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Resumo

PETER, Rejane. Analise da viabilidade polinica de trés espécies de plantas
medicinais nativas do RS. 40 pag., 2015. Trabalho de Conclusdo de Curso
(Graduacdo em Ciéncias Bioldgicas), Instituto de Biologia, Universidade Federal de
Pelotas, Pelotas, 2015.

Este trabalho foi realizado com objetivo de selecionar condi¢des de pH, temperatura
e meio de cultura ideais para germinacdo de grdos de pélen in vitro de marcela
(Achyrocline satureioides), carqueja (Baccharis trimera) e espinheira santa
(Maytenus ilicifolia) com finalidade de estabelecer os parametros adequados para
estas espécies, bem como os corantes mais eficientes para avaliar a viabilidade
polinica. Foram testados 0s corantes carmim propidnico 1%, carmim acético 2%,
alexander, Trypan blue e orceina 2%, utilizando-se flores em antese de 10
inflorescéncias de cada espécie estudada, utilizadas 5 anteras de cada flor por
lamina. As anteras foram maceradas sobre lamina, coradas e visualizado sob
microscopia Optica com aumento de 400X; utilizando-se 6 laminas para cada
corante. Os grdos foram classificados como viaveis e inviaveis de acordo com a
indicacdo técnica para os diferentes corantes. A variacdo foi analisada pelo método
ANOVA e a comparacdo de médias foi efetuada através do teste de Tukey a 1% de
probabilidade. Para germinacao in vitro foram realizados trés experimentos testando-
se diferentes parametros: pH (5,0; 6,0; 7,0 e 8,0), temperatura (20, 25 e 30°C) e
meio de cultura. Para selecionar as melhores condi¢cdes de temperatura e pH foi
utiizado meio basico com agua, agar (1gL?) e sacarose (10gL?). Apos a
determinacao das condicdes de pH e temperatura foram testados o meio basico e o
meio basico suplementado com &cido borico (500mgLt). Em todos os experimentos
o meio de cultura foi aquecido até total diluicdo do &gar e os valores de pH
ajustados. Os meios foram distribuidos em laminas escavadas de Kline com doze
poros, o polen foi disperso na superficie, incubados nas diferentes temperaturas a
serem testadas e as avaliacdes realizadas 0; 1; 2; 3; 4; 5; 6 e 24 horas ap0s a
inoculacdo pela contagem de grdos germinados. Foram contados 100
pélens/cavidade e quatro repeticbes por tratamento. Para os resultados de
viabilidade polinica pelo método colorimétrico observou-se alta taxa de podlens
funcionais com os corantes nucleares, sendo 0s maiores valores obtidos com
carmim acético. No experimento para germinacgao in vitro podemos observar que o
pH para germinacgdo in vitro dos trés géneros foi baixo, sendo que no meio com pH 5
tivemos o melhor percentual de germinabilidade para marcela enquanto que para
carqueja e espinheira santa foi no pH 6. Para os trés géneros a temperatura ideal
observada foi de 30°C assim como o meio de cultivo basico. No entanto, as trés
espécies Achyrocline satureioides, Baccharis trimera e Maytenus ilicifolia
apresentaram baixa porcentagem de poélens viaveis in vitro, diferente dos valores
obtidos pelo método colorimétrico.

Palavras-Chave: Asteraceae; melhoramento genético; influéncia da temperatura,
extracao exploratoria; Celastracea



Abstract

PETER, Rejane. Pollen viability analysis of three species of native medicinal
plants of the RS. 40 pp., 2015. Work Completion of course (Graduation in Biological
Sciences), Institute of Biology, Federal University of Pelotas, Pelotas, 2015.

This work was conducted to select pH conditions, temperature and means of ideal
culture for germination of pollen grains in vitro Marcela (Achyrocline satureioides),
carqueja (Baccharis trimera) and espinheira santa (Maytenus ilicifolia) in order to
establish the appropriate parameters for these species as well as the most efficient
dyes to evaluate pollen viability. The propionic carmine dye were tested 1%, 2%
Acetic Carmine, Alexander, Trypan blue and 2% orcein, using flower anthesis 10
inflorescences of each test species used 5 anthers of each flower per slide. The
Panthers were ground on a slide, stained and viewed under light microscope with
magnification of 400X; using blades 6 for each dye. The grains were classified as
viable and non-viable according to the technique indicated for the different dyes. The
variation was analyzed by ANOVA and the comparison of means was performed by
Tukey test at 1% probability. For in vitro germination experiments were carried out by
testing different parameters: pH (5.0; 6.0; 7.0 and 8.0), temperature (20, 25 and 30 °
C) and culture medium. To select the best pH and temperature conditions, a medium
with basic water, agar (1gL-*) and sucrose (10gL-%). After the determination of pH
and temperature conditions were tested basic medium and the basic medium
supplemented with boric acid (500mgL-1). In all experiments the culture medium was
heated until complete agar dilution and the pH adjusted. The media were distributed
into twelve wall excavated plate Kline, pollen were dispersed on surface incubated at
different temperatures to be tested and evaluations carried out O; 1; 2; 3; 4; 5; 6 and
24 hours after inoculation the sprouted grain counting. They were counted 100 pollen
/ cavity and four replicates per treatment. For the results of pollen viability by
colorimetric method observed high rate of functional pollen with nuclear dyes, with
the highest values obtained with acetic carmine. In the experiment for germination in
vitro we observed that pH for germination in vitro of three genera was low, and in the
medium with pH 5 had the best percentage of germination for marcela while for
cargueja and espinheira santa was at pH 6. For three genera optimum temperature
observed was 30° C as well as the basic culture medium. However, the three species
satureioides Achyrocline, trimera and Maytenus Maytenus Baccharis showed low
percentage of viable pollen in vitro, different from the values obtained by the
colorimetric method.

Keywords: Asteraceae; genetical enhancement; influence of temperature;
Exploratory extraction; Celastracea
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1. INTRODUGCAO

O Brasil retune a flora mais diversificada do mundo, sdo cerca de 100 mil
espécies das quais 70 mil apresentam principios ativos de interesse farmacologico
(MICHALAK, 1997). Frente a esta diversidade, cientistas e empresarios de grandes
laboratorios de todo o mundo tem voltado seus interesses para o Brasil. Porém, a
disseminagcdo do uso medicinal de algumas plantas tem resultado em um intenso
extrativismo, colocando em risco de extingdo varias espécies nativas, causando
distarbios ecoldgicos e o desaparecimento de germoplasmas valiosos, cujo potencial

farmacéutico e quimico nunca sera estudado (FRANCA, 2002).

Quase todas as plantas medicinais nativas do Brasil ainda ndo séo cultivadas,
e se encontram em estado selvagem, crescendo espontaneamente, cujo manejo €

apenas o0 extrativismo. Portanto é preciso entender o processo agricola para o

cultivo destas plantas.

Uma idéia comum € que, se a planta cresce espontaneamente, entdo também
é facil seu desenvolvimento sob cultivo. Este conceito ndo € correto, pois a
variabilidade genética existente entre os individuos de uma populacdo selvagem
gera inumeros problemas técnicos que, se ndo impossibilitam, aumentam as
dificuldades de cultivo. Dessa forma, o entendimento técnico sobre os processos
meidticos, formacao de gréo de pdlen, viabilidade polinica e formacdo de sementes
ou mudas fazem parte dos conhecimentos técnicos basicos necessarios sobre
plantas nativas (MONTANARI, 2002).

A expansdo do mercado de plantas medicinais vem causando uma
descontrolada devastacédo das populacdes das espécies de interesse em ambientes
naturais, uma vez que a exploragdo €, na maioria dos casos, baseada quase que
exclusivamente no extrativismo. Neste sentido, um dos pontos importantes a ser
estudado refere-se ao polen e, até o momento, para espécies medicinais nativas nao
sdo conhecidas as condicbes adequadas para testes de viabilidade (FREITAS,
2013).
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Em plantas que se reproduzem por sementes, a dupla fertilizagdo é uma
etapa muito importante. Na dupla fertilizagdo um nucleo espermatico ira se fundir
com a oosfera e originar o embrido e o outro ndcleo ira se fundir com os nucleos
polares dando origem ao endosperma (RUSSEL, 1992). Entretanto € necessario que
0s gréos de polen estejam vidveis no momento da polinizagdo, pois 0 mesmo tera

que atingir o estigma receptivo (DAFNI, 1992).

A estimativa da viabilidade do grdo de podlen permite inferir sobre a
capacidade de germinacéo e desenvolvimento dos graos de poélen, sendo importante
destacar que estadio de desenvolvimento da flor, a coleta e condi¢cdes de
armazenamento do grdo de podlen influenciam sua viabilidade (STANLEY;
LINSKENS, 1974).

De acordo com Galetta (1983), a viabilidade polinica pode ser estimada por
quatro principais métodos: germinacéo in vitro, métodos colorimétrico, germinacao in

vivo e porcentagem de frutificacdo efetiva, obtida com a utilizacdo do pélen em teste.

A utilizacdo de corantes para estimar a viabilidade polinica é o método mais
rapido e geralmente o mais utilizado por pesquisadores. Entretanto, neste método a
viabilidade pode ser superestimada, pois algumas vezes, graos de pdlen inviaveis
podem ser corados, devido a presenca suficiente de enzimas, amido ou outras
substancias (RODRIGUEZ- RIANO; DAFNI, 2002).

Dados sobre a viabilidade e o desenvolvimento de grdos de poélen sao
fundamentais para trabalhos de biologia reprodutiva e melhoramento genético de
plantas medicinais nativas do Brasil, pois permitem maior seguran¢ca nos
cruzamentos, que sdo realizados com a finalidade de gerar novos hibridos e/ou
aumentar a viabilidade. Véarias pesquisas tém sido conduzidas a fim de estabelecer e
padronizar meios decultura e condicdes ambientais para avaliar a viabilidade de
polen em diversas espécies (NUNES et al., 2001).

A germinacdo in vitro € o método mais utilizado em testes de viabilidade de
polen em programas de melhoramento genético (MARCELLAN; CAMADRO, 1996).
Entretanto, este método é influenciado por diferentes fatores. Existem diferencas
entre espécies quanto as condi¢cdes exigidas envolvendo, principalmente, os
constituintes do meio de cultura, a temperatura, o pH e o tempo de incubacgéao. Além
disso, a viabilidade do pélen também é influenciada pelo estadio de desenvolvimento
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da flor quando da coleta do poélen, e pelas condi¢cdes de armazenamento (STANLEY;
LINSKENS, 1974).

Munhoz et al. (2008) compararam a viabilidade polinica no genétipo de
mamao, utilizando métodos colorimétricos (2,3,5-cloreto de trifeniltetrazolio (TTC),
solucdo de alexander, carmin acético, lugol e Sudan IV) e de germinacgdo in vitro.
Segundo os autores, o teste utilizando TTC forneceu estimativa de viabilidade
(67,5%) préoxima ao teste de germinacdo in vitro (65%) sendo, portanto, ambos

utilizados para que se estime a viabilidade.

Esta aproximacao entre métodos colorimétricos e germinacgao in vitro é o ideal

para estimar com maior exatidao a viabilidade polinica.

1.10Dbjetivo

1.1.10Dbjetivo Geral

Esta pesquisa tem por objetivo geral testar diferentes métodos para anélise
da viabilidade polinica das plantas medicinais marcela (Achyrocline satureioides),
carqueja (Baccharis trimera) e espinheira santa (Maytenus ilicifolia).

1. 1.2 ObjetivosEspecificos

- Comparar a viabilidade polinica das plantas medicinais selecionadas
utilizando diferentes corantes;

- Analisar o efeito de diferentes temperaturas na germinacdo in vitro dos
graos de pélen das plantas medicinais testadas;

- Selecionar condi¢cdes de pH ideal para a germinacao in vitro dos gréos de
polen das plantas medicinais testadas.

- Avaliar o efeito do boro sobre a germinacéo in vitro de polen das plantas

medicinais testadas.



2 REVISAO DE LITERATURA

O potencial econémico de espécies medicinais nativas no Brasil é grande,
tanto que estas espécies sdo consideradas uma rigueza a ser preservada e
utilizada, porém se faz necessario conservar a diversidade genética vegetal
disponivel. Para garantir o uso adequado dos recursos medicinais nativos de um
pais, sdo indispensaveis estudos de caracterizacdo do germoplasma de uma
espécie e também propiciar que as mesmas sejam incluidas em um programa de
melhoramento genético (HEIDEN et al, 2006; PEREIRA et al, 2006).

Dentre as espécies medicinais nativas do estado do Rio Grande do Sul com
potencial econdmico e muito utilizadas na medicina popular no tratamento de

distarbios géastricos estdo a marcela, a carqueja e a espinheira-santa.

A marcela (Achyrocline satureioides (Lam.) DC., da familia Asteraceae, é um
vegetal silvestre e anual, propagando-se geralmente em solos degradados e tem
seu uso medicinal para o tratamento caseiro de problemas digestivos e intestinais.
Bezerra et al. (2003) relataram que ao longo da fase reprodutiva ha producéo
simultanea de capitulos em diferentes estagios de desenvolvimento (botéo floral,
capitulos verdes, maduros e secos), caracterizando-se como uma espécie de

maturacdo desuniforme e, portanto, de dificil cultivo agricola.

A carqueja (Baccharis trimera (Less.) DC., da familia Asteraceae, por ser uma
planta didica, apresenta algumas dificuldades para a producdo de mudas via
sementes. Além da variabilidade genética resultante da fecundacao cruzada, ha uma
demora na formac¢do das mudas (CASTRO; FERREIRA, 2000) o que dificulta seu
uso como planta cultivada. A carqueja é muita usada na farmacopéia popular,
atribuindo-se a ela varias propriedades, especialmente a de estimular o sistema
digestivo, para combater gripes, febre, problemas intestinais, diabetes, impoténcia,
entre outros (CRUZ, 1962; BALBACH, 1963).

Outra espécie muito utilizada, a Maytenus ilicifolia (Mart.) popularmente
conhecida como "espinheira-santa”, "cancerosa", "cancorosa-de-sete-espinhos" e

"maiteno”, dentre outros nomes (LORENZI; MATOS, 2002; BRANDAO et al., 2006),
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pertencente a familia Celastraceae, possui 55 géneros e 850 espécies espalhadas
nas regides tropicais e subtropicais do mundo. No contexto brasileiro, onde seu
crescimento é nativo, a espécie M. ilicifolia € largamente utilizada na medicina
popular (MOSSI et al., 2004). O uso medicinal de M. ilicifolia € datado da década de
20 desde quando se tem algum registro escrito de sua utilizacdo (CUNHA et al.,
2003). Populacbes com alta densidade de M. ilicifolia tém sido observadas,
frequentemente, ocupando pequenas areas em ambientes de mata ciliar ou de
afloramentos de rochas (KLEIN, 1968; ITCF, 1985; CERVI et al., 1989;
STEENBOCK, 2003). Apresenta uma significativa plasticidade ambiental,
desenvolvendo-se sobre diversas condicdes de fertilidade e regime hidromérfico de
solos e sob distintos ambientes luminicos (RADOMSKI; BULL, 2010), porém com
pouco estudo da sua biologia floral.

Grande parte dos trabalhos realizados em espécies medicinais nativas €
sobre seus principios ativos, mas poucos estudos foram realizados em relagdo ao
seu sistema de cultivo, propagacéo e principalmente sobre viabilidade de gréos de

polen.

A viabilidade do grédo de pdlen, que € uma medida de fertilidade masculina,
pode ser determinada por método direto, com uso de técnicas de inducdo da
germinacao in vitro (PIO et al., 2007) ou in vivo (FERREIRA et al., 2007) e por
método indireto baseado em parametros citol6gicos, como a coloracdo (COLAS,
MERCIER, 2000). No emprego da coloracdo, € frequente o uso de corantes
nucleares como carmim acético e azul de anilina, os quais colorem apenas poélens

funcionais.

Apesar de ser um procedimento simples e de baixo custo, ndo reflete a
capacidade de germinacdo no caso de grdos de pélen vidveis com exina espessa
e/ou mucilaginosa, que nado se colorem e ocasionam subestimativas (ALEXANDER
1983, 1980), assim como, no caso de graos de polen que se colorem, mesmo sendo
incapazes de germinar, por problemas no desenvolvimento do tubo polinico,

ocasionando superestimativa da viabilidade do polen (GALLETA, 1983).

A germinacdo dos gréos de podlen in vitro é um dos métodos que permite
verificar a sua fertilidade (viabilidade), sendo de grande importancia em programas

de melhoramento de frutiferas e espécies ameacadas de extingdo ou em status de
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vulnerabilidade, como algumas plantas nativas da regido sul do Brasil. O método
geral consiste em germinar uma pequena amostra em um meio de cultura
apropriado e observar em microscopio, apos um determinado periodo, a
porcentagem de gréo de pdélen que desenvolvem o tubo polinico. A maior parte dos
tubos polinicos tem seu crescimento interrompido antes de obter o tamanho
normalmente alcancado no estigma. A composi¢cdo do meio e o pH estdo entre os

fatores que afetam a sua germinacao.

A analise da viabilidade polinica através da germinacao in vitro utiliza meio de
cultura para determinar o desenvolvimento do tubo polinico, onde a composicdo do
meio, a temperatura e o pH estdo entre os fatores que afetam sua germinacdo. O
pélen das angiospermas precisa de uma fonte de carbono, de boro e
frequentemente de outros nutrientes para promover a sua germinagao (GALLETA,
1983).

Para Pfahler (1967), a adicdo de boro tem importancia, porém, as respostas
sdo variaveis conforme a espécie. Seu mecanismo de acao consiste em interagir
com acucar e formar um complexo ionizdvel acUcar-borato, o qual reage mais
rapidamente com as membranas celulares. Thompson e Batjer (1950) verificaram
que a adicdo de boro ao meio aumentou marcadamente a porcentagem de

germinacao e comprimento do tubo polinico de vérias frutiferas de clima temperado.

A adicdo de &cido bdrico, de um modo geral, aumenta a eficiéncia da
sacarose na germinacao do poélen e no crescimento do tubo polinico (ALMEIDA et
al., 1987). O boro juntamente com o calcio sdo elementos essenciais para o inicio do
prolongamento da intina e formacdo do tubo polinico in vitro (BREWBAKER,;
KWACK, 1963).

Pio et al. (2004), em algumas cultivares de Citrus, observaram que o boro na
concentracdo de 200 mg L* estimula a germinacéo de grdos de pélen das cultivares
Péra e Natal. Silva et al. (1999) concluiram que 200 mg L de acido bérico forneceu
as melhores condi¢cbes para germinacdo dos grdos de pdélen do maracujazeiro
amarelo. Almeida et al. (1987), trabalhando com grdos de pdlen de algodao
mostraram que 300 mg L'de acido bérico obteve maior porcentagem de
germinacdo. A germinacao de grao de polen de citros, na auséncia de boro resulta
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em maior rompimento das membranas do tubo polinico, liberando o conteddo

citoplasmatico para o meio exterior (Pio et al., 2004).

E sabido que temperaturas altas ou baixas podem causar danos em todas as
fases de desenvolvimento da planta (ZINN et al. 2010) com especial referéncia a
fase reprodutiva. O estresse devido a alta ou baixa temperatura pode reduzir a
producdo de sementes, também pode ocorrer a falta de sincronismo no
desenvolvimento de 6rgaos reprodutivos (HERRERO, 2003; HEDHLY et al. 2008),
defeitos na estrutura e na fungcéo dos tecidos da corola, dos carpelos (HEDHLY,
2011). Altas temperaturas podem afetar a quantidade e morfologia do pélen, bem
como sua composicdo quimica, o metabolismo do grdo de pdlen, a viabilidade
polinica, a capacidade de germinacado e o crescimento do tubo polinico (HEDHLY et
al. 2008).

As altas temperaturas também aceleram o desenvolvimento do gametdfito
feminino, estigma e évulo, reduzindo o tempo de receptividade ao gréo de pélen, por
outro lado das baixas temperaturas desaceleram o desenvolvimento do gametdfito
feminino prolongando a receptividade do estigma e a longevidade dos Ovulos
(HEDHLY et al. 2003; CEROVIC et al. 2000).

O célcio adicionado ao meio de cultura para germinacdao de graos de podlen
propicia caracteristicas fisiolégicas como tubo polinico e grdos de pdlen de menor
sensibilidade a variagbes do meio basico, com menor permeabilidade do tubo
polinico, crescimento do mesmo com forma linear e aparéncia rigida (BHOJAWANI;
BHATNAGAR, 1974). Brewbaker e Kwack (1963), trabalhando com 86 espécies e 39
familias, mostraram que a adicao de calcio e boro atuam como um fator de controle

primario da germinacédo do tubo polinico in vitro.

Em trabalho sobre germinacdo de gréos de poélen de trés cultivares de citros,
ap6s um periodo de um ano de armazenamento, Sahar e Spiegellroy (1980),
estimularam a germinacdo utilizando acido borico e célcio. Silva et al. (1999),
constatou que o melhor meio para a germinacdo de poélen de maracujazeiro é
composto por 50gL?! de sacarose; 0,2gL! de &acido bérico e 1,0gL* de nitrato de
calcio. Tunstra e Wendel (2000), em experimentos com sorgo observaram que em
meio de cultura contendo 0,9M de sacarose, 2,43mM de &cido borico e 2,12mM de

nitrato de célcio a germinacéo de graos de polen foi aumentada.



3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Coletas de Material Botanico

O trabalho foi realizado no Laboratério de Genética, do Departamento de
Ecologia, Zoologia e Genética da Universidade Federal de Pelotas. Para realizacéo
dos ensaios foram utilizadas amostras de acessos de polen de espinheira santa, do
Banco Ativo de Germoplasma de Espinheira Santa da Embrapa Clima Temperado/
IFSUL, Campus Pelotas Visconde da Graca, Pelotas, Rio Grande do Sul (RS),
coletadas flores em estadio de antese. As flores em antese de Carqueja e Marcela
foram coletadas no Campus Capao do Ledo, UFPEL, conforme periodo de floracédo

da espécie.

3.2 Metodologia

3.2.1 Experimentos realizados com diferentes corantes para analise de
viabilidade polinica

Foram utilizados flores de 10 inflorescéncias de cada espécie estudada, e
utilizadas 5 anteras de cada flor por lamina. Nas espécies Achyrocline satureioides e
Baccharis trimera, foi necessario a retirada da flor de sua inflorescéncia em
capitulos, e a utilizacdo de uma agulha 40x12mm para retirada das anteras sob
visualizacdo em esteromicroscopio com aumento de 10x. Apds retiradas, as anteras
foram maceradas sobre lAmina com bastdo de vidro e coradas com diferentes
corantes: carmim propionico 1%, carmim acético 2%, solucdo de alexander, solucéo
de Trypan Blue® e orceina acética 2%. ApOs a maceracao foi colocada uma
laminula e visualizado sobre microscopia 6ptica com aumento de 400X. Foram feitas

seis repeticOes para cada corante.



21

Os graos foram classificados como viaveis e invidveis de acordo com a
indicagéo técnica para os diferentes corantes. Foram contados aleatoriamente um
numero de 100 graos de pélen.

A viabilidade dos grdos de pdélen de marcela e carqueja foi avaliada
mensalmente de marco a junho de 2015. Para a espinheira santa, foram utilizados
trés acessos, sendo estes, acessos 123, 133, 135, cuja floracdo ocorreu no més de
setembro de 2015.

3.2.2 Experimento de pH ideal de germinacéao

Para selecionar as melhores condi¢cdes de pH foi utilizado meio basico com
agua, agar (1gL™?) e sacarose (10gL™1). Os pHs testados foram 5,0; 6,0; 7,0 e 8,0 em

delineamento inteiramente casualizado.

3.2.3 Experimentos de temperatura ideal de germinacgéo

Para selecionar as melhores condi¢des de temperatura foi utilizado meio de
cultura basico com agua, agar (1gL?) e sacarose (10gL™?) e foram mantidos em
temperatura de controlada de 20, 25 e 30°C, em delineamento inteiramente

casualizado.

3.2.4. Experimentos de diferentes composi¢cfes dos meios de cultura

A partir dos dados anteriormente obtidos foram testadas as seguintes
variaveis meio basico agua, agar (1gL?) e sacarose (10gL') e o meio basico
suplementado com 500mgL™ de acido bdérico.

O experimento de temperatura e pH foram realizados como um fatorial (AxB).

Em todos os experimentos o meio de cultura teve seus valores de pH
ajustados, os quais foram aquecidos até total diluicAo do agar e ainda quente, os
meios foram distribuidos em laminas escavadas de Kline. Apds foram colocados em

caixas de gerbox com fundo coberto por papel germiteste umedecido (simulando
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uma camara umida) e levadas para incubacdo em camaras de germinacao tipo
BOD.

As avaliagbes foram realizadas a 0; 1; 2; 3; 4; 5; 6 e 24 horas apos a
inoculacdo do pdlen pela contagem de grédos germinados cujos tubos polinicos
emitidos tinham tamanho igual ou superior ao grdo de polen (Pasqual et al. 1982).

Foram contados 100 polens/cavidade da placa em quatro repeticdes.

FIGURA 1 - Organizacdo do experimento de germinacado in vitro. A) Microondas para diluicdo do
meio de cultivo; B) Flor de Maytenus ilicifolia Mart.; C) Flor de Maytenus ilicifolia Mart.; D) meio de
cultivo em placa escavada; E) BOD:20, 25 e 30°; F) Caixa de Gerbox com papel germiteste para meio
de cultivo em BOD

3.3 Anélise Estatistica

A variacao foi analisada pelo método ANOVA e a comparacdo de meédias foi
efetuada através do teste de Tukey a 1% de probabilidade para analise do

experimento com corantes. Para germinacgdo in vitro a analise foi qualitativa.



4 RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 Anélise da viabilidade polinica pelo método colorimétrico

Os resultados obtidos a partir do método colorimétrico demonstram uma alta
viabilidade para as trés espécies estudadas, Achyrocline satureioides (Lam.),
Baccharis trimera (Less.) e Maytenus ilicifolia (Mart.). No entanto, houve diferenca
estatisticamente significativa entre os resultados obtidos com diferentes corantes
para as espécies analisadas.

Em relacdo & marcela (Achyrocline satureioides) os dados apresentados na
tabela 1 permitem observar que o corante carmim acético 2%, indicou maior
viabilidade polinica quando comparado aos outros corantes e estes dados se
reproduziram durante os meses de estudo (de margo a junho de 2015). Enquanto a
solucdo Trypan Blue® demonstrou uma diminuicdo acentuada no més de maio. O
carmim propiénico 1% indicou menor viabilidade polinica no més de junho, além de
sua viabilidade ser menor que o carmim acético 2% em todos 0s meses. A orceina
acética 2% também obteve sua menor taxa de viabilidade no més de junho, mas foi
0 corante que mostrou maior viabilidade depois do carmim acético 2%. Ja a solucao
de alexander, foi a que demonstrou menores valores em relacdo a taxa de
viabilidade polinica e o que obteve uma reducéo constante desses valores ao longo

dos meses estudados.

Em relacdo a carqueja (Baccharis trimera Less.), a Tabela 1 & possivel
observar que o corante carmim acético 2%, indicou maior viabilidade polinica
guando comparado com os demais corantes e com pouca oscilagdo entre 0s meses
estudados. A solugcéo Trypan Blue® demonstrou oscilacdo entre todos os meses e
um aumento na taxa de viabilidade no més de junho. O carmim propiénico 1%
demonstrou uma diminuicdo da taxa de viabilidade polinica ao longo de todos os
meses analisados. A solucdo de alexander mostrou igualmente menor taxa de
viabilidade polinica, porém, indicando um pequeno aumento no més de abril e uma

reducdo nos meses seguintes. A orceina acética 2% mostrou uma diminuicdo da
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taxa de viabilidade polinica no més de abril, e depois podemos visualizar um
aumento da viabilidade.

Tabela 1. Percentagem de viabilidade polinica de flores coletadas em diferentes meses de marcela
(Achyrocline satureioides Lam.) e carqueja (Baccharis trimera Less.) analisadas utilizando-se cinco
corantes diferentes.

Marcela (%)

Meses de coleta

Corantes Marco Abril Maio Junho
Carmim acético2% 79.67a A 74.50a A 79.83a A 81.67a A
Azul de tripan 46.17b A 43.50 bA 2767 bB 5433 b A
Carmim propionicol% 59.00b A 61.50a A 67.67a A 4267 b B
Sol. de Alexander 5483 b A 3467 bB 23.17 b BC 2150 ¢ C
Orceina acética2% 77.33a A 68.50a A 74.50a A 68.17a A
Carqueja (%)
Carmim acético2% 71.33a A 86.50a A 72.33a A 79.17a A
Azul de tripan 35.33 bA 44.67 bcA 24.33 bA 44,00 b A
Carmim propiénicol%  50.00 abA 31.33 cAB 26.50 b B 25.83 bc B
Sol. de Alexander 35.83 bAB 44.67 bcA 36.00 bAB 16.83 cB
Orceina acética 2% 63.17a A 5717 b A 65.17 a A 69.83a A

Letras iguais minusculas nas colunas ou mailsculas nas linhas indicam que ndo houve diferenga
significativa entre as médias pelo teste de Tukey (p <0,01).

Na comparacdo entre os cinco corantes, constatamos que o0 corante carmim
acético e orceina acética superestimaram a viabilidade polinica da marcela e da
cargueja, pois coram polens viaveis e inviaveis com a mesma intensidade (Figura
2C, 2E). Nos pdlens corados com carmim propidnico 1%, os considerados viaveis
mostraram uma coloracdo vermelha mais intensa e os invidveis uma cor mais fraca.
Como néo existe outro parametro comparativo, as vezes adistincao entre viaveis e
inviaveis torna-se duvidosa (Figuras 2A, 2B).

O corante solucéo de alexander é o mais indicado para estimar a viabilidade do
pélen de marcela e na carqueja, pois permitiu distinguir com mais seguranca pélen
viavel do inviadvel. O viavel apresenta parede celuldsica de cor verde, pelo fato de
possuir afinidade com o corante verde-malaquita, que em reacdo quimica cora a
celulose e hemicelulose presentes na parede da célula. O protoplasma celular do
polen reage quimicamente com a fucsina acida tornando-se purpura (FiguralD). O
polen inviavel apresenta a parede celulésica verde e o protoplasma, mal distribuido,

pouco corado e nao raramente ausente (Figura 1E).
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FIGURA 2 — Pdlens corados de Baccharis trimera ( e Achyrocline satureiroides (Less).: A) Pélen
vidvel corado com carmim propidnico;B) Pdlen vidvel corado com Trypan Blue®; C) Podlen viavel
corado com orceina; D) Pélen viavel corado com reativo de alexander; E) Pélen viavel com carmim

acético
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Em relagdo a espinheira santa (Maytenus ilicifolia), os dados apresentados na
tabela 2 permitem observar que o corante solucdo de alexander, indicou maior
viabilidade polinica quando comparado aos outros corantes e estes dados se
reproduziram nos trés acessos utilizados (acesso 133, acesso 135, acesso 123 em
setembro de 2015). Enquanto a solugcéo Trypan Blue® se mostrou menos eficaz e
com uma diminuicdo acentuada no acesso 123, no caso do Trypan Blue® os graos
corados, sdo o0s inviaveis, e os viaveis ficam levemente coloridos. O carmim acético
2% mostrou menor viabilidade polinica no acesso 135, além de sua viabilidade ser
menor que a solucdo de alexander em todos os acessos analisados. Com orceina

acética 2% o acesso 133 mostrou menor taxa de viabilidade.

Tabela 2- Percentagem de viabilidade polinica proveniente de flores coletadas em diferentes acessos
de espinheira santa (Maytenus ilicifolia) no més de setembro de 2015, utilizando-se quatro corantes
diferentes.

Espinheira santa (%)

Corantes Acesso 133 Acesso 135 Acesso 123
Carmim acético2% 72.50abA 69.17a A 75.33a A
Azul de tripan 58.00 b B 74.50a A 68.17a AB
Alexander 84.50a A 72.50a A 72.17a A
Orceina2% 5850 b B 79.67a A 76.67a A

Letras iguais minasculas nas colunas ou mailsculas nas linhas indicam que houve diferenca
significativa entre as médias pelo teste de Tukey (p <0,01).

Analisando ainda a Tabela 2, quanto aos acessos testados observamos uma
variacao estatisticamente significativa da viabilidade polinica obtida com os corantes
Trypan Blue® e orceina acética 2% entre o acesso 133 e 0s demais.
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FIGURA 3 — Podlens corados de Maytenus ilicifolia (Mart): A) viavel corado com
orceina 2%; B) pdélen viavel (roxo no meio) e inviavel (verde) corado com alexander; C)
pélen viavel (mais azul) invidvel (mais transparente) corado com Trypan Blue®; D)
poélen viavel (roxo) e inviavel (transparente no meio) corado com carmim acético 2%.

7

A taxa de viabilidade polinica € um fator importante para o melhoramento,
conservacao e cultivo de plantas, pois em espécies alogamas, como a marcela, a
carqueja, a espinheira santa, o fluxo génico através do poélen aumenta a
possibilidade de formacdo de diferentes combinacBes entre alelos, e, em Uultima
analise, de variabilidade genética.

Os resultados observados neste trabalho corroboram o relato de Santos Neto
et al. (2006) de que a viabilidade do pdélen pode variar consideravelmente entre
individuos de uma espécie e entre amostras de um mesmo individuo, assim como o
periodo de florescimento e as condicbes ambientais podem afetar a viabilidade

polinica.

O uso de corantes € o método mais rapido, porém, pode superestimar esta
viabilidade, pois, muitas vezes, graos de pélen inviaveis podem ainda corar, por
possuir quantidade suficiente de enzimas, amido, ainda outras substancias, isto
poderia explicar as variagdes encontradas entre corantes de uma mesma coleta
(FRANZON et al., 2006).
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4.2. Andlise da viabilidade polinica através da germinacao in vitro de pélen

Este experimento constituiu na determinagéao do valor de pH que expressasse
a mais alta porcentagem de grdos de pdlen germinados, ou seja, aqueles que
tivessem seus tubos polinicos emitidos (Figura 4A, B, C) e os grédos de pélen que no
mesmo horario de observacdo ndo obtiveram emissdo de tubo polinico foram

considerados como néao germinados (Figura 4 D).

FIGURA 4 — Germinagéo in vitro de pdlen de Maytenus ilicifolia. A) grdo de pdlen
germinado; B) grdo de poélen germinado; C) grdo de pélen estourado; D) grdos de
pélen germinados.

As trés espécies apresentaram um comportamento semelhante, sendo que a
germinagdo ocorreu nos pHs mais acidos, na temperatura de 30°C e no meio de
cultura basico sem boro (Tabela 3). E de um modo geral podemos observar que
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meios de germinacdo de pdlen com pH acima de 6,0 causam uma reducdo no
potencial germinativo das trés espécies analisadas.

A germinacao do polen nas trés espécies analisadas ocorreu em pH 5,0 e 6,0,
estes dados corroboram com os obtidos por Chagas et al. (2009) que obtiveram os
maiores valores de germinacéo de pélen de Prunus em pH entre 5 e 6,5. O pH além
de influenciar na disponibilidade de nutrientes e fitorreguladores, interfere no grau de
solidificacdo do agar (PASQUAL et al. 2002). Segundo Pierik (1987) o pH que
proporciona um crescimento adequado da maioria das espécies, situa-se na faixa de
5 a 6,5 e valores acima desses podem ocasionar uma paralisagéo do crescimento e
desenvolvimento in vitro o que provavelmente ocorreu neste experimento.

SO houve germinacdo na temperatura de incubacdo de 30°C, indicando que
pode ser utilizadas para testes de germinacao in vitro de pélen de marcela, carqueja
e espinheira santa. Temperaturas de incubagdo em torno de 25°C s&o citadas em
literatura para diversas espécies, porém diferente da metodologia utilizada os
autores ndo referenciam o uso de camara Umida para evitar ressecamento.
Thompson e Batjer (1950) usaram 24°C para polen de ameixeira, pessegueiro,
damasqueiro, cerejeira europ€ia, pereira e macieira. Nunes et al. (2001) utilizaram
esta mesma temperatura para macieira. A temperatura citada na maioria das
literaturas é entre 25 e 30°C.

Com relacdo ao meio de cultivo, os resultados obtidos (TABELA 3)
concordam com a maioria dos autores, que afirmam que a sacarose € um dos
componentes necessarios para a germinacdo de pélen e também exerce a funcao
de equilibrio osmotico da solugdo, além de fornecer energia necessaria para o
crescimento do tubo polinico (GALLETTA, 1983; MIRANDA e CLEMENT, 1990;
STANLEY e LINSKENS, 1974). Kobayashi et al. (1991) utilizaram concentracdo de
200 gL de sacarose para obter maior germinacéo de gréo de pélen de um hibrido
de Citrus sinensis x Poncirustrifoliata, Butt et al. (1993) obtiveram melhores
resultados em germinacdo de grdo de pélen com 150 gLt de glicose para varias
espécies de citros.

Em contrapartida, Bhattacharya e Mandal (1999), trabalhando com cassia,
obtiveram germinacgéo de grdos de poélen utilizando meio de cultura com 100gL™ de
sacarose. Derin e Eti (2001) observaram que maiores taxas para germinacdo de
roma foram obtidas em meio de cultura contendo 10 gL de sacarose sem boro

como as obtidas neste trabalho.
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A germinacdao in vitro de graos de pdélen de macieira néo teve efeito positivo
na presenca de &cido borico (DANTAS et al., 2005). A adi¢do de boro ao meio de
cultura mostra respostas variaveis, conforme a espécie e seu mecanismo de acao
consistem em interagir com o agucar e formar um complexo ionizavel agucar-borato,
0 qual reage mais rapidamente com as membranas celulares (PFAHLER, 1967;
ASKIN et al., 1990).

Pode-se observar uma tendéncia bastante similar entre as espécies
analisadas, onde o meio de cultivo com boro permitiu uma menor quantidade de
graos de pélen germinados em relagdo ao meio de cultivo sem boro.

Avaliando o pélen de duas cultivares de macieira, Nunes et al. (2001)
observaram que duas horas de incubag&o nao foram suficientes para germinagéo in
vitro, sendo necessario um periodo maior que cinco horas. Estas referéncias
confirmam que o tempo de incubacdo necessario para iniciar a germinacao in vitro
varia de acordo com a espécie, e até mesmo entre cultivares da mesma espécie.
Neste trabalho a germinacdo do pdlen comecou a ocorrer apés 6 horas de

incubacéo.



Tabela 3. Percentual de germinacdo dos graos de polens cultivados em meio de cultivo sem e com boro submetidos a
diferentes condi¢cfes de pHs e temperaturas.

Marcela Carqueja Espinheira santa
(Achyrocline satureioides) (Baccharis trimera) (Maytenus ilicifolia)
Meio de cultivo Ph Temp. Germin. pH Temp. | Germin. pH Temp. Germin.
() (%) () (%) C) (%)
20 00 20 00 20 00
pH 5,0 25 00 pH 5,0 25 00 pH 5,0 25 00
30 4,16 30 3,75 30 00
20 00 20 00 20 00
pH 6,0 25 00 pH 6,0 25 00 pH 6,0 25 00
Sem boro 30 1,8 30 1,4 30 6,25
20 00 20 00 20 00
pH 7,0 25 00 pH 7,0 25 00 pH 7,0 25 00
30 00 30 00 30 00
20 00 20 00 20 00
pH 8,0 25 00 pH 8,0 25 00 pH 8,0 25 00
30 00 30 00 30 00
20 00 20 00 20 00
pH 5,0 25 00 pH 5,0 25 00 pH 5,0 25 00
30 0,6 30 0,5 30 00
20 00 20 00 20 00
) pH 6,0 25 00 pH 6,0 25 00 pH 6,0 25 00
%m boro (500 mg 30 0,17 30 0,13 30 00
20 00 20 00 20 00
pH 7,0 25 00 pH 7,0 25 00 pH 7,0 25 00
30 00 30 00 30 00
20 00 H 8,0 20 00 20 00
pH 8,0 25 00 25 00 pH 8,0 25 00
30 00 30 00 30 00




5. CONCLUSAO

Entre os corantes utilizados o carmim acético e a orceina acética 2% séo
aqueles que determinaram um maior percentual de viabilidade polinica para as trés
espécies avaliadas.

Para analise de germinacédo in vitro, nas condi¢cdes deste experimento, 0s
melhores parametros sdo o meio basico com pH 5 para Achyrocline satureioides
(Lam.) e Baccharis trimera (Less.) e pH 6 para Maytenus ilicifolia (Mart.), incubacéo
a temperatura constante de 30° e avaliacdo apds 6 horas de cultivo.

Podemos concluir também que o método colorimétrico superestima a
viabilidade enquanto o método de germinacdo in vitro subestima a viabilidade
polinica das espécies analisadas.

Porém, mediante os resultados de baixa germinabilidade obtidos neste
experimento in vitro, se faz necessario a continuidade destes estudos, buscando
avaliar outros parametros.
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