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RESUMO

A andlise da fertilidade dos graos de poélen de Ricinus communis (mamona) é de grande im-
portancia para programas de melhoramento, permitindo o manejo e uso adequado das colecdes
existentes e a criagdo de cultivares interessantes na producao de biodiesel. Neste trabalho, optou-se
por um processo preditivo baseado no método citolégico de coloracdo dos graos de pélen e no
método de germinacao in vitro dos graos, apds tratamentos de conservagao a baixas temperaturas,
para a verificacdo da viabilidade, importante na formacao das sementes, alvo dos programas de
melhoramento. Utilizou-se a técnica de coloragdo com carmim acético 2% na analise da viabilidade
dos graos de pdlen nas cultivares IAC-80, Cafelista, AL-Preta e AL-Guarany 2002, enquanto que
o método de germinacdo in vitro apods tratamento de -196° C, -80° C e -18° C, por 15 e 30 dias, foi
aplicado somente na cultivar IAC-80. A viabilidade polinica foi acima de 95% em IAC-80 e Ca-
felista de 88,48% em AL-Preta e de 86,46% em e AL-Guarany 2002. Estas cultivares apresentaram
também alto percentual de viabilidade polinica na antese, sendo possivel a utilizagdo de todas as
cultivares analisadas na inducao de fertilizagdo em programas de melhoramento. Os resultados
obtidos com a germinacao in vitro dos graos de IAC-80, apods a criopreservacao, indicaram que o
percentual médio da viabilidade polinica in vivo ndo foi influenciado pelo periodo de armazena-
mento. Observaram-se diferencas entre os tratamentos a baixas temperaturas, porém o percentual
de viabilidade dos mesmos foi baixo, sugerindo necessidade de adequacao na técnica de avaliacao.

PALAVRAS-CHAVE: Ricinus communis L., mamona, graos de pélen, carmin-acético, melhoramento
genético, crioconservagao.

ABSTRACT

POLLEN GRAIN ANALYSIS OF SOME CULTIVARS OF CASTOR-OIL PLANT (RICINUS
COMMUNIS L., EUPHORBIACEAE): CONSERVATION AND VIABILITY. The analysis of the
pollen grain fertility of Riccinus communis (castor-oil plant) is of great importance for breeding
programs, allowing for suitable handling and use of collections and the creation of cultivars of
interest for biodiesel production. In this work, a predictive process was chosen based on the cyto-
logical method of pollen-grain staining and in-vitro pollen germination after low-temperature
treatments for preservation to verify the pollen viability, which is important in seed fertilization
and formation. The conventional cytological staining technique with 2% acetic carmine was used
for pollen grain viability analysis for the cultivars IAC-80, Cafelista, AL-Preta and AL-Guarany
2002, while the method of in-vitro germination after treatment at -196° C, -80° C and -18° C, from
15 to 30 days, was used for the cultivar IAC-80. The IAC-80 and Cafelista cultivars showed pollen
viability values above 95%, while AL-Preta and AL-Guarany 2002 showed 88.48 and 86.46%,
respectively. The pollen grains of castor-oil cultivars also presented a high percentage of pollen
viability at anthesis. Therefore, it is possible to use the pollen grains of all the analyzed cultivars
for fertilization induction in breeding programs. The results indicate that the average percentage
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of the pollen-grain viability in-vivo was not influenced by the storage period. It was also obser-
ved that there were differences among the low-temperature treatments, although the percentage
of viability was low, suggesting the need for the application of a suitable evaluation technique.

KEY WORDS: Ricinus communis L., castor-oil, pollen grain, plant breeding, cryopreservation.

A mamona (Ricinus communis L.) pertence a fa-
milia Euphorbiaceae que inclui um grande ntimero
de espécies nativas da regido tropical. E também
chamada carrapateira, baforeira e baga. Planta
de héabito arbustivo, com diversas coloracdes de
caule, folhas e frutos, podendo apresentar cera no
caule e peciolo. A inflorescéncia é do tipo panicu-
la racemosa e terminal (cacho), de 15 a 50 cm de
comprimento, com as flores dispostas em racemos
terminais, sendo que as femininas ocupam a parte
superior enquanto que as masculinas a parte infe-
rior do eixo da inflorescéncia e as hermafroditas
em posicao intermediaria (Lorenzy; Matos, 2002;
AzEVEDO et al., 1997; Sousa et al., 2004). Os frutos,
geralmente, apresentam espinhos e as sementes,
ricas em 6leos graxos ricinoléicos, podem ter dife-
rentes tamanhos, formatos e grande variabilidade
de coloracao (Lorenzy; Matos, 2002; AMORIM NETO
etal., 2001; Azevepo et al., 1997, Savi FiLHo, 2005). O
6leo da mamona é utilizado para varios processos
industriais tais como nafabricacdo de desinfetantes,
6leoslubrificantes, tintas e corantes, servindo ainda
debase paraacomposi¢ao de fungicidas, inseticidas,
na fabricacdo do ndilon e da matéria plastica, cujo
emprego éimportantissimo nacomposicao de velas
e revestimento de embalagens (FIGUEIREDO NETO et
al., 2004). E também uma alternativa promissora na
producdo de biodiesel (Sousa et al., 2004).

A culturada mamona tem consideravel potencial
paraaeconomia do Pais, principalmente nas regides
doSemi-arido, poisresiste alongos periodos deseca,
além de favorecer as questdes de mao-de-obra e
producao de matéria prima para diversas aplicacdes
industriais (AMormv NETO ef al., 2001).

Deacordo com Sousa et al (2004), a India, a China,
o Brasil e a antiga Unido Soviética sdo os maiores
produtores de mamona, sendo que em 1995/1996
cerca de 90% da produgdo mundial da safra foi
atribuida aos trés primeiros paises. O Brasil foi, hd
algumas décadas, o maior produtor mundial de
mamona e o maior exportador do 6leo. Na safra de
1974 foram produzidas aproximadamente 573.000
t de mamona; ja em 1996, a producao nacional foi
de apenas 122.000 t, o que representa uma redugao
de 79% (ALMEIDA et al., 2002).

A busca por novas variedades mais produtivas
inclui técnicas de cruzamentos entre plantas que,
muitas vezes, diferem na sazonalidade e, para tanto,
oarmazenamento, transporte e manutengdo de pélen
com alta viabilidade sdo importantes (CUCHIARA et
al., 2007).

Aviabilidade do grao de pdlen, em geral, diminui
gradualmente com o tempo reduzindo a eficiéncia
da fertilizacao. De acordo com Sousa et al. (2004), o
periodo de viabilidade do pélen fresco de mamona
é de aproximadamente uma semana, restringindo
testes de polinizacao controlada, de procedéncia
e de progénie, a fim de gerar materiais genéticos
melhorados. Para possibilitar tais cruzamentos, ha
a necessidade de se dispor, prontamente, de pdlen
viavel armazenado (Sousa-LANG; PINTO, 1997). A con-
servacao dos graos de pélen é, portanto, de grande
importancia para a preservacdo da variabilidade
genética além de facilitar o intercambio de germo-
plasma, contribuir significativamente na geragao
de variabilidade obtida através de cruzamentos
artificiais e aumentar a eficiéncia dos programas de
melhoramento (GoMes et al., 2003).

O método de criopreservacao de graos de pdlen,
em nitrogénio liquido (-196° C), surgiu como um
método eficiente. Pesquisas recentes vém estabele-
cendo protocolos para o armazenamento de graos de
polen de varias espécies de importancia econdmica
(PartoN, 2001 apud SiLva et al., 2000). A técnica da
crioconser-vacdo reduz o metabolismo a niveis tdo
baixos que todos os processos bioquimicos sdo signi-
ficativamente reduzidos e a deterioracdo bioldgica é
virtualmente paralisada. Algumas das vantagens da
crioconservagao sao o pequeno espago aser ocupado
por um banco de germoplasma, a simplicidade de
manuseio das condi¢des de armazenamento e por
fim o baixo custo do processo (ALMEIDA et al., 2002).
No entanto, a grande dificuldade do processo esta
no impedimento da formagao de cristais de gelo no
interior das células, os quais podem causar ruptura
das membranas resultando em colapso e morte ce-
lular (Santos et al., 2002; Saromom, 2003).

A estimativa da viabilidade dos graos de pélen
frescos ou fixados, e dos criopreservados, pode ser
feitaatravés doemprego de diferentes técnicas sendo
que as mais utilizadas sdo a coloragao do citoplasma
dos graos e a germinagao in vitro, esta Gltima muito
empregada no monitoramento de pélen vivo arma-
zenado (OLIVEIRA et al., 2001).

O objetivo deste trabalho foiavaliara viabilidade
dos graos de pdlen de mamona (Ricinus communis
L.) quando submetidos a baixas temperaturas de
armazenamento e a possibilidade de seu uso em
programas de melhoramento da cultura, contri-
buindo para a selecao de variedades e a criacao de
cultivares tendo em vista a producao de sementes
para a extragao de 6leos.

Arq. Inst. Biol., Sao Paulo, v.76, n.1, p.115-120, jan./mar., 2009



Anélise dos graos de pélen de diferentes cultivares de mamona
(Ricinus communis L., Euphorbiaceae): conservacao e viabilidade.

Foram utilizadas as cultivares IAC-80, Cafelista,
AL-Pretae AL-Guarany 2002, todas provenientes do
campo experimental da Embrapa Clima Temperado,
localizado em Pelotas, RS, na latitude 31°41” Sul e
longitude 52°21” Oeste e altitude de 60m.

Asamostras foram coletadas, emjunho de 2005, de
trésinflorescéncias em estadios de desenvolvimento
diferentes, levadas ao laboratdrio e mantidas em
agua destilada a temperatura ambiente até a aber-
tura floral. Para a analise da conservagdo polinica,
a mistura de pélen das inflorescéncias foi coletada
e acondicionada em minitubos de 2,0 mL.

Crioconservagio do poélen da cv. IAC-80

Os tratamentos de crioconservacao utilizados
neste experimento restringiram-se inicialmente a
cultivar IAC-80 e foram: (a) em nitrogénio liquido
(-196°C), (b) ultrafreezer (-80° C) e (c) freezer (-18°C),
por 15 e 30 dias. Foi também efetuada a germinagao
direta, ou seja, semeadura dos graos de pélen em
laminas escavadas contendo meio de cultura logo
ap6s a coleta, como controle da viabilidade polinica
inicial para todos os tratamentos.

Teste de viabilidade do pélen das cultivares

Botdes florais masculinos das quatro cultivares
estudadas e com aproximadamente 6,0 mm de
diametro foram coletados, por ja apresentarem
deiscéncia e formagao de pélen estabelecida. Foram
fixados em Carnoy 3:1 (alcool etilico: acido acético,
respectivamente) por 2 a 24 horas e, posteriormente,
transferidos para freezer a -10° C. Para preparo das
laminas utilizou-se hidrdlise das anteras por cerca
de 10 minutos em HCI 5N, a 25° C, logo em seguida,
as anteras foram maceradas em carmim acético 2%,
e o material recoberto com laminula para posterior
andlise.

Os graos de pélen corados com o carmim acético
foramanalisados e classificadosemnormais/ vidveis,
com citoplasma corado e anormais/inviaveis, aque-
les com pouco ou nenhum citoplasma evidenciado
(GUERRA; Souza, 2002). Considerou-se oito repeticoes
de 250 células/lamina por cultivar, totalizando 2000
células analisadas.

A comparagdo de médias foi realizada através
do teste de Duncan a 5% de probabilidade (ZoNrta;
MacHADO, 1984).

Além deste método rapido e tradicional de esti-
mativadaviabilidade, foi empregado também o teste
da germinagdo in vitro, para os graos da cv. IAC-80
submetidos aos tratamentos a frio, bem como o con-
trole. Utilizou-se o meio de cultura de acordo com a
metodologia descrita por Gomes (1998) contendo agar
(0,8%) e sacarose (10%). Aslaminas foram colocadas
em camara imida e incubadas por 24 horas a 25 +1°

C, sendo considerados viaveis aqueles que haviam
emitido tubo polinico.

Foi utilizado o delineamento inteiramente casu-
alizado, com oito repeti¢cdes de 250 graos de pdlen
totalizando 2.000 graos de pélen analisados.

A analise da varidncia foirealizada utilizando-se
o programa estatistico SANEST (ZoNTa; MACHADO,
1984). Os dados, expressos em percentagem, foram
transformados segundo arco seno da raiz quadrada
de X/100, onde X representa o valor percentual
obtido para cada varidvel.

Viabilidade polinica das cultivares

A viabilidade polinica das cultivares avaliadas,
através do método de coloragdo por carmim acético
de graos de poélen coletados e fixados foi superior a
86% (Tabela 1), e considerada alta, pois de acordo
com Souza et al. (2002), em maracuja, e DOMINGUES
etal. (1999), em laranja, valores acima de 70% repre-
sentam alta viabilidade, de 31 a 69% média e até 30%
baixos indices de viabilidade. Observou-se também
queas porcentagens médias paraas cultivares IAC-80
e Cafelista (96,71 e 95,73%, respectivamente) foram
superiores as demais, diferindo significativamente
a 5% das outras cultivares AL-Preta e AL-Guarany
2002, commédias de 88,48 86,46 %, respectivamente.

A ocorréncia de diferencas na viabilidade de p6-
len entre diferentes plantas da mesma variedade ou
cultivares, ouaindaentre diferentes épocas de coleta,
tem sido relatada por alguns pesquisadores, porém
a maior e mais significativa variagdo tem ocorrido
entre gendtipos diferentes (LOGUERCIO; BATTISTIN,
2004).Resultados similares a estes foram observados
neste experimento, haja vista que todas as cultivares
apresentaram um alto indice de viabilidade, embora
seconsidere que ométodo daestimativacomousodo
corante superestime a porcentagem de germinagao
do poélen, enquanto que o teste in vitro a subestime
(GALETTA, 1983).

Tabela 1 - Percentual de viabilidade polinica de cultivares
de mamona Ricinus communis L das cultivares: IAC-80,
Cafelista, AL-Pretae AL-Guarany 2002, com o uso carmim-
-acético em graos de polen fixados.

Cultivares de Médias de
Ricinus communis viabilidade polinica*
IAC-80 96.717
Cafelista 95.732
AL-Preta 88.48°
AL-Guarany 2002 86.46°

*Médias seguidas por letras diferentes diferem entre si
pelo teste de Duncan a 5% de probabilidade. C.V.=5,39%.

Arq. Inst. Biol., Sao Paulo, v.76, n.1, p.115-120, jan./mar., 2009

117



118

De acordo com LoGUERCIO; BATTISTIN (2004), atra-
vés de estudos sobre a viabilidade polinica pode-se
estimar o potencial de reproducdo de uma espécie,
cultivar ou populacdo. Segundo ainda LoGuErcio;
BatTisTIN (2004), muitas angiospermas produzem
elevado percentual de pdlen viavel, muito embora
nemtodos possam ser utilizados nafertilizacao efeti-
vamente. Considerando-se que a manifestagdo do ge-
nétipo de umindividuo é oresultado dacontribuigdo
trazida pelos gametas masculino e feminino, quanto
maior a viabilidade polinica, maior a possibilidade
da formacao de diferentes combinac¢des entre alelos,
isto é, aumento de variabilidade genética a qual é
imprescindivel para a selegdo de novos cultivares
com caracteristicas agrondmicas desejaveis (Souza et
al.,2002). Portanto os resultados obtidos neste estudo
indicamserem estas cultivares vidveis para utilizacdo
em programas de melhoramento (Tabela 1).

DOoMINGUEs et al. (1999), comparando a técnica da
coloragdo de polen com carmim acético a 25% com
os trabalhos de Moreira e Gurgel (apud LoGUERrcIO;
BartTisTiN, 2004) que utilizaram carmim acético 40%,
descreveram que, mesmo em concentragdes menores
do corante, esta metodologia permite boas andlises de
viabilidade do pdlen e que as concentragdes maiores
permitem apenas fotos mais nitidas. Estes dados
corroboram com aqueles obtidos neste experimento
utilizando carmimacéticoa2% parapélendemamona,
pois permitiu uma boa distingdo entre p6lens viaveis
einvidveis considerando esta metodologia adequada
para avaliacdo de viabilidade polinica (Fig. 1).

O efeito do ambiente no comportamento meié-
tico, e conseqiientemente na viabilidade dos gréaos
de pdlen, foi observado por Souza (2002) em Passi-
flora edulis sugerindo que variagdes na temperatura
ambiental podem interferir na microsporogénese,
microgame-togénese e, conseqiientemente, na viabi-
lidade dos grdos, diminuindo a formacao de frutos e
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de sementes. De acordo com estes dados é possivel
que a alta viabilidade encontrada nos genétipos
estudados indique uma adaptabilidade da mamona
as condicdes ambientais da regido sul do Brasil.

Crioconservacao dos graos de pdlen

Verificou-se através da andlise de variancia que
houve diferencas altamente significativas para os
tratamentos avaliados, indicados pela diferenca
na germinacdo do pélen (Tabela 2). Dentre os tra-
tamentos, aquele que apresentou melhor indice
de germinacao de poélen foi o ultrafreezer (-80° C),
podendo ser considerado o mais eficiente entre os
sistemas testados (Tabela 2). Nao foi verificada di-
ferenca significativa quanto a viabilidade dos gréaos
conservados por 15 e por 30 dias na mesma tempe-
ratura de tratamento, indicando que os pélens apds
o congelamento inicial poderao ficar por um longo
periodo mantendo a mesma viabilidade (Tabela 2).
Diferentemente dos resultados obtidos por PEREIRA
et al. (2002) onde, em experimentos com pélens de
varias espécies de eucalipto (Eucalyptus sp.), foram
evidenciadas diferencas na viabilidade associadas
com o tempo de armazenamento. Conforme ainda
esses mesmos autores, o periodo de quatro meses
paraaestocagem de pélen de eucalipto é mais doque
suficiente para dar maior flexibilidade as atividades
de hibridacdo dos programas de melhoramento.

Areducdo do potencial de germinacédo dos graos
de pélen submetidos aos tratamentos pode ter ocor-
rido devido ao congelamento do liquido celular,
causando o rompimento da membrana e da parede
celular dos graos (Fig.2A) oualiberacdo de exudatos
do liquido interno (Fig. 2B). Observou-se, porém,
que em poélens de mamona onde aparentemente
ocorreu a liberacdo de exudato ocorreu também a
germinacao (Fig. 2C).

FRL

™
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| 2-30pm

H r ———

Fig. 1 - Graos de pdlen ap6s coloragdo com carmim acético. (A) viavel (seta pontilhada) e inviavel (seta cheia). (B) Pélen

viavel, observando-se o contorno da exina e intina e a abertura dos poros de forma bem definida (seta).
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Fig. 2 -Graos de pélen de mamona Ricinus communis var. IAC-80 ap6s crioconservacao. (A) Pélen rompido ao lado de
polen viavel. (B) Pélen ndo germinado com exsudato; (C) graos de pélen mostrando detalhe na germinacéo (seta). (D)
Pélen germinado e com liberagao de exsudato submetidos ao congelamento a -80° C por uma hora.

Em cultivares de maracujazeiro os graos de polen
parecem estar recobertos pelo pollenkit que, dentre
outras fungdes, atua como protetor, minimizando
a desidratagdo e conseqiientemente a perda de
viabilidade nesta espécie (Souza et al., 2002), Na
Figura 2D, observa-se a liberacdo de uma sustancia
que pode estar relacionada a cobertura externa do
grao de poélen.

O baixo indice de viabilidade no controle pode
ser conseqiiéncia da qualidade da amostra, a algum
pequeno distarbio na meiose, embora estando tenha
sido estudada no presente trabalho, ou pode ainda
ser decorrente damanipulagdo dos graos na execugdo
da técnica utilizada na analise.

Deve-se considerar também, de acordo com
experimentos com diversas espécies e cultivares,
a variagdo no tempo de germinagdo dos graos, su-
gerindo a necessidade de estudos complementares
que estabelecam um tempo ideal de germinagao
para cada cultivar de mamona estudada, e para a
espécie. Em Eucalyptus calmadulensis, por exemplo,
a germinagdo é mais rapida que outras espécies do
mesmo género (PEREIRA. ef al., 2002).

Embora fique evidente a eficiéncia da técnica de
armazenamento por criopreservacao, para outras
espécies, os resultados deste trabalho sugerem que o
armazenamento de pdlen paraascultivares demamo-
na estudadas requer ainda adaptagdes no processo.

Os graos de p6len de mamona apresentaram alto
percentual de viabilidade polinica na antese pelo
método de estimativa com o corante carmim acético,
ocorrendo varia¢des neste percentual em relagao as
cultivares estudadas.

O meio basico utilizado para avaliacdo da ger-
minacao in vitro de pélen de mamona apés trata-
mentos a baixas temperaturas parece nao ter sido
adequado, pois foi observado um baixo percentual
de germinagdo em todos os tratamentos inclusive no
controle, contrapondo-seaestimativa de viabilidade
por corante que excedeu 90%.

Para conservagao da viabilidade polinica, dentre
as diferentes temperaturas testadas, o uso de ultra-
freezer (-80° C) foi o mais eficiente.

Tabela 2 - Percentual médio de germinacao dos graos de
polen de mamona cv. IAC-80, submetidos a baixas tem-
peraturas e em dois periodos de armazenamento.

Tratamentos Médias* 15 Dias 30
dias

Controle 12,70° 12,702 12,702
Ultrafreezer -80° C 0,82" 0,52* 1,192
Freezer -18° C 0,04¢ 0,002 0,192
Nitrogeénio liquido -196°C 0,08 0,09~ 0,00

*Médias seguidas por letras diferentes diferem entre si
pelo teste de Duncan a 5% de probabilidade.
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