observagdes € dado por:
Viu =V ++ B, +6, +apf, + B0, +ad, +afd, +&,,,

em que:
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Yy € 0 valor da varidvel dependente na I-€sima repeti¢do que recebeu o i-¢sima
temperatura, no j-€simo crioprotetor e na k-ésima concentrac¢do, coml=1, ..., r;
v € uma constante inerente a cada observacao;

a; € o efeito da i-€sio regulador, comi =1, 2;

B ; ¢ o efeito do j-ésima concentragdo, comj =1, ....4;

5k ¢ o efeito da k-ésimo tempo, com k=1,2;

Otﬂij ¢ o efeito da interagdo entre o i-ésimo regulador e a j-ésima concentragao;
,35 « € 0 efeito da interagdo entre a j-ésima concentragdo e o k-ésimo tempo;
ad, ¢é o efeito da interagdo entre o i-ésimo regulador e o k-ésimo tempo.

0{,35l.j.k ¢ o efeito da interacdo entre o i-ésimo regulador , a j-ésima concentragio
e 0 k-ésimo tempo.

&, € o erro experimental associado a parcela, independente e identicamente

distribuido de uma Normal com média zero e varidncia 0.

Os dados de nimero de folhas, de gemas e de brotos caracterizam-se por
apresentar distribuicdo de Poisson (contagem) sendo utilizada como preditor
linear (77) a fungdo de ligagdo logaritmica, dada por:

n=In(g).

Os dados de formacdo de raiz, calo e vitrificacio do explante

caracterizam-se por apresentar distribuicdo binomial (presenga ou auséncia da

caracteristica) sendo utilizada como preditor linear (77) a funcdo de ligacdo
logistica, dada por:

H,

7=In|
m; — U,
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Os preditores lineares foram caracterizados por um modelo de acordo

com o delineamento experimental, dado por

n=v+a

4.4 Influéncia do ANA no enraizamento in vitro

Brotagdes mantidas em MS na auséncia de reguladores de crescimento
por 15 dias foram transferidas para meio de cultura MS, contendo diferentes
concentracdes de ANA (0,0; 1,5; 3,0; 6,0; 9,0 e 12,0 mg L'l), 3% de sacarose,
0,1% de carvdo ativado mantidas por duas semanas. Apds este periodo, os
explantes foram transferidos para o meio de cultura MS sem a adi¢do do
regulador de crescimento. O meio foi solidificado com 0,6% de agar e o pH
ajustado para 5,8 antes da autoclavagem a 120°C, durante 20 minutos.

Ap6s a inoculagdo, os explantes foram mantidos em sala de crescimento
a 25+2°C de temperatura, sob irradidncia de fétons 43 wmol m™ s™, fotoperiodo
de 16 horas e temperatura de 25+2°C. Trinta dias depois, a formagdo de raizes
nos diferentes tratamentos foi avaliada.

O experimento foi instalado segundo um delineamento inteiramente
casualizado (DIC) com 10 repeti¢cdes em que os tratamentos constituiam-se de
concentracdes de ANA. Foram medidas as seguintes varidveis: nimero de
folhas, nimero de raizes, comprimento da raiz (cm), comprimento da parte aérea
(cm), peso fresco e seco da raiz (g), peso fresco e seco da parte aérea (g).

A andlise estatfstica foi realizada de acordo com o delineamento
experimental por meio do pacote estatistico R (R Development Core Team,

2008). O modelo estatistico que descreve as observagdes € dado por:
y; =v+a,+e,,

em que:
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Yy, € o valor da varidvel dependente na j-€sima repeti¢do que recebeu o i-ésima

concentracdo de ANA, comk=1, ..., r;

Vv € uma constante inerente a cada observacao;

m; € o efeito do i-ésima concentracdo de ANA, comi=1, ...,6;
€, € o erro experimental associado a parcela, independente e identicamente

distribuido de uma Normal com média zero e varifncia o~ .

Para as varidveis nimero de folhas, germinagdo, anormalidades nas
plantulas (normal e anormal), foi utilizada a metodologia de modelos lineares
generalizados.

Os dados de nimero de folhas e nimero de raizes caracterizam-se por
apresentar distribuicdo de Poisson (contagem) sendo utilizada como preditor
linear (77) a fungdo de ligacdo logaritmica, dada por:

n=In(x).
Os preditores lineares foram caracterizados por um modelo de acordo

com o delineamento experimental, dado por

n=v+e,
5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Germinacio in vitro
5.1.1 Efeito de concentracio dos sais e do GA;

Na avaliacdo de comprimento de raizes aos 7 dias de inoculagdo,
verificou-se efeito significativo para a proporcdo de sais do meio MS e
concentracdo de GA;, isoladamente (p<0,05). A interacdo entre meio de cultura
e concentragdo de GA; ndo foi significativa. Para a caracteristica comprimento

da raiz principal das plantulas obtidas in vitro (Figura 1), realizou-se andlise de
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regressdo para as diferentes concentracdes de GA3’ cujos dados indicam uma

acdo negativa com o aumento da concentragdo do regulador (Figura 2).

FIGURA 1 Aspecto visual de plantulas germinadas in vitro em meio MS
suplementado com 5,0 mg L™ de GA; apés 30 dias de cultivo.
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FIGURA 2 Valores médios e estimados do comprimento das raizes em funcao
das concentracdes de GA; (mg L) e da proporcio de sais minerais
do meio MS (%), no cultivo in vitro de Ricinus communis L. ap6s
sete dias de inoculagdo.

Observou-se aumento do comprimento da raiz com a reducdo da
concentracdo salina do meio de cultura, porém o mesmo ndo ocorreu para as
maiores concentracdes de GA; (Figura 2). Conceigdo (2000), testando diferentes
concentracdes do meio MS na germinagdo de sementes de Timbd (Derris
urucu), ndo encontrou efeito. Segundo Stein et al. (2007), ndo foi necessdria a
adi¢do de GAj; na germinacdo in vitro de ingazeiro, corroborando com os dados

encontrados neste trabalho.
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Na andlise de Deviance para a germinacdo das sementes, observou-se o
efeito significativo apenas para o fator concentragdo de GA3 (p<0,05),
isoladamente. A interacdo entre a concentragdo do meio de cultura e do
regulador de crescimento nao foi significativa (p=0,8560).

Os valores médios, observados e estimados, de propor¢ao de
germinac¢do, em funcdo das concentra¢des, demostraram que houve influéncia
negativa na presenga de alta concentragdao de GA; (Figura 3). Para a formacdo de
plantulas normais nao houve efeito significativo dos fatores concentragdo de sais
(p=0,1324) e concentragdao de GA; (p=0,4350), isoladamente, nem da intera¢io

entre eles ap0s sete dias de cultivo (p=0,9999).

n 60.355 1-0,2895x+0,0111x°

0,8 M= 1+¢" - 60,3551—0.2895x+0,0111x2

50)

0,4 1

Germinagao (propor

0,2 4

0,0 — T T T
01 5 10 20

Concentragdo de GA3

FIGURA 3 Valores médios e estimados da propor¢do de germinacgdo in vitro em
funcdo das concentragdes de GAj; apos sete dias de inoculagio. As
linhas pontilhadas s@o os intervalos de confianca da regressao.

Para andlise de variincia no 14° dia de cultivo, o comprimento das raizes

formadas demonstra o efeito significativo apenas para o fator concentragdo do

regulador, isoladamente. A interacdo entre meio de cultura e concentracdo de

153



GA; ndo foi significativa. Os valores observados do comprimento da raiz em
funcdo da concentracdo de GAj; apresentados indicam o efeito negativo do uso
de GA; para o comprimento das raizes (Figura 4).
3,5
3,0

2,5 1

o y=05166 | 28152

2,0 1 (x11)
r?=0,98

1,0 1

Comprimento raiz (cm)

0,0 T T T T
01 5 10 20

Concentragdo GA3 (mg LY

FIGURA 4 Valores médios e estimados do comprimento da raiz de plantulas
obtidas in vitro de Ricinus communis L. em funcdo das
concentracdes de GA;, no 14° dia de cultivo.

Na andlise de variincia do comprimento da parte aérea apds 14 dias de
cultivo, verificou-se o efeito significativo dos fatores meio de cultura e
concentracdo de GA;(p<0,05), isoladamente. A interagcdo entre meio de cultura e
concentracdo de GA; ndo foi significativa. Os valores observados de
comprimento da parte aérea em fun¢do da concentragdo de GA; demonstram que
houve um decréscimo do comprimento com o aumento da concentracdo do
regulador. Com relacdo as concentracdes dos sais minerais houve um aumento

significativo do comprimento com o aumento destes (Figura 5).
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FIGURA 5 Valores médios e estimados do comprimento da parte aérea em
fungdo das concentragdes de GA; (A) e das concentragdes de sais
minerais (B), no 14° dia de cultivo.

Para a andlise de Deviance do nimero de folhas no 14° dia de cultivo
verificou-se que o efeito foi significativo para os fatores concentracido dos sais
do meio MS e concentracdo de GA;, isoladamente (p<0,05). No entanto, a
interacdo entre meio de cultura e concentra¢do nao foi significativa (p=0,1550).

Os valores médios, observados e estimados, de ndmero de folhas diminuiram
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significativamente em funcdo das concentragdes de GA; e aumentaram com as

concentracdes de sais do MS (Figura 6).
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FIGURA 6 Valores médios e estimados do nimero de folhas, em fungao das
concentracdes de GA; e em fungdo da concentracdo de sais
minerais, no 14° dia de cultivo. As linhas pontilhadas sdo os
intervalos de confianga da regressao.

Para andlise da Deviance da germinagdo in vitro no 14° dia de
inoculag¢do, observou-se que o efeito foi significativo apenas para o fator
concentracdo de GA;, isoladamente, (p=0,1550). A intera¢do entre meio de
cultura e concentracido de GA; ndo foi significativa (p=0,8470).

Os valores médios, observados e estimados, de proporcao de germinagdo
ao 14° dia de cultivo, em fun¢@o das concentracdes de GAj; apresentaram-se

decrescentes com o aumento da concentra¢io do regulador (Figura 7).
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FIGURA 7 Valores médios e estimados da propor¢do de germinagdo em funcio
das concentracdes de GA; para sementes de Ricinus communis L.
inoculadas in vitro apds 14 dias de inoculagdo. As linhas
pontilhadas s@o os intervalos de confianca da regressao.

Na andlise de Deviance da formacdo de plantulas normais apés 14 dias
de cultivo, ndo houve efeito significativo dos fatores concentragcdo dos sais e da
concentracdo do regulador, isoladamente, nem da interacdo entre eles
(p=0,3210).

Para a andlise de variancia do peso fresco das raizes, verificou-se efeito
significativo dos fatores, proporcdo de sais do meio MS e concentragido de GA;,
isoladamente, ao 14° dia de cultivo. Porém, a interagdo entre meio de cultura e
concentracdo de GA; ndo foi significativa. Os valores observados de peso fresco
da raiz em fungdo da concentracdo de GA; e em funcdo das concentracdes dos
sais minerais estdo apresentados na Figura 8.

A andlise de varidncia para o peso seco da raiz demonstrou efeito
significativo dos fatores meio MS e concentragdo de GA;, isoladamente. A

interacdo entre meio de cultura e concentragdo de GA; nao foi significativa. Os
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valores observados indicam um decréscimo de peso seco da raiz em funcdo da
concentracdo de GA;, e em fungdo das concentracdes de sais do meio MS indica
que 50% dos sais apresentaram maior peso seco da raiz. Para o peso fresco da
raiz a melhor concentragdo dos sais foi de 71,2% e peso seco da raiz foi de

68,6% (Figura 9).
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FIGURA 8 Valores médios e estimados do peso fresco da raiz de Ricinus
communis L., em funcdo das concentracbes de GA; e da
concentracdo de sais minerais do meio MS, no 14° dia de cultivo.
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FIGURA 9 Valores médios e estimados do peso seco da raiz em de Ricinus
communis L. em funcdo das concentracdes de GA; e das
concentracdes de sais minerais do meio MS, no 14° dia de cultivo.

A andlise de variancia para o peso fresco da parte aérea demonstra efeito

significativo dos fatores meio MS e concentragdo de GA;, isoladamente. A

interagcdo entre meio MS e concentracdo de GAj; ndo foi significativa. Os valores

observados de peso fresco da parte aérea em funcio da concentracdo de GA;
diminuiram significativamente com o aumento deste regulador, j4 em funcao das

concentracdes de sais minerais, houve um aumento significativo do peso com o

aumento dos sais do meio MS, sendo o ponto mdximo na concentracio de 100%
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FIGURA 10 Valores médios e estimados do peso fresco da parte aérea em
funcdo das concentracdes de GA; e em funcdo da concentragdo de
sais, no 14° dia de cultivo.

Os resultados na andlise de varidncia demonstram efeito significativo do
fator concentracdo de GA;, isoladamente. A interacio entre meio de cultura e
concentracdo de GA; ndo foi significativa. Os valores observados para peso seco
da parte aérea em funcdo da concentracdo de GA;indicam que o maior valor foi

observado na auséncia do regulador (Figura 11).
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FIGURA 11 Valores médios e estimados do peso seco da parte aérea em funcao
das concentragdes de GAj, 14°dia de cultivo.

Para a germinacdo, comprimento de parte aérea, nimero de folhas, peso
fresco da parte aérea, o melhor meio de cultura utilizado foi com a concentragao
completa dos sais (100%). Resultados similares foram obtidos por Pompelli
(2002), que, trabalhando com Dyckia distachya, observou que a totalidade dos
sais do meio MS proporcionou melhor germinacio, sendo que a reducgdo dos sais
teve efeito negativo.

O meio de cultura MS (Murashige & Skoog, 1962) e suas modificacdes
e diluicdes tem apresentado resultados satisfatérios para diversas espécies
vegetais (Grattapaglia & Machado, 1990). Pasqual et al. (1994) cita que a
concentracdo dos sais no meio de cultura MS foi um dos fatores de maior
influéncia sobre o estabelecimento e desenvolvimento de explantes de
samambaia (Nephrolepis exaltata).

O uso do GA; apresentou um efeito negativo para todas as varidveis

estudadas. Resultados semelhantes foram observados para sementes de café
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(Cofea arabica), em que concentracdes de 10, 100 e 1000 mg L™ de GA3, por 48
horas, reduziram a germinacdo, a medida que a concentracdo foi elevada,
concluindo que a giberelina pode causar toxicicidade as sementes de café,
ocasionando a morte ou inibindo a germinacio (Maestri &Vieira, 1961). Isto foi
confirmado também por Takaki et al. (1979) que indicaram o efeito negativo do
acido giberélico. Esses autores sugeriram ainda que o fato deveu-se ao aumento
na atividade das enzimas como a celulase, proporcionado pelo regulador, que

neste caso atuou, degradando a parede celular do embrido.

5.1.2 Influéncia do pH

Observou-se, na andlise de varidncia para os comprimentos das raizes
formadas in vitro que o efeito foi significativo para interagdo entre o pH e o
periodo de avaliacdo. Na Figura 12, observou-se que os maiores valores obtidos
para o comprimento das raizes foram significantes na avaliacdo em 14 dias de

cultivo e préximo ao ajuste do pH de 5,8.

Periodo de avaliagio (dias)

5.0 5.5 6,0 6.5
pH

2,8267 - 0,8420P — 0,38127 + 0,1203PT
FIGURA 12 Valores estimados do comprimento da raiz a partir de sementes de
R. communis L. germinadas in vitro em meio MS em funcdo do
ajuste do pH (4,8; 5,8 € 6,8) e em diferentes periodos de avaliacdo
(7 e 14 dias).
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Para o comprimento da parte aérea houve efeito significativo da
interacdo entre o pH e os periodos de avaliagdo (p<0,05). Na andlise de
regressdo para o comprimento da parte aérea, verificou-se o efeito significativo

no periodo de 14 dias de avaliagdo (Figura 13).
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5,0 5.5 6.0 6.5
pH

0,2318 - 0,1621P — 0,0285T + 0,0269PT
FIGURA 13 Valores estimados do comprimento da parte aérea a partir de
sementes de R. communis L. germinadas in vitro em meio MS em
funcao do ajuste do pH (4,8; 5,8 e 6,8) e do tempo de avaliagdo.

Na Figura 13, observa-se que o comprimento de parte aérea aos 7 dias
obtive valores praticamente idénticos para todas as concentragdes de pHs,
enquanto que aos 14 dias os valores foram bem distintos, com um maior
comprimento de parte aérea entre as concentracdes pH de 5,5 a 6,0.

A andlise de Deviance da germinagdo nos periodos de avaliagdo
demonstrou o efeito significativo para cada fator isoladamente (p<0,05). Na
andlise da proporcao média da germinagio, verificou-se que o maior valor para a
caracteristica foi produzido quando as sementes foram submetidas ao pH de 5,8
(Figura 14).

A andlise de Deviance para a formagdo de plantulas normais e anormais

indicou um efeito significativo da interacio entre o pH e o periodo de avalia¢do
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(p<0,05). Para a formacdo de plantulas normais ou anormais nos diferentes
niveis de pH testados verificou-se que ndo houve efeito positivo entre os ajustes
testados (p=0,1960). Conforme a Figura 15, a ocorréncia de plantulas anormais
ocorreu no inicio do periodo de avaliagdo, com pH abaixo de 5,5 e ao final da
avaliagdo em pH maior que 6,5. Plantulas normais foram encontradas em maior
propor¢ao a medida que aumentou o periodo de avaliagdo em pH menor do que
5,5. Em pHs superiores a 6,5 apresentou uma tendéncia de dimunicdo de
plantulas normais ao longo do periodo de avaliagdo. Contudo, a faixa de pH
préoxima a 6,0 apresentou uma tendéncia linear para a propor¢do de plantulas

normais.
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FIGURA 14 Valores médios (pontos) e estimados (linha cheia) da proporcao
de germinac¢do em funcdo do pH. As linhas pontilhadas sdo os
intervalos de confianga da regressao.
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Periodo de avaliacdo (dias)

6,0 6,5

pH

—208,657+35,859 P+15,563T 2,659 PT

'Ll = —208,657+35,859 P+15,563T-2,659 PT
1+e

FIGURA 15 Valores estimados da propor¢do de plantulas normais formadas
em meio MS em funcdo do pH ajustado (4,8; 5,8 e 6,8) e do
periodo de avaliacdo (7 e 14 dias).

O pH € considerado um ponto critico para o estabelecimento de uma
espécie in vitro, pois influencia na disponibilidade de nutrientes, fitorreguladores
e na solidificacdo do dgar. Com a intencdo de reduzir custos com reagentes,
utiliza-se o ajustamento do pH que pode promover maior e melhor
aproveitamento dos nutrientes pelo explante. Os efeitos do pH podem ser diretos
ou indiretos, influindo, por exemplo, na utilizagdo das fontes de nitrogénio. O
pH, quando ajustado a valores inferiores, promove a acidificacio do meio de
cultura, dificultando a utilizacdo do amdnio, enquanto valores mais altos de pH
diminuem a utilizag¢do do nitrato (Leifert et al., 1992).

Para um crescimento adequado da maioria das espécies, a faixa de 5 a
6,5 revela o melhor ajuste de pH. Se os niveis de pH forem inferiores a 4,5 e
superiores a 7, poderd ocorrer paralisacdo do crescimento e do desenvolvimento

in vitro (Murashige, 1974).
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Durante o crescimento das células, o pH do meio de cultura se altera a
medida que diferentes fons sdo absorvidos e os produtos metabdlicos sdo
excretados para o meio. Processos como a autoclavagem e o armazenanemto do
meio de cultura podem acidificar ainda mais este (Skirvin et al., 1986).

Paiva et al. (1999) estudaram a relacdo entre concentragdes de dgar (0,0;
0,35; 0,7 e 1,05%) e pH do meio (4,6; 5,0; 5,4; 5,8; 6,2; 6,6 ¢ 7,0) no
desenvolvimento de plantas de crisantemo (Dendranthema grandiflora Tzvelev.
cv. Orange Reagen) in vitro, e observaram que o nimero e o tamanho de brotos

nao foram afetados pelos tratamentos.

5.2 Multiplicacao in vitro
5.2.1 Efeito da interacido de BAP e ANA na inducao de brotos

Para a andlise de Deviance para nimero de brotos segundo os
tratamentos estudados observou-se que nenhum dos fatores e nem suas
interacdes foram significativos. Nao houve influéncia positiva para a indugdo de
brotos com a utilizagdo dos reguladores de crescimento, diferentemente dos
resultados encontrados por Cheema & Sharma (1983) e Ochatt & Caso (1983)
para utilizacdo de ANA na multiplicagdo in vitro de macieira, que demonstram
que a aplicacdo de baixas concentracdes desta auxina combinada com BAP
induziu a proliferacdo de brotagdes.

Para a andlise de Deviance do nimero de folhas, observou-se que houve
efeito significativo para a interacio de BAP e ANA e para os periodos de
avaliagdo, isoladamente (p<0,05).

Na andlise de regressdo dos valores estimados para as folhas verifica-se
que a regido em vermelho do grifico indica o efeito positivo do regulador de
crescimento no nimero de folhas formadas (2,7) (Figura 16).

Para a andlise do niimero de gemas, foi observado o efeito significativo

apenas para as concentracdes de ANA isoladamente (p<0,05). Na Figura 17
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verificou-se que o nimero de gemas (2,46) foi maior em altas concentracdes de
ANA.
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FIGURA 16 Valores estimados do ndmero de folhas em funcdo das
concentragcdes de ANA e BAP induzidos de Ricinus communis L
in vitro.
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FIGURA 17 Valores médios (pontos) e estimados (linha cheia) do niimero de
gemas, em funcdo das concentracdes de ANA de Ricinus
communis L. As linhas pontilhadas sio os intervalos de
confianga da regressao.
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A anilise de Deviance para a formacao de raizes demonstrou que houve
efeito significativo para a interag@o entre as concentracdes de BAP e ANA, bem
como para a interagdo entre as concentracdes de BAP e os periodos de avaliacio.
Na proporcdo de raizes formadas na interacio BAP e ANA observou-se que em
concentracdes de BAP baixas houve maior formacdo de raizes em todas as
combinacdes com ANA. Em todas as concentracdes de ANA (préximo a 0,2)
houve maior formagdo de raiz quando estas foram combinadas com baixas
concentracdes de BAP (préximos a zero) (Figura 18). Na Figura 19 verificou-se
que houve a formacdo de raizes para todas as concentracdes de BAP testadas
isoladamente. Contudo, a maior formac¢do de raizes foi observada em
concentragdes baixas de BAP, com aumento para o periodo de 30 dias.

Para Pierik (1990), um adequado balanco entre auxinas e citocininas
estabelece um eficiente controle no crescimento e na diferenciacdo das culturas
in vitro. A citocinina BAP em geral induz a uma alta taxa de multiplicagdo. Em
trabalho com macieira, Yui (1993) observou melhores resultados com a
aplicacio de 5 mg L' de BAP, independente de ANA, comprovando que o
regulador de crescimento, BAP, deve ser incorporado ao meio de cultura para
permitir uma taxa de multiplicacdo de brotos. Estudos com videira, realizados
por Peixoto (1995), evidenciaram que o aumento da concentracdo de ANA reduz

o nimero de brotagdes.
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FIGURA 18 Valores estimados para propor¢cdo de raizes obtidas a partir de
segmentos nodais de Ricinus communis L em funcdo das
concentracdes de ANA e BAP.
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FIGURA 19 Valores estimados para propor¢do de raizes de segmentos apicais
de R. communis L. em fungdo das concentracdes de BAP (mg L™)
e dos diferentes periodos de avaliacio (15 e 30 dias).
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Para a formacdo de calos na base verificou-se que houve efeito
significativo para a interac@o entre as concentracdoes de BAP e ANA, bem como
para o periodo de avaliacdo isoladamente (p<0,05).

Para a proporcao de calos formados houve um efeito significativo com
aumento da concentracio de ANA, em que maiores proporcdes foram
observadas nas maiores concentragdes deste regulador (Figura 20).

Para Silveira et al. (2001), concentrag¢des altas de auxina determinam um
maior percentual de calo na base dos explantes, o que se traduz em efeito
indesejavel em se tratando de experimento que tem como objetivo a
multiplicacdo de clones de macieira. As citocininas t€ém ag@o em diversos
processos de desenvolvimento da planta, inclusive divisdo celular e
diferenciacdo de culturas celulares, respostas morfogenéticas e desenvolvimento
de 6rgdos (Centeno et al., 1996).

Estudos sobre micropropagacdo de espécies do género Ananas tém
usado a citocinina BAP na induc@o de brotacdes, por apresentar resultados
eficientes, principalmente, em Ananas comosus (Firoozabady & Gutterson,
2003), e Ananas lucidus (Borges et al., 2003). A utilizacio de BAP em
combinacdo com ANA tem sido relatada em trabalhos para esta espécie (Costa

& Zaffari, 2005).
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FIGURA 20 Valores estimados para proporcdo de calos formados em fung¢ado das
concentracdes de BAP (mg L") e de ANA (mg L") induzidos a
partir de segmentos apicais de Ricinus communis L in vitro.

Na anélise do aspecto vitrificado dos brotos formados observou-se o
efeito significativo para a interacdo entre as concentracdes de BAP e ANA
(p=0,0028), concentracio de ANA e periodo de avaliagdo (p=0,0300),
concentracdo de BAP e periodo de avaliacdo (p=0,0200). Altas propor¢des de
brotos vitrificados foram encontradas em baixas concentracdes de ANA e de
BAP. Com aumento das concentragdes de ANA houve efeito positivo na

formagdo de brotos ndo vitrificados (Figura 21).
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FIGURA 21 Valores estimados para a proporcdo de vitrificagdo in vitro em
funcdo das concentracdes de ANA e BAP induzidos a partir de
segmentos apicais de Ricinus communis L.

A proporg¢ao de explantes vitrificados foi significativamente crescente ao
longo do tempo de avaliagdo (de 15 para 30 dias). A caracteristica vitrificada
ndo ocorreu proporcionamente nas maiores concentracdes do ANA,
demonstrando o efeito negativo da adicdo deste regulador em baixas
concentracdes, isoladamente (p<0,05) (Figura 22). Esta caracteristica quando
analisada em relacdo ao BAP nas concentracdes entre 0,5 e 1,0 mg L' favoreceu
a maior obten¢do de brotos vitrificados no periodo final de avaliacdo (Figura
23).

Resultados similares foram obtidos por Debergh et al. (1981),
demonstrando que as citocininas t€ém um efeito estimulante na vitrificagdo ou

hiperhidricidade. O surgimento de plantas vitrificadas e com caracteristicas
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anormais pode ser uma conseqiiéncia do desbalanco entre auxinas e citocininas
(Leshem & Sachs, 1985).

Segundo Paek et al. (1991), a hiperhidricidade de brotacdes de
Gypsophila paniculata cultivadas in vitro pode ser influenciada por muitos
fatores, entre os quais a adicdo de niveis elevados de citocininas no meio de
cultura. A hiperhidricidade também pode ser conseqiiéncia da exposi¢do a
baixas irradiincias luminosas e/ou altas temperaturas. Outros autores mostraram
que a hiperhidricidade € ligada a concentracio de dgar nos meios de cultura e a

razdo nitrato:amonio do meio (Han et al., 1991).
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FIGURA 22 Valores estimados para propor¢cdo de vitrificagdo in vitro em
func¢do das concentragdes de ANA e do perido de avaliacdo (15 e
30 dias) induzidos a partir de segmentos apicais de Ricinus
communis L

1,1173A-4,5050A%-0,01286T +0,4943 AT —0,4522 A>T
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FIGURA 23 Valores estimados para propor¢cdo de vitrificagdo in vitro em
funcdo das concentracdes de BAP e do periodo de avaliacdo (15 e
30 dias), induzidos a partir de segmentos apicais de Ricinus
communis L.

5.2.2 Efeito das citocininas na inducio de brotos

Para o nimero de brotos nenhum dos fatores e nem suas interacdes
foram significativos. Na andlise de Deviance para o nimero de folhas formadas,
observou-se que apenas o fator periodo de avaliagao foi significativo. Nao houve
diferenca entre os reguladores nem entre as concentragdes isoladamente testadas
(p=0,9020). Na anélise do niimero de gemas apenas o fator periodo de avaliagao
foi significativo (p=0,0200). Diferentemente do efeito positivo da Zeatina
observado para um aumento do nimero de brotagdes em comparagdo com 0O uso
de 2iP, verificado durante o estabelecimento in vitro de Vaccinium ashei, cv.

Delite, por Schuch et al. (2008).
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Para Machado et al. (2006), para a multiplicacdo de videira (Vitis
vinifera x Vitis rotundifolia) diferentes concentracdes de cinetina avaliadas
apresentaram o efeito semelhante a auséncia do regulador. Além disso, a
cinetina em concentragdes de 20,0 uM ndo teve efeito na multiplicagdo. Os
resultados encontrados no presente trabalho corroboram com Koruza & Jelaska
(1993), que observaram inibicdo no crescimento das brotacdes de videira na
subcultura repetida em meio de cultura com citocinina.

Para a formacdo de raizes houve interacdo significativa entre as
citocininas e as concentracdes testadas (p=0,9130).

Observou-se na andlise de regressdao que as concentra¢des de zeatina e
cinetina influenciaram negativamente na formacao das raizes. Na auséncia deste
regulador obteve-se a maior propor¢do de raizes formadas (Figura 24).

J4 para a formacdo de calos na base dos explantes verificou-se que
apenas o efeito das concentracdes foi significativo (p<0,0001). Observou-se que
o aumento das concentragdes dos reguladores proporciononou maior formagao

de calos na base dos explantes (Figura 25).
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FIGURA 24 Valores médios e estimados da proporcao de raizes em fungdo das
concentracdes e dos reguladores obtidos a partir de segmentos
apicais de R.communis L. As linhas laterais sdo os intervalos de
confianga da regressao.
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FIGURA 25 Valores médios e estimados da propor¢do de calo em fungdo das
concentracdes e dos reguladores. As linhas pontilhadas sdo os
intervalos de confianga da regressdo.
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Para a avaliac@o do aspecto vitreo dos explantes, verificou-se que apenas
o efeito das concentracdes foi significativo (p<0,0001). Na andlise de regressio
desta caracteristica observou-se que, com o aumento das concentra¢des dos
reguladores de crescimento, houve uma crescente formacdo de explantes
vitrificados (Figura 26).

Em geral, as citocininas utilizadas nestas andlises ndo promoveram
efeitos significativos sobre a brotacdo dos explantes, objetivo principal deste
trabalho. Contudo, a vitrificacdo acentuada (Figura 26) dos explantes pode ter
influenciado negativamento no desenvolvimento dos brotos. Pasqual (2001) cita
que elevadas concentracdes de citocininas podem reduzir o tamanho das
brotacdes e estimular a ocorréncia de hiperidricidade e formacg@o de folhas
anormais, sendo que estas dltimas caracteristicas ndo foram observadas nesta

pesquisa.
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FIGURA 26 Valores médios e estimados da propor¢cdo de vitrificacdo em
funcdo das concentracdes e dos reguladores. As linhas pontilhadas
sdo os intervalos de confianca da regressao.
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FIGURA 27 Plantula vitrificada cultivada em meio MS suplementado com 1,0
mg L' de cinetina.

5.3 Influéncia do ANA no enraizamento in vitro

No enraizamento dos brotos, verificou-se efeito significativo para as
concentracdes do regulador ANA para a varidvel nimero de folhas (p=0,048).
Observou-se também efeito das diferentes concentragdes do regulador para o

desenvolvimento do sistema foliar (Figura 28).

FIGURA 28 Aspecto visual das brotacdes enraizadas in vitro em meio MS e
regulador de crescimento ANA (TO= 0,0; T1= 1,5; T2= 3,0;
T3=6,0;T4=9,0 mg L™"). (Br=1 cm)
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Os valores médios, observados e estimados de nimero de folhas, em
funcdo das concentracdes, indicaram que os maiores foram obtidos em
concentracdes mais elevadas do regulador (Figura 29).

Ja para a formacao de raizes, verificou-se que houve efeito significativo
para as concentrac¢des do regulador (p=0,013).
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1 =exp(n)=-exp(l,1647 +0,0439x)
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FIGURA 29 Valores médios e estimados do niimero de folhas em fun¢do das
concentracdes de ANA. As linhas pontilhadas sdo os intervalos de

confianga da regressao.
Os valores médios, observados e estimados de nimero de raizes, em

funcdo das concentracdes, indicaram efeito positivo das concentragdes de 3,0 e

12,0 mg L™ (Figura 30).

179



i =exp(n)=exp(=0,4531+0,9015x-0,1752x> +0,0091x")

Nuamrero de raizes
¥ w
1 1

0 T T T T T T
0,0 1,5 3.0 6,0 9.0 12,0

Concentracio de ANA (mg L 1)

FIGURA 30 Valores médios e estimados do nimero de raizes em funcio das
concentracdes de ANA. As linhas pontilhadas sdo os intervalos de
confianga da regressdo.

Para a andlise de comprimento das raizes formadas in vitro, verificou-se
o efeito significativo para as concentragdes do regulador ANA (p=0,0310). Nos
valores médios, observados e estimados, de nimero de raizes, em fungdo das
concentracdes, observou-se que as maiores concentragdes (9 e 12 mg L)
utilizadas do regulador resultaram em maiores comprimentos médios de raizes,
respectivamente, 11,5 cm e 11,25c¢m (Figura 31).

Resultados similares foram obtidos por Erig et al. (2004) para o
enraizamento de pereira (Pyrus communis L.), em que puderam constatar que o
nimero e comprimento médio das raizes desenvolvidas aumentaram com a
concentracdo de ANA. Niciole et al. (2008), estudando o efeito deste regulador
no enraizamento de barbatimio (Stryphnodendron adstringens), observaram a

. N . . 1
maior eficiéncia em meio suplementado com 4,0 mg L.
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FIGURA 31 Valores médios e estimados do comprimento da raiz em funcio
das concentracbes de ANA  As linhas pontilhadas sdo os
intervalos de confianga da regressao.

Para anélise de variincia do comprimento da parte aérea dos explantes,
observou-se que o efeito para as concentragdes do regulador ANA ndo foi
significativo (p=0,2643).

Na andlise do peso fresco e peso seco das raizes formadas, observou-se
que os efeitos foram significativos para as concentracdes do regulador ANA
(p=0,0004).

Nos valores médios, observados e estimados, em funcdo das
concentracdes, o maior peso fresco das raizes foi obtido na concentrag¢do de 3,0
mg L' do regulador (Figura 32). Resultados semelhantes foram observados para
o0 peso seco das raizes (Figura 33).

Para andlise do peso fresco e seco da parte aérea, verificou-se que as
concentracdes usadas do regulador de crescimento ndao foram significativas

(p=0,4030).
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FIGURA 32

FIGURA 33
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Segundo Grattapaglia & Machado (1998), a rizogénese pode ser dividida
em trés fases: inducdo, iniciacdo e alongagdo. A duracdo destas fases pode variar
de uma a trés semanas. Para as duas fases iniciais, a presenca da auxina &
fundamental, enquanto que, na dltima, torna-se inibidora. Por isso, no presente
trabalho, os explantes foram transferidos para o meio de cultura sem a adicdo do
regulador de crescimento.

O enraizamento da mamoneira foi obtido por Carvalho (2005) com a
concentragio de 0,125 g L' de AIA aplicada ex vitro nas brotagdes produzidas in
vitro, o que possibilitou o melhor percentual de enraizamento. No entanto, em
comparaciao econdomica com outros reguladores de crescimento, a sua utilizagao
€ menos desvantajosa do que a aplicagdo de ANA ou AIB.

Os reguladores de crescimento mais utilizados para o enraizamento em
diversas espécies de Citrus sio ANA e AIB, nas concentragdes de 0,25 a 1,0 mg
L' de ANA e 0,25 mg L de AIB para Citrus sinensis (Bouzid, 1986).

Farias et al. (1995), trabalhando com Pyrus calleryana, obtiveram até
50% de enraizamento utilizando 1,0 mg L' de ANA. Quando nio se utilizou
ANA no meio de cultura, a porcentagem de enraizamento foi nula, resultado este
que concorda com os obtidos para a mamoneira, mostrando a importancia deste
regulador de crescimento para o enraizamento nesta espécie.

Foi observada grande quantidade de raizes secunddrias e tricomas

absorventes (dados nao demonstrados).
6 CONCLUSOES
O uso de GA; demonstra efeito negativo na germinacdo de Ricinus

communis. A concentracdo completa do meio MS e o ajuste do pH para 5,8 sdo

satisfatorios.
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A suplementagdo do meio de cultura com a utilizacio de ANA na
concentracio de 1,0 mg L é determinante para a formagio de plantulas nio
vitrificadas. O uso de altas concentracdes de BAP e ANA, 2,0 mg L'e 1,0 mg
L', respectivamente, favoreceu a maior formacao de folhas. O uso de regulador
ANA na concentra¢io minima de 0,01 mg L' é determinante para a formagio de
gemas.

A utilizagdo de Cinetina ou Zeatina favoreceu formacdo de calos e
plantulas vitrificadas, sendo ndo indicadas para a inducao de brotos in vitro.

A adicdo de ANA ¢ eficiente para a formagdo de raizes, com o maior

nimero e o maior comprimento verificados na concentragio de 3,0 mg L™
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