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RESUMO

BARBOSA, KARINE FELICIANO, Instituto Federal de Educacéo, Ciéncia e Tecnologia
Goiano - Campus Rio Verde, fevereiro de 2018. Divergéncia genética, criopreservacao
e analise de imagens em sementes de mamona. Orientadora: Dr.2 Juliana de Fatima
Sales. Coorientadores: Dr. Osvaldo Resende e Dr. Jacson Zuchi.

Neste trabalho, objetivou-se avaliar gendtipos de mamona por meio da divergéncia
genética, criopreservacgdo e raio-X. O experimento foi desenvolvido no Laboratério de
Sementes do Instituto Federal Goiano — Campus Rio Verde. Foram utilizadas sementes
de 5 gendtipos de mamona (EVF102, EVF106, EVF701, EVF712 e EVF716). Os frutos
foram colhidos e debulhados manualmente. Os dados dos caracteres fisiologicos e
morfoldgicos foram submetidos a analise de variancia, considerando-se os efeitos de
gendtipos como fixos. As varidveis foram avaliadas por meio do coeficiente de correlacédo
de Pearson, sendo a forca da relacdo analisada por meio dos valores de R e da
significancia da interacdo a 5% de probabilidade. As variaveis analisadas foram avaliadas
por uma matriz de correlagdo e combinadas em uma analise de componentes principais
(PCA). O numero de componentes foi escolhido em funcdo dos autovalores (>1.0) e a
variancia, explicada (acima de 80%). Posteriormente, com base nas médias dos caracteres
avaliados, foi estimada a distancia generalizada de Mahalanobis (D2) entre todos 0s
gendtipos. Os testes estatisticos foram conduzidos por meio do programa computacional
Genes. Para o experimento de criopreservacdo, o delineamento experimental foi
inteiramente ao acaso, em arranjo fatorial 2 x 2 x 2 (crioprotetor x método de
descongelamento x gendtipo) para as variaveis emergéncia, comprimento e massa total
de plantulas, condutividade elétrica, para as variaveis germinacdo, testes de
envelhecimento acelerado e frio. Os dados foram submetidos a andlise de variancia pelo
Teste de F e as medias comparadas pelo Scott-Knott, a 5% de significancia, utilizando o
programa Sisvar. Para o0 experimento de raio-X, o delineamento experimental foi
inteiramente ao acaso em arranjo fatorial 5 x 2 (genotipos x método de colheita). Os dados
foram submetidos a andlise de variancia pelo Teste de F e as médias comparadas pelo
Teste de Scott-Knott, a 5% de significancia, utilizando o programa Sisvar. Os caracteres
emergéncia, germinacdo, comprimento e massa seca de pléantulas e total de frutos por
racemo séo o0s principais determinantes na quantificacdo da divergéncia genética entre 0s
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gendtipos de mamona. As divergéncias genéticas entre 0s gendtipos estudados de
mamona, resultam em caracteres morfoldgicos e fisioldgicos, que promovem a formacao
clusters genéticos diferentes, sendo o genotipo EVF712 maior distancia. O método de
descongelamento em micro-ondas comprovou ser um método eficiente, assim como a
criopreservacao sem o uso de crioprotetor. O uso de crioprotetor reduz a germinacéo e a
emergéncia de sementes de mamona, principalmente na criopreservacdo com DMSO
(10%) e método de descongelamento em banho-maria.

Nao foi possivel correlacionar o percentual de preenchimento com o indice de
germinacdo. O software QUANT v. 1.0. 0.22 pode ser utilizado como ferramenta para
quantificar o preenchimento de sementes via imagens do teste de raios X.

PALAVRAS-CHAVES: UPGMA, armazenamento, raio-X, gendtipos de mamona



ABSTRACT

BARBOSA, KARINE FELICIANO, Goiano Federal Institute of Education, Science and
Technology - Rio Verde Campus, February 2018. Genetic divergence,
cryopreservation and analysis of images in castor bean seeds. Advisor: Dr. Juliana de
Fatima Sales. Co-Advisors: Dr. Osvaldo Resende and Dr. Jacson Zuchi.

In this work, the objective was to evaluate castor bean genotypes through genetic
divergence, cryopreservation and X-ray. The experiment was carried out in the Seeds
Laboratory of the Goiano Federal Institute - Rio Verde Campus. Seeds of 5 castor bean
genotypes (EVF102, EVF106, EVF701, EVF712 and EVF716) were used. The fruits
were harvested and threshed manually. Physiological and morphological characters data
were submitted to analysis of variance, considering the genotypes effects as fixed. The
variables were evaluated using the Pearson correlation coefficient, the strength of the
relationship was analyzed by means of the R values and the significance of the interaction
at 5% of probability. The analyzed variables were evaluated by a correlation matrix and
combined in a principal component analysis (PCA). The number of components was
chosen according to eigenvalues (> 1.0) and the variance, explained (above 80%).
Afterwards, based on the evaluated characters means, the generalized distance of
Mahalanobis (D2) was estimated among all the genotypes. The statistical tests were
conducted using the Genes computational program. For the cryopreservation experiment,
the experimental design was completely randomized, in a 2 x 2 x 2 factorial arrangement
(cryoprotect vs. defrost method x genotype) for the variables emergence, length and total
mass of seedlings, electrical conductivity, for germination variables, tests of accelerated
and cold aging. The data were submitted to analysis of variance by the F test and the
means compared by Scott-Knott, at 5% significance, using SISVAR program. For the X-
ray experiment, the experimental design was completely randomized in a 5 x 2 factorial
arrangement (genotypes X harvesting method). Data were submitted to analysis of
variance by the F test and the means compared by the Scott-Knott test, at 5% significance,
using the SISVAR program. The emergence, germination, length and dry mass of
seedlings and total fruits per racemic are the main determinants in the genetic divergence
guantification among castor bean genotypes. Genetic divergences among the studied
castor bean genotypes result in morphological and physiological characters, which
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promote the formation of different genetic clusters, with the EVF712 genotype being
more distant. The method of microwave defrosting proved to be an efficient method, as
well as cryopreservation without the use of cryoprotectant. The use of cryoprotectants
reduces the germination and emergence of castor bean seeds, especially with DMSO
(10%) and thawing method in a water bath.

It was not possible to correlate the fill percentage with the germination index. The
QUANT v. 1.0. 0.22 can be used as a tool to quantify the filling of seeds via X-ray test
images.

KEY WORDS: UPGMA, storage, X-ray, castor bean genotypes



INTRODUCAO GERAL

1.1 Mamona

O Brasil € o terceiro maior produtor mundial de mamona (Ricinus communis L.),
sendo o segundo exportador de 6leo obtido das sementes (Savy Filho, 2005), em nivel
nacional sua producgéo concentra-se na regido Nordeste com destaque para o Estado da
Bahia (Conab, 2018).

Ricinus communis L. é uma importante cultura de sementes oleaginosas
cultivadas em regides aridas e semiaridas em todo 0 mundo. No Brasil, é principalmente
cultivada por agricultores familiares da regido nordeste do pais (Vasconcelos et al., 2017).

A mamoneira, espécie que pertence a familia Euphorbiaceae, possivelmente com
origem no continente africano, é conhecida no Brasil como carrapateira, enxerida entre
outras (Beltrdo et al., 2001). Esta espécie € reconhecida pela qualidade e propriedades do
6leo extraido de suas sementes, que possui diversas aplicacdes farmacéuticas e industriais
(Anastasi et al., 2014; Severino et al., 2012; Wettasinghe et al., 2013).

Para a producdo comercial de mamona, é indispensavel o uso de sementes de
elevada qualidade. Baixas produtividades comumente estdo relacionadas a utilizacéo de
lotes de sementes de baixa germinag&o, reduzido vigor e alta contaminacao por patégenos
(Azevedo e Beltrdo, 2007).

O desafio no cultivo da mamona € o uso de gendtipos, cuja informacdo é
indispensavel para que os produtores tenham garantias da sua superioridade em relacéo
as cultivares utilizadas, passando a investir mais e melhor na sua producéo (Lopes et al.,
2008). O cultivo de mamona, no Cerrado brasileiro, apareceu com a proposta de uma

atividade alternativa para o cultivo de safrinha. Com isso o produtor sustenta sua atividade
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principal e a oleaginosa complementa o sistema produtivo da propriedade (Tropaldi et al.,
2010).

A forma dos frutos de mamona tem interferéncia pela reducdo do teor de agua,
ocasionando reducdo dos valores da esfericidade e circularidade (Goneli et al., 2011).
Para verificagdo de vigor, os testes de envelhecimento acelerado e de frio sdo eficientes
para avaliar o vigor de sementes de mamona (Mendes et al., 2010), assim como o teste
de raios-X € oportuno para avaliar a qualidade da morfologia interna de sementes de
mamona e seus efeitos no potencial fisiolégico (Kabori et al, 2012). O armazenamento
em ultrabaixas temperaturas pode ser realizado em sementes com teor de 6% b.u. de

colheita, sem alterar a sua qualidade fisioldgica (Almeida et al., 2002).

1.2 Criopreservacdo de sementes

A criopreservagdo € a técnica em que sdo utilizadas temperaturas extremamente
baixas para reduzir ou inibir completamente o metabolismo celular (Batista, 2000),
permitindo a manutencdo da diversidade genética (Marcos Filho, 2005). Técnicas
criogénicas podem garantir a preservacao de material biolégico por longos periodos, visto
que quando o material vegetal é exposto a temperaturas ultrabaixas a intensidade do
processo deteriorativo diminui expressivamente. Com isso, 0 material biolégico pode ser
preservado por periodo indeterminado de tempo (Harding, 2004; Benson, 2008).

Recentemente, a criopreservacdo é a técnica de conservacdo que garante o
armazenamento em longo prazo de germoplasma por ter beneficios em relacdo a outras
metodologias, como a reducéo/ eliminagédo de perdas causados no DNA, a oportunidade
do material ser armazenado por periodo indeterminado (Engelmann, 2011; Pence, 2011).

O ponto mais critico da técnica é o teor de agua do material a ser criopreservado.
Teores muito baixos culminam na desidratagdo demasiada e a morte das células, enquanto
0s teores de &gua altos ocasionam a formagéo de cristais de gelo no interior das células,
levando a ruptura do sistema de membranas celulares (Santos, 2001).

Portanto, para que a preservacdo de material genético vegetal por meio de
armazenamento aconteca de forma adequada, verifica-se a utilizagdo de técnicas de
criopreservagao, assim como, a atividade de dgua com o intuito de conservar e manter as

caracteristicas do material para a perpetuacéo das espécies.
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1.3 Anélise de imagens

As informagdes sobre caracteristicas fisicas sdo de grande utilidade nos ramos
da ciéncia ou tecnologia relacionadas com o comportamento fisico e processamento de
frutos e vegetais (Ribeiro et al., 2005). Ademais, os caracteres morfoldgicos séo indicios
da qualidade de plantas (Alves e Freire, 2017).

O teste de raios X é um método simples, rapido e ndo destrutivo que tem como
objetivo detectar sementes vazias e/ou cheias e presenca de danos internos ocasionados
por insetos ou danos mecanicos. Essas informacGes podem ajudar a selecdo de lotes em
programas de controle da qualidade e, por conseguinte, aumentar a eficacia do sistema de
producdo (ISTA, 2004).

As analises de imagens radiografadas das sementes objetivam aumentar a
eficiéncia da andlise de sementes, permitindo sua inser¢do em programas de controle de
qualidade de empresas produtoras de sementes (Gomes Junior, 2010). Assim, a captura e
0 processamento da imagem radiografada tém consentido o estabelecimento de relagdes
entre integridade, morfologia e determinacdo da germinacdo das sementes (Marcos Filho
etal., 2010).

Uma das variagdes morfoldgicas associadas ao desempenho das sementes é o
tamanho do embrido, ou seja, seu grau de desenvolvimento em relagdo ao espaco
disponivel na cavidade interna da semente, estimado em uma proporcdo expressa em
porcentagem. Essa caracteristica foi avaliada por meio de analise de imagem em sementes
radiografadas (Machado e Cicero, 2003; Pupim et al., 2008; Otoni et al., 2005),

procurando associar os resultados a germinacéo e vigor.

1.4 Divergéncia genética

Atributos que potencializam o desempenho das sementes podem ser
identificados quando consideradas a sanidade e a interacdo de atributos de natureza
genética, fisica e fisiologica, que juntos formam o conjunto que evidencia a qualidade
fisioldgica das sementes, que determinara o seu valor para a semeadura (Hampton, 2002).
A combinacdo de fatores dessa magnitude pode proporcionar individuos com

caracteristicas promissoras culminando em genétipos selecionados.
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A utilizacdo de indices de selecdo em gendtipos oportuniza a combinacgdo das
maltiplas informagBes envolvidas em uma unidade experimental, de maneira que
viabilize a selecdo com base em um conjunto de variaveis que agrupe multiplos atributos
de interesse (Cruz e Carneiro, 2014).

A estimativa da divergéncia genética é largamente empregada pelos melhoristas
na selecdo de genitores promissores. Este procedimento tem em vista eleger materiais
mais promissores, reduzindo gastos e tempo imprescindivel para concretizacdo de varios
cruzamentos, por tantas vezes desnecessarios. Deste modo, esfor¢os sdo centralizados em

combinagdes hibridas entre genitores mais divergentes (Rinaldi et al., 2007).
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OBJETIVO GERAL

. Verificar se os gendtipos EVF102, EVF106, EVF701, EVF712 e EVF716 se
distanciam geneticamente por meio da observacdo de caracteres morfolégicos e
fisioldgicos das sementes.

. Avaliar se diferentes métodos de criopreservacdo e descongelamento podem
afetar a qualidade fisioldgica de sementes de Ricinus communis L.

. Avaliar a relag&o entre a estrutura morfologica de sementes de mamona e indices
de germinacdo, utilizando de teste fisico, em contraste a imagens radiografadas das

sementes.



CAPITULO |

O GENOTIPO DETERMINA A DIVERSIDADE MORFOLOGICAE
FISIOLOGICA DE SEMENTES DE Ricinus communis L.

Resumo: A avaliacdo da divergéncia genética é amplamente empregada pelos
melhoristas na selecdo de genitores promissores. Com isso, objetivou-se verificar se 0s
gendtipos EVF102, EVF106, EVF701, EVF712 e EVF716 se distanciam geneticamente
por meio da observacdo de caracteres morfoldgicos e fisiolgicos das sementes. Foram
utilizadas sementes de 5 genotipos de mamona, os dados dos caracteres fisiologicos e
morfoldgicos foram submetidos a analise de variancia, considerando-se os efeitos de
gendtipos como fixos. Posteriormente, as variaveis forma combinadas em uma PCA com
base nas medias dos caracteres avaliados, foi estimada a dissimilaridade, com base na
matriz de divergéncia genética, foi empregado o método de agrupamento da distancia
média UPGMA para a construcdo de um dendrograma. As sementes foram analisadas e
avaliadas, segundo seus atributos e caracteres fisioldgica e morfoldgicas, entre essas:
germinacdo (contagem 1° e final), indice de velocidade de germinagdo, emergéncia,
indice de velocidade de emergéncia, comprimento total e massa de plantulas, teste de
envelhecimento acelerado, teste de frio, teste de condutividade elétrica, total de frutos
por racemo, total de frutos sadios por racemo, quantidade de racemos, comprimento da
semente, largura da semente, espessura da semente, teor de &gua. Os caracteres
emergéncia, germinacdo, comprimento e massa seca de plantulas e total de frutos por
racemo séo o0s principais determinantes na quantificacdo da divergéncia genética entre 0s
gendtipos de mamona. As divergéncias genéticas entre 0s gendtipos estudados de
mamona, resultam em caracteres morfologicos e fisiologicos, que promovem a formacao
clusters genéticos diferentes, sendo o genoétipo EVF712 maior distancia.

Palavras-chaves: variabilidade genética, mamona, agrupamento.

GENOTYPE DETERMINES THE MORPHOLOGICAL AND
PHYSIOLOGICAL DIVERSITY OF Ricinus communis L. SEEDS

Abstract: The assessment of genetic divergence is widely used by breeders in selecting
promising parents. The objective of this study was to verify if the genotypes EVF102,
EVF106, EVF701, EVF712 and EVF716 are genetically distant by observing the
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morphological and physiological characteristics of the seeds. Seeds of 5 castor bean
genotypes were used, and physiological and morphological characters data were
submitted to analysis of variance, considering the effects of genotypes as fixed. Later, the
variables were combined in a PCA based on the means of the evaluated characters, then
it was estimated the dissimilarity, based on the matrix of genetic divergence, The
grouping method of the average distance UPGMA was used to construct a dendrogram.
The seeds were analyzed and evaluated, according to their attributes and physiological
and morphological characteristics, among them: germination (count 1 ° and final),
germination speed index, emergence, emergency speed index, total length and mass of
seedlings, test of accelerated aging, cold test, electrical conductivity test, total fruits per
racemic, total of healthy fruits per racemic, number of racemes, seed length, seed width,
seed thickness, water content. The emergence, germination, length and dry mass of
seedlings and total fruits per racemic are the main determinants in the quantification of
genetic divergence among castor bean genotypes. Genetic divergences among the studied
castor bean genotypes result in morphological and physiological characters, which
formed different genetic clusters, with the EVF712 genotype being more distant.

Key words: genetic variability, castor bean, clustering.

INTRODUCAO

O Brasil é o terceiro maior produtor mundial de mamona (Ricinus communis L.),
sendo o segundo exportador de éleo obtido das sementes (Savy Filho, 2005), em nivel
nacional sua producdo concentra-se na regido Nordeste com destaque para o Estado da
Bahia (Conab, 2018).

Ricinus communis L. é uma importante cultura de sementes oleaginosas
cultivadas em regides aridas e semiaridas em todo o mundo. No Brasil, é principalmente
cultivada por agricultores familiares da regido nordeste do pais (\VVasconcelos et al., 2017).

A mamoneira, espécie que pertence a familia Euphorbiaceae, possivelmente com
origem no continente africano, é conhecida no Brasil como carrapateira, enxerida entre
outras (Beltrdo et al., 2001). Esta espécie € reconhecida pela qualidade e propriedades do
6leo extraido de suas sementes, que possui diversas aplicagdes farmacéuticas e industriais
(Anastasi et al., 2014; Severino et al., 2012; Wettasinghe et al., 2013).

Atributos que potencializam o desempenho das sementes podem ser
identificados quando consideradas a sanidade e a interacdo de atributos de natureza
genética, fisica e fisiologica, que juntos formam o conjunto que evidencia a qualidade
fisioldgica das sementes, que determinara o seu valor para a semeadura (Hampton, 2002).
A combinacdo de fatores dessa magnitude pode proporcionar individuos com

caracteristicas promissoras culminando em gendtipos selecionados.
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A utilizacdo de indices de selecdo em gendtipos oportuniza a combinacgdo das
maltiplas informacgBes envolvidas em uma unidade experimental, de maneira que
viabilize a selecdo com base em um conjunto de variaveis que agrupe multiplos atributos
de interesse (Cruz e Carneiro, 2014).

A estimativa da divergéncia genética é largamente empregada pelos melhoristas
na selecdo de genitores promissores. Este procedimento tem em vista eleger materiais
mais promissores, reduzindo gastos e tempo imprescindivel para concretizacdo de varios
cruzamentos, por tantas vezes desnecessarios. Deste modo, esfor¢os sdo centralizados em
combinagdes hibridas entre genitores mais divergentes (Rinaldi et al., 2007).

Partindo da hipétese de que diferentes caracteres fenotipicos expressos por
gendtipos de mamona podem estar relacionados a qualidade fisioldgica das sementes,
objetivou-se verificar se os genotipos EVF102, EVF106, EVF701, EVF712 e EVF716 se
distanciam geneticamente por meio da observacdo de caracteres morfoldgicos e
fisioldgicos das sementes.

MATERIAL E METODOS

1- CARACTERIZAQAO DA AREA DE CULTIVO E OBTENQAO DO
MATERIAL VEGETAL

O experimento foi desenvolvido no Laboratdrio de Sementes do Instituto Federal
Goiano — Campus Rio Verde. Foram utilizadas sementes de 5 genétipos de mamona
(EVF102, EVF106, EVF701, EVF712 e EVF716). As sementes foram obtidas por
debulha manual dos frutos.

Plantas dos diferentes gendtipos, bem como sementes, foram utilizadas para a

observacdo de 6 caracteres morfologicos e 11 fisioldgicos.

2-  OBTENCAO DOS DADOS MORFOLOGICOS E FISIOLOGICOS

Caracteres morfologicos:

Racemos - Frutos: foi realizada contagem de racemos por planta,
frutos/capsulas por racemo e frutos/capsulas sadias por racemo.

Comprimento, largura e espessura de sementes: foi utilizado um paquimetro
digital da marca Mtx com preciséo de 0,01mm.

Caracteres fisioldgicos:



25

Teste de germinacgdo: com semeadura de oito repeti¢cdes de 25 sementes sobre
duas folhas de papel “germitest”, umedecidos com &gua destilada, em quantidade
equivalente a 2,5 vezes o0 peso do substrato seco (Brasil, 2009). Foram confeccionados
rolos, que ap6s acondicionados em sacos plasticos foram transferidos para B.O.D e
mantidos a temperatura alternada de 20-30 °C (12-12 horas) por 14 dias. Foram realizadas
contagens diarias, do numero de sementes germinadas (com protrusdo radicular maior
que 1cm), para mensuracdo do IVG e contagens do numero de plantulas normais no 72
dia e do namero de plantulas normais e anormais e sementes mortas no 142 dia, para
determinar os valores de primeira e Ultima contagem. Os resultados foram expressos em
percentagem.

Teste de emergéncia: com semeadura de quatro repeticbes de 50 sementes,
distribuidas em linha, sob leito de areia a 2 cm de profundidade e mantidas em casa de
vegetacdo, com sistema de irrigacdo de aspersao diaria de 10 minutos em 4 periodos.
Foram realizadas contagens diarias, do nimero de plantulas emergidas (epicétilo visivel),
com o objetivo de verificar o IVE e contagem final, aos 21 dias, do nimero de plantulas
normais. Os resultados foram expressos em percentagem.

Determinacdo do comprimento e da massa seca de plantulas total:
paralelamente ao teste de emergéncia, foi realizada a determinacgéo do comprimento total,
com auxilio de uma régua milimétrica, de 10 plantulas normais, oriundas da contagem
final de emergéncia (21 dias). Apos a medicdo, as plantulas foram condicionadas em
sacos de papel ‘Kraft”, levadas para uma estufa de circulacio de ar e mantidas a
temperatura de 80 °C por 24 horas. Apo6s este periodo, as plantulas foram pesadas em
balanca de resolugédo 0,001 g. Os resultados foram expressos em gramas.

Teste de envelhecimento acelerado: foi realizado pelo método do “gerbox”,
em que, sobre uma tela de aluminio, foram distribuidas 200 sementes, e, em cujo interior
adicionou-se 40 mL de agua destilada. Posteriormente, os “gerbox” foram mantidos em
B.0.D a 42° C, durante 72 horas. Ao final deste periodo, realizou-se o teste de
germinacdo, conforme descricdo anterior, avaliando-se o nimero de plantulas normais
aos 7 dias ap6s a semeadura (DAS).

Teste de frio: o teste de frio foi realizado em papel germitest sem solo, conforme
as prescrices do teste de germinacédo, descrito anteriormente, em B.O.D. a 10°C, por
cinco dias (Loeffler et al., 1985). Ao final deste periodo, os rolos foram transferidos para
uma B.O.D. de temperatura alternada (12-12 horas) a 20-30 °C, avaliando-se 0 numero
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de plantulas normais, com comprimento igual ou superior a 3 cm, aos 7 dias ap6s a
semeadura.

O teste de condutividade elétrica: para a avaliacdo da condutividade elétrica
da solu¢ao de embebi¢ao de sementes, foi utilizado o teste da “condutividade de massa”
ou sistema de copo. Este teste foi realizado com quatro amostras de 25 sementes, e as
mesmas foram pesadas com preciséo de duas casas decimais. A seguir, as sementes foram
colocadas para embeber em um recipiente 75 mL de agua deionizada, e mantidas em
B.0.D. a 25 °C, por 24 horas. Ap0s este periodo, foi realizada a leitura da condutividade
elétrica da solugdo de embebicdo, em um condutivimetro (Medidor de condutividade de
bancada micro processado, modelo TEC-4MP, Marca Tecnal). Os resultados foram

expressos em uS cm™ g de sementes (Vieira e Krzyzanowski, 1999).

3- DELINIAMENTO EXPERIMENTAL E ANALISE GENETICA E
ESTATISTICA

Os dados dos caracteres fisiologicos e morfoldgicos foram submetidos a analise
de variancia, considerando-se os efeitos de genotipos como fixos. As varidveis foram
avaliadas por meio do coeficiente de correlacdo de Pearson, sendo a forca da relacéo,
analisada por meio dos valores de r e da significancia da interacdo a 5% de
probabilidade. As varidveis foram também avaliadas por uma matriz de correlacéo e
combinadas em uma andlise de componentes principais (PCA). O numero de
componentes foi escolhido em funcdo dos autovalores (>1.0) e a variancia explicada
(acima de 80%). Posteriormente, com base nas médias dos caracteres avaliados, foi
estimada a distancia generalizada de Mahalanobis (D?) entre todos os gen6tipos. Com
base na matriz de distancia genética, foi empregado o método de agrupamento da
distancia média UPGMA para a construcao de um dendrograma, sendo que o ajuste entre
a matriz de distancias e o dendrograma foi estimado pelo coeficiente de correlagédo
cofenética (Sokal e Rohlf, 1962). As anélises genéticas e estatisticas foram conduzidas

por meio do programa computacional Genes (Cruz, 2013).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A analise descritiva evidenciou variacdo nos caracteres avaliados, e pode ser

verificada pela proporcéo dos valores de amplitude (Tabela 1). Observa-se ainda que 0s
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maiores valores de amplitude ocorreram para as caracteristicas fisioldgicas G1, GF e CE,

assim como para o desvio padréo.

Tabela 1. Anélise descritiva apresentando as médias gerais, desvio-padréo (DP), valores
de minimo, maximo e amplitude das 17 caracteristicas avaliadas em cinco genotipos de
Ricinus communis L.

Variaveis Média DP Minimo Maximo Amplitude
TFR (%) 19,86 3,00 16,86 23,71 6,85
TFS (%) 16,63 1,58 1500 18,71 3,71
QtR(%) 400 1,00 3,00 5,00 2,00
n%i;z‘fégcegs CS (mm) 1369 026 1327 13,95 0,68
LS (mm) 914 0,14 9,05 9,39 0,34
ES (mm) 6,63 017 6,44 6,91 0,47
TA (%) 571 1,16 5,06 7,77 2,71
Gl (%) 38,05 20,44 1550 67,50 52,00
GF (%) 62,95 17,19 41,00 80,50 39,50
IVG % 311 1,18 1,19 4,14 2,95
Em (%) 8570 7,68 7350 92,50 19,00
IVE (%) 386 051 313 4,57 1,44
Caracteres
fisiol6gicos C (cm) 22,63 1,47 20,70 24,62 3,92
MS (9) 333 0,20 3,08 3,56 0,48
TF (%) 3510 4,33 30,00 41,00 11,00
EA (%) 19,95 10,42 9,00 32,25 23,25

CE (uS ecm-1 g-1 de

72,03 14,42 54,44 90,14 35,70
sementes)

TFR: total de frutos por racemo (%), TFS: total de frutos sadios por racemo (%), QtR:
quantidade de racemos (%), CS: comprimento da semente (mm), LS: largura da semente
(mm), ES; espessura da semente (mm), TA: teor de agua (%), G1: 1° contagem da
germinacao (%), GF: contagem final da germinacdo (%), IVG: indice de velocidade de
germinagdo (niimero de geminadas diat), Em: emergéncia (%), IVE: indice de velocidade
de emergéncia (nimero de emergidas dia), C: comprimento total de plantulas (cm), MS:
massa seca total de plantulas (g), TF: teste de frio (%), EA: envelhecimento acelerado
(%), CE: condutividade elétrica (uS cm-1 g-1 de sementes).

O percentual médio de germinacao para os genotipos foi de 62,95, ja o percentual
méaximo alcancado foi de 80,50, valor esse que é 13% superior ao percentual maximo
atingido na germinacéo inicial. As sementes, quando submetidas as condigdes adversas
como em teste de frio e envelhecimento acelerado, atingiram percentual de germinagéo
41 e 32,25, respectivamente. Observando, que o0 emprego do teste de germinacgdo por si
s0 nao fornece resultados suficientes para detectar diferencas no potencial fisioldgico das
sementes, (Radke et al., 2016), necessitando de outros testes de vigor para complementar

0s resultados, tais como submeter as sementes em condic¢des adversas.
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Os testes de estresse, frio e envelhecimento acelerado séo eficientes para a
verificagdo da importancia da temperatura no desenvolvimento de processos fisioldgicos
de sementes (Alvarenga et al., 2013), e as sementes utilizadas no estudo teve seu potencial
afetado, reduzindo a germinacdo e consequentemente seu potencial fisiologico.

De acordo com o resumo das analises de variancia (Tabela 2), observa-se que 0s
genotipos ndo se diferenciam para as varidveis, CS, LS, TA, MS e TF. Cruz et al. (2012)
afirma a importancia respectiva dos caracteres, auxiliando no descarte de variaveis,
permitindo melhor escolha dos atributos a serem ponderados numa avaliacdo de
divergéncia entre ambientes.

Os gendtipos EVF102 e EVF701 foram os que expressaram melhores resultados
para 0 processo de aspectos germinativos. A importancia do vigor é acentuada em relacdo
a todos os aspectos do processo germinativo, a partir da velocidade de germinacéo até a

alocagédo de massa seca nas plantulas (Simoni et al., 2011).

Tabela 2. Resumo da andlise de variancia para dezessete caracteres morfoldgicos e
fisioldgicos utilizados para estimar a distancia genética entre cinco genotipos de Ricinus
communis L.

Quadrado Médio
Gendtipo  Erro
TFR 143,67** 32,93 19,86 28,90

Variaveis Media CV (%)

TFS 40,10ns 2331 16,63 29,03

- QtR 1,00 053 400 1825

aracteres CS 1,10 054 1369 538

morfologicos

LS 031" 016 914 445

ES 054** 077 663 418

TA 2146™ 12,05 571 60,78

Gl 754820 19263 3805 3647

GF 4730.20%* 17129 62,95 20,79

IVG 2223%* 036 310 1946

c Em 942,70** 8339 8570 10,65

-aracteres IVE 418%* 024 386 12,79
fisiologicos

C 3471%* 295 2263 758

MS 058" 024 333 1485

TF 20930™ 12312 3510 3161

EA 1736,70** 97,88 19,95 49,59
CE 3327,73** 19559 72,03 1941

TFR: total de frutos por racemo, TFS: total de frutos sadios por racemo, QtR: quantidade
de racemos, CS: comprimento da semente, LS: largura da semente, ES; espessura da
semente, TA: teor de agua, G1: 1° contagem da germinacdo, GF: contagem final da
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germinacdo, IVG: indice de velocidade de germinacdo, Em: emergéncia, IVE: indice de
velocidade de emergéncia, C: comprimento total de plantulas, MS: massa seca total de
plantulas, TF: teste de frio, EA: envelhecimento acelerado, CE: condutividade elétrica.

A relacdo entre as variaveis emergéncia X indice de velocidade de emergéncia e
total de frutos por racemo X total de frutos sadios por racemo denotou correlagdo maior
que r = 0.85; p > 0.001. J4, as correlacdes indice de velocidade de germinagdo X 1°
contagem de germinacdo, contagem final de germinacdo e indice de velocidade de
emergéncia, bem como a 1° contagem de germinagdo X contagem de germinacao final e
comprimento total X massa seca total de plantulas foram positivas apresentando valores
superiores a r = 0.60; p > 0.001 (Figura 1).

A relacdo entre o envelhecimento acelerado X porcentagem de germinacao
inicial e final e o indice de velocidade de germinagdo apresentou correlagdo maior que r
= 0.57; p > 0.001, demonstrando que as sementes que possuem alta capacidade para
germinacdo sdo também as que germinam melhor ap6s o teste de resisténcia a estresse.
Se 0 gendtipo define a germinacdo, o mesmo define também a capacidade de resisténcia

ao envelhecimento acelerado.
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Figura 1. Correlacdo de Pearson entre as 17 caracteristicas avaliadas morfofisiologicas
em cinco genotipos de Ricinus communis L. ** e *: Significativo a 1 e 5% de
probabilidade pelo teste t, os demais ndo foram significativos.



30

TFR: total de frutos por racemo, TFS: total de frutos sadios por racemo, QtR: quantidade
de racemos, CS: comprimento da semente, LS: largura da semente, ES; espessura da
semente, TA: teor de agua, G1: 1° contagem da germinacdo, GF: contagem final da
germinacdo, IVG: indice de velocidade de germinacdo, Em: emergéncia, IVE: indice de
velocidade de emergéncia, C: comprimento total de plantulas, MS: massa seca total de
plantulas, TF: teste de frio, EA: envelhecimento acelerado, CE: condutividade elétrica.
Os caracteres de total de frutos sadios, indice de velocidade de emergéncia e
emergéncia demonstraram correlacdo (Figura 1), o que ndo ocorreu na dispersédo, em que
o total de frutos sadios ficou distante dos demais caracteres. As distingOes entre 0s
resultados de diferentes métodos de analise multivariada sdo naturais, uma vez que as
metodologias se baseiam em técnicas distintas de agrupamento (Azevedo et al., 2013).
A andlise de componentes principais revelou que os 3 primeiros componentes

concentraram 92,02% do total da variagéo (Tabela 3).

Tabela 3. Estimativas dos autovalores associados aos componentes principais,
juntamente com sua importancia relativa (Raiz %) e acumulada (%), referentes a
caracteristicas morfoldgicas e fisiologicas de cinco gendtipos de Ricinus communis L.

CP! Autovalor  Importancia Relativa (%) Acumulada (%)

CpP!? 8,63 50,73 50,72
CP? 4,49 26,43 77,15
Ccp3 2,53 14,87 92,02
CP4 1,36 7,98 100,00

!Cada componente principal é uma combinagdo linear das dezessete variaveis
padronizadas.

Dentro dos componentes principais, ressalta-se que o caractere que mais
contribuiu para a diferenciacao entre os genotipos em relagcdo ao CP1 foi o percentual da
germinacao final, tendo este o potencial de ser utilizado em pesquisas que terdo como
objetivo a selecéo de genotipos para compor programas de melhoramento, conservagao e
identificacdo contrastantes a fim de alcancar cruzamentos favoraveis.

Ao usar o método UPGMA para agrupar 0s genotipos, foram encontrados dois
grupos de afinidade (clusters) (Figura 2). Esses resultados evidenciam a grande
diversidade genética existente entre gendtipos de mamona avaliados.

Diversos estudos empregaram métodos de cluster baseados em dados
moleculares, relataram sua eficiéncia na divergéncia genética dos materiais estudados
(Coimbra et al., 2018; Pontes et al., 2017).
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Figura 2. Dendrograma resultante da andlise de dissimilaridade de cinco genoétipos de
Ricinus communis L., obtido pelo método de agrupamento UPGMA e utilizando como
medida de distancia genética — Mahalanobis.

Existem divergéncias genéticas entre os gendtipos que determinam as diferencas
morfologicas e fisiologicas das sementes de mamona estudados, promovendo a formacao
de diferentes grupos, tal como em gendtipos de maracujazeiro azedo (Chagas et al., 2016).

Os genodtipos EVF102, EVF701 e EVF716 apresentaram maior distancia em
relagdo ao gendtipo EVF712, quando realizado a estimativa de distancia de Mahalanobis,
qguando observado a menor distancia os genotipos EVF712 e EVF716 ficaram a menor
distancia do EVF106.

A partir da analise da dispersao grafica, foi possivel separar os genotipos também
em dois grupos, da mesma forma que o observado no dendrograma ilustrativo. O mesmo
ndo ocorreu em genotipos de batata-doce que apresentaram a mesma quantidade de
grupos nas duas representacdes, porém houve um geno6tipo alocado em grupos distintos
nas representacdes (Azevedo et al., 2015).

A figura 3, sobre a dispersao grafica formada pelos componentes principais 1 e 2,
representando a distribuicdo dos 5 gendtipos de mamona e a dispersdo dos caracteres
morfofisioldgicos, indica que o0s genotipos EVF102 e EVF701 apresentam caracteristicas
que os proporcionam similaridade, assim como o EVF106 e EVF716 que, por sua vez, se
assemelham ao gendtipo EVF712.

Rodrigues et al., (2014), trabalhando também com genotipos de mamona,
verificaram que a utilizacdo dos caracteres multicategoricos se mostrou eficiente para
determinacdo da divergéncia genética entre os acessos. O mesmo foi verificado neste

estudo.
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Figura 3. Dispersdo grafica formada pelos componentes principais 1 e 2, representando
a distribuicdo dos 5 gendtipos de mamona, em relacdo a 17 variaveis analisadas.

°1 - G1: 1° contagem da germinagao, 2 - GF: contagem final da germinagao, °3 - IVG:
indice de velocidade de germinagdo, °4 - TF: teste de frio, °s - EA: envelhecimento
acelerado, °6 - TA: teor de agua, °7 - Em: emergéncia, °g - IVE: indice de velocidade
de emergéncia, °g - C: comprimento total de plantulas, °10 - MS: massa seca total de
plantulas, 11 - CE: condutividade elétrica, 12 - TFR: total de frutos por racemo, °13 -
TFS: total de frutos sadios por racemo, °14 - QtR: quantidade de racemos, °15 - CS:
comprimento da semente, °16 - LS: largura da semente, °17 - ES; espessura da semente,

Analisando a dispersao grafica representada pelas 17 variaveis, mostra que, para
as caracteristicas total de frutos sadios e total de frutos por racemo, houve semelhanga,
dispersando-se em relacdo as demais caracteristicas analisadas, mostrando perfeita
similaridade entre os carteres fisioldgicos.

Os caracteres morfologicos dos racemos (TFR, TFS e QtR) apresentaram uma
proximidade forte dos caracteres morfologicos das sementes (CS, LS e ES), evidenciando
a estreita relacéo entre planta e semente no agrupamento de dados.

O desempenho de sementes, até mesmo a germinacdo, varia entre espécies.

Embora exista influéncia efetiva do ambiente, essa caracteristica apresenta prioridade em
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programas de melhoramento genético, especialmente em espécies com maior

predisposicéo a deterioracdo (Marcos Filho, 2015).

CONCLUSAO

Os caracteres emergéncia, germinacdo, comprimento e massa seca de plantulas
e total de frutos por racemo sdo os principais determinantes na quantificacdo da
divergéncia genética entre os genotipos de mamona.

As divergéncias genéticas entre os genotipos estudados de mamona, resultam em
caracteres morfoldgicos e fisiolégicos, que promovem a formacgdo clusters genéticos

diferentes, sendo o gendtipo EVF712 maior distancia.
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CAPITULO Il

O CRIOPROTETOR E O METODO DE DESCONGELAMENTO
AFETAM A QUALIDADE FISIOLOGICA DAS SEMENTES

Resumo: A criopreservacdo é uma técnica utilizada para o armazenamento a longo
prazo e sem minimizar a qualidade fisiol6gica. Assim, objetivou-se avaliar se diferentes
métodos de criopreservacdo e descongelamento podem afetar a qualidade fisiologica de
sementes de Ricinus communis L. Foram utilizadas sementes de 2 gen6tipos de mamona,
colhidas. O experimento foi realizado no Laboratério de Sementes do IF Goiano/Campus
Rio Verde. O delineamento experimental foi inteiramente ao acaso, em arranjo fatorial 2
X 2 X 2 (crioprotetor x método de descongelamento x gendtipo). Apos 30 dias de
criopreservacdo, as sementes foram submetidas ao descongelamento, e em seguida
avaliou-se a qualidade fisioldgica das sementes, pelos testes de germinacao, emergéncia,
comprimento e massa seca de plantas, envelhecimento acelerado, teste de frio e
condutividade elétrica. O método de descongelamento em micro-ondas comprovou ser
um método eficiente, assim como a criopreservagao sem o uso de crioprotetor. O uso de
crioprotetor reduz a germinacao e a emergéncia de sementes de mamona, principalmente
na criopreservagdo com DMSO (10%) e método de descongelamento em banho-maria.

Palavras-chaves: criogenia, Ricinus communis L., germinagao.

CRYOPROTETOR AND THE DEFROSTING METHOD AFFECT THE
PHYSIOLOGICAL QUALITY OF SEEDS

Abstract: Cryopreservation is a technique used for long-term storage without
minimizing physiological quality. The objective of this study was to evaluate whether
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different methods of cryopreservation and thawing can affect the physiological quality of
Ricinus communis L. seeds. Seeds of 2 castor bean genotypes were harvested. The
experiment was carried out at the Seed Laboratory of IF Goiano / Rio Verde Campus.
The experimental design was completely randomized, in factorial arrangement 2 x 2 x 2
(cryoprotectant x thaw method x genotype). After 30 days of cryopreservation, the seeds
were subjected to thawing, and the physiological quality of the seeds was evaluated by
germination, emergence, length and dry mass tests, accelerated aging, cold test and
electrical conductivity tests. The method of microwave defrosting proved to be an
efficient method, as well as cryopreservation without the use of cryoprotectant. The use
of cryoprotectants reduces the germination and emergence of castor bean seeds,
especially with DMSO (10%) and thawing method in a water bath.

Key words: cryogenic, Ricinus communis L., germination.

INTRODUCAO

A mamoneira pertence a familia Euphorbiaceae originou-se possivelmente, no
continente africano. E uma espécie que apresenta boa produtividade em locais com
pluviosidade entre 600 e 700 mm (Beltrdo et al., 2002), demonstrando potencial de
exploracdo econdmica no Nordeste brasileiro.

No Brasil, ¢ denominada de carrapateira, enxerida, entre outros (Beltréo et al.,
2001) e seu principal produto € o 6leo, com grande importancia econdmica e alta
empregabilidade na indUstria de variados segmentos (Azevedo e Lima, 2001). O Brasil é
o terceiro maior produtor mundial de mamona (Ricinus communis L.) e o segundo maior
exportador de dleo (Savy Filho, 2005), sendo que a producdo mais expressiva se
concentra no Estado da Bahia.

A criopreservacdo € uma importante técnica para conservacdo de sementes e
embrides, auxiliando na conservacdo de germoplasmas e diversidade genética (Marcos
Filho, 2005), pois utiliza temperaturas extremamente baixas para reduzir o metabolismo
celular (Batista, 2000). A reducdo do metabolismo e das atividades bioquimicas da
semente inibe a deterioracdo biologica (Kartha, 1985), preservando o material biologico
por um periodo de tempo (Harding, 2004; Benson, 2008).

O ponto mais critico da técnica é o teor de agua do material a ser criopreservado.
Teores muito baixos culminam na desidratagdo demasiada e a morte das células, enquanto
0s teores de &gua altos ocasionam a formacéo de cristais de gelo no interior das células,

levando a ruptura do sistema de membranas celulares (Santos, 2001).
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O objetivo foi avaliar se diferentes métodos de criopreservacdo e
descongelamento podem afetar a qualidade fisioldgica de sementes de Ricinus communis
L.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi desenvolvido no Laboratorio de Sementes do Instituto Federal
Goiano — Campus Rio Verde. Foram utilizadas sementes de 2 gendtipos de mamona
(EVF102 e EVF701, os frutos foram colhidos e debulhados manualmente.

As sementes com teor de agua inicial 6,0 % (b. u.) foram submetidas aos
tratamentos nitrogénio liquido sem crioprotetor (-196 °C); nitrogénio liquido com
crioprotetor glicerol (10%) (-196 °C); nitrogénio liquido com crioprotetor
dimetilsulfoxido (DMSO) (10%) (-196 °C), sendo embaladas em papel aluminio e
acondicionadas em tubos cilindricos de aluminio (canister). Em seguida, foram colocadas
em botij6es criogénicos contendo nitrogénio liquido (-196 °C) por 30 dias.

Ap06s 30 dias de criopreservacdo, as sementes foram submetidas a 2 métodos de
descongelamento: descongelamento rapido (em banho-maria, a temperatura de 60 °C
durante trés minutos) e descongelamento em micro-ondas (com poténcia de 1500 w
durante seis minutos). Apo6s o descongelamento, as sementes foram lavadas com éagua
gelada, a fim de evitar o choque térmico e posteriormente avaliou-se a qualidade
fisioldgica das sementes, pelos seguintes testes:

Teste de germinacdo: com semeadura de oito repeticdes de 25 sementes sobre
duas folhas de papel “germitest”, umedecidos com agua destilada, em quantidade
equivalente a 2,5 vezes o0 peso do substrato seco (Brasil, 2009). Foram confeccionados
rolos que, apds acondicionados em sacos plasticos, foram transferidos para B.O.D e
mantidos a temperatura alternada de 20-30 °C (12-12 horas) por 14 dias. Foram realizadas
contagens diarias do numero de sementes germinadas, com protrusao radicular maior que
1centimetro, e contagens do numero de plantulas normais no 72 dia e do numero de
plantulas normais e anormais e sementes mortas no 142 dia. Os resultados foram expressos
em percentagem.

Teste de emergéncia: com semeadura de quatro repeticbes de 50 sementes,
distribuidas em linha, sob leito de areia a 2 cm de profundidade e mantidas em casa de
vegetacdo, com sistema de irrigacdo de aspersdo diaria de 10 minutos em 4 periodos.

Foram realizadas contagens diérias, do nimero de plantulas emergidas (epicotilo visivel),
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e contagem final, aos 21 dias, do numero de plantulas normais. Os resultados foram
expressos em percentagem.

Determinacdo do comprimento e da massa seca de plantulas total:
paralelamente ao teste de emergéncia, foi realizada a determinacéo do comprimento total,
com auxilio de uma régua milimétrica, de 10 plantulas normais, oriundas da contagem
final de emergéncia (21 dias). Apds a medicao, as plantulas foram alocadas em sacos de
papel ‘Kraft’ e levadas para uma estufa de circulacdo de ar e mantidas a temperatura de
80 °C por 24 horas. Apds este periodo, as plantulas foram pesadas em balanca de
resolucdo 0,001 g. Os resultados foram expressos em gramas.

Teste de envelhecimento acelerado: foi realizado pelo método do “gerbox”, e
sobre uma tela de aluminio, foram distribuidas 200 sementes, em cujo interior adicionou-
se 40 mL de 4gua destilada. Posteriormente, os “gerbox” foram mantidos em B.0O.D a 42°
C, durante 72 horas. Ao final deste periodo, realizou-se o teste de germinag&o, conforme
descricdo anterior, avaliando-se o numero de plantulas normais aos 7 dias apds a
semeadura.

Teste de frio: o teste de frio foi realizado em papel germitest sem solo, conforme
as prescrices do teste de germinacédo, descrito anteriormente, em B.O.D. a 10°C, por
cinco dias (Loeffler et al., 1985). Ao final deste periodo, os rolos foram transferidos para
uma B.O.D. de temperatura alternada (12-12 horas) a 20-30 °C, avaliando-se 0 numero
de plantulas normais, com comprimento igual ou superior a 3 cm, aos 7 dias apds a
semeadura.

Teste de condutividade elétrica: para a avaliagcdo da condutividade elétrica da
solucéo de embebicdo de sementes, foi utilizado o teste da “condutividade de massa” ou
sistema de copo. Este teste foi realizado com quatro amostras de 25 sementes, as mesmas
foram pesadas com precisdo de duas casas decimais. A seguir, as sementes foram
colocadas para embeber em um recipiente 75 mL de &gua deionizada e mantidas em
B.0.D. a 25 °C, por 24 horas. Apos este periodo, foi realizada a leitura da condutividade
elétrica da solugdo de embebicdo, em um condutivimetro (Medidor de condutividade de
bancada microprocessado, modelo TEC-4MP, Marca Tecnal). Os resultados foram
expressos em uS cm™* gt de sementes (Vieira e Krzyzanowski, 1999).

O delineamento experimental foi inteiramente ao acaso, em arranjo fatorial 2 x
2 x 2 (crioprotetor x método de descongelamento x genotipo), os dados foram submetidos
a analise de variancia pelo Teste de F e as médias comparadas pelo Teste de Scott-Knott,

a 5% de significancia, utilizando o programa Sisvar (Ferreira, 2011). Adicionalmente,
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foram gerados os graficos de caixa (box-plot) para obter a visualizacéo grafica dos dados,

visando diferenciar os tratamentos para algumas variaveis.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O percentual de germinacdo foi maior para as de sementes de mamona
criopreservadas sem uso de crioprotetor, para os dois genotipos, independentemente do
método de descongelamento. O mesmo ndo foi observado em sementes de Pinus elliotti
Engelm, em que ndo se encontrou diferenga entre 0os métodos de descongelamento
(Fonseca et al., 2012), assim como em sementes Strychnos pseudoquina A. St. Hil (Silva
etal, 2012).

Os gendtipos ndo diferiram para a condi¢do de criopreservacdo sem uso de
crioprotetor, demostrando excelente resultados de germinacdo, com percentual de
germinagdo maior que 91, ja para as sementes criopreservadas com uso de DMSO e
descongelamento em micro-ondas, o geno6tipo EVF701 mostrou-se superior ao genétipo

EVF102. O resultado obtido com analise permitiu verificar a interacdo tripla entre os

tratamentos.
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Figura 1. Percentual de germinacdo das sementes de dois genotipos de Ricinus communis
L., mantidos em criogenia com uso de diferentes crioprotetores e métodos de
descongelamento.

Médias seguidas de mesma letra maidscula (crioprotetor dentro do genétipo e método de descongelamento)
e mindscula (genétipo dentro do método de descongelamento e crioprotetor) ndo diferem entre si pelo teste
de Scott-Knott a 5% de significAncia. S/ICRIO - sementes sem crioprotetores; DMSO- crioprotetor
dimetilsulfoxido;
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A emergéncia de plantulas de mamona foi inferior nas sementes criopreservadas
com DMSO e descongeladas em banho-maria, para ambos os genotipos (Figura 2).
Contudo, quando o uso deste crioprotetor foi associado ao descongelamento em micro-

ondas a emergéncia nédo reduziu em relagdo aos demais tratamentos.
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Figura 2. Box-plot do percentual de emergéncia das sementes de dois genotipos de
Ricinus communis L., mantidos em criogenia com uso de diferentes crioprotetores e

métodos de descongelamento.

Médias seguidas de mesma letra maiuscula (método de descongelamento) e mindscula (crioprotetores) ndo
diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de significancia. S/CRIO - sementes sem crioprotetores;
DMSO- crioprotetor dimetilsulfoxido 10%;

O gendtipo EVF701 com sementes sem crioprotetor e descongeladas em banho-
maria proporcionou média similar a mediana, evidenciando o menor box-plot e
consequentemente a menor variabilidade, demonstrando uma homogeneidade dos dados.

O comprimento total das plantulas de mamona foi semelhante nas sementes do
gendtipo EVF102 criopreservadas, no descongelamento em banho-maria (Figura 3).
Almeida et al., (2010) também constataram que a criopreservacdo € uma boa alternativa
para conservar sementes de mamona. Contudo, no genétipo EVF701 o comprimento total

das plantulas foi maior nas sementes sem crioprotetor, independentemente do método de

descongelamento.
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Figura 3. Box-plot do comprimento total (cm) de plantulas oriundas das sementes de dois
genoétipos de Ricinus communis L., mantidos em criogenia com uso de diferentes

crioprotetores e métodos de descongelamento.

Médias seguidas de mesma letra maidscula (método de descongelamento) e mindscula (crioprotetores) nao
diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de significancia. S/CRIO - sementes sem crioprotetores;
DMSO- crioprotetor dimetilsulfoxido 10%;

Os menores box-plot foram obtidos para o geno6tipo EVF701, e
consequentemente menor variabilidade, e o tratamento sem crioprotetor e com
descongelamento em banho-maria mostrou simetria positiva, ou seja, mediana menor que
a média.

O comprimento total das plantulas de mamona do genédtipo EVF701 foi
semelhante nas sementes submetidas a descongelamento em micro-ondas, sendo que no
descongelamento em banho-maria a auséncia de crioprotetores proporcionou plantulas
com maior comprimento. Por outro lado, sementes de Allium cepa criopreservadas néo
apresentam alteracdo quanto ao método de descongelamento (Molina, et al., 2006).

A massa seca total das plantulas de mamona do genoétipo EVF102, na qual as
sementes foram criopreservadas com glicerol e descongeladas em micro-ondas, foi maior
gue nas sementes sem crioprotetor e com DMSO (Figura 4). Isto pode ser um indicador
de maior vigor das sementes, ja que as plantulas que proporcionam maior massa seca sao
estimadas com maior vigor (Gama et al., 2010). Para o gendtipo EVF701, a resposta foi

similar, mas ndo houve diferenca entre os metodos de descongelamento.
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Figura 4. Box-plot da massa seca total (g) de plantulas oriundas de sementes de dois
gendtipos das sementes de dois gendtipos de Ricinus communis L., mantidos em criogenia

com uso de diferentes crioprotetores e métodos de descongelamento.
Médias seguidas de mesma letra maidscula (método de descongelamento) e mindscula (crioprotetores) nao
diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de significancia. S/CRIO - sementes sem crioprotetores;

DMSO- crioprotetor dimetilsulfoxido 10%;

Os Box-plot demonstram pouca variabilidade entre os dados dos tratamentos,
indicando respostas homogéneas das amostras. Com isso, as médias na maioria dos
tratamentos se igualaram as medianas.

A germinacdo de sementes de mamona dos genoétipos, apos o teste de frio (Figura
5) demonstrou melhores resultados para sementes armazenadas sem crioprotetor. O
mesmo ocorreu em sementes de Encholirium spectabile Martius ex Schultes f., que nao

necessitam de crioprotetores para 0 armazenamento em nitrogénio liquido (Ferrari et al.,

2016).
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Figura 5. Box-plot do percentual de germinacdo de sementes das sementes de dois
gendtipos de Ricinus communis L., mantidos em criogenia com uso de diferentes
crioprotetores e métodos de descongelamento.

Médias seguidas de mesma letra maiuscula (método de descongelamento) e mindscula (crioprotetores) ndo
diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de significancia. ™ — ndo significativo. S/ICRIO - sementes sem
crioprotetores; DMSO- crioprotetor dimetilsulféxido;

O método descongelamento apresentou resultado inferior aos demais apenas
para 0 gendtipo EVF701 com crioprotetor DMSO (10%) e descongelando em banho-
maria, assim como para sem crioprotetor para o descongelamento em micro-ondas no
mesmo genatipo.

O box-plot EVF102, com crioprotetor DMSO (10%) e descongelamento em
banho-maria, obteve valores de germinacdo em sementes submetidas ao teste frio baixos,
visto que a mediana e a media apresentaram valores similares.

As avaliacbes de germinacdo de sementes submetidas a teste de frio e
condutividade elétrica, ndo foram significativas.

Contudo, mediante aos testes de qualidade fisioldgica, a criopreservacdo
demonstrou ser uma técnica eficiente em sementes de mamona, tal qual em sementes de
Chorisia speciosa St. Hil (Prudente et al., 2016), ndo sendo necessario 0 uso de

crioprotetor.

CONCLUSAO

O método de descongelamento em micro-ondas comprovou ser um método

eficiente, assim como a criopreservacdo sem o uso de crioprotetor. O uso de crioprotetor
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reduz a germinagdo e a emergéncia de sementes de mamona, principalmente na

criopreservacdo com DMSO (10%) e método de descongelamento em banho-maria.
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CAPITULO 11l

A GERMINACAO DE Ricinus communis L. PODE SER INFERIDA PELA AREA
DE PREENCHIMENTOS DAS SEMENTES?

Resumo: Neste estudo, objetivou-se correlacionar a estrutura da morfologia interna de
sementes de mamona com o teste de germinacdo, mediante o uso de teste fisico e em
contraste as imagens radiografadas. Foram utilizadas sementes de trés genoétipos de
mamona (EVF 102, EVF 106 e EVF 701) colhidas manual e mecanicamente. A avaliacao
de imagens de raios X deu-se através do uso do software QUANT, com o
desenvolvimento da plantula no teste de germinacdo. O delineamento experimental foi
inteiramente ao acaso, em arranjo fatorial 5 x 2 (genédtipos x método de colheita). Os
dados foram submetidos a andlise de variancia pelo Teste de F e as médias comparadas
pelo Teste de Scott-Knott, a 5% de significancia, utilizando o programa Sisvar. N&o foi
possivel correlacionar o percentual de preenchimento com o indice de germinacdo. O
software QUANT v. 1.0. 0.22 pode ser utilizado como ferramenta para quantificar o
preenchimento de sementes via imagens do teste de raios X.

Palavras-chave: Mamona, Imagens radiografadas, QUANT.

CAN GERMINATION OF Ricinus communis L. BE INFESTED BY THE
SEED FILL AREA?

Abstract: The objective of this study was to correlate the internal morphology structure
of castor bean seeds with the germination test, using a physical test and in contrast to the
radiographed images. Seeds of three castor bean genotypes (EVF 102, EVF 106 and EVF
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701) were harvested manually and mechanically. The evaluation of X-ray images
occurred through the use of QUANT software, with seedling development of the seedling
in the germination test. The experimental design was completely randomized, in a
factorial arrangement 5 x 2 (genotypes x harvest method). Data were submitted to analysis
of variance by the F test and the means compared by the Scott-Knott test, at 5%
significance, using the SISVARr program. It was not possible to correlate the percentage
of filling with the germination index. The QUANT v. 1.0. 0.22 can be used as a tool to
quantify the seeds filling by X-ray test images.

Key words: Castor, X-ray images, QUANT.

INTRODUCAO

O Brasil é o terceiro maior produtor mundial de mamona (Ricinus communis L.)
e 0 segundo exportador do Gleo obtido das sementes (Savy Filho, 2005). Em nivel
nacional, a producdo dessa oleaginosa concentra-se na regido Nordeste com destaque para
o0 Estado da Bahia (Conab,2018).

Para a producdo comercial de mamona, € indispensavel o uso de sementes de
elevada qualidade, uma vez que baixas produtividades comumente estdo relacionadas a
utilizacdo de lotes de sementes de baixa germinacéo, reduzido vigor e alta contaminacgéo
por patdgenos (Azevedo e Beltrdo, 2007).

A reducdo dos valores da esfericidade e circularidade dos frutos de mamona é
desencadeada pela reducdo no teor de agua (Goneli et al., 2011) e, desta forma, faz-se
necessario a determinacdo do grau de umidade para a classificacdo do lote a ser
comercializado. Em adic&o, os testes de envelhecimento acelerado e de frio séo eficientes
para avaliar o vigor de sementes de mamona (Mendes et al., 2010). Concomitantemente
a esses testes, o teste de raio-X pode ser oportuno para avaliar a qualidade da morfologia
interna de sementes de mamona e seus efeitos no potencial fisioldgico (Kabori et al,
2012).

Uma das variagfes morfologicas associadas ao desempenho das sementes € o
tamanho do embrido, ou seja, seu grau de desenvolvimento em relagdo ao espaco
disponivel na cavidade interna da semente, estimado em uma proporgdo expressa em
porcentagem. Essa caracteristica foi avaliada por meio de analise de imagem em sementes
radiografadas (Machado e Cicero, 2003; Pupim et al., 2008; Otoni et al., 2005),
procurando associar os resultados a germinagao e vigor.

O teste de raio X é um método simples, rapido e ndo destrutivo que tem como

objetivo detectar sementes vazias e/ou cheias e presenca de danos internos ocasionados
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por insetos ou danos mecanicos. Essas informagdes podem ajudar a selecéo de lotes em
programas de controle da qualidade e, por conseguinte, aumentar a eficicia do sistema de
producdo (ISTA, 2004).

O objetivou-se avaliar a relacdo entre a estrutura morfoldgica de sementes de
mamona e indices de germinac&o, utilizando-se de teste fisico, em contraste a imagens

radiografadas das sementes.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi desenvolvido no Laboratério de Sementes do Instituto Federal
Goiano — Campus Rio Verde. Utilizou-se sementes de 5 gendtipos de mamona (EVF102,
EVF106, EVF701, EVF712 e EVF716), produzidas em campos de producdo de sementes.
Os frutos foram colhidos mecanicamente e manualmente com 6,0% (b.u.) (Brasil, 2009).

As sementes de cada gendtipo foram enviadas para o Laboratdrio de Analise de
Sementes da Universidade Federal de Lavras (UFLA), Lavras, Minas Gerais, para a
obtencdo das imagens de raios X. As sementes foram dispostas em suportes de acrilico,
com fita dupla face, e expostas a intensidade de radiacdo 32 KV, em aparelho de raios X,
Faxitron MX-20, durante 26 segundos. Essa intensidade e tempo foi escolhida por
apresentar melhores resultados em testes preliminares com a mesma espécie. Os testes de
raios X foram conduzidos com 100 sementes de 5 gen6tipos colhidos de 2 formas (manual
e mecanica). As sementes foram identificadas individualmente, e suas respectivas
imagens, juntamente com as sementes radiografadas, enviadas ao Laboratério de
Sementes do Instituto Federal Goiano — Campus Rio Verde, para o teste de germinagao.

O teste de germinacdo foi realizado com 4 repeticdes de 25 sementes, por
gendtipo, em delineamento inteiramente ao acaso. As sementes foram distribuidas,
individualmente, sobre duas folhas de papel “germitest”, umedecidos com agua destilada
em quantidade equivalente a 2,5 vezes 0 peso do substrato seco. As avaliacOes de
germinacédo foram feitas aos 7 e aos 14 dias (Brasil, 2009). As sementes e o papel foram
identificados, individualmente, para a analise e comparacdo das plantulas e imagens.

As imagens foram analisadas com o auxilio software QUANT (Fernandes Filho
et al., 2002), para se obtencdo da porcentagem de espacos preenchidos e vazios em cada
semente. Posteriormente, cada imagem foi classificada conforme as categorias: 1-
germinadas e 2- mortas.

O delineamento experimental foi inteiramente ao acaso, em arranjo fatorial 5 x

2 (genotipos x método de colheita). Os dados foram submetidos a analise de variancia
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pelo Teste de F e as médias comparadas pelo Teste de Scott-Knott, a 5% de significancia,
utilizando o programa Sisvar (Ferreira, 2011). Adicionalmente, foram gerados os graficos

de caixa (box-plot), visando a diferenca das médias dos tratamentos.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste estudo, constatou-se que o software QUANT pode ser utilizado para
quantificar e determinar os valores de area preenchida e vazia das imagens obtidas no
teste de raios-X para sementes de mamona. Contudo, os niveis de preenchimento nao se
mostraram significativamente correlacionados com os resultados observados no teste de
germinacdo (Figura 1). Resultado semelhante foi reportado para sementes de algoddo
(Lopes Filho, 2017).

Apos o teste de germinacgdo, foram obtidas sementes mortas e germinadas com
o0 percentual de preenchimento similares. Esses resultados comprovam a auséncia de
relacdo entre o nivel de preenchimento observado em imagens radiograficas e os indices

germinacdo das sementes de mamona.

IMAGEM % DE
RADIOGRAFADA IMAGEM QUANT 14DAS PREENCHIMENTO

Semente Morta

( 53,36% de
preenchimento

Semente Germinada

52,34% de
preenchimento

Semente Morta

91,97% de
preenchimento




o1

Semente Germinada

91,36% de
preenchimento

Figura 1 — Imagens das sementes de genétipos de mamona submetidas ao teste de raios-
X, processadas pelo software QUANT, submetidas ao teste de germinacdo (14 dias) e
percentual de preenchimento das sementes.

A figura 2 demostra a grande variabilidade nos dados de germinagéo para cada
gendtipo e método de colheita. Os genoétipos que apresentaram melhores percentuais de
germinacdo foram o EVF102, EVF106 e EVF701, independentemente do método de
colheita. Ressalta-se que o método de colheita mecénica proporciona germinagdo maior
que 92%.

Corroborando a heterogeneidade da germinacdo das sementes entre 0s genotipos
observada neste estudo, Mengarda et al. (2015) reportam que podem haver diferencas de
qualidade fisiologica entre genétipos de mamona, devido a alguma caracteristica
particular destes.
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Figura 2 — Box-plot do Percentual de germinacdo de sementes de cinco genoétipos de
mamona, sob diferentes métodos colheitas e submetidas ao teste de raios-X

Médias seguidas de mesma letra maitscula (gendtipos) e minascula (método de colheita) ndo diferem entre
si pelo teste de Scott-Knoot a 5% de significancia.
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O percentual de preenchimento das sementes apresentou homogeneidade nos
dados, no qual as medianas e as médias se assemelharam na maioria dos tratamentos
(Figura 3). No método de colheita manual, o genotipo EVF102 apresentou 0s maiores
percentuais de preenchimento e germinacdo, ao passo que, para o genoétipo EVF701, o
método de colheita manual foi o mais promissor. Esses dados corroboram com 0s
encontrados por Gomes Janior (2010), pois sementes que apresentam volume interno
ocupado pelo endosperma mais o embrido maior suscitam plantulas de qualidade
superior.

O gendtipo EVF 106 apresentam boa germinacdo, independentemente do
método de colheita. Embora o preenchimento tenha ficado abaixo de 71,5%, isso ndo
interferiu na germinacao, conforme visto na Figura 1. Semelhante ao observado neste
estudo, Rocha et al., (2014) reportaram que nem sempre as sementes de girassol em que
0 embrido e endosperma tomavam maior &rea apresentam maior percentual de plantas
normais obtidas na germinacé&o.
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Figura 3 — Box-plot do Percentual de preenchimento de sementes de cinco genotipos de
mamona sob diferentes métodos colheitas e submetidas ao teste de raios-X

Médias seguidas de mesma letra maitscula (gendtipos) e minascula (método de colheita) ndo diferem entre
si pelo teste de Scott-Knoot a 5% de significancia.

A andlise radiogréafica permitiu concluir que as sementes parcialmente cheias,
visualizadas pelo teste de raios X, apresentaram boa germinacdo, dando robustez na

eficiéncia deste método para a classificacdo de lotes de mamona.
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CONCLUSAO

Né&o foi possivel correlacionar o percentual de preenchimento com o indice de
germinacao.
O software QUANT v. 1.0. 0.22 pode ser utilizado como ferramenta para

quantificar o preenchimento de sementes via imagens do teste de raios X.
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CONCLUSAO GERAL

. Os caracteres emergéncia, germinacao, comprimento e massa seca de plantulas e
total de frutos por racemo séo os principais determinantes na quantificacao da divergéncia
genética entre os gendtipos de mamona.

. As divergéncias genéticas entre 0s genotipos estudados de mamona, resultam em
caracteres morfoldgicos e fisioldgicos, que promovem a formacdo clusters genéticos
diferentes, sendo o gendtipo EVF712 maior distancia.

. O método de descongelamento em micro-ondas comprovou ser um método
eficiente, assim como a criopreservacdo sem o uso de crioprotetor. O uso de crioprotetor
reduz a germinacdo e a emergéncia de sementes de mamona, principalmente na
criopreservacao com DMSO (10%) e método de descongelamento em banho-maria.

. Né&o foi possivel correlacionar o percentual de preenchimento com o indice de
germinacdo. O software QUANT v. 1.0. 0.22 pode ser utilizado como ferramenta para

quantificar o preenchimento de sementes via imagens do teste de raios X.



ANEXOS

Figura 1. Plantas de seis genotipos de Ricinus communis L., utilizados nos experimentos,
em sequéncia: EVF102, EVF106, EVF701, EVF712 e EVF716.



