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APRESENTACAO

O termo “genética” nos ultimos anos ganhou uma conotacédo cada vez mais
importante e acessivel a populagdo. Podemos dizer que a genética saiu da rotina
laboratorial e da sala de aula para adentrar as casas da populagao, seja por informacéao
ou na forma de produto. Isso porque a revolucéo tecnoldgica contribuiu grandemente
com 0 avancgo no campo da pesquisa basica e aplicada a genética, e as descobertas
propciadas por tecnologias mais apuradas possibilitaram um entendimento mais amplo
desta importante area.

A genética como sabemos possui um campo vasto de aplicabilidades que podem
colaborar e cooperar grandemente com o0s avangos cientificos e tecnoldgicos. O
acelerado mundo das descobertas cientificas caminha a passos largos e rapidos no
sentido de transformar a pesquisa basica em aplicada, portanto é relevante destacar que
investimentos e esfor¢cos nessa area contribuem grandemente com o desenvolvimento
de uma nagao.

O livro “Inventarios e Recursos Genéticos” aqui apresentado, aborda assuntos
relativos aos avancgos e dados cientificos publicados de cunho voltado para a utilizacéo
dos recursos genéticos disponiveis na area ambiental, microbiolégica dentre outras
diversas que cientistas tem gastado esforcos para compreender. Assim, sdo diversas
as possibilidades de aplicacbes genéticas em diversos campos, neste livro tentaremos
otimizar os conceitos dos recursos genéticos abordando plantas medicinais,
seguranca alimentar, sanidade animal, microrganismos patogénicos, identificacao
molecular, caracteriza¢cdo morfoagronémica, Banco de DNA, metabdlitos secundarios,
melhoramento genético, analise multivariada, bioinformatica, expressao de genes,
viabilidade polinica, Germoplasma, recursos genéticos, cultivares, Qualidade de
sementes; selecdo de plantas; melhoramento genético da mamoneira, simulacées
em Easypop, fluxo génico, fragmentacéao florestal, analise de diversidade genética de
Nei, Coeficientes de endogamia, demonstrando ferramentas genéticas e moleculares
usadas em diferentes estudos que estdao diretamente relacionados ao dia-a-dia da
populacéo.

Desejamos que este material possa somar de maneira significativa aos
novos conceitos aplicados a genética Parabenizamos cada autor pela teoria bem
fundamentada aliada a resultados promissores, e principalmente a Atena Editora
por permitir que o conhecimento seja difundido e disponibilizado para que as novas
geracgdes se interessem cada vez mais pelo ensino e pesquisa em genética.

Benedito Rodrigues da Silva Neto
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CAPITULO 18

RECEPTIVIDADE ESTIGMATICA, VIABILIDADE E
GERMINACAO IN VITRO DO POLEN DA ESPECIE
Delonix regia (Bojerex Hook.) RAF. NA UNIVERSIDADE
ESTADUAL DE FEIRA DE SANTANA — UEFS

Horténcia Kardec da Silva

Universidade Estadual de Feira de Santana,
Programa de P6s-Graduacédo em Recursos
Genéticos Vegetais, Feira de Santana- BA.

Jéssica Barros Andrade

Universidade Estadual de Feira de Santana,
Programa de P6s-Graduacédo em Recursos
Genéticos Vegetais, Feira de Santana- BA.

Joseane Inacio da Silva Moraes
Universidade Federal do Piaui, Programa de
Pos-Graduagdo em Genética e Melhoramento de
Plantas, Teresina-PlI.

Katiane Oliveira Porto

Universidade Estadual de Feira de Santana,
Programa de Pés-Graduagdo em Recursos
Genéticos Vegetais, Feira de Santana- BA.

RESUMO: A espécie Delonix regia
(BojerexHook.) Raf. conhecida popularmente
como flamboyant apresenta  potencial
ornamental, alimenticio e medicinal. E uma
espécie bastante estudada pelo mundo,
contudo no Brasil as pesquisas ainda sao
escassas. O objetivo deste estudo foi avaliar
a viabilidade e a germinacéo in vitro do pélen
e a receptividade estigmatica da espécie. As
flores foram coletadas no periodo da manha,
em plantas localizadas no médulo um, na
Universidade Estadual de Feira de Santana
(UEFS), sendo avaliadas cinco plantas em um
total de 29 presentes no respectivo médulo.

Inventario de Recursos Genéticos

Para a viabilidade polinica, foram adotados
os testes com os corantes: lactofenol azul de
anilina, tetrazélio e carmim acético. Para a taxa
de germinagao ocorreu a exposicao dos graos
de pblen em dois meios de cultura: (M1) meio
BCa e (M2) meio BMg. Para a receptividade, os
estigmas foram imersos assim que retirados em
Placas de Petricontendo Per6xido de Hidrogénio
(PH) a 3%. O melhor corante para avaliar a
viabilidade do poélen foi o lactofenol, com um
indice de 95.6% de polens viaveis, contudo vale
ressaltar que todos apresentaram altas taxas de
coloragcédo. Enquanto que para a germinacéo, os
meios de cultura ndo apresentaram diferenca
significativa. No entanto, a receptividade
estigmatica apresentou taxas acima de 80% em
todos os individuos avaliados. Assim, conclui-se
gue sao necessarios mais estudos e que levem
em consideragdo outros aspectos da biologia
reprodutiva da espécie.

PALAVRAS-CHAVE: Flamboyant; Germinagao
in vitro; Receptividade estigmatica; Viabilidade
Polinica.

ESTIGMATIC RECEPTIVITY, VIABILITY AND
IN VITRO GERMINATION OF POLLEN OF
SPECIES Delonix regia (Bojerex Hook.) RAF.
IN THE STATE UNIVERSITY OF FEIRA DE
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SANTANA - UEFS

ABSTRACT: The species Delonix regia (Bojerex Hook.) Raf. popularly known as
flamboyant presents ornamental, food and medicinal potential. It is a species well
studied by the world, however in Brazil the researches are still scarce. The objective of
this study was to evaluate the viability and in vitro germination of pollen and the stigmatic
receptivity of the species. The flowers were collected in the morning, in plants located
in module one, in the State University of Feira de Santana (UEFS), being evaluated five
plants in a total of 29 present in the respective module. For the pollen viability, the tests
with the dyes were adopted: lactophenol blue of aniline, tetrazolium and carmine acetic.
For the germination rate, the pollen grains were exposed in two culture media: (M1)
medium BCa and (M2) medium BMg. For receptivity, the stigmas were immersed as
they were withdrawn in Petri dishes containing 3% Hydrogen Peroxide (PH). The best
dye to evaluate the viability of pollen was lactophenol, with a rate of 95.6% of viable
pollen, however it is worth mentioning that all presented high staining rates. While
for the germination, the culture media did not present significant difference. However,
stigmatic receptivity presented rates above 80% in all individuals evaluated. Thus, it
is concluded that further studies are necessary and that they take into account other
aspects of the reproductive biology of the species.

KEYWORDS: Flamboyant; In vitro germination; Stigmatic receptivity; Pollution viability.

11 INTRODUCAO

Delonix regia (Bojerex Hook.) Raf., pertencente a familia Fabaceae, é conhecida
popularmente como flamboyant, trata-se de uma espécie florestal exdtica, originaria
de Madagascar e adaptada as condicbes ambientais de clima tropical (LUCENA et al.,
2006; ATAIDE et al., 2013). Por ser uma espécie bastante florifera e ornamental, ela
€ muito utilizada na arborizacdo de parques e ornamentacao de jardins. (LORENZI et
al., 2003). Além disso, a espécie possui potencial alimenticio (PANDO et al., 2001) e
farmacolégico (LOPEZ, 2010).

Estudos envolvendo a viabilidade polinica e receptividade estigméatica fazem parte
do conhecimento sobre a biologia reprodutiva da espécie e auxiliam em programas
de melhoramento e conservacao de recursos genéticos vegetais (SEREJO et al.,
2012). Assim, pesquisas relacionados a reproducao vegetal sdo de suma importancia,
principalmente, para melhorar a renda dos produtores, pois visam o0 aumento tanto no
nivel de produgdo como no tamanho e na qualidade dos frutos uma vez que a taxa do
pblen germinado é proporcional a quantidade de sementes e frutos produzidos (VIANA
et al., 2007).

A viabilidade polinica pode ser comprometida por fatores ambientais que podem
afetar o valor nutricional da planta e interferir tanto na qualidade como na quantidade
do poélen produzido (CRUDEN, 2000). Uma das formas de observar este método é por
meio de coloragdo com diferentes tipos de corantes e estimacéo da porcentagem de
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polens viaveis obtidos através da contagem dos gréos de polen mais corados no teste
colorimétrico (KELLY et al., 2002; TECHIO et al., 2006).

Agerminacéo do pélen in vitro auxilia na compreensao do processo de crescimento
do tubo polinico, sendo possivel assim obter uma maior confiabilidade ao teste de
viabilidade polinica, uma vez que este método permite verificar a porcentagem de
germinacdo em meio de cultura apropriado, observando ap0s 24 horas a presencga ou
auséncia da formacéao do tubo polinico, cujo comprimento € maior que o diametro do
pblen e assim aferindo uma relagdo com a porcentagem do método de contagem de
polens viaveis com a de polens germinados (SALLES et al., 2006).

A receptividade estigmatica € um fator fundamental, no qual se determina o
melhor periodo para que ocorra a deposicdo do grao do pdlen no estigma e assim
a germinacdo ou possivel sincronismo entre a sua receptividade e viabilidade do
pblen da mesma planta seja determinado. E uma técnica realizada através de testes
histoquimicos usando peroxido de hidrogénio, o qual se caracteriza em um teste rapido
e de baixo custo (DAFNI, 1992; BRITO et al., 2010).

Em levantamentos realizados na literatura sobre a espécie D. regia, apenas um
estudo sobre viabilidade polinica e indice meiético foi encontrado (NASCIMENTO et
al., 2014), portanto pesquisas que visem ampliar o conhecimento sobre a biologia
reprodutiva da espécie sao essenciais. Dessa forma, o objetivo do presente trabalho
foi avaliar o percentual de viabilidade, germinacéo in vitro do pélen e receptividade
estigméatica da espécie D. regia.

2| MATERIAL E METODOS

2.1 Coleta e Armazenamento dos graos de poélen

O presente trabalho foi realizado no periodo da manha em plantas localizadas
no médulo um da Universidade Estadual de Feira de Santana, latitude 12°16’ sul e
longitude 38°58’ oeste. Nesta area da universidade encontram-se o total de 29 arvores
de flamboyant, mas para as analises foram utilizadas cinco plantas.

Os estigmas foram coletados e depositados em placas de Petri contendo
Peroxido de Hidrogénio (PH) a 3%, cuja analise foi realizada no préprio local de
estudo. Enquanto que a coleta e 0 armazenamento das anteras foram feitos a partir
da retirada das mesmas, depositando-as em tubos Falcon de 15 ml, e conduzindo-as
até ao Laboratorio de Germinacéo do Horto Florestal em caixa de isopor.

2.2 Viabilidade polinica

A viabilidade dos graos de polen foi realizada por meio de testes a partir do uso
de trés tipos de corantes: tetrazélio (TTC), com coloracdo amarela; carmim acético,
com coloracao vermelha; e lactofenol azul de anilina, com colorag&o azul. Assim, para
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todos os corantes, a metodologia para identificar a viabilidade polinica foi determinada
de acordo com o nivel de coloragdo, sendo classificado como poélen viavel aqueles
polens corados e poOlen inviavel aqueles que apresentaram forma irregular e incolor ou
pouco corado (SOUSA, 2015).

Foram montadas para cada individuo quatro laminas de cada corante com
finalidade de repeticdo da analise. Assim, para cada lamina foram contados 100 gréaos
de polen e observado a quantidade de grdos corados e n&o corados, totalizando assim
uma analise de 400 graos de poOlen para cada corante e 1200 graos de polens por
individuos (SOUSA, 2015).

2.3 Germinacao in vitro

Os meios de cultura que receberam os graos de pélen foram os seguintes: (M1)
meio BCa (H,BO, 0,01% + Ca(NO,),. 4H,0 0,03% + Agar 0,4%)) (SOUSA, 2015) e
(M2) meio BMg (H,BO, 0,01% + MgSO,. 7H,0 0,02% + Ca(NO,),. 4H,0 0,03% + Agar
0,4%) (BREWBAKER; KWACK, 1963). Os gréaos de pélen foram dispostos em quatro
laminas para cada meio utilizado. O conjunto de laminas contendo os gréaos de pélen
foram mantidos em placas de Petri com papel filtro umedecido com agua destilada
e armazenados em camara B.O.D. (Biological Oxigen Demand) a 30°C durante 24
horas.

Apb6s um dia na camara, foi adicionado ao meio o corante azul de anilina a fim de
corar os tubos polinicos e melhorar a observacao dos mesmos, sendo assim, as taxas
de germinacdo foram determinadas em 400 graos de poélen (100/lamina) para cada
amostra. Os graos de polen foram considerados germinados quando o comprimento
do tubo polinico foi maior que o dobro do didmetro do grao de pdélen (SOUSA et al.,
2013).

2.4 Receptividade do estigma

Foram coletadas flores em antese no periodo da manha. Os estigmas foram
retirados e imersos em Placas de Petri contendo Perdxido de Hidrogénio (PH) a 3% e
em seguida foi observada a formacé&o ou n&o de bolhas, a formagao destas ocorre pela
presenca da enzima peroxidase, sendo possivel afirmar que o estigma se encontra
receptivo (SOUZA et al., 2004).

2.5 Analise estatistica

Para efeito de andlise estatistica, o delineamento experimental utilizado foi
inteiramente casualizado, considerando as cinco amostras. Os dados relativos a
viabilidade, germinabilidade e receptividade foram analisados através da ANOVA com
95% de confiabilidade e para efeito de diferencas entre tratamentos, as médias foram
comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade, utilizando o software Sisvar.
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31 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Viabilidade polinica e Germinacao in vitro

Os resultados obtidos por meio da Analise de Variancia para a viabilidade do
pblen estdo expostos na Tabela 1. Nesta, pode-se observar que os diferentes corantes
utilizados apresentaram médias significativas em nivel de 5% de probabilidade.

FV GL SQ QM Valor p
Individuos 4 323.566667 80.891667 0.1043
Corantes 2 478.900000 239.450000 0.0047*
Individuo * Corantes 8 273.933333 34.241667 0.5525
Erro 45 1781.250000 39.583333

Tabela 1: Resultado da Analise de Variancia referente aos dados de viabilidade polinica,
mostrando significancia para o fator tipos de corantes.

*Significancia a nivel de 5% de probabilidade.

Na Tabela 2 encontram-se as médias de coloracdo de cada corante para 0s
individuos analisados. Mostrando que o individuo cinco foi o Unico que apresentou
diferenca significativa entre os corantes avaliados, com o lactofenol azul de anilina
sendo 0 mais representativo do que o carmim acético e tetrazdlio. Além disso, o
lactofenol azul de anilina apresentou maiores taxas de viabilidade polinica para todos
os individuos avaliados no presente trabalho, resultando em uma média geral de
95,75% dos graos viaveis. Tal resultado pode ser explicado por Sousa et al. (2013),
estes dizem que o uso deste corante, o lactofenol azul de anilina, apresenta uma baixa
taxa de falso positivo quando comparados a outros métodos avaliativos.

Individuos cC TTC LAA
1 94.75 a 89.25 a 97.50 a
2 87.25 a 84.50 a 91.00 a
3 89.25 a 94.00 a 95.25 a
4 93.00 a 90.00 a 97.25a
5 89.00 ab 85.00 a 97.75b
Total 90.65 88.55 95.75

Tabela 2: Médias de polens viaveis por corante avaliado e sua significancia resultante do teste
de Tukey a nivel de 5% de probabilidade. Onde: CC — Carmim Acético, TTC — Tetrazélio e LAA
— Lactofenol Azul de Anilina.

*Letras iguais ndo apresentam diferenca significativa entre si.

Chandrawat et al. (2012) também estudaram a viabilidade polinica de D. regia
com o corante carmim acético e observaram uma taxa de 98,3% de polens viaveis,
sendo este valor maior que o encontrado no presente trabalho. No entanto, Souza et
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al. (2002) consideram alta as taxas acima de 70% para a viabilidade polinica, pois
essas nao causariam danos em trabalhos de melhoramento da espécie. Contudo,
Silva (2008) ressalta que esta técnica colorimétrica de viabilidade é bastante relativa e
por isso a considera um método de utilizagdo indireto.

Na Figura 6, pode-se observar fotos das laminas contendo os polens viaveis e
nao viaveis em microscopios Opticos, representadas de acordo com o corante utilizado.

Figura 6: Coloracéo obtida a partir dos trés corantes utilizados para a espécie Delonix regia
e com presenca de setas marcando os polens ndo viaveis. Onde: A) com Tetrazélio, B) com
Carmim Acético e C) com Lactofenol Azul de Anilina.

Quanto ao teste de germinacéo in vitro de graos de polens, a Tabela 3 mostra
que os individuos apresentaram médias significativamente distintas entre si, no
entanto, o meio de cultura nédo influenciou tal observacgao.

FV GL sQ QM Valor p
Individuos 4 6198.350000 1549.587500 0.0003**
Meio de cultura 1 105.625000 105.625000 0.4891
Individuo * Meio de cultura 4 487.750000 121.937500 0.6890
Erro 30 6459.250000 215.308333

Tabela 3: Resultado da Andlise de Variancia para a germinacao in vitro dos gréos de polens.

**Significancia a nivel de 1% de probabilidade.

Podemos observar na Tabela 4, que o meio de cultura 1 (BCa), o qual foi constituido
por sacarose, nitrato de calcio e acido bérico foi 0 que obteve maior representatividade
na germinacao dos graos. No entanto, o meio de cultura 2 (BMg) difere do primeiro
meio apenas pela presenca de ions Mg*?, o qual vem sendo fortemente utilizado para a
germinacéo in vitroem espécies agricolas, ornamentais e florestais (AKORODA, 1984;
RATHORE; CHAUHAN, 1985; BOWES, 1990; CONNOR; TOWILL, 1993; KAKANI et
al., 2005; PRASSAD et al., 2011).

Contudo, estudos em Luffa aegyptica (PRAJAPATI; JAIN, 2010) e Borassus
flabellifer (Saha et al., 2016) apresentaram resultados semelhantes ao melhor meio de
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cultura obtido no presente trabalho e comentam também sobre a melhor eficiéncia no
uso do nitrato de calcio para a germinagao in vitro de gréos de polens.

Individuos M1 - BCa M2 - BMg
1 34.50 a 21.75 a
2 12.25a 8.25a
3 17.25a 9.25a
4 9.75a 11.00 a
5 38.25 a 45.50 a
Total 22.40 20.35

Tabela 4: Médias de graos de polens germinados in vitro nos meios de cultura M1 —Bca e
M2 — BMg bem como o teste de significancia de Tukey a nivel de 5% de probabilidade para os
individuos analisados.

*Letras iguais ndo apresentam diferenca significativa entre si.

Segundo Soares et al. (2008) e Souza et al. (2014), o sucesso da germinacao
in vitro de gréos de poélen esta relacionado a fatores enddégenos e exdgenos como
o estado nutricional das plantas, horario e método de coleta dos gréos, fotoperiodo,
temperatura, periodo de incubacgao e, por fim, a composicéao do meio de cultura. Como
por exemplo, a sacarose é necessaria para a nutricdo do poélen, o controle osmético
e, em combinagdo com o boro, promove a formacédo do complexo agucar-borato, o
qual é facilmente translocavel ao invés da sacarose sozinha (GAUCH; DUGGER,
1953). Enquanto que a forma &cida do boro promove o crescimento do tubo polinico
(DABGAR;JAIN, 2001;ACAR et al., 2010) e sua deficiéncia resulta em baixa viabilidade
e germinacdo do poélen e reducédo do crescimento do tubo polinico (NYOMORA;
BROWN, 1997). No entanto, o calcio também ajuda no crescimento, permeabilidade
e integridade da membrana celular do tubo (BREWBAKER; MAJUMDER, 1961;
BREWBAKER; KWACK, 1963; THERIOS et al., 1985; MILLER et al., 1992; BROWN
et al., 1994; AK et al., 1995; SHORROCKS, 1997; ACAR; AK, 1998), uma vez que o
célcio se liga as pectinas presentes nas paredes do tubo polinico (KWACK, 1967).

Com relacédo as amostras de polens que foram testadas, observa-se que apesar
de apresentarem uma boa viabilidade polinica os gréaos de p6len da espécie estudada
nao tiveram uma boa taxa de germinacao in vitro (Tabela 2;4). Esse resultado esta de
acordo com o que foi postulado por Galletta (1983), que diz:

“Métodos que utilizam corantes apresentam vantagens quanto arapidez e facilidade
em relacdo a germinacéo de podlen in vitro, mas superestimam a viabilidade do

polen, ja que graos de pdlen inviaveis podem ser corados devido a presenca de
enzimas, amido ou outras substancias”.

3.2 Receptividade do estigma

Rech et al. (2014) estudou o 6rgao reprodutor feminino do flamboyant (Delonix
regia) e observou que o mesmo apresenta um ovario supero € um estigma projetado
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acima das anteras. E isto descreve um mecanismo estrutural de hercogamia, ou seja,
h& uma incompatibilidade de polinizacdo direta nesta espécie.

No Grafico 1, encontra-se exposto a quantidade de estigmas totais analisados
e receptivos, sendo que dos cinco individuos avaliados, trés apresentaram 100%, um
com 90% (individuo 2) e outro com 81,8% (individuo 5) dos estigmas receptiveis.
Considerando também estes dois Ultimos como sendo uma taxa alta e satisfatéria
para a espécie. No entanto, mesmo apresentando uma incompatibilidade, os 6rgaos
apresentaram viaveis na mesma planta e periodo de retirada do grao de pélen.

Estigmas Totais X Estigmas Receptivos

12
10

Quantidade de estigmas
o N B O 0o

Individuo 1 Individuo 2 Individuo 3 Individuo 4 Individuo 5

M Estigmas Totais s Estigmas Receptivos

Grafico 1: Quantidade de estigmas totais e receptivos dos individuos de Delonix regia
analisados no presente trabalho.

41 CONCLUSAO

Assim, se pode concluir que a planta apresenta elevados indices de viabilidade
e receptividade estigmatica, contudo uma baixa taxa de germinagéo in vitro, a qual
pode ser devido ao meio de cultura utilizado. Por isso, se faz necessario maior
aprofundamento nos temas aqui abordados devido a grande importancia deste
estudo para trabalhos futuros que visam avaliar melhor a receptividade estigmatica no
quesito desenvolvimento do tubo polinico através de técnica como a microscopia por
epifluorescéncia e também para a germinacéo in vitro do polen, testando diferentes
niveis de nutrientes e diferentes periodos de germinacédo em B.O.D.
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