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Influéncia de fatores abiéticos na viabilidade polinica em Adenium obesum

RESUMO

A rosa-do-deserto, Adenium obesum (Forssk.) Roem. & Schult, € originaria da Africa mais precisamente
da regido Sul do Saara. Pertence a familia Apocynaceae. O conhecimento sobre a biologia reprodutiva
das espécies é fundamental nos estudos de botanica e na propagacgdo sexuada. Os graos de poélen sao
um dos componentes mais importantes, e a sua viabilidade é essencial na area o melhoramento genético
para producao de novos recombinantes. Os estudos indicam uma possivel autoincompatibilidade e baixas
taxas de viabilidade dos grdos de pélen nessa espécie, fatores que dificultam a polinizacdo natural e
artificial. Objetivou-se avaliar a influéncia de fatores abi6ticos na viabilidade polinica de A. obesum. Foram
implantados dois experimentos que foram conduzidos no laboratério de Biotecnologia do Instituto de
Ciéncias Agrarias da Universidade Federal de Minas Gerais. Experimento 1 (Viabilidade polinica in vitro
sob diferentes temperaturas e concentracdes de sacarose): o delineamento experimental foi inteiramente
casualizado em esquema fatorial 4 x 4, com quatro temperaturas de germinacao (15, 20, 30, 35°C), quatro
diferentes concentragfes de sacarose no meio de cultivo (0%, 1%, 2%, 3%) e quatro repeti¢cdes. As flores
da rosa- do-deserto foram coletadas na antese e os grédos de pélen foram inoculados em laminas
juntamente com o meio de cultura. Foram acondicionadas em camara do tipo B.O.D por seis horas, e em
seguida realizada a coloracdo com corante azul de toluidina. Experimento 2 (Efeito da temperatura no
desenvolvimento e viabilidade dos gréos de pélen): o delineamento foi inteiramente casualizado com trés
temperaturas (20, 25 e 30°C) e trés repeticGes. As plantas da rosa-do-deserto foram mantidas em trés
camaras do tipo B.O.D para incubacgédo sob as diferentes temperaturas, em fotoperiodo de dezesseis horas
de luz. Foram avaliadas cinco flores na antese. Os graos de poélen foram coletados, colocados em laminas
com uma gota do corante azul de anilina, uma gota de lugol, e fixados com uma gota de glicerina. Houve
interacdo significativa entre os fatores temperatura e concentracdo de sacarose. A partir dos
desdobramentos foi constatado que a maior porcentagem de gréos de pdlen germinados in vitro viaveis
foi de 39,81% na temperatura estimada de 26,05°C. Os acessos de rosa-do-deserto mantidos em B.O.D.
sob temperatura de 30°C e fotoperiodo de 16 horas de luz apresentaram florescimento mais rapido e as

temperaturas = 25°C indicaram porcentagens de viabilidade dos gréos de pélen acima de 69%.

Palavras-chave: Germinagéo. Rosa-do-deserto. Graos de poélen. Sacarose. Temperatura.



Abiotic factors influence on polynic viability in Adenium obesum

ABSTRACT

The desert rose Adenium obesum (Forssk.) Roem. & Schult, that it is originated in Africa, more precisely
in the Southern Sahara region belongs to the Apocynaceae family. The knowledge about the species
reproductive biology is essential in studies of botany and in sexual propagation. Pollen grains are one of
the most important components and their viability is essential in the genetic improvement area for the
production of new recombinants. Studies indicate a possible self-incompatibility and low viability rates of
pollen grains in this species and these are factors that hinder natural and artificial pollination. The objective
of this study was to evaluate the influence of abiotic factors on the pollen viability of A. obesum. Two
experiments were implemented and conducted in Biotechnology laboratory (CPCA / UFMG). Experiment
1 (Pollen viability in vitro under different temperatures and sucrose concentrations): the experimental
design was in a 4 x 4 factorial scheme with four germination temperatures (15, 20, 30, 35°C), four different
sucrose concentrations in the culture medium (0%, 10%, 20%, 30%) and four replications. The flowers of
the desert rose were collected in the anthesis and the pollen grains were inoculated in slides together with
the culture medium. They were stored in a B.O.D type chamber for six hours and then stained. Experiment
2 (Effect of temperature on the development and viability of pollen grains): the design was completely
randomized with three treatments, different temperatures (20, 25 and 30°C) and five replications. The
desert rose plants were kept in three B.O.D chambers for incubation under different temperatures (20, 25
and 30°C) in a sixteen-hour photoperiod of light. Five flowers were evaluated at anthesis. The pollen grains
were collected, placed on slides with a drop of the toluidine blue dye, a drop of lugol, and fixed with a drop
of glycerin. There was a significant interaction between the factor’s temperature and sucrose concentration.
The highest percentage of pollen grains germinated in vitro viable was observed (39.81%) at the estimated
temperature of (26.05°C) and (25.70%) at the estimated sucrose concentration of (18%), presented
quadratic behavior for all temperatures and concentrations tested. It is concluded that the significant
interactions observed between temperature and sucrose concentrations indicate that both factors are
important in the pollen viability of Adenium obesum. The accessions of desert rose kept in B.O.D under a
temperature of 30°C and a photoperiod of 16 hours of light showed faster flowering and temperatures =

25°C indicated percentages of pollen grains viability above 69%.

Keywords: Germination. Desert Rose. Pollen grains. Sacarose. Temperature.



LISTA DE ILUSTRACOES

Figura 1 — Planta de Adenium obesum evidenciando os primérdios florais, caracterizando o
estagio de sele¢do dos acessos para acondicionamento em BOD sob diferentes
temperaturas. Montes Claros, MG, 2020 .........cooouiiieeiiiiiieer ittt i 36

Figura 2 — Acessos de Adenium obesum acondicionadas em camaras do tipo B.O.D sob
diferentes temperaturas (A) 200C, (B) 250C e (C) 300C, Montes Claros, MG, 2020

Figura 3 — Corte longitudinal de uma flor de Adenium obesum em antese (A) e detalhe dos
graos de pélen aderidos nas anteras (B), Montes Claros, MG, 2020 ........cccccccevvveeiiieeeeeiiiiininnns 37

Figura 4 — Viabilidade dos graos de pélen de Adenium obesum por meio do teste colorimétrico.

A — graos de poélen viaveis; B — graos de poélen inViaveis ...........cccccevveeeeeeiieneeeen, 37

Figura 5 — Superficie de resposta para a germinacao in vitro de grdos de pdélen de Adenium
obesum, em funcdo das concentracbes de sacarose (0%, 1%, 2% e 3%) e
temperaturas (15°, 20°, 25° e 30°C). Médias transformadas (logX+1). Montes
(O F= Vo ST 1Y [ T2 0 1 O IO 38

Figura 6 — Germinagdo in vitro dos gréos de poélen de Adenium obesum em diferentes concentracdes de
sacarose: A — 0%; B — 1%; C — 2%; D — 3%. Montes Claros,
MG, 2020 ..oiiiiiiee ittt a et e e e e e e e b rraeaae e e e e e nrnraraeees 38



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 — Resumo da analise de variancia para os dados de viabilidade dos gréos de pélen
em diferentes temperaturas Montes Claros, MG, 2020 ..........cccccvvvveereeeeeeiieccnnnnnnn, 39



SUMARIO

LN R RI0] 510107 J RSN 12
2 OBUIETIVOS .. 12
2.1 ODJELIVO GEIAI ....ceiiiiiiieeieite ettt e et e e e e e 12
2.2 ODbjetiVOS ESPECITICOS ...cciiiiiiiiiiie ettt e e e e e s s e e e e s s st e e e e e e e e aanns 12
3 REVISAO DE LITERATURA ..ottt ettt st s et enate s ete et nnsaene e 14
3.1 Importancia eCoNOMICA € SOCIAL.........uiiiiiiiiii i 14
3.2 Polinizacao e biologia reproduULiVA ..........cceeeeeiiiiiiiiiiee et e e e e st e e e s s ssrrrer e e e e e e anes 15
3.3 Desenvolvimento e viabilidade POIINICA ..........coiiiiiiieiii e 16
3.4 RETEIENCIAS ...ttt ettt e ettt e e ettt e et e e e be e e aees 17
4 ARTIGO .. 20
4.1 ARTIGO 1 - Viabilidade Polinica em Adenium 0beSUM ........c.ocueeiiiiiieiiiiieee e 21

5 CONSIDERAGOES FINAIS ......ouiiiieiieiieieteteee ettt s e tess s s sn s s sens 39



12

1 INTRODUCAO

A rosa-do-deserto, Adenium obesum (Forssk.) Roem. & Schult, é originaria da Africa, mais
precisamente do Sul do Saara, pertence a familia Apocynaceae. No ambiente nativo a planta pode se
encontrar em dorméncia, com evidéncia de perda de folhas, cenario em que as flores ganham destaque
em virtude da beleza e coloracéo, em especial nas cores rosa, vermelho e branco (MCBRIDE et al., 2012;
COLOMBO, 2018). A rosa-do-deserto se destaca pelo valor ornamental, além do uso medicinal no controle
de microrganismos (ADAMU et al., 2005).

As plantas desse género caracterizam-se pela producéo de quantidades variadas de seiva leitosa e
sdo consideradas tolerantes a resistentes a climas aridos e semiaridos (MCLAUGHLIN; GAROFALO,
2002), e essa Ultima caracteristica é responsavel pelo nome popular de Adenium obesum (HASTUTI;
SETYONO, 2009). A rosa-do-deserto tem sido amplamente utilizada como ornamental por ser de facil
manuten¢do, ampla variabilidade dos arranjos florais se tornando atraente e a presenca marcante da
estrutura denominada caudex esculpido e base dilatada (ROWLEY, 1987).

O funcionamento de todo o sistema reprodutivo de uma planta pode variar em funcéo das condicfes
climaticas as quais € submetida (ESCOBAR et al., 1986). Conhecer a biologia reprodutiva das espécies
€ primordial para a permanéncia e evolugdo (PRATHAMA, 2009), porém, esse sistema ainda é pouco
compreendido em diversas espécies de plantas superiores (CHAN; LIM; SAW, 2011). A biologia floral pode
ser entendida, portanto, como o estudo de todas as manifestacdes de vida da flor, incluindo a fertilizacéo,
combinando-se com a biologia reprodutiva e com a ecologia da polinizagéo, resultando no entendimento
de como a reproducéo das plantas acontece (FAEGRI; PIJL, 1979).

Os graos de pdlen sdo um dos componentes mais importantes, e a sua viabilidade é essencial na
area do melhoramento genético para producao de novos recombinantes. Os estudos sobre o gréo de pélen
sdo (teis para direcionar o melhor momento para realizacdo de cruzamentos (SOARES et al., 2011),
conservacao de recursos genéticos (CHAUDHURY et al., 2010) e indicagdo de potencial de viabilidade
(BREWBAKER, 1967). Em estudos realizados em Adenium indicam uma possivel autoincompatibilidade e
baixas taxas de viabilidade dos grdos de polen nessa espécie, fatores que dificultam a polinizagcao natural
e artificial (ROWLEY, 1980; AVEKIN; Ramos,2020).

Diante dos relatos descritos acima, objetivou avaliar a influéncia de fatores abiéticos na viabilidade
do pdélen de A. obesum avaliados através de métodos colorimétricos e de germinagéo in vitro.

2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Objetivou-se avaliar a influéncia de fatores abidticos na viabilidade polinica de A. obesum.

2.2 Objetivos Especificos

— Testar concentragBes de sacarose e diferentes temperaturas na germinacédo in vitro de gréos de

polen de Adenium obesum coletados na antese;


http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S2317-15372015000400206&lng=en&tlng=en#B15
http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S2317-15372015000400206&lng=en&tlng=en#B15
http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S2317-15372015000400206&lng=en&tlng=en#B15
http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S2317-15372015000400206&lng=en&tlng=en#B15
http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S2317-15372015000400206&lng=en&tlng=en#B15
http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S2317-15372015000400206&lng=en&tlng=en#B15
http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S2317-15372015000400206&lng=en&tlng=en#B15
http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S2317-15372015000400206&lng=en&tlng=en#B1
http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S2317-15372015000400206&lng=en&tlng=en#B1
http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S2317-15372015000400206&lng=en&tlng=en#B1
http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S2317-15372015000400206&lng=en&tlng=en#B1
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—Identificar a melhor temperatura na viabilidade dos gréos de pélen de Adenium obesum na antese.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Importancia econbmica e social

Ao se tratar de plantas ornamentais, deve-se considerar que existe ampla gama de espécies
vegetais que compdem esse grupo. As diferentes espécies sdo adaptadas as diferentes condigGes
climaticas e de solo, o que favorece a producédo nas distintas regides em todo o mundo. Além da
diversidade existente, é conhecida a importancia relacionada as flores que ao longo do tempo sempre
tiveram ligacdo a histéria do homem, que determinou o cultivo dessas em escala comercial para algumas
espécies. Flores e plantas ornamentais apresentam boa rentabilidade e podem ser cultivadas em
pequenas extensdes, sob condi¢des controladas (NEVES et al., 2015).

O Brasil teve indicios de origem com plantas ornamentais através de firmas habituais da fruticultura.
Contudo, o desenvolvimento comercial foi registrado somente em 1950 e 1970 alcancou sua estabilidade
trabalhista. Inicialmente os estados de Santa Catarina e Sado Paulo produziram em escala para mercados
(JUNQUEIRA; PEETZ, 2008).

Recentemente o Brasil estima em torno de oito mil produtores de flores. Sao produzidas trés mil
variedades, entre essas 350 espécies cultivadas. No entanto o mercado de flores vem ganhando relevancia
pois movimenta e aquece a economia, gerando 199.100 empregos acessiveis, sao (39,53%) que equivale
78.700 relacionado com a produtividade, 8.400 (4,22%) & distribuicdo, 105.500 (53%) no varejo e 6.500
(3,25%) a outros encargos. O rendimento do mercado de ornamentais em 2018 foi de R$ 8,1 bilhdes, com
possibilidades de crescimento entre 8 e 10% ano, de acordo com Instituto Brasileiro de Floricultura
(IBRAFLOR, 2020).

No estado de Minas Gerais, o cultivo de flores e plantas ornamentais compreende 645 hectares e
em torno de 130 municipios. O faturamento calculado é de R$169,3 milhGes, em que 70% é obtidos do
comércio de flores e folhagens de corte, 20% de ornamentais e 10% de plantas e flores. Em média séo
contabilizados 576 agricultores operando na producao em todo o estado. H4 consolidacdo de pequenos
produtores, com poucas associa¢cfes e auséncia de articulacdes especifica para organizacdo do setor
(IBRAFLOR, 2020).

Adenium obesum, trata- se de uma planta ornamental inclusa na familia Apocynaceae,
habitualmente renomada como rosa-do-deserto considerada uma planta herbacea, suculenta, de aspecto
escultural e floracdo exuberante e intensa. No entanto ha informagées que a espécie teve origem na Africa
Oriental e comumente é cultivada em areas humidas tropicais (TALUKDAR, 2012).

Apesar de ser pouco conhecida mundialmente, a rosa-do-deserto apresenta alto potencial
exploratdrio, bem como 6timas perspectivas quanto ao crescimento de cultivo, constituindo alternativa para
pequenos e médios produtores rurais provenientes do semiarido e sem sistema de irrigacao. Este fato esta
associado a anatomia do caule, que apresenta reservatorio de agua e nutrientes por periodos de estiagem
e seca prolongada (MCLAUGHLIN; GAROFALO, 2002).

Nos ultimos anos obteve-se maior abrangéncia da rosa-do-deserto por parte de floricultores e
paisagistas brasileiros, em virtude do elevado valor ornamental. Contudo, ainda sdo escassos

conhecimentos técnicos e agrondémicos para demanda comercial (SANTOS et al., 2015).



15

A rosa-do-deserto vem ganhando importancia pois mostra resultados satisfatérios relacionado a
producdo pois se trata de uma planta ornamental nova no mercado, no entanto é a quinta mais
comercializada em todo o pais, que vem crescendo a cada ano e aumenta a procura na area paisagista
(IBRAFLOR, 2020).

3.2 Polinizacéo e biologia reprodutiva

Adenium obesum pertence ao grupo das arbustivas, e plantas arbéreas. Essas apresentam raizes
suculentas e caule engrossado na base, que é considerado adaptacdo e consiste em reservatorio para
agua e nutrientes em regides aridas (SANTOS et al., 2015). E composta por folhas simples, dispostas em
forma de espiral nas extremidades dos ramos, possui flores de diferentes formatos e cores, no entanto ndo
possuem cheiro proprio. O fruto € proveniente de um Unico carpelo que se divide com finalidade de
liberacdo de sementes com tufos peludos para melhor dispersdo pelo vento (TALUKDAR, 2012).

Em relacdo aos frutos, estes sdo formados em pares logo apos a fertilizacdo e sdo divididos em
foliculos. Apés o processo de maturacao se abrem de forma longitudinal de modo que facilite a dispersdo
e que ocorra a liberacdo das sementes pelo vento. Contudo, algumas plantas ndo conseguem produzir
sementes, em virtude do insucesso da polinizacdo depende de aspectos como a falta de polinizadores,
morfologia floral complexa e a prépria fecundacao.

A propagacédo sexuada é considerada relevante para o cultivo da rosa-do-deserto, sobretudo para
os programas de melhoramento genético dessa categoria, isso se deve em razdo da diversidade
morfolégica que é averiguada na linhagem decorrente de apenas um cruzamento, sendo uma boa escolha
para fabricacdo de porta-enxertos (MCLAUGHLIN; GAROFALO, 2002; DIMMITT; JOSEPH; PALZKILL,
2009; COLOMBO et al., 2018).

As flores séo hermafroditas com uma grande diversidade na sua coloragdo. Mesmo contendo essas
caracteristicas ndo atraem muitos polinizadores nas flores, sendo mais eficaz a polinizagdo cruzada. Os
aparelhos reprodutivos que constitui a parte feminina da flor sdo compostos por estilete, ovario e estigma,
e a parte masculina é constituida por estames que sao constituidos pelo filete, gréo de polen e a antera
(ROWLEY, 1980; BRAUM, 2008). Os cincos estames possuem forma de cone e anteras tém fendas
voltadas para o interior desse cone. O apice do cone, se assemelham as verdadeiras anteras. Quanto ao
estigma, este se encontra escondido dentro do cone (DIMMITT; JOSEPH; PALZKILL, 2009).

As flores da rosa-do-deserto apresentam em geral cinco sépalas e cinco pétalas, possuem varias
tonalidades, com insercdo no tubo floral, sendo que o tubo de superficie interna pode ter cinco ou 15 linhas
vermelhas, denominadas néctar guias. As flores podem apresentar as bordas avermelhadas a sua
composicao na cor rosa e interior amarelo, e a disposi¢cdo destas em formato de sino (ROMAHN, 2012).

O florescimento em Adenium obesum, ocorre essencialmente na primavera, sendo verificada
possibilidades de floracéo no verédo e outono de acordo com a conducéo da planta. Isso pode ocorrer mais
rapidamente em plantas derivadas de sementes com um ano de cultivo e com altura suficiente
(MCLAUGHLIN; GAROFALO, 2002).

Em geral a rosa-do-deserto demonstra crescimento lento e vida prolongada, todavia podem
permanecer por varios anos, sua propagacéo pode ser por sementes ou estaquia. Em regides onde ha

invernos frios e secos deve ser feita a indugéo por um periodo de dorméncia, no entanto pode ocorrer a
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perda de folhas. As sementes geralmente sdo descritas de cor marrom claro, asperas e se dispde em
sistema para desmembracdo, que é caracterizada como plumagem nas bases (MCLAUGHLIN;
GAROFALO, 2002).

A propagagéo in vitro com plantas do género Adenium s&o desconhecidas, mas s&o informagfes
que se tornam fundamental pois permite produzir explantes com qualidade, ja se sabe que sementes
reproduzidas in vitro, ndo tem contaminacdo mas ha pouca germinacdo (MACHADO JUNIOR;
FERNANDES, 2018).Um dos indicadores do potencial embriogénico, é a inducdo de calos, que é a
producédo de varios tecidos oriundos de um planta em condicBes assépticas, em estudos com o género se
percebe uma suscetibilidade para regeneracao e formacéo de calos com propriedades medicinais anti-

inflamatério biologicamente ativo (LEE et al., 2017).

3.3 Desenvolvimento e viabilidade polinica

O plantio e germinagdo das sementes constituem etapas fundamentais na producéo de plantas e
flores ornamentais. Compete aos agricultores o uso de méo-de-obra qualificada e tecnologias que tenham
a capacidade de obter mudas de qualidade (CAMPANHARO et al., 2006).

A rosa-do-deserto caracteriza-se por ser um género diversificado que ndo apresenta um inseto
nativo que seja capaz de polinizar em condigbes de producdo no Brasil, no entanto a formagéo de
sementes ocorre por meio de polinizacdo cruzada (COLOMBO et al., 2018; PORTES, 2018).

A propagacdo de A. obesum é feita, sobretudo por sementes, jA que as plantas oriundas de
sementes possuem caudex e raizes primérias e principal superiores as que séo providas de estacas
(COLOMBO et al., 2015). Em relacdo a polinizacdo manual, esta é efetuada por meio da extracdo de uma
ou duas pétalas da flor coletada, com a exibicao das anteras. Posterior a isso, as anteras sao retiradas e
com auxilio da pinca € realizado o recolhimento dos grédos de pélen que é concedido para o estigma da
flor destinada. Ao final de 90 dias de hibridacao da flor, verifica-se a deiscéncia do foliculo e em seguida
pode ser feita a colheita das sementes para o plantio (COLOMBO et al., 2018).

A microesporogénese é a formacao de esporos primarios no aparelho reprodutivo masculino de uma
planta. Eles se diferenciam por meiose e ficam armazenados na parede interna da antera. O microsporocito
que é a diferenciagdo do esporo primario, apés a meiose, formam duas células haploides, que ficam unidas
por uma parede do miscrosporécito, que se denomina grao de pélen (LORA et al., 2009; SCOTT et al.,
2006; GBOL, 2020).

Os grédos de polen de Adenium, possuem um volume interno consideravel compacto a antera, se
localizam na cabeca do estilete, quando se expandem liberam os gréos de pdlen proximos da antese
(GAYDARZHI, 2016; RAMOS, 2020).

Estudos indicam que algumas espécies do género Adenium apresentam um bom potencial polinico
dias ap6s antese, e uma possivel autoincompatibilidade entre os individuos (ROWLEY1980; AVEKIN;
GAYDARZHI, 2016). As flores se encontram receptivas antes da antese, mas os melhores resultados de
germinacao foram obtidos no periodo de pés antese (RAMOS, 2020).

Dentre os fatores que podem afetar a performance dos graos de pélen das espécies, a temperatura
€ apontada como um dos mais importantes interferindo na fertilidade (HEDHLY, 2011; PRASAD; BOOTE;

ALLEN, 2011). Incrementos suaves da temperatura durante o crescimento e desenvolvimento dos tecidos
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reprodutivos, podem acelerar ou atrasar o florescimento (BALASUBRAMANIAN et al., 2006; TONSOR et
al., 2008), afetar a sincronia no desenvolvimento dos sistemas reprodutivos masculino e feminino
(BARNABA'S; JAGER; FEHER, 2008; HEDHLY; HORMAZA; HERRERO, 2008) e originar defeitos nos
gametas (MORRISON; STEWART, 2002). As temperaturas elevadas também podem afetar a quantidade
de gréo de pdlen, sua morfologia, composicao quimica e metabolismo (PRASAD et al., 2002; KOTI et al.,
2005; ALONI et al., 2001).

A estimativa da viabilidade do grédo de polen permite inferir sobre a capacidade de germinagéo e
fecundacédo, sendo importante destacar que a variacdo da umidade e temperatura do ambiente, estadio
de desenvolvimento da flor, coleta e condicdes de armazenamento do grao de pélen influenciam direta e
indiretamente a sua viabilidade (STANLEY; LINSKENS, 1974). De acordo com Galetta (1983) a viabilidade
polinica pode ser estimada por quatro principais métodos: germinag&o in vitro; métodos colorimétricos;
germinacao in vivo e porcentagem de frutificagéo efetiva, obtida com a utiliza¢éo do pélen em teste.

A utilizac&@o de corantes para estimar a viabilidade polinica é o método mais rapido utilizado pelos
pesquisadores (RODRIGUEZ-RIANO; DAFNI, 2000). Entretanto, o0 método de germinacao in vitro € um
dos métodos mais utilizados e difundidos na comunidade cientifica, devido a sua rapidez, eficiéncia, e pode
apresentar alta correlacdo com o pegamento de frutos e sementes (DAFNI; FIRMAGE, 2000). O sucesso
da germinacao do grao de pdlen in vitro é influenciado por alguns fatores como os constituintes do meio
de cultura, o tempo de incubacdo e a temperatura (TAYLOR; HEPLER, 1997). Diferentes meios para a
germinacao de poélen in vitro tém sido relatados para vérias espécies (TAYLOR; HEPLER, 1997), sendo

utilizado principalmente o meio bésico desenvolvido por Brewbaker e Kwack (1963).
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Viabilidade Polinica em Adenium obesum
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Resumo

Objetivou-se com o presente estudo: (1) Testar concentracdes de sacarose e temperaturas na
germinacao in vitro de graos de pdlen de Adenium obesum e; (2) identificar o efeito da temperatura
na viabilidade de gréos de polen de Adenium obesum. Foram realizados dois experimentos e
utilizados acessos de A. obesum com 18 meses de idade cultivados em vasos em viveiro. Em ambos
experimentos as flores dos acessos foram coletadas manualmente no dia da antese. No primeiro
experimento, para o teste de germinacéo in vitro os graos de polen foram extraidos e inoculados
em laminas de vidro com 150uL do meio de cultura padrdo com variagdes nas concentragdes de
sacarose (0%, 1%, 2% e 3%) e incubados sob diferentes temperaturas (15°, 20°, 25° e 30°C).
Utilizou-se delineamento inteiramente casualizado, com quatro repeticbes. No segundo
experimento, acessos de A. obesum no inicio do desenvolvimento do primérdio floral foram
selecionadas em viveiro e acondicionadas em camara B.O.D. sob diferentes temperaturas (20°, 25°
e 30°C) e fotoperiodo de 16 horas de luz, com delineamento inteiramente casualizado e trés
repeticGes. A viabilidade dos gréos foi realizada por meio do teste colorimétrico. Interacdo
significativa entre temperaturas e concentracGes de sacarose foi observada no teste de germinacao
in vitro. A maior porcentagem de germinacéo in vitro dos graos de pélen foi observada (39,81%)
na temperatura estimada de 26,05°C. Os acessos de rosa-do-deserto mantidos em B.O.D. sob
temperatura de 30°C e fotoperiodo de 16 horas de luz apresentaram florescimento mais rapido e
as temperaturas > 25°C indicaram porcentagens de viabilidade dos grdos de pélen acima de 69%.

Palavras-chave: antese, rosa-do-deserto, graos de pdlen, sacarose, temperatura.

Abstract
Pollen Viability in Adenium obesum

The aim of this study was: (1) to test sucrose concentrations and temperatures in the in vitro
germination of Adenium obesum pollen grains and; (2) to identify the effect of air temperature on
the viability of Adenium obesum pollen grains collected in anthesis. In the experiments conducted

in the present work, accessions of A. obesum (18 months old) grown in pots in a nursery were
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selected. In the in vitro germination and viability tests, the accession flowers were collected
manually on the anthesis day. For the in vitro germination test, pollen grains were extracted and
inoculated in glass slides with 150uL of the standard culture medium with variations in sucrose
concentrations (0%, 10%, 20% and 30%) and incubated under different temperatures controlled
(15°, 20°, 25° and 30°C). The data were submitted to variance analysis. In the second experiment,
accessions of A. obesum at the beginning of the development of the floral primordium were
selected in a nursery and stored in a B.O.D. under different temperatures (20°, 25° and 30°C) and
a photoperiod of 16 hours of light. The pollen grains viability was accomplished through the
colorimetric test. Significant interaction between temperatures and sucrose concentrations was
observed in the in vitro germination test. The highest percentage of in vitro pollen grains
germination was observed (39.81%) at the estimated temperature of 26.05°C. Desert rose
accessions maintained in B.O.D. under a temperature of 30 ° C and a photoperiod of 16 hours of

light, they flowered faster and temperatures > 25°C indicated percentages of pollen grains viability
above 69%.

Keywords: anthesis, desert rose, pollen grains, sacarose, temperature.

INTRODUCAO

A espécie Adenium obesum (Forssk.) Roem. & Schult, conhecida comumente como rosado-
deserto caracteriza-se por ser ramificada, com caule curto que atua como reserva, vem ganhando
relevancia como ornamental devido a alguns aspectos botanicos e fisiologicos, diversidade de
cores nas pétalas e disposicOes florais, resisténcia ao estresse hidrico, excelente adaptacdo em
ambientes de pleno sol e por fim, o fato de ser uma planta perene. Pertence a familia Apocynaceae,
e relatos indicam que a sua origem foi na Africa, mais precisamente do Sul do Saara (Brown, 2012;
Oyen, 2008; Lorenzi, 2015 ; Wannakrairoj, 2008; Mcbride et al., 2014).

E de fundamental importancia a multiplicagio da rosa do deserto por semente devido suas
caracteristicas morfoldgicas e genéticas, tais como caudex e coloracdo das flores, apreciadas por

colecionadores (Colombo et al., 2018).
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As flores do género tém uma complexa morfologia floral, pode ser de formato redondo ou
estrela, a corola tem aspecto de funil, ovario superior, estiletes reunidos, estames com filetes fortes
e pequenos, longas anteras que se encontra dentro de um cone em cima do estigma (Rowley, 1980).

O pdlen fica armazenado na base das anteras e o estigma fica encoberto por este, as flores
sdo hermafroditas com diferentes cores. Elas podem ficar abertas de trés a trinta e dois dias e ndo
exalam perfume. S&o bissexuais actinomarficas, com parte feminina composta por estilete, estigma
e ovério, e a masculina por filete, antera e pélen. Reproduzem-se através de alogamia, ou seja,
reproducdo cruzada, pois ha uma possivel autoincompatibilidade entre o género, dificultando a
autopolinizacao das flores. A polinizacéo natural é feita por polinizadores com apéndice alongado
que se localiza na cabeca de algumas espécies, o que dificulta pois ndo se encontra no nosso
territorio, todavia se faz necessario a polinizacdo artificial para produgdo de sementes (Brown,
2012; Rowley 1980; Ramos, 2020).

O grdo de polen é de grande importancia na reproducdo sexuada, pois permite que o tubo
polinico leve o gameta masculino até o gameta feminino. O formato pode ser eliptico ou esférico
e o diametro, variam de 0,01 a 0,1imm. E produzido no microsporangio, formado por duas células
haploides e uma pelicula protetora. Uma célula se dividira e formara dois gametas masculinos e a
outra célula vegetativa vai dar origem ao tubo polinico (Bennett e Willis, 2002; Santos, 2020).

Foi constatado em estudos que a fertilidade do polen da espécie Adenium obesum é de 70%
a 90% do primeiro ao terceiro dia apds antese (Avekin e Gaydarzhi, 2016). Entretanto, dados sobre
a viabilidade dos grdos de pélen na antese sdo desconhecidos, apesar de relatos de produtores
acerca da eficiéncia da fertilizacdo por meio do uso dos gréos de polen coletados no dia da abertura
das flores.

As mudancas no clima, tais como aquecimento global, chuvas, geadas e a propria
sazonalidade climética influenciam na producdo agricola, principalmente na producdo de
ornamentais pois sao sensiveis a alteracGes no clima. A temperatura € o fator abiotico que mais

altera o aspecto reprodutivo das flores. Em temperaturas minimas inferiores a 15°C compromete a
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viabilidade do polen, e 0 maximo ou superior a 30°C de temperatura pode influenciar o processo
de desenvolvimento dos grdos de polen, ou seja interfere em todo o dinamismo de formacéo
(Stainforth et al., 2005; Young et al., 2004).

Em temperaturas de 30° a 40°C tendem a encurtar algumas fases de desenvolvimento das
plantas, tais como a fase reprodutiva. Assim, a quantidade e a morfologia do pdlen, deiscéncia das
anteras e arquitetura da parede do pélen, bem como a composic¢ao quimica e metabolismo de pélen
demonstraram ser influenciados por essas temperaturas elevadas (Prasad et al., 2002; Koti et al.,
2005; Aloni et al., 2001). Embora a rosa-do-deserto seja de origem de regiGes desérticas, ndo
existem relatos cientificos sobre a influéncia da temperatura na viabilidade polinica.

O presente estudo objetivou avaliar a influéncia de fatores abidticos na viabilidade dos gréos

de pdlen de A. obesum através de métodos colorimétricos e de germinacao in vitro.

MATERIAL E METODOS
Area experimental e Material genético

A partir do banco de germoplasma de rosa do deserto localizado na UFMG/Montes
ClarosMG, foram selecionadas plantas pertencentes a dois acessos conforme descricdo,
denominados:

(@) ICA-bd, acesso com flores de cor branca e disposi¢do das pétalas em arranjo duplo; e (b) ICA-
vt, acesso com flores de cor vermelha e arranjo de pétalas triplo. Seis plantas de cada acesso com
18 meses de idade e duas floracGes finalizadas foram selecionadas (Ramos, 2020).

Os experimentos foram conduzidos em laboratdrio e as plantas em casa-de-vegetacdo com
tela antiafidio e 20% de sombreamento, localizada na Universidade Federal de Minas
GeraisUFMG, Campus Montes Claros-MG, no periodo de marco a agosto de 2020. O municipio
de Montes Claros se encontra em regido semiarida no norte de Minas Gerais, localizada com as

seguintes coordenadas geograficas (Latitude = 16°43°13”S, Longitude = 43°52°52”0, altitude
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média de 638m). O clima é considerado tropical de savana (Aw), segundo Koppen, com
precipitacdo média anual superior a 1060 mm, com inverno seco e verdo chuvoso (INMET, 2017).

Os acessos utilizados estavam acondicionados em vasos de plasticos (4 L) e 17 cm de
diametro, contendo substrato comercial da marca Bioplant® sob cultivo em casa-de-vegetacio. Os
seguintes tratos culturais foram conduzidos ao longo do experimento conforme orientacdo de
Ramos (2020); (1) irrigacdo semanal de 500mL de agua por vaso e (2) adubacao semanal realizada
por vaso pela aplicacdo manual de 200mL do produto Fort flores®, na dosagem de 10 g do produto
comercial diluida em 2 litros de agua.

Contudo essas plantas foram utilizadas para a conducdo dos dois experimentos descritos a

sequir.

Experimento 1: Viabilidade polinica em flores submetidas a diferentes temperaturas

durante o desenvolvimento

As plantas de Adenium obesum que apresentavam o inicio do desenvolvimento do primoérdio
floral (Figura 1) foram selecionadas e acondicionadas duas plantas para cada camara, foram
utilizadas trés cAmaras do tipo B.O.D (Limatec®) com temperaturas controladas de 20°C, 25°C e
30°C e 16h de fotoperiodo (Figura 2).

A partir da floracdo plena foram coletadas as flores no primeiro dia da antese e a extracédo

dos grédos de pélen foi realizada conforme metodologia proposta (Acar e Kakani, 2010; Dafni e

Firmage, 2000), porém com a adi¢do de uma gota do corante azul de anilina. As laminas foram

fixadas com uma gota de glicerina, e logo apds foram visualizadas em microscopio (Binocular,
LED digilab®) de campo claro com objetiva de baixa magnitude (16x) (Zambon et al., 2014).

Cada lamina foi dividida em quatro quadrantes e foram contados 100 grdos de pdlen por

guadrante. Foram considerados viaveis 0s graos de pélen que se apresentaram coloridos de azul
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(Figura 4). O percentual de viabilidade foi obtido pela raz&o entre os grdos viaveis e o total de
gréos avaliados na lamina.

Foi utilizado delineamento experimental inteiramente casualizado (DIC) com trés
tratamentos (20, 25 e 30°C) e trés repeticOes. Cada parcela experimental foi composta por uma
lamina contendo pelo menos 400 gréos de polen.

Os dados avaliados foram submetidos a analise de variancia, e quando significativo pelo teste

F, as médias foram comparadas entre si pelo teste de Tukey, a 5% de significancia.

Experimento 2: Germinacao in vitro dos gréos de pdlen em concentracdes de sacarose e

diferentes temperaturas

Para realizacdo dos testes de germinacéo in vitro, as flores dos acessos selecionados foram
coletadas manualmente no dia da antese as 08:00 horas da manha.

Em camara de fluxo laminar foi realizada a extracdo dos graos de pdlen das anteras com
auxilio de uma agulha (0,45 x 13 mm da marca TKL), e logo em seguida foram inoculados no
centro de uma lamina de vidro, contendo 150uL do meio de cultura padrdo: 1,27mM de Ca(NO3)2
4H>0, 0,87mM de MgSO4 7H20, 0,99mM de KNOs, 1,62mM H3BO e diferentes
concentragdes de sacarose (0, 10, 20 e 30 g.L 1), em pH 7,0 (Brewbaker e Kwack, 1963).

Apos a inoculacdo, as laminas foram acondicionadas em placas de Petri com papel filtro
humedecido, formando uma camara himida, e em seguida mantidas em incubador do tipo BOD
com temperaturas controladas de 15°, 20°, 25° e 30°C. Seis horas apds a incubacdo foi adicionado
uma gota do corante azul de toluidina e a contagem dos graos de polen germinados foi realizada
sob microscopio Binocular, LED digilab® de campo claro com objetiva de baixa magnitude (16x).
Cada lamina foi dividida em quatro quadrantes e foram contados 100 grdos de pdlen por quadrante.
O percentual de germinacdo in vitro dos gréos de pélen foi estimado pela relagdo entre o nimero

de gréos de pdlen germinados em relacdo ao numero total de grdos de pdlen contados em cada
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lamina. Foram considerados viaveis os graos de pélen que apresentaram tubo polinico com o
comprimento igual ou superior ao didmetro do grdo de polen (Acar e Kakani, 2010; Dafni e
Firmage, 2000).

O delineamento experimental inteiramente casualizado foi em esquema fatorial 4 x 4, sendo
testadas quatro temperaturas de incubacdo (15, 20, 30 e 35°C), quatro concentracfes de sacarose
(0%, 1%, 2% e 3%), e quatro repeticdes. Cada parcela experimental foi composta por uma lamina
contendo pelo menos 400 gréos de polen.

Os dados foram submetidos a andlise de variancia, e assim foi possivel calcular
estatisticamente alguns preceitos importantes. Os valores quando o teste “F” foi significativo, ou
seja, maior que F tabelado, foram analisados e gerado um gréfico de superficie resposta em funcédo
das variaveis independentes (doses de sacarose e temperaturas), determinando quais seriam as
condicdes favoraveis para cada uma das variaveis, por meio do programa R studio.

Os dados de porcentagem de germinacdo dos graos de polen foram transformados, por meio

da transformacdo logaritmica (Log X+1) para obter a normalidade do conjunto de dados.

RESULTADOS

Experimento 1: Viabilidade polinica em flores submetidas a diferentes temperaturas
durante o desenvolvimento
De maneira geral, 0s acessos de rosa-do-deserto mantidas em BOD na temperatura de 30°C
e fotoperiodo de 16 horas de luz se desenvolveram mais rapido. Da emissdo do botdo floral até
antese levaram em média 15 dias para atingir a antese. Na temperatura de 25°C levaram em média
22 dias para o seu desenvolvimento, e na temperatura de 20°C atingiram a antese com 28 dias.
Também foi possivel observar que nas temperaturas de 20 e 25°C, as plantas apresentaram

abortamento floral e amarelecimento de folhas.
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A andlise de variancia indicou diferenca significativa a nivel de probabilidade de 5% da
viabilidade polinica da rosa-do-deserto entre as temperaturas (Tabela 1). Observou-se que a
viabilidade dos grdos de polen apresentou medias superiores a 69% nas temperaturas de 25 e 30°C
e foram significativamente superiores quando comparado a temperatura de 20°C (Tabela

1).

Experimento 2: Germinacdo in vitro dos graos de polen em concentragdes de sacarose e

diferentes temperaturas

De acordo com a analise de variancia houve interagdo significativa (p<0,05) entre as
temperaturas e as concentracfes de sacarose para a caracteristica de germinacao in vitro dos gréos
de pdlen de Adenium obesum.

Obteve-se um aumento da germinacao in vitro em condi¢des de temperatura e concentragdo
de sacarose favoraveis, demonstrando crescimento linear, nos demais o crescimento ocorreu de
forma quadratica (Figura 5). Houve um incremento da germinacdo in vitro, com incremento da
temperatura e concentracdo ideais atingindo seu valor méximo de 39,81% germinacéo, depois
houve uma gueda atingindo seu valor minimo de 16,60%

germinacao (Figuras 5 e 6).

DISCUSSAO

A germinacao in vitro é um método seguro e adequado para testar a viabilidade de grdos de
polen, sendo, portanto, o0 mais utilizado (Almeida et al., 2002). E o conhecimento deste importante
caractere se torna crucial para conhecer aspectos de fertilidade e melhorar as praticas de hibridagéo
artificial para producédo das populacdes segregantes em programas de melhoramento (Soares et al.,

2018). No entanto, fatores abidticos como a temperatura (alta ou baixa) e alguns fatores
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nutricionais, podem ocasionar a diminui¢do ou aceleracdo da reacdo das enzimas pertencentes aos
grdos de polen (Taiz e Zeiger, 2013).

No presente estudo foi observada interagdo entre dois fatores abioticos: temperatura e
concentracdo de sacarose na germinacao in vitro dos graos de polen da rosa-do-deserto coletados
na antese. Os resultados indicaram que a germinacdo in vitro dos grdos de polen coletados no
momento da antese de Adenium obesum respondeu positivamente aos efeitos de temperatura em
uma faixa entre 20° e 30°C com variacGes amplas em funcdo da concentragdo de sacarose. Taylor
e Hepler (1997), Zhang et al. (2003) destacaram em seu estudo que fatores como temperatura, o
tempo de incubacdo e componentes do meio de cultura, influenciam diretamente a germinacao de
polen in vitro, pois dependendo da quantidade de sacarose ou de micronutrientes podem impedir
o tubo polinico de se desenvolver ou romper a pelicula ou desnaturar o gréo de p6len tornando o
invidvel, o que dificulta a disseminacao de espécies como frutiferas e ornamentais.

Garcia et al. (2012), nos relata que a sacarose € uma fonte fundamental de energia para a
germinacao do pélen, induzindo o crescimento do tubo polinico e sintetiza células novas. N0ssos
resultados indicaram que mesmo na auséncia de sacarose foi observada germinacao in vitro dos
grdos de pdlen superior a 30%. Esse resultado pode ser explicado em funcdo do gendtipo dos
acessos, e em funcdo de outros componentes do meio de cultura. O meio de cultura padrdo
desenvolvido por Brewbaker e Kwack (1963), Galletta (1983) além da fonte de carbono, possui
em sua composicdo um micronutriente essencial associado a germinacdo dos graos de pélen, o
boro. No entanto uma fonte de carbono ou de boro se torna suficiente para a germinacéao do polen,
ndo sendo essencial outros nutrientes, o boro induz o crescimento do tubo polinico.

Recentemente, um estudo realizado em Adenium obesum indicou que grdos de podlen
coletados em pré-antese apresentaram a maior porcentagem de germinacéo in vitro, em condicgdes
de meio de cultivo contendo 1 % de sacarose e uma temperatura entre 25° a 30°C

(Ramos, 2020).
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Adenium obesum ¢ tipico de regides aridas e semiaridas, se desenvolve bem em condi¢des
de exposicdo a luz e as flores do género geralmente tém antese pela manhd, horario onde séo
observadas temperaturas mais amenas (Braum, 2008; Ramos, 2020). Eventualmente as rosas-
dodeserto ndo se adaptam ao frio, mostrando sensibilidade em baixas temperaturas. Seu
metabolismo fica muito lento e dormente, podendo ocasionar folhas amarelas e perdas dessa, além
de abortamento floral (Braga, 2017).

Todavia, a temperatura alta influencia diretamente a vitalidade do pdlen antes da antese,
podendo causar efeitos negativos tais como acumulo de amido, desnaturagdo, rompimento da
parede celular, alteracdes na composicao quimica. Assim como uma temperatura baixa, altera o
metabolismo, e ocasiona a esterilidade, no entanto é fundamental se saber a temperatura ideal, visto
que as oscilacbes da sazonalidade climéatica podem dificultar a producéo de sementes (Rodrigues,
2017).

No entanto, alguns autores descrevem essa relacdo de importéncia entre a temperatura e a
viabilidade do po6len em algumas espécies, rosa-do-deserto (Akevin, 2016), babacu (Araujo et al.,
2017), mamoeiro (Moura et al., 2010), milho (Davide et al., 2009).

No presente estudo ficou evidente que temperaturas de 20°C em um fotoperiodo de 16 horas
de luz afetaram consideravelmente a viabilidade polinica, atrasou o desenvolvimento das flores,
levando em média 28 dias do estadio de primordio floral até a antese e causou um amarelecimento
das folhas e maior abortamento floral. Segundo Kakani et at. (2005), a temperatura é um dos fatores
mais importantes pois é o que mais influencia o desenvolvimento das plantas. Altas ou baixas
temperaturas tém varios efeitos importantes sobre tecidos reprodutivos e os principais fendmenos
observados sdo florescimento rapido ou tardio (Tonsor et al., 2008), assincronia no
desenvolvimento do sistema reprodutivo masculino e feminino (Hedhly; Hormaza; Herrero, 2008)

e defeitos nos gametas masculinos e femininos (Takeoka et al., 1991, Morrison e Stewart, 2002).
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Em contrapartida, a temperatura ambiente de 30°C em fotoperiodo de 16 horas de luz
proporcionou uma grande viabilidade dos gréos de polen, acelerou o desenvolvimento floral e
menor nimero de abortamentos florais foram observados. Mclaughlin e Garofalo (2002), Avekin
(2016), também relatou em seu estudo que Adenium se adapta bem em temperatura acima de +25°C
e iluminacdo suficiente (maximo - 13.000 lux), e que a melhor fertilidade do pdlen foi observada
entre o primeiro dia da antese.

As estimativas de viabilidade dos graos de pdlen e das condicGes ideais de cultivo de uma
espécie sdo fundamentais e permitem aos pesquisadores inferir sobre a capacidade de germinacao,
efeitos da temperatura no manejo das espécies, estadio de desenvolvimento da flor para a coleta e
condicGes de armazenamento do grdo de pdlen (Nietsche et al., 2009; Pereira et al., 2014; Stanley

e Linskens, 1974).

CONCLUSOES

A maior porcentagem estimada de germinacao de graos de polen in vitro de Adenium obesum
é de 39,81%, obtida na temperatura de 26,05°C.
A viabilidade dos grdos de pélen de Adenium obesum é maior em temperaturas de 25 e

30°C.
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Figura 1 — Planta de Adenium obesum evidenciando os primordios florais, caracterizando o
estagio de selecdo dos acessos para acondicionamento em BOD sob diferentes

temperaturas. Montes Claros, MG, 2020
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Figura 2 -
Acessos de Adenium obesum acondicionadas em camaras do tipo B.O.D sob

diferentes temperaturas (A) 20°C, (B) 25°C e (C) 30°C, Montes Claros, MG, 2020

Figura 3 — Corte longitudinal de uma flor de Adenium obesum em antese (A) e detalhe dos gréos
de polen aderidos nas anteras (B), Montes Claros, MG, 2020

Figura 4 — Viabilidade dos gréos de p6len de Adenium obesum por meio do teste colorimétrico. A
— gréos de polen viaveis; B — graos de pdlen inviaveis
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Figura 5 — Superficie de resposta para a germinacao in vitro de gréos de pdlen de Adenium obesum,
em funcdo das concentracdes de sacarose (0%, 1%, 2% e 3%) e temperaturas (15°, 20°,

25° e 30°C). Médias transformadas (log**!). Montes Claros, MG, 2020

Figura 6 — Germinagdo in vitro dos grdos de polen de Adenium obesum em diferentes
concentragdes de sacarose: A —0%; B — 1%; C — 2%; D — 3%. Montes Claros, MG,
2020

Tabela 1 — Resumo da andlise de variancia para os dados de viabilidade dos gréos de pélen em
diferentes temperaturas Montes Claros, MG, 2020

FV GL QM F
Temperaturas 2 1131,56 41,54 *
Residuo 12 27,23

Total 14
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CV (%) 8,68
Temperaturas (°C) 30 25 20
Germinagdo in vitro (%) 72,61a 69,93a 38,00b

(*) significativo a 5 % pelo teste F. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste Tukey.
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5 CONSIDERAGCOES FINAIS

Diante dos principais resultados apresentados pelo trabalho, podemos afirmar que os gréos de pélen
de Adenium obesum séo influenciados diretamente por fatores abidticos como por exemplo a temperatura
e concentracdes de sacarose. Temperaturas inferiores a 25°C reduzem significativamente a viabilidade
polinica e atrasam o florescimento de Adenium obesum. Em relagdo a germinacéo in vitro dos graos de
poélen as melhores condi¢cdes foram observadas em concentracdo de 3% de sacarose associada a
temperatura de 26,05°C.
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“As flores do futuro dependem da semente que vocé planta
hoje.”
(Provérbio Chinés)
Influéncia de fatores abiéticos na viabilidade polinica em Adenium obesum

RESUMO

A rosa-do-deserto, Adenium obesum (Forssk.) Roem. & Schult, é originaria da Africa mais precisamente
da regido Sul do Saara. Pertence a familia Apocynaceae. O conhecimento sobre a biologia reprodutiva
das espécies é fundamental nos estudos de botanica e na propagacgdo sexuada. Os graos de poélen sao
um dos componentes mais importantes, e a sua viabilidade é essencial na area o melhoramento genético
para producao de novos recombinantes. Os estudos indicam uma possivel autoincompatibilidade e baixas
taxas de viabilidade dos grdos de pdlen nessa espécie, fatores que dificultam a polinizacdo natural e
artificial. Objetivou-se avaliar a influéncia de fatores abi6ticos na viabilidade polinica de A. obesum. Foram
implantados dois experimentos que foram conduzidos no laboratério de Biotecnologia do Instituto de
Ciéncias Agréarias da Universidade Federal de Minas Gerais. Experimento 1 (Viabilidade polinica in vitro
sob diferentes temperaturas e concentracdes de sacarose): o delineamento experimental foi inteiramente
casualizado em esquema fatorial 4 x 4, com quatro temperaturas de germinacéo (15, 20, 30, 35°C), quatro
diferentes concentragfes de sacarose no meio de cultivo (0%, 1%, 2%, 3%) e quatro repeticdes. As flores
da rosa- do-deserto foram coletadas na antese e os grdos de poélen foram inoculados em laminas

juntamente com o meio de cultura. Foram acondicionadas em camara do tipo B.O.D por seis horas, e em



seguida realizada a coloracdo com corante azul de toluidina. Experimento 2 (Efeito da temperatura no
desenvolvimento e viabilidade dos graos de polen): o delineamento foi inteiramente casualizado com trés
temperaturas (20, 25 e 30°C) e trés repeti¢cdes. As plantas da rosa-do-deserto foram mantidas em trés
camaras do tipo B.O.D para incubacao sob as diferentes temperaturas, em fotoperiodo de dezesseis horas
de luz. Foram avaliadas cinco flores na antese. Os gréos de poélen foram coletados, colocados em laminas
com uma gota do corante azul de anilina, uma gota de lugol, e fixados com uma gota de glicerina. Houve
interacdo significativa entre os fatores temperatura e concentracdo de sacarose. A partir dos
desdobramentos foi constatado que a maior porcentagem de gréos de pdlen germinados in vitro viaveis
foi de 39,81% na temperatura estimada de 26,05°C. Os acessos de rosa-do-deserto mantidos em B.O.D.
sob temperatura de 30°C e fotoperiodo de 16 horas de luz apresentaram florescimento mais rapido e as

temperaturas = 25°C indicaram porcentagens de viabilidade dos graos de pélen acima de 69%.

Palavras-chave: Germinagéo. Rosa-do-deserto. Graos de poélen. Sacarose. Temperatura.

Abiotic factors influence on polynic viability in Adenium obesum

ABSTRACT

The desert rose Adenium obesum (Forssk.) Roem. & Schult, that it is originated in Africa, more precisely
in the Southern Sahara region belongs to the Apocynaceae family. The knowledge about the species
reproductive biology is essential in studies of botany and in sexual propagation. Pollen grains are one of
the most important components and their viability is essential in the genetic improvement area for the
production of new recombinants. Studies indicate a possible self-incompatibility and low viability rates of
pollen grains in this species and these are factors that hinder natural and artificial pollination. The objective
of this study was to evaluate the influence of abiotic factors on the pollen viability of A. obesum. Two
experiments were implemented and conducted in Biotechnology laboratory (CPCA / UFMG). Experiment
1 (Pollen viability in vitro under different temperatures and sucrose concentrations): the experimental
design was in a 4 x 4 factorial scheme with four germination temperatures (15, 20, 30, 35°C), four different
sucrose concentrations in the culture medium (0%, 10%, 20%, 30%) and four replications. The flowers of
the desert rose were collected in the anthesis and the pollen grains were inoculated in slides together with
the culture medium. They were stored in a B.O.D type chamber for six hours and then stained. Experiment
2 (Effect of temperature on the development and viability of pollen grains): the design was completely
randomized with three treatments, different temperatures (20, 25 and 30°C) and five replications. The
desert rose plants were kept in three B.O.D chambers for incubation under different temperatures (20, 25
and 30°C) in a sixteen-hour photoperiod of light. Five flowers were evaluated at anthesis. The pollen grains
were collected, placed on slides with a drop of the toluidine blue dye, a drop of lugol, and fixed with a drop
of glycerin. There was a significant interaction between the factor’s temperature and sucrose concentration.
The highest percentage of pollen grains germinated in vitro viable was observed (39.81%) at the estimated
temperature of (26.05°C) and (25.70%) at the estimated sucrose concentration of (18%), presented
quadratic behavior for all temperatures and concentrations tested. It is concluded that the significant

interactions observed between temperature and sucrose concentrations indicate that both factors are



important in the pollen viability of Adenium obesum. The accessions of desert rose kept in B.O.D under a
temperature of 30°C and a photoperiod of 16 hours of light showed faster flowering and temperatures =

25°C indicated percentages of pollen grains viability above 69%.

Keywords: Germination. Desert Rose. Pollen grains. Sacarose. Temperature.
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1 INTRODUCAO

A rosa-do-deserto, Adenium obesum (Forssk.) Roem. & Schult, é originaria da Africa, mais
precisamente do Sul do Saara, pertence a familia Apocynaceae. No ambiente nativo a planta pode se
encontrar em dorméncia, com evidéncia de perda de folhas, cenario em que as flores ganham destaque
em virtude da beleza e coloracéo, em especial nas cores rosa, vermelho e branco (MCBRIDE et al., 2012;
COLOMBO, 2018). A rosa-do-deserto se destaca pelo valor ornamental, além do uso medicinal no controle
de microrganismos (ADAMU et al., 2005).

As plantas desse género caracterizam-se pela producéo de quantidades variadas de seiva leitosa e
sdo consideradas tolerantes a resistentes a climas aridos e semiaridos (MCLAUGHLIN; GAROFALO,
2002), e essa Ultima caracteristica é responsavel pelo nome popular de Adenium obesum (HASTUTI;
SETYONO, 2009). A rosa-do-deserto tem sido amplamente utilizada como ornamental por ser de facil
manuten¢do, ampla variabilidade dos arranjos florais se tornando atraente e a presenca marcante da
estrutura denominada caudex esculpido e base dilatada (ROWLEY, 1987).

O funcionamento de todo o sistema reprodutivo de uma planta pode variar em funcéo das condicfes
climaticas as quais € submetida (ESCOBAR et al., 1986). Conhecer a biologia reprodutiva das espécies
€ primordial para a permanéncia e evolugdo (PRATHAMA, 2009), porém, esse sistema ainda é pouco
compreendido em diversas espécies de plantas superiores (CHAN; LIM; SAW, 2011). A biologia floral pode
ser entendida, portanto, como o estudo de todas as manifestacdes de vida da flor, incluindo a fertilizacéo,
combinando-se com a biologia reprodutiva e com a ecologia da polinizagéo, resultando no entendimento
de como a reproducéo das plantas acontece (FAEGRI; PIJL, 1979).

Os graos de pdlen sdo um dos componentes mais importantes, e a sua viabilidade é essencial na
area do melhoramento genético para producao de novos recombinantes. Os estudos sobre o gréo de pélen
sdo (teis para direcionar o melhor momento para realizacdo de cruzamentos (SOARES et al., 2011),
conservacao de recursos genéticos (CHAUDHURY et al., 2010) e indicagdo de potencial de viabilidade
(BREWBAKER, 1967). Em estudos realizados em Adenium indicam uma possivel autoincompatibilidade e
baixas taxas de viabilidade dos grdos de polen nessa espécie, fatores que dificultam a polinizagcao natural
e artificial (ROWLEY, 1980; AVEKIN; Ramos,2020).

Diante dos relatos descritos acima, objetivou avaliar a influéncia de fatores abiéticos na viabilidade
do pdélen de A. obesum avaliados através de métodos colorimétricos e de germinagéo in vitro.

2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Objetivou-se avaliar a influéncia de fatores abidticos na viabilidade polinica de A. obesum.

2.2 Objetivos Especificos

— Testar concentragBes de sacarose e diferentes temperaturas na germinacédo in vitro de gréos de

polen de Adenium obesum coletados na antese;


http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S2317-15372015000400206&lng=en&tlng=en#B15
http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S2317-15372015000400206&lng=en&tlng=en#B15
http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S2317-15372015000400206&lng=en&tlng=en#B15
http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S2317-15372015000400206&lng=en&tlng=en#B15
http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S2317-15372015000400206&lng=en&tlng=en#B15
http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S2317-15372015000400206&lng=en&tlng=en#B15
http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S2317-15372015000400206&lng=en&tlng=en#B15
http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S2317-15372015000400206&lng=en&tlng=en#B1
http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S2317-15372015000400206&lng=en&tlng=en#B1
http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S2317-15372015000400206&lng=en&tlng=en#B1
http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S2317-15372015000400206&lng=en&tlng=en#B1
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—Identificar a melhor temperatura na viabilidade dos gréos de pélen de Adenium obesum na antese.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Importancia econdbmica e social

Ao se tratar de plantas ornamentais, deve-se considerar que existe ampla gama de espécies
vegetais que compdem esse grupo. As diferentes espécies sdo adaptadas as diferentes condigGes
climaticas e de solo, o que favorece a producdo nas distintas regides em todo o mundo. Além da
diversidade existente, é conhecida a importancia relacionada as flores que ao longo do tempo sempre
tiveram ligacdo a histéria do homem, que determinou o cultivo dessas em escala comercial para algumas
espécies. Flores e plantas ornamentais apresentam boa rentabilidade e podem ser cultivadas em
pequenas extensdes, sob condi¢des controladas (NEVES et al., 2015).

O Brasil teve indicios de origem com plantas ornamentais através de firmas habituais da fruticultura.
Contudo, o desenvolvimento comercial foi registrado somente em 1950 e 1970 alcancou sua estabilidade
trabalhista. Inicialmente os estados de Santa Catarina e Sado Paulo produziram em escala para mercados
(JUNQUEIRA; PEETZ, 2008).

Recentemente o Brasil estima em torno de oito mil produtores de flores. Sao produzidas trés mil
variedades, entre essas 350 espécies cultivadas. No entanto o mercado de flores vem ganhando relevancia
pois movimenta e aquece a economia, gerando 199.100 empregos acessiveis, sdo (39,53%) que equivale
78.700 relacionado com a produtividade, 8.400 (4,22%) & distribuicdo, 105.500 (53%) no varejo e 6.500
(3,25%) a outros encargos. O rendimento do mercado de ornamentais em 2018 foi de R$ 8,1 bilhdes, com
possibilidades de crescimento entre 8 e 10% ano, de acordo com Instituto Brasileiro de Floricultura
(IBRAFLOR, 2020).

No estado de Minas Gerais, o cultivo de flores e plantas ornamentais compreende 645 hectares e
em torno de 130 municipios. O faturamento calculado é de R$169,3 milhSes, em que 70% é obtidos do
comércio de flores e folhagens de corte, 20% de ornamentais e 10% de plantas e flores. Em média séo
contabilizados 576 agricultores operando na producdo em todo o estado. H4 consolidacdo de pequenos
produtores, com poucas associa¢gfes e auséncia de articulacdes especifica para organizacdo do setor
(IBRAFLOR, 2020).

Adenium obesum, trata- se de uma planta ornamental inclusa na familia Apocynaceae,
habitualmente renomada como rosa-do-deserto considerada uma planta herbacea, suculenta, de aspecto
escultural e floracdo exuberante e intensa. No entanto ha informagées que a espécie teve origem na Africa
Oriental e comumente é cultivada em areas humidas tropicais (TALUKDAR, 2012).

Apesar de ser pouco conhecida mundialmente, a rosa-do-deserto apresenta alto potencial
exploratdrio, bem como 6timas perspectivas quanto ao crescimento de cultivo, constituindo alternativa para
pequenos e médios produtores rurais provenientes do semiarido e sem sistema de irrigacéo. Este fato esta
associado a anatomia do caule, que apresenta reservatorio de agua e nutrientes por periodos de estiagem
e seca prolongada (MCLAUGHLIN; GAROFALO, 2002).

Nos ultimos anos obteve-se maior abrangéncia da rosa-do-deserto por parte de floricultores e
paisagistas brasileiros, em virtude do elevado valor ornamental. Contudo, ainda sdo escassos

conhecimentos técnicos e agrondémicos para demanda comercial (SANTOS et al., 2015).
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A rosa-do-deserto vem ganhando importancia pois mostra resultados satisfatorios relacionado a
producdo pois se trata de uma planta ornamental nova no mercado, no entanto é a quinta mais
comercializada em todo o pais, que vem crescendo a cada ano e aumenta a procura na area paisagista
(IBRAFLOR, 2020).

3.2 Polinizagao e biologia reprodutiva

Adenium obesum pertence ao grupo das arbustivas, e plantas arbéreas. Essas apresentam raizes
suculentas e caule engrossado na base, que é considerado adaptacdo e consiste em reservatorio para
agua e nutrientes em regides aridas (SANTOS et al., 2015). E composta por folhas simples, dispostas em
forma de espiral nas extremidades dos ramos, possui flores de diferentes formatos e cores, no entanto ndo
possuem cheiro préprio. O fruto € proveniente de um Unico carpelo que se divide com finalidade de
liberacdo de sementes com tufos peludos para melhor dispersao pelo vento (TALUKDAR, 2012).

Em relacdo aos frutos, estes sdo formados em pares logo apos a fertilizacdo e sdo divididos em
foliculos. Apés o processo de maturacao se abrem de forma longitudinal de modo que facilite a dispersao
e que ocorra a liberacdo das sementes pelo vento. Contudo, algumas plantas ndo conseguem produzir
sementes, em virtude do insucesso da polinizacdo depende de aspectos como a falta de polinizadores,
morfologia floral complexa e a prépria fecundacao.

A propagacédo sexuada é considerada relevante para o cultivo da rosa-do-deserto, sobretudo para
os programas de melhoramento genético dessa categoria, isso se deve em razdo da diversidade
morfolégica que é averiguada na linhagem decorrente de apenas um cruzamento, sendo uma boa escolha
para fabricacdo de porta-enxertos (MCLAUGHLIN; GAROFALO, 2002; DIMMITT; JOSEPH; PALZKILL,
2009; COLOMBO et al., 2018).

As flores séo hermafroditas com uma grande diversidade na sua coloragdo. Mesmo contendo essas
caracteristicas ndo atraem muitos polinizadores nas flores, sendo mais eficaz a polinizagdo cruzada. Os
aparelhos reprodutivos que constitui a parte feminina da flor sdo compostos por estilete, ovario e estigma,
e a parte masculina é constituida por estames que sao constituidos pelo filete, grdo de poélen e a antera
(ROWLEY, 1980; BRAUM, 2008). Os cincos estames possuem forma de cone e anteras tém fendas
voltadas para o interior desse cone. O apice do cone, se assemelham as verdadeiras anteras. Quanto ao
estigma, este se encontra escondido dentro do cone (DIMMITT; JOSEPH; PALZKILL, 2009).

As flores da rosa-do-deserto apresentam em geral cinco sépalas e cinco pétalas, possuem varias
tonalidades, com insercdo no tubo floral, sendo que o tubo de superficie interna pode ter cinco ou 15 linhas
vermelhas, denominadas néctar guias. As flores podem apresentar as bordas avermelhadas a sua
composicao na cor rosa e interior amarelo, e a disposi¢do destas em formato de sino (ROMAHN, 2012).

O florescimento em Adenium obesum, ocorre essencialmente na primavera, sendo verificada
possibilidades de floracéo no verédo e outono de acordo com a conducéo da planta. Isso pode ocorrer mais
rapidamente em plantas derivadas de sementes com um ano de cultivo e com altura suficiente
(MCLAUGHLIN; GAROFALO, 2002).

Em geral a rosa-do-deserto demonstra crescimento lento e vida prolongada, todavia podem
permanecer por varios anos, sua propagacéo pode ser por sementes ou estaquia. Em regides onde ha

invernos frios e secos deve ser feita a indugéo por um periodo de dorméncia, no entanto pode ocorrer a
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perda de folhas. As sementes geralmente sdo descritas de cor marrom claro, asperas e se dispde em
sistema para desmembracdo, que € caracterizada como plumagem nas bases (MCLAUGHLIN;
GAROFALO, 2002).

A propagagéo in vitro com plantas do género Adenium s&o desconhecidas, mas s&o informagfes
que se tornam fundamental pois permite produzir explantes com qualidade, ja se sabe que sementes
reproduzidas in vitro, ndo tem contaminacdo mas ha pouca germinacdo (MACHADO JUNIOR;
FERNANDES, 2018).Um dos indicadores do potencial embriogénico, é a inducdo de calos, que é a
producédo de varios tecidos oriundos de um planta em condicBes assépticas, em estudos com o género se
percebe uma suscetibilidade para regeneracao e formacéo de calos com propriedades medicinais anti-

inflamatério biologicamente ativo (LEE et al., 2017).

3.3 Desenvolvimento e viabilidade polinica

O plantio e germinagéo das sementes constituem etapas fundamentais na producdo de plantas e
flores ornamentais. Compete aos agricultores o uso de méo-de-obra qualificada e tecnologias que tenham
a capacidade de obter mudas de qualidade (CAMPANHARO et al., 2006).

A rosa-do-deserto caracteriza-se por ser um género diversificado que ndo apresenta um inseto
nativo que seja capaz de polinizar em condigbes de producdo no Brasil, no entanto a formag¢édo de
sementes ocorre por meio de polinizacdo cruzada (COLOMBO et al., 2018; PORTES, 2018).

A propagacdo de A. obesum é feita, sobretudo por sementes, jA que as plantas oriundas de
sementes possuem caudex e raizes primarias e principal superiores as que sao providas de estacas
(COLOMBO et al., 2015). Em relacdo a polinizacdo manual, esta é efetuada por meio da extracdo de uma
ou duas pétalas da flor coletada, com a exibicao das anteras. Posterior a isso, as anteras séo retiradas e
com auxilio da pinca € realizado o recolhimento dos grédos de pélen que é concedido para o estigma da
flor destinada. Ao final de 90 dias de hibridacao da flor, verifica-se a deiscéncia do foliculo e em seguida
pode ser feita a colheita das sementes para o plantio (COLOMBO et al., 2018).

A microesporogénese é a formacéo de esporos primarios no aparelho reprodutivo masculino de uma
planta. Eles se diferenciam por meiose e ficam armazenados na parede interna da antera. O microsporocito
que é a diferenciagdo do esporo primario, apés a meiose, formam duas células haploides, que ficam unidas
por uma parede do miscrospordcito, que se denomina grdo de pélen (LORA et al., 2009; SCOTT et al.,
2006; GBOL, 2020).

Os grédos de polen de Adenium, possuem um volume interno consideravel compacto a antera, se
localizam na cabeca do estilete, quando se expandem liberam os grédos de pdélen préximos da antese
(GAYDARZHI, 2016; RAMOS, 2020).

Estudos indicam que algumas espécies do género Adenium apresentam um bom potencial polinico
dias ap6s antese, e uma possivel autoincompatibilidade entre os individuos (ROWLEY1980; AVEKIN;
GAYDARZHI, 2016). As flores se encontram receptivas antes da antese, mas os melhores resultados de
germinacao foram obtidos no periodo de pés antese (RAMOS, 2020).

Dentre os fatores que podem afetar a performance dos graos de pélen das espécies, a temperatura
€ apontada como um dos mais importantes interferindo na fertilidade (HEDHLY, 2011; PRASAD; BOOTE;

ALLEN, 2011). Incrementos suaves da temperatura durante o crescimento e desenvolvimento dos tecidos
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reprodutivos, podem acelerar ou atrasar o florescimento (BALASUBRAMANIAN et al., 2006; TONSOR et
al., 2008), afetar a sincronia no desenvolvimento dos sistemas reprodutivos masculino e feminino
(BARNABA'S; JAGER; FEHER, 2008; HEDHLY; HORMAZA; HERRERO, 2008) e originar defeitos nos
gametas (MORRISON; STEWART, 2002). As temperaturas elevadas também podem afetar a quantidade
de gréo de pdlen, sua morfologia, composicao quimica e metabolismo (PRASAD et al., 2002; KOTI et al.,
2005; ALONI et al., 2001).

A estimativa da viabilidade do grédo de pdlen permite inferir sobre a capacidade de germinacéo e
fecundacédo, sendo importante destacar que a variagdo da umidade e temperatura do ambiente, estadio
de desenvolvimento da flor, coleta e condicdes de armazenamento do grao de pélen influenciam direta e
indiretamente a sua viabilidade (STANLEY; LINSKENS, 1974). De acordo com Galetta (1983) a viabilidade
polinica pode ser estimada por quatro principais métodos: germinag&o in vitro; métodos colorimétricos;
germinacao in vivo e porcentagem de frutificagéo efetiva, obtida com a utilizacdo do pélen em teste.

A utilizac@o de corantes para estimar a viabilidade polinica € o método mais rapido utilizado pelos
pesquisadores (RODRIGUEZ-RIANO; DAFNI, 2000). Entretanto, o0 método de germinacao in vitro € um
dos métodos mais utilizados e difundidos na comunidade cientifica, devido a sua rapidez, eficiéncia, e pode
apresentar alta correlacdo com o pegamento de frutos e sementes (DAFNI; FIRMAGE, 2000). O sucesso
da germinacao do grao de pdlen in vitro é influenciado por alguns fatores como os constituintes do meio
de cultura, o tempo de incubacéo e a temperatura (TAYLOR; HEPLER, 1997). Diferentes meios para a
germinacao de poélen in vitro tém sido relatados para vérias espécies (TAYLOR; HEPLER, 1997), sendo

utilizado principalmente o meio basico desenvolvido por Brewbaker e Kwack (1963).
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Viabilidade Polinica em Adenium obesum
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Resumo

Objetivou-se com o presente estudo: (1) Testar concentracdes de sacarose e temperaturas na
germinacao in vitro de graos de pdlen de Adenium obesum e; (2) identificar o efeito da temperatura
na viabilidade de grdos de polen de Adenium obesum. Foram realizados dois experimentos e
utilizados acessos de A. obesum com 18 meses de idade cultivados em vasos em viveiro. Em ambos
experimentos as flores dos acessos foram coletadas manualmente no dia da antese. No primeiro
experimento, para o teste de germinacéo in vitro os graos de polen foram extraidos e inoculados
em laminas de vidro com 150uL do meio de cultura padrdo com variagdes nas concentragdes de
sacarose (0%, 1%, 2% e 3%) e incubados sob diferentes temperaturas (15°, 20°, 25° e 30°C).
Utilizou-se delineamento inteiramente casualizado, com quatro repeticbes. No segundo
experimento, acessos de A. obesum no inicio do desenvolvimento do primérdio floral foram
selecionadas em viveiro e acondicionadas em camara B.O.D. sob diferentes temperaturas (20°, 25°
e 30°C) e fotoperiodo de 16 horas de luz, com delineamento inteiramente casualizado e trés
repeticGes. A viabilidade dos gréos foi realizada por meio do teste colorimétrico. Interacdo
significativa entre temperaturas e concentracGes de sacarose foi observada no teste de germinacao
in vitro. A maior porcentagem de germinacéo in vitro dos graos de pélen foi observada (39,81%)
na temperatura estimada de 26,05°C. Os acessos de rosa-do-deserto mantidos em B.O.D. sob
temperatura de 30°C e fotoperiodo de 16 horas de luz apresentaram florescimento mais rapido e
as temperaturas > 25°C indicaram porcentagens de viabilidade dos grdos de pélen acima de 69%.

Palavras-chave: antese, rosa-do-deserto, graos de pdlen, sacarose, temperatura.

Abstract
Pollen Viability in Adenium obesum

The aim of this study was: (1) to test sucrose concentrations and temperatures in the in vitro
germination of Adenium obesum pollen grains and; (2) to identify the effect of air temperature on
the viability of Adenium obesum pollen grains collected in anthesis. In the experiments conducted

in the present work, accessions of A. obesum (18 months old) grown in pots in a nursery were
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selected. In the in vitro germination and viability tests, the accession flowers were collected
manually on the anthesis day. For the in vitro germination test, pollen grains were extracted and
inoculated in glass slides with 150uL of the standard culture medium with variations in sucrose
concentrations (0%, 10%, 20% and 30%) and incubated under different temperatures controlled
(15°, 20°, 25° and 30°C). The data were submitted to variance analysis. In the second experiment,
accessions of A. obesum at the beginning of the development of the floral primordium were
selected in a nursery and stored in a B.O.D. under different temperatures (20°, 25° and 30°C) and
a photoperiod of 16 hours of light. The pollen grains viability was accomplished through the
colorimetric test. Significant interaction between temperatures and sucrose concentrations was
observed in the in vitro germination test. The highest percentage of in vitro pollen grains
germination was observed (39.81%) at the estimated temperature of 26.05°C. Desert rose
accessions maintained in B.O.D. under a temperature of 30 ° C and a photoperiod of 16 hours of

light, they flowered faster and temperatures > 25°C indicated percentages of pollen grains viability

above 69%.

Keywords: anthesis, desert rose, pollen grains, sacarose, temperature.

INTRODUCAO

A espécie Adenium obesum (Forssk.) Roem. & Schult, conhecida comumente como rosado-
deserto caracteriza-se por ser ramificada, com caule curto que atua como reserva, vem ganhando
relevancia como ornamental devido a alguns aspectos botanicos e fisiologicos, diversidade de
cores nas pétalas e disposicOes florais, resisténcia ao estresse hidrico, excelente adaptacdo em
ambientes de pleno sol e por fim, o fato de ser uma planta perene. Pertence a familia Apocynaceae,
e relatos indicam que a sua origem foi na Africa, mais precisamente do Sul do Saara (Brown, 2012;
Oyen, 2008; Lorenzi, 2015 ; Wannakrairoj, 2008; Mcbride et al., 2014).

E de fundamental importancia a multiplicagio da rosa do deserto por semente devido suas
caracteristicas morfoldgicas e genéticas, tais como caudex e coloracdo das flores, apreciadas por

colecionadores (Colombo et al., 2018).
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As flores do género tém uma complexa morfologia floral, pode ser de formato redondo ou
estrela, a corola tem aspecto de funil, ovario superior, estiletes reunidos, estames com filetes fortes
e pequenos, longas anteras que se encontra dentro de um cone em cima do estigma (Rowley, 1980).

O pdlen fica armazenado na base das anteras e o estigma fica encoberto por este, as flores
sdo hermafroditas com diferentes cores. Elas podem ficar abertas de trés a trinta e dois dias e ndo
exalam perfume. S&o bissexuais actinomarficas, com parte feminina composta por estilete, estigma
e ovério, e a masculina por filete, antera e pélen. Reproduzem-se através de alogamia, ou seja,
reproducdo cruzada, pois ha uma possivel autoincompatibilidade entre o género, dificultando a
autopolinizacao das flores. A polinizacéo natural é feita por polinizadores com apéndice alongado
que se localiza na cabeca de algumas espécies, o que dificulta pois ndo se encontra no nosso
territorio, todavia se faz necessario a polinizacdo artificial para produgdo de sementes (Brown,
2012; Rowley 1980; Ramos, 2020).

O grdo de polen é de grande importancia na reproducdo sexuada, pois permite que o tubo
polinico leve o gameta masculino até o gameta feminino. O formato pode ser eliptico ou esférico
e o diametro, variam de 0,01 a 0,1imm. E produzido no microsporangio, formado por duas células
haploides e uma pelicula protetora. Uma célula se dividira e formara dois gametas masculinos e a
outra célula vegetativa vai dar origem ao tubo polinico (Bennett e Willis, 2002; Santos, 2020).

Foi constatado em estudos que a fertilidade do polen da espécie Adenium obesum é de 70%
a 90% do primeiro ao terceiro dia apds antese (Avekin e Gaydarzhi, 2016). Entretanto, dados sobre
a viabilidade dos grdos de pélen na antese sdo desconhecidos, apesar de relatos de produtores
acerca da eficiéncia da fertilizac&o por meio do uso dos gréos de polen coletados no dia da abertura
das flores.

As mudancas no clima, tais como aquecimento global, chuvas, geadas e a propria
sazonalidade climética influenciam na producdo agricola, principalmente na producdo de
ornamentais pois sao sensiveis a alteracGes no clima. A temperatura € o fator abiotico que mais

altera o aspecto reprodutivo das flores. Em temperaturas minimas inferiores a 15°C compromete a
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viabilidade do polen, e 0 maximo ou superior a 30°C de temperatura pode influenciar o processo
de desenvolvimento dos grdos de polen, ou seja interfere em todo o dinamismo de formacéo
(Stainforth et al., 2005; Young et al., 2004).

Em temperaturas de 30° a 40°C tendem a encurtar algumas fases de desenvolvimento das
plantas, tais como a fase reprodutiva. Assim, a quantidade e a morfologia do pdlen, deiscéncia das
anteras e arquitetura da parede do pélen, bem como a composic¢ao quimica e metabolismo de pélen
demonstraram ser influenciados por essas temperaturas elevadas (Prasad et al., 2002; Koti et al.,
2005; Aloni et al., 2001). Embora a rosa-do-deserto seja de origem de regiGes desérticas, ndo
existem relatos cientificos sobre a influéncia da temperatura na viabilidade polinica.

O presente estudo objetivou avaliar a influéncia de fatores abidticos na viabilidade dos gréos

de pdlen de A. obesum através de métodos colorimétricos e de germinacao in vitro.

MATERIAL E METODOS
Area experimental e Material genético

A partir do banco de germoplasma de rosa do deserto localizado na UFMG/Montes
ClarosMG, foram selecionadas plantas pertencentes a dois acessos conforme descricdo,
denominados:

(@) ICA-bd, acesso com flores de cor branca e disposi¢do das pétalas em arranjo duplo; e (b) ICA-
vt, acesso com flores de cor vermelha e arranjo de pétalas triplo. Seis plantas de cada acesso com
18 meses de idade e duas floracGes finalizadas foram selecionadas (Ramos, 2020).

Os experimentos foram conduzidos em laboratdrio e as plantas em casa-de-vegetacdo com
tela antiafidio e 20% de sombreamento, localizada na Universidade Federal de Minas
GeraisUFMG, Campus Montes Claros-MG, no periodo de marco a agosto de 2020. O municipio
de Montes Claros se encontra em regido semiarida no norte de Minas Gerais, localizada com as

seguintes coordenadas geograficas (Latitude = 16°43°13”S, Longitude = 43°52°52”0, altitude
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média de 638m). O clima é considerado tropical de savana (Aw), segundo Koppen, com
precipitacdo média anual superior a 1060 mm, com inverno seco e verdo chuvoso (INMET, 2017).

Os acessos utilizados estavam acondicionados em vasos de plasticos (4 L) e 17 cm de
diametro, contendo substrato comercial da marca Bioplant® sob cultivo em casa-de-vegetacio. Os
seguintes tratos culturais foram conduzidos ao longo do experimento conforme orientacdo de
Ramos (2020); (1) irrigacdo semanal de 500mL de agua por vaso e (2) adubacao semanal realizada
por vaso pela aplicacdo manual de 200mL do produto Fort flores®, na dosagem de 10 g do produto
comercial diluida em 2 litros de agua.

Contudo essas plantas foram utilizadas para a conducdo dos dois experimentos descritos a

sequir.

Experimento 1: Viabilidade polinica em flores submetidas a diferentes temperaturas

durante o desenvolvimento

As plantas de Adenium obesum que apresentavam o inicio do desenvolvimento do primoérdio
floral (Figura 1) foram selecionadas e acondicionadas duas plantas para cada camara, foram
utilizadas trés cAmaras do tipo B.O.D (Limatec®) com temperaturas controladas de 20°C, 25°C e
30°C e 16h de fotoperiodo (Figura 2).

A partir da floracdo plena foram coletadas as flores no primeiro dia da antese e a extracédo

dos grédos de pélen foi realizada conforme metodologia proposta (Acar e Kakani, 2010; Dafni e

Firmage, 2000), porém com a adi¢do de uma gota do corante azul de anilina. As laminas foram

fixadas com uma gota de glicerina, e logo apds foram visualizadas em microscopio (Binocular,
LED digilab®) de campo claro com objetiva de baixa magnitude (16x) (Zambon et al., 2014).

Cada lamina foi dividida em quatro quadrantes e foram contados 100 grdos de pdlen por

guadrante. Foram considerados viaveis 0s graos de pélen que se apresentaram coloridos de azul
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(Figura 4). O percentual de viabilidade foi obtido pela raz&o entre os grdos viaveis e o total de
gréos avaliados na lamina.

Foi utilizado delineamento experimental inteiramente casualizado (DIC) com trés
tratamentos (20, 25 e 30°C) e trés repeticOes. Cada parcela experimental foi composta por uma
lamina contendo pelo menos 400 gréos de polen.

Os dados avaliados foram submetidos a analise de variancia, e quando significativo pelo teste

F, as médias foram comparadas entre si pelo teste de Tukey, a 5% de significancia.

Experimento 2: Germinacao in vitro dos gréos de pdlen em concentracdes de sacarose e

diferentes temperaturas

Para realizacdo dos testes de germinacéo in vitro, as flores dos acessos selecionados foram
coletadas manualmente no dia da antese as 08:00 horas da manha.

Em camara de fluxo laminar foi realizada a extracdo dos graos de pdlen das anteras com
auxilio de uma agulha (0,45 x 13 mm da marca TKL), e logo em seguida foram inoculados no
centro de uma lamina de vidro, contendo 150uL do meio de cultura padrdo: 1,27mM de Ca(NO3)2
4H>0, 0,87mM de MgSO4 7H20, 0,99mM de KNOs, 1,62mM H3BO e diferentes
concentragdes de sacarose (0, 10, 20 e 30 g.L 1), em pH 7,0 (Brewbaker e Kwack, 1963).

Apos a inoculacdo, as laminas foram acondicionadas em placas de Petri com papel filtro
humedecido, formando uma camara himida, e em seguida mantidas em incubador do tipo BOD
com temperaturas controladas de 15°, 20°, 25° e 30°C. Seis horas ap0s a incubagéo foi adicionado
uma gota do corante azul de toluidina e a contagem dos graos de polen germinados foi realizada
sob microscopio Binocular, LED digilab® de campo claro com objetiva de baixa magnitude (16x).
Cada lamina foi dividida em quatro quadrantes e foram contados 100 graos de pdlen por quadrante.
O percentual de germinacdo in vitro dos gréos de pélen foi estimado pela relagdo entre o nimero

de gréos de pélen germinados em relacdo ao nimero total de grdos de pdlen contados em cada
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lamina. Foram considerados viaveis 0s grdos de pdlen que apresentaram tubo polinico com o
comprimento igual ou superior ao didmetro do grdo de polen (Acar e Kakani, 2010; Dafni e
Firmage, 2000).

O delineamento experimental inteiramente casualizado foi em esquema fatorial 4 x 4, sendo
testadas quatro temperaturas de incubacdo (15, 20, 30 e 35°C), quatro concentracfes de sacarose
(0%, 1%, 2% e 3%), e quatro repeticdes. Cada parcela experimental foi composta por uma lamina
contendo pelo menos 400 gréos de polen.

Os dados foram submetidos a andlise de variancia, e assim foi possivel calcular
estatisticamente alguns preceitos importantes. Os valores quando o teste “F” foi significativo, ou
seja, maior que F tabelado, foram analisados e gerado um gréfico de superficie resposta em funcéao
das variaveis independentes (doses de sacarose e temperaturas), determinando quais seriam as
condicdes favoraveis para cada uma das variaveis, por meio do programa R studio.

Os dados de porcentagem de germinacdo dos graos de polen foram transformados, por meio

da transformacdo logaritmica (Log X+1) para obter a normalidade do conjunto de dados.

RESULTADOS

Experimento 1: Viabilidade polinica em flores submetidas a diferentes temperaturas
durante o desenvolvimento
De maneira geral, 0s acessos de rosa-do-deserto mantidas em BOD na temperatura de 30°C
e fotoperiodo de 16 horas de luz se desenvolveram mais rapido. Da emissdo do botdo floral até
antese levaram em média 15 dias para atingir a antese. Na temperatura de 25°C levaram em média
22 dias para o seu desenvolvimento, e na temperatura de 20°C atingiram a antese com 28 dias.
Também foi possivel observar que nas temperaturas de 20 e 25°C, as plantas apresentaram

abortamento floral e amarelecimento de folhas.
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A andlise de variancia indicou diferenca significativa a nivel de probabilidade de 5% da
viabilidade polinica da rosa-do-deserto entre as temperaturas (Tabela 1). Observou-se que a
viabilidade dos grdos de polen apresentou medias superiores a 69% nas temperaturas de 25 e 30°C
e foram significativamente superiores quando comparado a temperatura de 20°C (Tabela

1).

Experimento 2: Germinacdo in vitro dos graos de polen em concentragdes de sacarose e

diferentes temperaturas

De acordo com a analise de variancia houve interacdo significativa (p<0,05) entre as
temperaturas e as concentracfes de sacarose para a caracteristica de germinacao in vitro dos gréos
de pdlen de Adenium obesum.

Obteve-se um aumento da germinacao in vitro em condi¢des de temperatura e concentragdo
de sacarose favoraveis, demonstrando crescimento linear, nos demais o crescimento ocorreu de
forma quadratica (Figura 5). Houve um incremento da germinacdo in vitro, com incremento da
temperatura e concentracdo ideais atingindo seu valor méximo de 39,81% germinacéo, depois
houve uma gueda atingindo seu valor minimo de 16,60%

germinacao (Figuras 5 e 6).

DISCUSSAO

A germinacao in vitro é um método seguro e adequado para testar a viabilidade de grdos de
polen, sendo, portanto, o mais utilizado (Almeida et al., 2002). E o conhecimento deste importante
caractere se torna crucial para conhecer aspectos de fertilidade e melhorar as praticas de hibridagéo
artificial para producédo das populacdes segregantes em programas de melhoramento (Soares et al.,

2018). No entanto, fatores abidticos como a temperatura (alta ou baixa) e alguns fatores
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nutricionais, podem ocasionar a diminui¢do ou aceleracéo da rea¢do das enzimas pertencentes aos
grdos de polen (Taiz e Zeiger, 2013).

No presente estudo foi observada interagdo entre dois fatores abioticos: temperatura e
concentracdo de sacarose na germinacao in vitro dos graos de polen da rosa-do-deserto coletados
na antese. Os resultados indicaram que a germinacdo in vitro dos grdos de polen coletados no
momento da antese de Adenium obesum respondeu positivamente aos efeitos de temperatura em
uma faixa entre 20° e 30°C com variacGes amplas em funcdo da concentragdo de sacarose. Taylor
e Hepler (1997), Zhang et al. (2003) destacaram em seu estudo que fatores como temperatura, o
tempo de incubacdo e componentes do meio de cultura, influenciam diretamente a germinacao de
polen in vitro, pois dependendo da quantidade de sacarose ou de micronutrientes podem impedir
o tubo polinico de se desenvolver ou romper a pelicula ou desnaturar o gréo de p6len tornando o
invidvel, o que dificulta a disseminacao de espécies como frutiferas e ornamentais.

Garcia et al. (2012), nos relata que a sacarose € uma fonte fundamental de energia para a
germinacao do pélen, induzindo o crescimento do tubo polinico e sintetiza células novas. N0ssos
resultados indicaram que mesmo na auséncia de sacarose foi observada germinacao in vitro dos
grdos de pdlen superior a 30%. Esse resultado pode ser explicado em funcdo do genotipo dos
acessos, e em funcdo de outros componentes do meio de cultura. O meio de cultura padrdo
desenvolvido por Brewbaker e Kwack (1963), Galletta (1983) além da fonte de carbono, possui
em sua composi¢do um micronutriente essencial associado a germinacdo dos grdos de pélen, o
boro. No entanto uma fonte de carbono ou de boro se torna suficiente para a germinacéao do polen,
ndo sendo essencial outros nutrientes, o boro induz o crescimento do tubo polinico.

Recentemente, um estudo realizado em Adenium obesum indicou que grdos de poélen
coletados em pré-antese apresentaram a maior porcentagem de germinacéo in vitro, em condicgdes
de meio de cultivo contendo 1 % de sacarose e uma temperatura entre 25° a 30°C

(Ramos, 2020).
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Adenium obesum ¢ tipico de regides aridas e semiaridas, se desenvolve bem em condi¢des
de exposicdo a luz e as flores do género geralmente tém antese pela manhd, horario onde séo
observadas temperaturas mais amenas (Braum, 2008; Ramos, 2020). Eventualmente as rosas-
dodeserto ndo se adaptam ao frio, mostrando sensibilidade em baixas temperaturas. Seu
metabolismo fica muito lento e dormente, podendo ocasionar folhas amarelas e perdas dessa, além
de abortamento floral (Braga, 2017).

Todavia, a temperatura alta influencia diretamente a vitalidade do pdlen antes da antese,
podendo causar efeitos negativos tais como acumulo de amido, desnaturagdo, rompimento da
parede celular, alteracdes na composicao guimica. Assim como uma temperatura baixa, altera o
metabolismo, e ocasiona a esterilidade, no entanto é fundamental se saber a temperatura ideal, visto
que as oscilacbes da sazonalidade climéatica podem dificultar a producéo de sementes (Rodrigues,
2017).

No entanto, alguns autores descrevem essa relacdo de importancia entre a temperatura e a
viabilidade do po6len em algumas espécies, rosa-do-deserto (Akevin, 2016), babacu (Araujo et al.,
2017), mamoeiro (Moura et al., 2010), milho (Davide et al., 2009).

No presente estudo ficou evidente que temperaturas de 20°C em um fotoperiodo de 16 horas
de luz afetaram consideravelmente a viabilidade polinica, atrasou o desenvolvimento das flores,
levando em média 28 dias do estadio de primordio floral até a antese e causou um amarelecimento
das folhas e maior abortamento floral. Segundo Kakani et at. (2005), a temperatura é um dos fatores
mais importantes pois é o que mais influencia o desenvolvimento das plantas. Altas ou baixas
temperaturas tém varios efeitos importantes sobre tecidos reprodutivos e os principais fenbmenos
observados sdo florescimento rapido ou tardio (Tonsor et al., 2008), assincronia no
desenvolvimento do sistema reprodutivo masculino e feminino (Hedhly; Hormaza; Herrero, 2008)

e defeitos nos gametas masculinos e femininos (Takeoka et al., 1991, Morrison e Stewart, 2002).
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Em contrapartida, a temperatura ambiente de 30°C em fotoperiodo de 16 horas de luz
proporcionou uma grande viabilidade dos gréos de polen, acelerou o desenvolvimento floral e
menor nimero de abortamentos florais foram observados. Mclaughlin e Garofalo (2002), Avekin
(2016), também relatou em seu estudo que Adenium se adapta bem em temperatura acima de +25°C
e iluminacdo suficiente (maximo - 13.000 lux), e que a melhor fertilidade do polen foi observada
entre o primeiro dia da antese.

As estimativas de viabilidade dos graos de pdlen e das condicGes ideais de cultivo de uma
espécie sdo fundamentais e permitem aos pesquisadores inferir sobre a capacidade de germinacao,
efeitos da temperatura no manejo das espécies, estadio de desenvolvimento da flor para a coleta e
condicGes de armazenamento do grdo de pdlen (Nietsche et al., 2009; Pereira et al., 2014; Stanley

e Linskens, 1974).

CONCLUSOES

A maior porcentagem estimada de germinacao de graos de polen in vitro de Adenium obesum
é de 39,81%, obtida na temperatura de 26,05°C.
A viabilidade dos grdos de pélen de Adenium obesum é maior em temperaturas de 25 e

30°C.
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Figura 1 —Planta de Adenium obesum evidenciando os primordios florais, caracterizando o estagio
de selecéo dos acessos para acondicionamento em BOD sob diferentes temperaturas.
Montes Claros, MG, 2020



36

Figura 2 -
Acessos de Adenium obesum acondicionadas em cdmaras do tipo B.O.D sob diferentes
temperaturas (A) 20°C, (B) 25°C e (C) 30°C, Montes Claros, MG, 2020

Figura 3 — Corte longitudinal de uma flor de Adenium obesum em antese (A) e detalhe dos gréos
de pdlen aderidos nas anteras (B), Montes Claros, MG, 2020

Figura 4 — Viabilidade dos graos de p6len de Adenium obesum por meio do teste colorimétrico. A

— gréos de polen viaveis; B — graos de pdlen inviaveis
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0,234177**y -

0,004929**y2 +

0,0009262**xy
R? ajust. = 0,607
**=Significativo pelo teste T a 1% de probabilidade
Figura 5 — Superficie de resposta para a germinacao in vitro de grdos de pélen de Adenium obesum,
em funcdo das concentracdes de sacarose (0%, 1%, 2% e 3%) e temperaturas (15°, 20°,

25° e 30°C). Médias transformadas (log**!). Montes Claros, MG, 2020

Figura 6 — Germinagdo in vitro dos grdos de polen de Adenium obesum em diferentes
concentragdes de sacarose: A —0%; B — 1%; C — 2%; D — 3%. Montes Claros, MG,

2020
Tabela 1 — Resumo da andlise de variancia para os dados de viabilidade dos gréos de pélen em
diferentes temperaturas Montes Claros, MG, 2020

FV GL QM F
Temperaturas 2 1131,56 41,54 *
Residuo 12 27,23

Total 14

CV (%) 8,68
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Temperaturas (°C) 30 25 20

Germinagdo in vitro (%) 72,61a 69,93a 38,00b

*) significativo a 5 % pelo teste F. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste Tukey.
g p
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Diante dos principais resultados apresentados pelo trabalho, podemos afirmar que os gréos de pélen
de Adenium obesum séao influenciados diretamente por fatores abidticos como por exemplo a temperatura
e concentracdes de sacarose. Temperaturas inferiores a 25°C reduzem significativamente a viabilidade
polinica e atrasam o florescimento de Adenium obesum. Em relagdo a germinacéo in vitro dos graos de
poélen as melhores condi¢cdes foram observadas em concentracdo de 3% de sacarose associada a
temperatura de 26,05°C.
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“As flores do futuro dependem da semente que vocé planta
hoje.”
(Provérbio Chinés)
Influéncia de fatores abiéticos na viabilidade polinica em Adenium obesum

RESUMO

A rosa-do-deserto, Adenium obesum (Forssk.) Roem. & Schult, é originaria da Africa mais precisamente
da regido Sul do Saara. Pertence a familia Apocynaceae. O conhecimento sobre a biologia reprodutiva
das espécies é fundamental nos estudos de botanica e na propagacgdo sexuada. Os graos de poélen sao
um dos componentes mais importantes, e a sua viabilidade é essencial na area o melhoramento genético
para producao de novos recombinantes. Os estudos indicam uma possivel autoincompatibilidade e baixas
taxas de viabilidade dos grdos de pdlen nessa espécie, fatores que dificultam a polinizacdo natural e
artificial. Objetivou-se avaliar a influéncia de fatores abi6ticos na viabilidade polinica de A. obesum. Foram
implantados dois experimentos que foram conduzidos no laboratério de Biotecnologia do Instituto de
Ciéncias Agréarias da Universidade Federal de Minas Gerais. Experimento 1 (Viabilidade polinica in vitro
sob diferentes temperaturas e concentracdes de sacarose): o delineamento experimental foi inteiramente
casualizado em esquema fatorial 4 x 4, com quatro temperaturas de germinacéo (15, 20, 30, 35°C), quatro
diferentes concentragfes de sacarose no meio de cultivo (0%, 1%, 2%, 3%) e quatro repeticdes. As flores
da rosa- do-deserto foram coletadas na antese e os grdos de poélen foram inoculados em laminas

juntamente com o meio de cultura. Foram acondicionadas em camara do tipo B.O.D por seis horas, e em



seguida realizada a coloracdo com corante azul de toluidina. Experimento 2 (Efeito da temperatura no
desenvolvimento e viabilidade dos graos de polen): o delineamento foi inteiramente casualizado com trés
temperaturas (20, 25 e 30°C) e trés repeti¢cdes. As plantas da rosa-do-deserto foram mantidas em trés
camaras do tipo B.O.D para incubacao sob as diferentes temperaturas, em fotoperiodo de dezesseis horas
de luz. Foram avaliadas cinco flores na antese. Os gréos de poélen foram coletados, colocados em laminas
com uma gota do corante azul de anilina, uma gota de lugol, e fixados com uma gota de glicerina. Houve
interacdo significativa entre os fatores temperatura e concentracdo de sacarose. A partir dos
desdobramentos foi constatado que a maior porcentagem de gréos de pdlen germinados in vitro viaveis
foi de 39,81% na temperatura estimada de 26,05°C. Os acessos de rosa-do-deserto mantidos em B.O.D.
sob temperatura de 30°C e fotoperiodo de 16 horas de luz apresentaram florescimento mais rapido e as

temperaturas = 25°C indicaram porcentagens de viabilidade dos graos de pélen acima de 69%.

Palavras-chave: Germinagéo. Rosa-do-deserto. Graos de poélen. Sacarose. Temperatura.

Abiotic factors influence on polynic viability in Adenium obesum

ABSTRACT

The desert rose Adenium obesum (Forssk.) Roem. & Schult, that it is originated in Africa, more precisely
in the Southern Sahara region belongs to the Apocynaceae family. The knowledge about the species
reproductive biology is essential in studies of botany and in sexual propagation. Pollen grains are one of
the most important components and their viability is essential in the genetic improvement area for the
production of new recombinants. Studies indicate a possible self-incompatibility and low viability rates of
pollen grains in this species and these are factors that hinder natural and artificial pollination. The objective
of this study was to evaluate the influence of abiotic factors on the pollen viability of A. obesum. Two
experiments were implemented and conducted in Biotechnology laboratory (CPCA / UFMG). Experiment
1 (Pollen viability in vitro under different temperatures and sucrose concentrations): the experimental
design was in a 4 x 4 factorial scheme with four germination temperatures (15, 20, 30, 35°C), four different
sucrose concentrations in the culture medium (0%, 10%, 20%, 30%) and four replications. The flowers of
the desert rose were collected in the anthesis and the pollen grains were inoculated in slides together with
the culture medium. They were stored in a B.O.D type chamber for six hours and then stained. Experiment
2 (Effect of temperature on the development and viability of pollen grains): the design was completely
randomized with three treatments, different temperatures (20, 25 and 30°C) and five replications. The
desert rose plants were kept in three B.O.D chambers for incubation under different temperatures (20, 25
and 30°C) in a sixteen-hour photoperiod of light. Five flowers were evaluated at anthesis. The pollen grains
were collected, placed on slides with a drop of the toluidine blue dye, a drop of lugol, and fixed with a drop
of glycerin. There was a significant interaction between the factor’s temperature and sucrose concentration.
The highest percentage of pollen grains germinated in vitro viable was observed (39.81%) at the estimated
temperature of (26.05°C) and (25.70%) at the estimated sucrose concentration of (18%), presented
quadratic behavior for all temperatures and concentrations tested. It is concluded that the significant

interactions observed between temperature and sucrose concentrations indicate that both factors are



important in the pollen viability of Adenium obesum. The accessions of desert rose kept in B.O.D under a
temperature of 30°C and a photoperiod of 16 hours of light showed faster flowering and temperatures =

25°C indicated percentages of pollen grains viability above 69%.

Keywords: Germination. Desert Rose. Pollen grains. Sacarose. Temperature.
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1 INTRODUCAO

A rosa-do-deserto, Adenium obesum (Forssk.) Roem. & Schult, é originaria da Africa, mais
precisamente do Sul do Saara, pertence a familia Apocynaceae. No ambiente nativo a planta pode se
encontrar em dorméncia, com evidéncia de perda de folhas, cenario em que as flores ganham destaque
em virtude da beleza e coloracéo, em especial nas cores rosa, vermelho e branco (MCBRIDE et al., 2012;
COLOMBO, 2018). A rosa-do-deserto se destaca pelo valor ornamental, além do uso medicinal no controle
de microrganismos (ADAMU et al., 2005).

As plantas desse género caracterizam-se pela producéo de quantidades variadas de seiva leitosa e
sdo consideradas tolerantes a resistentes a climas aridos e semiaridos (MCLAUGHLIN; GAROFALO,
2002), e essa Ultima caracteristica é responsavel pelo nome popular de Adenium obesum (HASTUTI;
SETYONO, 2009). A rosa-do-deserto tem sido amplamente utilizada como ornamental por ser de facil
manuten¢do, ampla variabilidade dos arranjos florais se tornando atraente e a presenca marcante da
estrutura denominada caudex esculpido e base dilatada (ROWLEY, 1987).

O funcionamento de todo o sistema reprodutivo de uma planta pode variar em funcéo das condicfes
climaticas as quais € submetida (ESCOBAR et al., 1986). Conhecer a biologia reprodutiva das espécies
€ primordial para a permanéncia e evolugdo (PRATHAMA, 2009), porém, esse sistema ainda é pouco
compreendido em diversas espécies de plantas superiores (CHAN; LIM; SAW, 2011). A biologia floral pode
ser entendida, portanto, como o estudo de todas as manifestacdes de vida da flor, incluindo a fertilizacao,
combinando-se com a biologia reprodutiva e com a ecologia da polinizagéo, resultando no entendimento
de como a reproducéo das plantas acontece (FAEGRI; PIJL, 1979).

Os graos de pdlen sdo um dos componentes mais importantes, e a sua viabilidade é essencial na
area do melhoramento genético para producao de novos recombinantes. Os estudos sobre o gréo de pélen
sdo Uteis para direcionar o melhor momento para realizacdo de cruzamentos (SOARES et al., 2011),
conservacao de recursos genéticos (CHAUDHURY et al., 2010) e indicagdo de potencial de viabilidade
(BREWBAKER, 1967). Em estudos realizados em Adenium indicam uma possivel autoincompatibilidade e
baixas taxas de viabilidade dos grédos de polen nessa espécie, fatores que dificultam a polinizacdo natural
e artificial (ROWLEY, 1980; AVEKIN; Ramos,2020).

Diante dos relatos descritos acima, objetivou avaliar a influéncia de fatores abiéticos na viabilidade
do pdélen de A. obesum avaliados através de métodos colorimétricos e de germinagéo in vitro.

2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Objetivou-se avaliar a influéncia de fatores abidticos na viabilidade polinica de A. obesum.

2.2 Objetivos Especificos

— Testar concentragBes de sacarose e diferentes temperaturas na germinacédo in vitro de gréos de

polen de Adenium obesum coletados na antese;


http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S2317-15372015000400206&lng=en&tlng=en#B15
http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S2317-15372015000400206&lng=en&tlng=en#B15
http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S2317-15372015000400206&lng=en&tlng=en#B15
http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S2317-15372015000400206&lng=en&tlng=en#B15
http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S2317-15372015000400206&lng=en&tlng=en#B15
http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S2317-15372015000400206&lng=en&tlng=en#B15
http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S2317-15372015000400206&lng=en&tlng=en#B15
http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S2317-15372015000400206&lng=en&tlng=en#B1
http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S2317-15372015000400206&lng=en&tlng=en#B1
http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S2317-15372015000400206&lng=en&tlng=en#B1
http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S2317-15372015000400206&lng=en&tlng=en#B1
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—Identificar a melhor temperatura na viabilidade dos gréos de pélen de Adenium obesum na antese.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Importancia econdbmica e social

Ao se tratar de plantas ornamentais, deve-se considerar que existe ampla gama de espécies
vegetais que compdem esse grupo. As diferentes espécies sdo adaptadas as diferentes condigGes
climaticas e de solo, o que favorece a producdo nas distintas regides em todo o mundo. Além da
diversidade existente, é conhecida a importancia relacionada as flores que ao longo do tempo sempre
tiveram ligacdo a histéria do homem, que determinou o cultivo dessas em escala comercial para algumas
espécies. Flores e plantas ornamentais apresentam boa rentabilidade e podem ser cultivadas em
pequenas extensdes, sob condi¢des controladas (NEVES et al., 2015).

O Brasil teve indicios de origem com plantas ornamentais através de firmas habituais da fruticultura.
Contudo, o desenvolvimento comercial foi registrado somente em 1950 e 1970 alcangou sua estabilidade
trabalhista. Inicialmente os estados de Santa Catarina e Sado Paulo produziram em escala para mercados
(JUNQUEIRA; PEETZ, 2008).

Recentemente o Brasil estima em torno de oito mil produtores de flores. Sdo produzidas trés mil
variedades, entre essas 350 espécies cultivadas. No entanto o mercado de flores vem ganhando relevancia
pois movimenta e aquece a economia, gerando 199.100 empregos acessiveis, sdo (39,53%) que equivale
78.700 relacionado com a produtividade, 8.400 (4,22%) a distribuigdo, 105.500 (53%) no varejo e 6.500
(3,25%) a outros encargos. O rendimento do mercado de ornamentais em 2018 foi de R$ 8,1 bilhdes, com
possibilidades de crescimento entre 8 e 10% ano, de acordo com Instituto Brasileiro de Floricultura
(IBRAFLOR, 2020).

No estado de Minas Gerais, o cultivo de flores e plantas ornamentais compreende 645 hectares e
em torno de 130 municipios. O faturamento calculado é de R$169,3 milhdes, em que 70% é obtidos do
comércio de flores e folhagens de corte, 20% de ornamentais e 10% de plantas e flores. Em média séo
contabilizados 576 agricultores operando na producao em todo o estado. H4 consolidacdo de pequenos
produtores, com poucas associa¢gfes e auséncia de articulacdes especifica para organizacdo do setor
(IBRAFLOR, 2020).

Adenium obesum, trata- se de uma planta ornamental inclusa na familia Apocynaceae,
habitualmente renomada como rosa-do-deserto considerada uma planta herbacea, suculenta, de aspecto
escultural e floracdo exuberante e intensa. No entanto ha informacdes que a espécie teve origem na Africa
Oriental e comumente é cultivada em areas humidas tropicais (TALUKDAR, 2012).

Apesar de ser pouco conhecida mundialmente, a rosa-do-deserto apresenta alto potencial
exploratdrio, bem como 6timas perspectivas quanto ao crescimento de cultivo, constituindo alternativa para
pequenos e médios produtores rurais provenientes do semiarido e sem sistema de irrigagao. Este fato esta
associado a anatomia do caule, que apresenta reservatério de agua e nutrientes por periodos de estiagem
e seca prolongada (MCLAUGHLIN; GAROFALO, 2002).

Nos ultimos anos obteve-se maior abrangéncia da rosa-do-deserto por parte de floricultores e
paisagistas brasileiros, em virtude do elevado valor ornamental. Contudo, ainda sdo escassos

conhecimentos técnicos e agrondémicos para demanda comercial (SANTOS et al., 2015).
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A rosa-do-deserto vem ganhando importancia pois mostra resultados satisfatérios relacionado a
producdo pois se trata de uma planta ornamental nova no mercado, no entanto é a quinta mais
comercializada em todo o pais, que vem crescendo a cada ano e aumenta a procura na area paisagista
(IBRAFLOR, 2020).

3.2 Polinizagao e biologia reprodutiva

Adenium obesum pertence ao grupo das arbustivas, e plantas arb6reas. Essas apresentam raizes
suculentas e caule engrossado na base, que é considerado adaptacdo e consiste em reservatorio para
agua e nutrientes em regides aridas (SANTOS et al., 2015). E composta por folhas simples, dispostas em
forma de espiral nas extremidades dos ramos, possui flores de diferentes formatos e cores, no entanto ndo
possuem cheiro proprio. O fruto € proveniente de um Unico carpelo que se divide com finalidade de
liberacdo de sementes com tufos peludos para melhor dispersdo pelo vento (TALUKDAR, 2012).

Em relacdo aos frutos, estes sdo formados em pares logo apos a fertilizacdo e sdo divididos em
foliculos. Apés o processo de maturacao se abrem de forma longitudinal de modo que facilite a disperséo
e que ocorra a liberacdo das sementes pelo vento. Contudo, algumas plantas ndo conseguem produzir
sementes, em virtude do insucesso da polinizacdo depende de aspectos como a falta de polinizadores,
morfologia floral complexa e a prépria fecundacao.

A propagacgédo sexuada é considerada relevante para o cultivo da rosa-do-deserto, sobretudo para
os programas de melhoramento genético dessa categoria, isso se deve em razdo da diversidade
morfolégica que é averiguada na linhagem decorrente de apenas um cruzamento, sendo uma boa escolha
para fabricacdo de porta-enxertos (MCLAUGHLIN; GAROFALO, 2002; DIMMITT; JOSEPH; PALZKILL,
2009; COLOMBO et al., 2018).

As flores séo hermafroditas com uma grande diversidade na sua coloragdo. Mesmo contendo essas
caracteristicas ndo atraem muitos polinizadores nas flores, sendo mais eficaz a polinizagdo cruzada. Os
aparelhos reprodutivos que constitui a parte feminina da flor sdo compostos por estilete, ovario e estigma,
e a parte masculina é constituida por estames que sao constituidos pelo filete, grdo de pdlen e a antera
(ROWLEY, 1980; BRAUM, 2008). Os cincos estames possuem forma de cone e anteras tém fendas
voltadas para o interior desse cone. O apice do cone, se assemelham as verdadeiras anteras. Quanto ao
estigma, este se encontra escondido dentro do cone (DIMMITT; JOSEPH; PALZKILL, 2009).

As flores da rosa-do-deserto apresentam em geral cinco sépalas e cinco pétalas, possuem varias
tonalidades, com insercdo no tubo floral, sendo que o tubo de superficie interna pode ter cinco ou 15 linhas
vermelhas, denominadas néctar guias. As flores podem apresentar as bordas avermelhadas a sua
composicao na cor rosa e interior amarelo, e a disposi¢cdo destas em formato de sino (ROMAHN, 2012).

O florescimento em Adenium obesum, ocorre essencialmente na primavera, sendo verificada
possibilidades de floracéo no verédo e outono de acordo com a conducéo da planta. Isso pode ocorrer mais
rapidamente em plantas derivadas de sementes com um ano de cultivo e com altura suficiente
(MCLAUGHLIN; GAROFALO, 2002).

Em geral a rosa-do-deserto demonstra crescimento lento e vida prolongada, todavia podem
permanecer por varios anos, sua propagacéo pode ser por sementes ou estaquia. Em regides onde ha

invernos frios e secos deve ser feita a indugéo por um periodo de dorméncia, no entanto pode ocorrer a
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perda de folhas. As sementes geralmente sdo descritas de cor marrom claro, asperas e se dispde em
sistema para desmembracdo, que é caracterizada como plumagem nas bases (MCLAUGHLIN;
GAROFALO, 2002).

A propagagéo in vitro com plantas do género Adenium s&o desconhecidas, mas s&o informagfes
que se tornam fundamental pois permite produzir explantes com qualidade, ja se sabe que sementes
reproduzidas in vitro, ndo tem contaminacdo mas ha pouca germinacdo (MACHADO JUNIOR;
FERNANDES, 2018).Um dos indicadores do potencial embriogénico, é a inducdo de calos, que é a
producédo de varios tecidos oriundos de um planta em condicBes assépticas, em estudos com o género se
percebe uma suscetibilidade para regeneracao e formacéo de calos com propriedades medicinais anti-

inflamatério biologicamente ativo (LEE et al., 2017).

3.3 Desenvolvimento e viabilidade polinica

O plantio e germinagéo das sementes constituem etapas fundamentais na producdo de plantas e
flores ornamentais. Compete aos agricultores o uso de méo-de-obra qualificada e tecnologias que tenham
a capacidade de obter mudas de qualidade (CAMPANHARO et al., 2006).

A rosa-do-deserto caracteriza-se por ser um género diversificado que ndo apresenta um inseto
nativo que seja capaz de polinizar em condigbes de produc¢éo no Brasil, no entanto a formagdo de
sementes ocorre por meio de polinizacdo cruzada (COLOMBO et al., 2018; PORTES, 2018).

A propagacdo de A. obesum é feita, sobretudo por sementes, jA que as plantas oriundas de
sementes possuem caudex e raizes primérias e principal superiores as que séo providas de estacas
(COLOMBO et al., 2015). Em relacdo a polinizacdo manual, esta é efetuada por meio da extracdo de uma
ou duas pétalas da flor coletada, com a exibicao das anteras. Posterior a isso, as anteras sao retiradas e
com auxilio da pinca € realizado o recolhimento dos grédos de pélen que é concedido para o estigma da
flor destinada. Ao final de 90 dias de hibridagdo da flor, verifica-se a deiscéncia do foliculo e em seguida
pode ser feita a colheita das sementes para o plantio (COLOMBO et al., 2018).

A microesporogénese é a formacéo de esporos primarios no aparelho reprodutivo masculino de uma
planta. Eles se diferenciam por meiose e ficam armazenados na parede interna da antera. O microsporocito
que é a diferenciagdo do esporo primario, apés a meiose, formam duas células haploides, que ficam unidas
por uma parede do miscrospordcito, que se denomina grdo de pélen (LORA et al., 2009; SCOTT et al.,
2006; GBOL, 2020).

Os grédos de polen de Adenium, possuem um volume interno consideravel compacto a antera, se
localizam na cabeca do estilete, quando se expandem liberam os grédos de pdélen préximos da antese
(GAYDARZHI, 2016; RAMOS, 2020).

Estudos indicam que algumas espécies do género Adenium apresentam um bom potencial polinico
dias ap6s antese, e uma possivel autoincompatibilidade entre os individuos (ROWLEY1980; AVEKIN;
GAYDARZHI, 2016). As flores se encontram receptivas antes da antese, mas os melhores resultados de
germinacao foram obtidos no periodo de pés antese (RAMOS, 2020).

Dentre os fatores que podem afetar a performance dos graos de pélen das espécies, a temperatura
€ apontada como um dos mais importantes interferindo na fertilidade (HEDHLY, 2011; PRASAD; BOOTE;

ALLEN, 2011). Incrementos suaves da temperatura durante o crescimento e desenvolvimento dos tecidos
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reprodutivos, podem acelerar ou atrasar o florescimento (BALASUBRAMANIAN et al., 2006; TONSOR et
al., 2008), afetar a sincronia no desenvolvimento dos sistemas reprodutivos masculino e feminino
(BARNABA'S; JAGER; FEHER, 2008; HEDHLY; HORMAZA; HERRERO, 2008) e originar defeitos nos
gametas (MORRISON; STEWART, 2002). As temperaturas elevadas também podem afetar a quantidade
de gréo de pdlen, sua morfologia, composicao quimica e metabolismo (PRASAD et al., 2002; KOTI et al.,
2005; ALONI et al., 2001).

A estimativa da viabilidade do grédo de pdlen permite inferir sobre a capacidade de germinacéo e
fecundacédo, sendo importante destacar que a variagdo da umidade e temperatura do ambiente, estadio
de desenvolvimento da flor, coleta e condicdes de armazenamento do grao de pélen influenciam direta e
indiretamente a sua viabilidade (STANLEY; LINSKENS, 1974). De acordo com Galetta (1983) a viabilidade
polinica pode ser estimada por quatro principais métodos: germinag&o in vitro; métodos colorimétricos;
germinacao in vivo e porcentagem de frutificagéo efetiva, obtida com a utilizacdo do pélen em teste.

A utilizac@o de corantes para estimar a viabilidade polinica € o método mais rapido utilizado pelos
pesquisadores (RODRIGUEZ-RIANO; DAFNI, 2000). Entretanto, o0 método de germinacao in vitro € um
dos métodos mais utilizados e difundidos na comunidade cientifica, devido a sua rapidez, eficiéncia, e pode
apresentar alta correlacdo com o pegamento de frutos e sementes (DAFNI; FIRMAGE, 2000). O sucesso
da germinacao do grao de pdlen in vitro é influenciado por alguns fatores como os constituintes do meio
de cultura, o tempo de incubacéo e a temperatura (TAYLOR; HEPLER, 1997). Diferentes meios para a
germinacao de poélen in vitro tém sido relatados para vérias espécies (TAYLOR; HEPLER, 1997), sendo

utilizado principalmente o meio basico desenvolvido por Brewbaker e Kwack (1963).
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Viabilidade Polinica em Adenium obesum
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Resumo

Objetivou-se com o presente estudo: (1) Testar concentracdes de sacarose e temperaturas na
germinacdo in vitro de graos de polen de Adenium obesum e; (2) identificar o efeito da temperatura
na viabilidade de grdos de polen de Adenium obesum. Foram realizados dois experimentos e
utilizados acessos de A. obesum com 18 meses de idade cultivados em vasos em viveiro. Em ambos
experimentos as flores dos acessos foram coletadas manualmente no dia da antese. No primeiro
experimento, para o teste de germinacéo in vitro os graos de polen foram extraidos e inoculados
em laminas de vidro com 150uL do meio de cultura padrdo com variagdes nas concentragdes de
sacarose (0%, 1%, 2% e 3%) e incubados sob diferentes temperaturas (15°, 20°, 25° e 30°C).
Utilizou-se delineamento inteiramente casualizado, com quatro repeticbes. No segundo
experimento, acessos de A. obesum no inicio do desenvolvimento do primérdio floral foram
selecionadas em viveiro e acondicionadas em camara B.O.D. sob diferentes temperaturas (20°, 25°
e 30°C) e fotoperiodo de 16 horas de luz, com delineamento inteiramente casualizado e trés
repeticGes. A viabilidade dos gréos foi realizada por meio do teste colorimétrico. Interacdo
significativa entre temperaturas e concentrac6es de sacarose foi observada no teste de germinacéo
in vitro. A maior porcentagem de germinacéo in vitro dos graos de pélen foi observada (39,81%)
na temperatura estimada de 26,05°C. Os acessos de rosa-do-deserto mantidos em B.O.D. sob
temperatura de 30°C e fotoperiodo de 16 horas de luz apresentaram florescimento mais rapido e
as temperaturas > 25°C indicaram porcentagens de viabilidade dos grdos de pélen acima de 69%.

Palavras-chave: antese, rosa-do-deserto, graos de pdlen, sacarose, temperatura.

Abstract
Pollen Viability in Adenium obesum

The aim of this study was: (1) to test sucrose concentrations and temperatures in the in vitro
germination of Adenium obesum pollen grains and; (2) to identify the effect of air temperature on
the viability of Adenium obesum pollen grains collected in anthesis. In the experiments conducted

in the present work, accessions of A. obesum (18 months old) grown in pots in a nursery were
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selected. In the in vitro germination and viability tests, the accession flowers were collected
manually on the anthesis day. For the in vitro germination test, pollen grains were extracted and
inoculated in glass slides with 150uL of the standard culture medium with variations in sucrose
concentrations (0%, 10%, 20% and 30%) and incubated under different temperatures controlled
(15°, 20°, 25° and 30°C). The data were submitted to variance analysis. In the second experiment,
accessions of A. obesum at the beginning of the development of the floral primordium were
selected in a nursery and stored in a B.O.D. under different temperatures (20°, 25° and 30°C) and
a photoperiod of 16 hours of light. The pollen grains viability was accomplished through the
colorimetric test. Significant interaction between temperatures and sucrose concentrations was
observed in the in vitro germination test. The highest percentage of in vitro pollen grains
germination was observed (39.81%) at the estimated temperature of 26.05°C. Desert rose
accessions maintained in B.O.D. under a temperature of 30 ° C and a photoperiod of 16 hours of

light, they flowered faster and temperatures > 25°C indicated percentages of pollen grains viability

above 69%.

Keywords: anthesis, desert rose, pollen grains, sacarose, temperature.

INTRODUCAO

A espécie Adenium obesum (Forssk.) Roem. & Schult, conhecida comumente como rosado-
deserto caracteriza-se por ser ramificada, com caule curto que atua como reserva, vem ganhando
relevancia como ornamental devido a alguns aspectos botanicos e fisiologicos, diversidade de
cores nas pétalas e disposicOes florais, resisténcia ao estresse hidrico, excelente adaptacdo em
ambientes de pleno sol e por fim, o fato de ser uma planta perene. Pertence a familia Apocynaceae,
e relatos indicam que a sua origem foi na Africa, mais precisamente do Sul do Saara (Brown, 2012;
Oyen, 2008; Lorenzi, 2015 ; Wannakrairoj, 2008; Mcbride et al., 2014).

E de fundamental importancia a multiplicagio da rosa do deserto por semente devido suas
caracteristicas morfoldgicas e genéticas, tais como caudex e coloragdo das flores, apreciadas por

colecionadores (Colombo et al., 2018).
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As flores do género tém uma complexa morfologia floral, pode ser de formato redondo ou
estrela, a corola tem aspecto de funil, ovario superior, estiletes reunidos, estames com filetes fortes
e pequenos, longas anteras que se encontra dentro de um cone em cima do estigma (Rowley, 1980).

O pdlen fica armazenado na base das anteras e o estigma fica encoberto por este, as flores
sdo hermafroditas com diferentes cores. Elas podem ficar abertas de trés a trinta e dois dias e ndo
exalam perfume. S&o bissexuais actinomarficas, com parte feminina composta por estilete, estigma
e ovério, e a masculina por filete, antera e pélen. Reproduzem-se através de alogamia, ou seja,
reproducdo cruzada, pois ha uma possivel autoincompatibilidade entre o género, dificultando a
autopolinizacao das flores. A polinizacéo natural é feita por polinizadores com apéndice alongado
que se localiza na cabeca de algumas espécies, o que dificulta pois ndo se encontra no nosso
territorio, todavia se faz necessario a polinizacdo artificial para produgdo de sementes (Brown,
2012; Rowley 1980; Ramos, 2020).

O grdo de polen é de grande importancia na reproducao sexuada, pois permite que o tubo
polinico leve o gameta masculino até o gameta feminino. O formato pode ser eliptico ou esférico
e o diametro, variam de 0,01 a 0,1imm. E produzido no microsporangio, formado por duas células
haploides e uma pelicula protetora. Uma célula se dividira e formara dois gametas masculinos e a
outra célula vegetativa vai dar origem ao tubo polinico (Bennett e Willis, 2002; Santos, 2020).

Foi constatado em estudos que a fertilidade do polen da espécie Adenium obesum é de 70%
a 90% do primeiro ao terceiro dia apds antese (Avekin e Gaydarzhi, 2016). Entretanto, dados sobre
a viabilidade dos grdos de pélen na antese sdo desconhecidos, apesar de relatos de produtores
acerca da eficiéncia da fertilizacdo por meio do uso dos gréos de polen coletados no dia da abertura
das flores.

As mudancas no clima, tais como aquecimento global, chuvas, geadas e a propria
sazonalidade climética influenciam na producdo agricola, principalmente na producdo de
ornamentais pois sdo sensiveis a alteracdes no clima. A temperatura € o fator abiotico que mais

altera o aspecto reprodutivo das flores. Em temperaturas minimas inferiores a 15°C compromete a
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viabilidade do polen, e 0 maximo ou superior a 30°C de temperatura pode influenciar o processo
de desenvolvimento dos gréos de polen, ou seja interfere em todo o dinamismo de formacéo
(Stainforth et al., 2005; Young et al., 2004).

Em temperaturas de 30° a 40°C tendem a encurtar algumas fases de desenvolvimento das
plantas, tais como a fase reprodutiva. Assim, a quantidade e a morfologia do pdlen, deiscéncia das
anteras e arquitetura da parede do pélen, bem como a composic¢ao quimica e metabolismo de pélen
demonstraram ser influenciados por essas temperaturas elevadas (Prasad et al., 2002; Koti et al.,
2005; Aloni et al., 2001). Embora a rosa-do-deserto seja de origem de regiGes desérticas, ndo
existem relatos cientificos sobre a influéncia da temperatura na viabilidade polinica.

O presente estudo objetivou avaliar a influéncia de fatores abidticos na viabilidade dos gréos

de pdlen de A. obesum através de métodos colorimétricos e de germinacao in vitro.

MATERIAL E METODOS
Area experimental e Material genético

A partir do banco de germoplasma de rosa do deserto localizado na UFMG/Montes
ClarosMG, foram selecionadas plantas pertencentes a dois acessos conforme descrigéo,
denominados:

(@) ICA-bd, acesso com flores de cor branca e disposi¢do das pétalas em arranjo duplo; e (b) ICA-
vt, acesso com flores de cor vermelha e arranjo de pétalas triplo. Seis plantas de cada acesso com
18 meses de idade e duas floracGes finalizadas foram selecionadas (Ramos, 2020).

Os experimentos foram conduzidos em laboratdrio e as plantas em casa-de-vegetacdo com
tela antiafidio e 20% de sombreamento, localizada na Universidade Federal de Minas
GeraisUFMG, Campus Montes Claros-MG, no periodo de marco a agosto de 2020. O municipio
de Montes Claros se encontra em regido semiarida no norte de Minas Gerais, localizada com as

seguintes coordenadas geograficas (Latitude = 16°43°13”S, Longitude = 43°52°52”0, altitude
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média de 638m). O clima é considerado tropical de savana (Aw), segundo Koppen, com
precipitacdo média anual superior a 1060 mm, com inverno seco e verdo chuvoso (INMET, 2017).

Os acessos utilizados estavam acondicionados em vasos de plasticos (4 L) e 17 cm de
diametro, contendo substrato comercial da marca Bioplant® sob cultivo em casa-de-vegetacio. Os
seguintes tratos culturais foram conduzidos ao longo do experimento conforme orientacdo de
Ramos (2020); (1) irrigacdo semanal de 500mL de agua por vaso e (2) adubacao semanal realizada
por vaso pela aplicacdo manual de 200mL do produto Fort flores®, na dosagem de 10 g do produto
comercial diluida em 2 litros de agua.

Contudo essas plantas foram utilizadas para a conducdo dos dois experimentos descritos a

sequir.

Experimento 1: Viabilidade polinica em flores submetidas a diferentes temperaturas

durante o desenvolvimento

As plantas de Adenium obesum que apresentavam o inicio do desenvolvimento do primoérdio
floral (Figura 1) foram selecionadas e acondicionadas duas plantas para cada camara, foram
utilizadas trés cAmaras do tipo B.O.D (Limatec®) com temperaturas controladas de 20°C, 25°C e
30°C e 16h de fotoperiodo (Figura 2).

A partir da floracdo plena foram coletadas as flores no primeiro dia da antese e a extracédo

dos grédos de pélen foi realizada conforme metodologia proposta (Acar e Kakani, 2010; Dafni e

Firmage, 2000), porém com a adi¢do de uma gota do corante azul de anilina. As laminas foram

fixadas com uma gota de glicerina, e logo apds foram visualizadas em microscépio (Binocular,
LED digilab®) de campo claro com objetiva de baixa magnitude (16x) (Zambon et al., 2014).

Cada lamina foi dividida em quatro quadrantes e foram contados 100 grdos de pdlen por

guadrante. Foram considerados viaveis os grdos de pélen que se apresentaram coloridos de azul
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(Figura 4). O percentual de viabilidade foi obtido pela razdo entre os gréos viaveis e o total de
gréos avaliados na lamina.

Foi utilizado delineamento experimental inteiramente casualizado (DIC) com trés
tratamentos (20, 25 e 30°C) e trés repeticOes. Cada parcela experimental foi composta por uma
lamina contendo pelo menos 400 gréos de polen.

Os dados avaliados foram submetidos a analise de variancia, e quando significativo pelo teste

F, as médias foram comparadas entre si pelo teste de Tukey, a 5% de significancia.

Experimento 2: Germinacao in vitro dos gréos de pdlen em concentracdes de sacarose e

diferentes temperaturas

Para realizacdo dos testes de germinacéo in vitro, as flores dos acessos selecionados foram
coletadas manualmente no dia da antese as 08:00 horas da manha.

Em camara de fluxo laminar foi realizada a extracdo dos grdos de pdlen das anteras com
auxilio de uma agulha (0,45 x 13 mm da marca TKL), e logo em seguida foram inoculados no
centro de uma lamina de vidro, contendo 150uL do meio de cultura padrdo: 1,27mM de Ca(NO3)2
4H0, 0,87mM de MgSO4 7H20, 0,99mM de KNOs, 1,62mM H3BO e diferentes
concentragdes de sacarose (0, 10, 20 e 30 g.L 1), em pH 7,0 (Brewbaker e Kwack, 1963).

Apos a inoculacdo, as laminas foram acondicionadas em placas de Petri com papel filtro
humedecido, formando uma camara himida, e em seguida mantidas em incubador do tipo BOD
com temperaturas controladas de 15°, 20°, 25° e 30°C. Seis horas apés a incubacdo foi adicionado
uma gota do corante azul de toluidina e a contagem dos gréos de polen germinados foi realizada
sob microscopio Binocular, LED digilab® de campo claro com objetiva de baixa magnitude (16x).
Cada lamina foi dividida em quatro quadrantes e foram contados 100 graos de p6len por quadrante.
O percentual de germinacdo in vitro dos gréos de pélen foi estimado pela relagdo entre o nimero

de gréos de pdlen germinados em relacdo ao numero total de grdos de pdlen contados em cada
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lamina. Foram considerados viaveis 0s grdos de pdlen que apresentaram tubo polinico com o
comprimento igual ou superior ao didmetro do grdo de pdlen (Acar e Kakani, 2010; Dafni e
Firmage, 2000).

O delineamento experimental inteiramente casualizado foi em esquema fatorial 4 x 4, sendo
testadas quatro temperaturas de incubacdo (15, 20, 30 e 35°C), quatro concentracfes de sacarose
(0%, 1%, 2% e 3%), e quatro repeticdes. Cada parcela experimental foi composta por uma lamina
contendo pelo menos 400 gréos de polen.

Os dados foram submetidos a andlise de variancia, e assim foi possivel calcular
estatisticamente alguns preceitos importantes. Os valores quando o teste “F” foi significativo, ou
seja, maior que F tabelado, foram analisados e gerado um gréfico de superficie resposta em funcéo
das variaveis independentes (doses de sacarose e temperaturas), determinando quais seriam as
condicdes favoraveis para cada uma das variaveis, por meio do programa R studio.

Os dados de porcentagem de germinacdo dos graos de polen foram transformados, por meio

da transformacdo logaritmica (Log X+1) para obter a normalidade do conjunto de dados.

RESULTADOS

Experimento 1: Viabilidade polinica em flores submetidas a diferentes temperaturas
durante o desenvolvimento
De maneira geral, 0s acessos de rosa-do-deserto mantidas em BOD na temperatura de 30°C
e fotoperiodo de 16 horas de luz se desenvolveram mais rapido. Da emissdo do botdo floral até
antese levaram em média 15 dias para atingir a antese. Na temperatura de 25°C levaram em média
22 dias para o seu desenvolvimento, e na temperatura de 20°C atingiram a antese com 28 dias.
Também foi possivel observar que nas temperaturas de 20 e 25°C, as plantas apresentaram

abortamento floral e amarelecimento de folhas.
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A andlise de variancia indicou diferenca significativa a nivel de probabilidade de 5% da
viabilidade polinica da rosa-do-deserto entre as temperaturas (Tabela 1). Observou-se que a
viabilidade dos grdos de polen apresentou medias superiores a 69% nas temperaturas de 25 e 30°C
e foram significativamente superiores quando comparado a temperatura de 20°C (Tabela

1).

Experimento 2: Germinacdo in vitro dos graos de polen em concentragdes de sacarose e

diferentes temperaturas

De acordo com a analise de variancia houve interacdo significativa (p<0,05) entre as
temperaturas e as concentracfes de sacarose para a caracteristica de germinacao in vitro dos gréos
de pdlen de Adenium obesum.

Obteve-se um aumento da germinacao in vitro em condi¢des de temperatura e concentragdo
de sacarose favoraveis, demonstrando crescimento linear, nos demais o crescimento ocorreu de
forma quadratica (Figura 5). Houve um incremento da germinacdo in vitro, com incremento da
temperatura e concentracdo ideais atingindo seu valor méximo de 39,81% germinag&o, depois
houve uma gueda atingindo seu valor minimo de 16,60%

germinacao (Figuras 5 e 6).

DISCUSSAO

A germinacao in vitro é um método seguro e adequado para testar a viabilidade de grdos de
polen, sendo, portanto, o mais utilizado (Almeida et al., 2002). E o conhecimento deste importante
caractere se torna crucial para conhecer aspectos de fertilidade e melhorar as praticas de hibridagéo
artificial para producédo das populacdes segregantes em programas de melhoramento (Soares et al.,

2018). No entanto, fatores abidticos como a temperatura (alta ou baixa) e alguns fatores
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nutricionais, podem ocasionar a diminui¢do ou aceleracéo da rea¢do das enzimas pertencentes aos
grdos de polen (Taiz e Zeiger, 2013).

No presente estudo foi observada interagdo entre dois fatores abioticos: temperatura e
concentracdo de sacarose na germinacao in vitro dos graos de polen da rosa-do-deserto coletados
na antese. Os resultados indicaram que a germinacdo in vitro dos grdos de polen coletados no
momento da antese de Adenium obesum respondeu positivamente aos efeitos de temperatura em
uma faixa entre 20° e 30°C com variacGes amplas em funcdo da concentragdo de sacarose. Taylor
e Hepler (1997), Zhang et al. (2003) destacaram em seu estudo que fatores como temperatura, o
tempo de incubacdo e componentes do meio de cultura, influenciam diretamente a germinacao de
polen in vitro, pois dependendo da quantidade de sacarose ou de micronutrientes podem impedir
o tubo polinico de se desenvolver ou romper a pelicula ou desnaturar o grao de p6len tornando o
invidvel, o que dificulta a disseminacao de espécies como frutiferas e ornamentais.

Garcia et al. (2012), nos relata que a sacarose € uma fonte fundamental de energia para a
germinacao do pélen, induzindo o crescimento do tubo polinico e sintetiza células novas. N0ssos
resultados indicaram que mesmo na auséncia de sacarose foi observada germinacao in vitro dos
grdos de pdlen superior a 30%. Esse resultado pode ser explicado em funcdo do gendtipo dos
acessos, e em funcdo de outros componentes do meio de cultura. O meio de cultura padrdo
desenvolvido por Brewbaker e Kwack (1963), Galletta (1983) além da fonte de carbono, possui
em sua composicdo um micronutriente essencial associado a germinacdo dos graos de pélen, o
boro. No entanto uma fonte de carbono ou de boro se torna suficiente para a germinacéao do polen,
ndo sendo essencial outros nutrientes, o boro induz o crescimento do tubo polinico.

Recentemente, um estudo realizado em Adenium obesum indicou que grdos de poélen
coletados em pré-antese apresentaram a maior porcentagem de germinacéo in vitro, em condicgdes
de meio de cultivo contendo 1 % de sacarose e uma temperatura entre 25° a 30°C

(Ramos, 2020).
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Adenium obesum ¢ tipico de regides aridas e semiaridas, se desenvolve bem em condi¢des
de exposicdo a luz e as flores do género geralmente tém antese pela manhd, horario onde séo
observadas temperaturas mais amenas (Braum, 2008; Ramos, 2020). Eventualmente as rosas-
dodeserto ndo se adaptam ao frio, mostrando sensibilidade em baixas temperaturas. Seu
metabolismo fica muito lento e dormente, podendo ocasionar folhas amarelas e perdas dessa, além
de abortamento floral (Braga, 2017).

Todavia, a temperatura alta influencia diretamente a vitalidade do pdlen antes da antese,
podendo causar efeitos negativos tais como acumulo de amido, desnaturagdo, rompimento da
parede celular, alteracdes na composicao quimica. Assim como uma temperatura baixa, altera o
metabolismo, e ocasiona a esterilidade, no entanto é fundamental se saber a temperatura ideal, visto
que as oscilacbes da sazonalidade climéatica podem dificultar a producéo de sementes (Rodrigues,
2017).

No entanto, alguns autores descrevem essa relacdo de importancia entre a temperatura e a
viabilidade do po6len em algumas espécies, rosa-do-deserto (Akevin, 2016), babacu (Araujo et al.,
2017), mamoeiro (Moura et al., 2010), milho (Davide et al., 2009).

No presente estudo ficou evidente que temperaturas de 20°C em um fotoperiodo de 16 horas
de luz afetaram consideravelmente a viabilidade polinica, atrasou o desenvolvimento das flores,
levando em média 28 dias do estadio de primordio floral até a antese e causou um amarelecimento
das folhas e maior abortamento floral. Segundo Kakani et at. (2005), a temperatura é um dos fatores
mais importantes pois é o que mais influencia o desenvolvimento das plantas. Altas ou baixas
temperaturas tém varios efeitos importantes sobre tecidos reprodutivos e os principais fendmenos
observados sdo florescimento rapido ou tardio (Tonsor et al., 2008), assincronia no
desenvolvimento do sistema reprodutivo masculino e feminino (Hedhly; Hormaza; Herrero, 2008)

e defeitos nos gametas masculinos e femininos (Takeoka et al., 1991, Morrison e Stewart, 2002).
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Em contrapartida, a temperatura ambiente de 30°C em fotoperiodo de 16 horas de luz
proporcionou uma grande viabilidade dos gréos de polen, acelerou o desenvolvimento floral e
menor numero de abortamentos florais foram observados. Mclaughlin e Garofalo (2002), Avekin
(2016), também relatou em seu estudo que Adenium se adapta bem em temperatura acima de +25°C
e iluminacdo suficiente (maximo - 13.000 lux), e que a melhor fertilidade do polen foi observada
entre o primeiro dia da antese.

As estimativas de viabilidade dos graos de pdlen e das condicGes ideais de cultivo de uma
espécie sdo fundamentais e permitem aos pesquisadores inferir sobre a capacidade de germinacao,
efeitos da temperatura no manejo das espécies, estadio de desenvolvimento da flor para a coleta e
condicGes de armazenamento do grdo de pdlen (Nietsche et al., 2009; Pereira et al., 2014; Stanley

e Linskens, 1974).

CONCLUSOES

A maior porcentagem estimada de germinacéo de graos de polen in vitro de Adenium obesum
é de 39,81%, obtida na temperatura de 26,05°C.
A viabilidade dos grdos de pélen de Adenium obesum é maior em temperaturas de 25 e

30°C.
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Figura 1 —Planta de Adenium obesum evidenciando os primordios florais, caracterizando o estagio
de selecéo dos acessos para acondicionamento em BOD sob diferentes temperaturas.
Montes Claros, MG, 2020
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Figura 2 -
Acessos de Adenium obesum acondicionadas em cdmaras do tipo B.O.D sob diferentes
temperaturas (A) 20°C, (B) 25°C e (C) 30°C, Montes Claros, MG, 2020

Figura 3 — Corte longitudinal de uma flor de Adenium obesum em antese (A) e detalhe dos gréos
de pdlen aderidos nas anteras (B), Montes Claros, MG, 2020

Figura 4 — Viabilidade dos graos de p6len de Adenium obesum por meio do teste colorimétrico. A

— gréos de polen viaveis; B — graos de pdlen inviaveis
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Figura 5 — Superficie de resposta para a germinacao in vitro de grdos de pélen de Adenium obesum,
em funcdo das concentracdes de sacarose (0%, 1%, 2% e 3%) e temperaturas (15°, 20°,

25° e 30°C). Médias transformadas (log**!). Montes Claros, MG, 2020

Figura 6 — Germinagdo in vitro dos grdos de polen de Adenium obesum em diferentes
concentragdes de sacarose: A —0%; B — 1%; C — 2%; D — 3%. Montes Claros, MG,

2020
Tabela 1 — Resumo da andlise de variancia para os dados de viabilidade dos gréos de pélen em
diferentes temperaturas Montes Claros, MG, 2020

FV GL QM F
Temperaturas 2 1131,56 41,54 *
Residuo 12 27,23

Total 14

CV (%) 8,68
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Temperaturas (°C) 30 25 20

Germinagdo in vitro (%) 72,61a 69,93a 38,00b

*) significativo a 5 % pelo teste F. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste Tukey.
g p
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Diante dos principais resultados apresentados pelo trabalho, podemos afirmar que os gréos de pélen
de Adenium obesum séao influenciados diretamente por fatores abidticos como por exemplo a temperatura
e concentracdes de sacarose. Temperaturas inferiores a 25°C reduzem significativamente a viabilidade
polinica e atrasam o florescimento de Adenium obesum. Em relagdo a germinacéo in vitro dos graos de
poélen as melhores condi¢cdes foram observadas em concentracdo de 3% de sacarose associada a
temperatura de 26,05°C.
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Adenium obesum” defendida em 30/10/2020, foi devidamente corrigida sendo atendidas

todas as sugestdes dos membros da banca.

Montes Claros, 01 de margo de 2021.

Orientador
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Revisor de Lingua Inglesa

Declaro para o Colegiado do Curso de Mestrado em Produgdo Vegetal, que
izei as COITELUSS as lingua ingissa da disseitagao intitu
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Montes Claros, 19, de ‘bmmxﬂ,@ de 2021 .




TERMO DE AUTORIZAGAO - DEPOSITO E DISPONIBILIZACAO DE TRABALHOS ACADEMICOS NO RI-UFMG

( ) Tese (Doutorado) (X ) Dissertagdo (Mestrado) ( ) Monografia (Especializagdo) ( ) TCC (Graduagdo)

Autor (a):

Cristiane Goncalves Souza

Matricula: CPF:

2021662114 01625407602
E-mail: Telefone de contato:
crisengenheiraagro@yahoo.com.br (38)32140220

Programa/Curso: Mestrado

Titulo do Trabalho:
Influéncia de fatores abidticos na viabilidade polinica em Adenium obesum

Orientador:
Silvia Nietsche

Co-orientador:
Clivia Carolina F. Possobom

Orgao Financiador: Capes Data da defesa: 30/10/2020

Concordo que a minha tese, dissertagdo, monografia ou trabalho de conclusdo de curso seja distribuida pelo Repositério Institucional da
Universidade Federal de Minas Gerais (RI-UFMG) nas seguintes condigdes:

( X ) 1. Acesso Aberto: disponibilizagdo imediata do trabalho para acesso publico.

() 2. Acesso Restrito: arquivo indisponivel por 12 meses a contar da data de defesa, podendo ser renovado por igual periodo mediante
envio de solicitagdo do orientador. Apds finalizagdo do prazo, o trabalho sera disponibilizado para acesso publico.

() 3. Acesso Embargado: arquivo e dados referenciais indisponiveis por 36 meses a contar da data de defesa por motivo de registro de
patente em agéncia da protecdo intelectual. Apds finalizagdo do prazo, o trabalho serd disponibilizado para acesso publico.

Declaro que este arquivo é a versdo final do trabalho em suporte digital, confirmada pelo orientador mediante assinatura abaixo,
aprovada ap0s a realizagdo de defesa publica, e, quando for o caso, apds as corregdes sugeridas pela banca. Declaro que o trabalho
entregue é original, ndo infringe direitos de qualquer outra pessoa e que contendo material do qual ndo detenho direitos de autor, obtive
autorizagdo prévia do detentor dos referidos direitos para conceder a UFMG os termos requeridos por esta licenga.

Estou ciente de que o depdsito da produgdo intelectual preserva os direitos do autor e, dessa forma, ndo implica em transferéncia dos
meus direitos sobre o trabalho para a Universidade.

Na qualidade de titular dos direitos de autor(a) do trabalho supracitado, de acordo com a Lei n2 9610/98, autorizo a UFMG a disponibiliza-
lo gratuitamente, sem ressarcimento dos direitos autorais, conforme permissdes assinaladas acima, para fins de leitura, impressdo e/ou
download pela internet, a titulo de divulgagdo da produgao cientifica gerada pela Universidade, a partir desta data.




Repositdrio Institucional da UFMG
Biblioteca Universitaria/UFMG - 32 andar - Sala 301
Av. Presidente Antonio Carlos, 6627 - Campus Pampulha - Belo Horizonte/MG
+55 (31) 3409-4625 / 5513/ 4620 - repositorio-trabacad@servicos.ufmg.br

Este documento foi gerado com dados fornecidos pelo usuario utilizando autenticagdo minhaUFMG
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UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
INSTITUTO DE CIENCIAS AGRARIAS
BIBLIOTECA UNIVERSITARIA JOSE CARLOS VALLE DE LIMA

DECLARACAO DE REVISAO DE NORMAS BIBLIOGRAFICAS

Declaro para o colegiado do Curso de Mestrado em Producdo Vegetal, que realizei as correcbes de
referéncias, citacdes e normalizacdo da dissertacdo in tulada "INFLUENCIA DE FATORES ABIOTICOS NA
VIABILIDADE POLINICA EM ADENIUM OBESUM" de autoria de CRISTIANE GONCALVES SOUZA.

Montes Claros, 18 de fevereiro de 2021.

RACHEL BRAGANCA DE CARVALHO MOTA
Bibliotecaria Documentalista - CRB-6 /2838

Documento assinado eletronicamente por Rachel Braganca de Carvalho Mota, Bibliotecaria-
Documentalista, em 18/02/2021, as 21:07, conforme horario oficial de Brasilia, com fundamento no
art. 52 do Decreto n2 10.543, de 13 de novembro de 2020.
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eletrdnica

¥ 3cao=documento conferir&id orgao acesso_externo=0, informando o codigo verificador 0574871 e
o cédigo CRC BEODAE24.

Referéncia: Processo n2 23072.200044/2021-22 SElI n2 0574871
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UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
INSTITUTO DE CIENCIAS AGRARIAS
BIBLIOTECA UNIVERSITARIA JOSE CARLOS VALLE DE LIMA

DECLARACAO

Declaramos, para os devidos fins, que a usudaria CRISTIANE GONCALVES SOUZA, Usuaria 112018720672, (Aluna de Pés-Graduacgao)
ndo possui débito com o Sistema de Bibliotecas da Universidade Federal de Minas Gerais.

Montes Claros, 25/02/2021

RACHEL BRAGANCA DE CARVALHO MOTA
Bibliotecario-Documentalista - CRB-6/2838

ei‘ Documento assinado eletronicamente por Rachel Braganca de Carvalho Mota, Bibliotecaria-Documentalista, em
{;s);mm,‘, Lﬁ 25/02/2021, as 20:15, conforme horario oficial de Brasilia, com fundamento no art. 52 doDecreto n? 10.543, de 13 de
eletrdnica

novembro de 2020.

72 A autencidade deste documento pode ser conferida no site h ps://sei.ufmg.br/sei/controlador_externo.php?

w acao=documento conferir&id orgao acesso externo=0, informando o cédigo verificador 0589000 e o cédigo CRC
679C6153.

Referéncia: Processo n2 23072.200044/2021-22 SEI n2 0589000
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