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Resumo

A sangra d’agua (Croton urucurana Baill) é uma espécie arborea, utilizada na medicina tradicional e com potencial
para uso em reflorestamento. Informagdes sobre aspectos reprodutivos da espécie, como morfologia, viabilidade e
citoquimica do pdlen fornecem dados que podem ser utilizadas em projetos que visem a sua conservacdo. Este
trabalho objetivou utilizar testes colorimétricos para avaliar a viabilidade polinica, indice meiético e identificar as
substancias de reserva nutritiva dos gréos de polen, bem como caracterizar a morfologia do polen de sangra d’agua.
Foram coletados bot6es florais em pré-antese de dez individuos localizados no municipio de Alta Floresta-MT. Para a
analise morfolégica dos polens foi utilizado o método de acetélise, enquanto que para avaliacdo da viabilidade
polinica foram utilizados o reativo de Alexander e o carmim acético 2%, sendo este utilizado também para estimativa
do indice meidtico. Para andlise das substancias de reserva utilizou-se o lugol 2% e o sudan 1V. Os polens de sangra
d’agua foram classificados como esféricos do subtipo prolato-esferoidal. Todos os corantes utilizados se mostraram
eficientes na distingdo entre polens vidveis e inviaveis e também na detecclo da substdncia de reserva. A espécie
apresentou média de 98,9% de viabilidade polinica e de 94,67% para o indice meidtico, indicando regularidade
meiotica. A andlise citoquimica revelou que a espécie possui amido e lipidio como substancias de reserva. A alta
porcentagem de polens vidveis indica que a sangra d’4gua apresenta estabilidade reprodutiva, estando adaptada
reprodutivamente ao meio onde encontra-se naturalmente no municipio de Alta Floresta, MT.

Palavras-chave: Grao de pdlen; Testes colorimétricos; Estabilidade reprodutiva.
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Abstract

The sangra d’agua (Croton urucurana Baill) is a tree species, used in traditional medicine and with potential for use in
reforestation. Information on reproductive aspects of the species, such as morphology, viability and pollen
cytochemistry provide data that can be used in projects aimed at its conservation. This work aimed to use colorimetric
tests to evaluate pollen viability, meiotic index and identify the nutrient reserve substances of pollen grains, as well as
to characterize the morphology of pollen from bleeds. Flower buds were collected in pre-anthesis from ten individuals
located in the municipality of Alta Floresta-MT. For the morphological analysis of pollens, the acetolysis method was
used, while for the evaluation of pollen viability, Alexander's reagent and acetic carmine 2% were used, which was
also used to estimate the meiotic index. For analysis of reserve substances, lugol 2% and sudan IV were used.
Bleeding pollens were classified as spherical of the prolate-spheroidal subtype. All dyes used proved to be efficient in
distinguishing between viable and non-viable pollens and also in detecting the reserve substance. The species showed
an average of 98.9% for pollen viability and 94.67% for the meiotic index, indicating meiotic regularity. The
cytochemical analysis revealed that the species has starch and lipid as reserve substances. The high percentage of
viable pollens indicates that the sangra d’4gua has reproductive stability, being reproductively adapted to the
environment where it is naturally found in the municipality of Alta Floresta, MT.

Keywords: Pollen grain; Colorimetric tests; Reproductive stability.

Resumen

La sangra d’agua (Croton urucurana Baill) es una especie arborea, utilizada en medicina tradicional y con potencial
de uso en reforestacion. La informacion sobre aspectos reproductivos de la especie, como la morfologia, la viabilidad
y la citoquimica del polen, proporciona datos que pueden ser utilizados en proyectos destinados a su conservacion.
Este trabajo tuvo como objetivo utilizar pruebas colorimétricas para evaluar la viabilidad del polen, el indice meiético
e identificar las sustancias de reserva de nutrientes de los granos de polen, asi como caracterizar la morfologia del
polen de sangrado. Se recolectaron botones florales en preantesis de diez individuos ubicados en el municipio de Alta
Floresta-MT. Para el anélisis morfoldgico de los polenes se utiliz6 el método de la acet6lisis, mientras que para la
evaluacion de la viabilidad del polen se utiliz6 el reactivo de Alexander y carmin acético al 2%, el cual también se
utilizo para estimar el indice meiotico. Para el andlisis de sustancias de reserva se utiliz6 lugol 2% y sudan 1V. Los
polenes sangrantes se clasificaron como esféricos del subtipo prolado-esferoidal. Todos los colorantes utilizados
demostraron ser eficientes para distinguir entre polenes viables y no viables y también para detectar la sustancia de
reserva. La especie mostrd un promedio de 98,9% para la viabilidad del polen y 94,67% para el indice mei6tico, lo que
indica regularidad meidtica. El analisis citoquimico revel6 que la especie tiene almidén y lipidos como sustancias de
reserva. El alto porcentaje de pdlenes viables indica que la sangra d’agua tiene estabilidad reproductiva, estando
reproductivamente adaptada al ambiente donde se encuentra naturalmente en el municipio de Alta Floresta, MT.
Palabras clave: Grano de polen; Pruebas colorimétricas; Estabilidad reproductiva.

1. Introducéo

Croton urucurana Baill., conhecida popularmente como sangra d’agua, sangue-de-dragdo, capixingui e urucurana,
pertence a familia Euphorbiaceae, é uma planta arbérea nativa do Brasil e pode atingir 14 m de altura (Flora e Funga do Brasil,
2022). A espécie apresenta ampla ocorréncia em territorio brasileiro, o que esta diretamente relacionado ao fato de ser uma
espécie pioneira, bem como por ser uma planta decidua, heliéfita, seletiva higréfita, bem adaptada a terrenos Umidos e
importante para as formacdes ciliares (Lorenzi, 2016; Flora e Funga do Brasil, 2022).

A espécie pode ser plantada nas proximidades das cabeceiras e margens de rios, sendo que estes contribuem para a
disseminacdo de sementes que atuam na regeneracao de margens degradadas, possibilitando sua recuperagdo de forma natural,
por meio de processos normais de sucessdo (Assad-Ludewigs et al., 1989; Pires et al., 2004), uma vez que suas sementes sdo
produzidas em grande ndmero, viaveis e dispersas por autocoria (Lorenzi, 1992; Takahasi e Fina, 2004). Além da importancia
ecoldgica, a espécie possui grande importancia para medicina popular, sendo a seiva, as cascas e as folhas utilizadas de
diferentes formas para o tratamento de varias enfermidades como gastrite, hemorroidas, hematomas, infeccoes cutaneas, dores
nas pernas, reumatismos, depurativo do sangue, anti-hemorragico, antisséptico, analgésico, dentre outras (Vieira et al., 2018).

Diante da importancia da espécie, é fundamental obter dados sobre a morfologia do pélen, o que possibilita identificar
alteracbes morfolGgicas que possam comprometer o seu sucesso reprodutivo (Knox, 1984), bem como sobre aspectos
reprodutivos relacionados ao grdo de pdélen e assim fornecer informacdes para projetos que visam a conservacdo e

melhoramento genético da espécie, sobretudo para aqueles que tem como objetivo manter o polen conservado para posterior
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uso em pesquisas, testes alergénicos, auxilio na rastreabilidade e conservacdo de germoplasmas (Souza et al., 2015; Volk,
2011). Com esse intuito diversos estudos vém sendo realizados com espécies vegetais nativas (Costa et al., 2020; Furini et al.,
2020; Roelis et al., 2022; Zortéa et al., 2022).

Estudos relacionados a biologia reprodutiva a nivel de espécie e género de sangra d’agua sdo escassos (Pimentel &
Castro, 2009), sendo descritos alguns trabalhos relacionados a familia, onde Souza & Lorenzi (2005) descrevem as flores como
unissexuadas, geralmente monoperiantadas, ocorrendo em plantas monoicas ou dioicas, com presenca ou auséncia de vestigio
relacionado ao sexo atrofiado, e dispostas em inflorescéncias racemosas ou cimosas. Os autores relatam ainda, que as flores
masculinas possuem nimero variavel de estames, e as femininas séo tricarpelares, com fruto, comumente, tipo capsula.

Para obtencdo de informacGes sobre a biologia reprodutiva de espécies vegetais é importante realizar o estudo da
viabilidade polinica, que evidencia o potencial masculino de reproducdo, podendo ser Util em diferentes estudos (Frescura et
al., 2012). Outra maneira para obter tais informacfes é a avaliacdo citoquimica do grdo de p6len maduro, que identifica, por
meio dos corantes lugol e sudan 1V, a presenca de substancias de reserva como amido e lipidios, respectivamente, sendo
importante para o conhecimento de aspectos ecoldgicos relacionados a polinizacéo (Pagliarini & Pozzobon, 2005; Oliveira &
Pierre, 2018).

Neste sentido, este estudo teve por objetivo avaliar, por meio de testes colorimétricos, a viabilidade polinica e o indice
meidtico, bem como identificar as substancias de reserva nutritiva dos grdos de pélen de sangra d’agua e caracteriza-los

morfologicamente.

2. Metodologia
2.1 Area de estudo

Foram coletados botBes florais em pré-antese de dez individuos de sangra d’agua localizados no municipio de Alta
Floresta (09° 02° 29" S a 11° 15° 45” S e 54° 44’ 55" W a 58° 45” 10” W), Mato Grosso, Brasil (Figura 1). Os botdes florais
foram armazenados em frasco de vidro, fixados em etanol e 4cido acético (3:1, v/v), mantidos em temperatura ambiente por 24
horas, sendo entédo transferidos para alcool 70% e mantidos sob refrigeracdo para posterior uso. As analises foram realizadas
no Laboratério de Genética Vegetal e Biologia Molecular (GenBioMol) da Universidade do Estado de Mato Grosso Carlos
Alberto Reyes Maldonado (UNEMAT), Campus Universitario de Alta Floresta.
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Figura 1 - Localiza¢8o geografica da area de estudo. A) Pontos de coleta das flores de sangra d’agua; B) Inflorescéncia; C)

Flor masculina (seta pontilhada), Flor feminina (seta continua).
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Fonte: Autores.

2.2 Caracterizacdo morfoldgica do polen

Para a analise morfoldgica dos polens foi utilizado o método de acetdlise, descrito por Erdtman (1943), e, com a
finalidade de evitar erros devido & intumescéncia e alteracdes no seu tamanho, as laminas contendo os grédos de pdlen foram
fotografadas no mesmo dia da realizacdo do método de acet6lise. As laminas foram visualizadas em microscépio 6ptico
binocular com magnitude de 400x (Biocam), sendo as imagens obtidas por uma cadmera (CMOS 1.3) acoplada ao microscopio,
com a auxilio do sistema de captura de imagem Tsview 7.

Foram mensurados os didmetros maior € menor ¢ a espessura da exina em 25 grios de polen de sangra d’agua. As
medidas foram realizadas com auxilio do software de analise quantitativa Anati Quanti 2® UFV (Aguiar et al., 2007). Os graos
de polen foram classificados de acordo com a presenca ou auséncia e tipos de aberturas (Punt et al. 2007), o tamanho
(Erdtman, 1945) e a forma (Erdtman, 1943). As descri¢des e terminologias adotadas foram baseadas no glossario de Barth
(1965) e Punt et al. (2007).

2.3 Testes colorimétricos

As analises de viabilidade polinica (VP), indice meiético (IM) e citoquimica foram realizadas por meio de um mix de
botdes florais. Para todas as analises foi utilizada a técnica de esmagamento descrita por Guerra e Souza (2002), onde as
anteras foram colocadas sobre laminas e os gréos de pdlen foram liberados, em cerca de 100 pL de corante, com auxilio de um
bastdo de vidro, sendo posteriormente cobertos por uma laminula e observados em microscopio éptico (aumento de 400x)
utilizando a técnica de varredura. Para cada corante foram preparadas oito ldminas e analisadas 300 polens por ldmina.

Para VP foram utilizados os corantes carmim acético 2% (Pagliarini & Pozzobon, 2005) e reativo de Alexander
(Alexander, 1980), sendo que a partir dos dados obtidos, a VP foi calculada conforme a férmula: VP (%) = (n° de grdos de
polen viaveis/n® de grdos de polen contados) x 100.

Ja para o IM foi utilizado o corante carmim acético 2% e, apds a contagem dos produtos pds-meioticos, o IM foi

calculado conforme Love (1951), utilizando a férmula; IM = (n° de tétrades normais/n° total de produtos p6s-meiéticos) x 100.
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Para as andlises, tétrades com quatro células do mesmo tamanho foram consideradas normais e moénades, diades, triades e
poliades foram consideradas anormais.

Por fim, a analise citoquimica foi realizada conforme o protocolo de Baker e Baker (1979) com alteracdo na
porcentagem do corante lugol, onde os graos de pélen foram corados com lugol 2% para verificar a presenga de amido e sudan

1V, para identificar lipidios, sendo classificados como positivos ou negativos para amido e lipidios.

2.4 Anélise estatistica

Para a caracterizagdo morfoldgica do pdlen, as medidas foram submetidas a analise estatistica descritiva no programa
Genes (Cruz, 2016), sendo este utilizado também para obtencdo das médias e seus respectivos desvios padrfes, bem como do
coeficiente de variag&o e do intervalo de confianca.

Os dados da viabilidade polinica e indice mei6tico foram organizados e calculados utilizando-se o software Microsoft
Excel (2016), posteriormente submetidos a analise de variancia (ANOVA), e as médias comparadas ao teste de Tukey a 1% de

probabilidade pelo programa estatistico Genes (CRUZ, 2016).

3. Resultados e Discusséo
3.1 Caracterizacdo morfoldgica do polen

Os grédos de pélen de sangra d’agua sdo sem abertura (colpo e poro ausentes) ¢ apresentaram média de didmetro entre
125,01 — 128,54 pum (Tabela 1), sendo considerados muito grandes, de acordo com a classificagdo de Erdtman (1945). A exina

apresentou, em média, 10,12 um de diametro.

Tabela 1 - Medidas dos polens de sangra d’agua coletados no municipio de Alta Floresta, Mato Grosso, e submetidos ao

método de acetolise.

Variavel Min. - Max. (um) Média + DP (um) 1C(95%) CV (%)
D> 97,04 — 153,47 128,54 £12,95 122,79 - 133.72 10,07
D< 92,20 — 150,68 125,01 + 13,45 119,04 - 130.39 10,76

D>/D< 1-1,10 1,03 £0,02 1,02-1.04 2,29
EX 5,80 - 13,33 10,12 £1,62 9,40 - 10.77 15,99

Min. - Mé&x = minimo e maximo; DP = desvio padréo; IC = intervalo de confianga; CV (%) = coeficiente de variagdo; D> = diametro maior;
D< = diametro menor; D>/D< = relagéo entre didmetro maior e didmetro menor; EX = didmetro da exina. Fonte: Autores.

Quanto a forma, os polens de sangra d’agua, foram classificados como esféricos do subtipo prolato-esferoidal,
conforme a classificagdo de Erdtman (1952) e, segundo o glossario palinoldgico de Barth (1965), apresentam ornamentacéo da
superficie insulada e a exina do tipo padrdo-Croton (Figura 2B). Lima e Pirani (2008) ao analisarem a morfologia polinica de
22 espécies do género Croton revelaram que os graos de polen sdo esféricos, com variagdes nos subtipos, didmetro de médio a
grande, e ornamentacdo da exina do tipo padrdo-Croton, o que também foi verificado neste estudo com a sangra d’agua (C.

urucurana).
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Figura 2 - A) Grio de polen de sangra d’agua; B) Ornamentacao da superficie insulada.

50 pm 50 pm

Fonte: Autores.

3.2 Testes colorimétricos

Os testes de viabilidade polinica utilizando o corante carmim acético 2% e o reativo de Alexander, mostraram-se
eficientes na distingdo entre grdos de polen viaveis e invidveis (Figura 3), considerando que ambos possibilitam avaliar a
integridade de constituintes celulares como nucleo e parede celular (Pefialoza et al., 2005). O reativo de Alexander reage com o
protoplasma e com a parede celular, corando-os de parpura e verde, respectivamente, quando o grdo de poélen se encontra
integro e vidvel, e corando de verde os polens inviaveis, que ndo apresentam protoplasma (Alexander, 1980). O carmim acético
2%, por sua vez, reage com a cromatina integra, corando-a de vermelho, indicando que o grdo de polen esta viavel, e os

invidveis, ndo apresentam coloracéo (Pagliarini & Pozzobon, 2005).

Figura 3 - A) Gréos de polen de sangra d’agua corados com reativo de Alexander; B) Carmim acético 2%. Setas continuas e
tracejadas indicam, respectivamente, graos de polen viaveis e inviaveis.

A B

50 um
E————

S50 um

Fonte: Autores.

O corante carmim acético 2% indicou uma taxa de viabilidade de 99,17%. Resultados semelhantes foram descritos
por Pimentel e Castro (2009), que ao investigarem a viabilidade polinica de Croton sellowii utilizando o mesmo corante
identificaram uma alta viabilidade média dos grdos de pdlen (93,70%). O reativo de Alexander identificou viabilidade média
de 98,9% de graos de polens. Ambos os corantes utilizados neste estudo indicaram alta viabilidade polinica da espécie sangra
d’agua, com médias superiores a 98%, 0 que, de acordo com Souza et al. (2002), indica eficiéncia no processo de fertilizacéo,
uma vez que esta, é diretamente proporcional a viabilidade polinica da espécie.

O teste citoquimico indicou que 98,75% dos grdos de pélen corados com lugol 2% testaram positivo para a presenca
de amido e 99,46% dos graos de pdlen corados com sudan IV testaram positivo para a presenca de lipidio (Figura 4). Estudos

relacionados a aspectos reprodutivos com o género Croton ndo foram encontrados na literatura, todavia trabalhos realizados
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com 0s géneros Manihot (Wolf et al., 2020) e Ricinus (Braga et. al. 2020), da familia Euphorbiaceag, e utilizando os mesmos
testes colorimétricos, verificaram que os graos de pélen dos mesmos também apresentam amido e lipidios como substancias de

reserva.

Figura 4 - Identificacdo da substancia de reserva nutritiva do polen de sangra d’agua. A) Lipidios; B) Amido. Setas continuas

e tracejadas indicam, respectivamente, graos de p6len positivos e negativos para a substancia de reserva.

A B

50 um 50 um
—

Fonte: Autores.

De acordo com Pacini et al. (2006), durante o desenvolvimento do grdo de p6len o amido é acumulado e convertido
em pectinas, glicose, frutose e sacarose, aumentando a resisténcia do pdlen em ambientes adversos e auxiliando na germinagao
do tubo polinico. Ja os lipidios véo auxiliar na adesdo dos grdos de pdlen a antera e ao estigma, protegendo-os contra a
radiacdo UV e perda de 4gua, além de manté-los unidos durante o transporte do pélen pelos insetos polinizadores (Pacini &
Hesse, 2005). Pimentel & Castro (2009), ao investigarem a biologia reprodutiva de Croton sellowii verificaram a presenca de
varios polinizadores pertencentes as ordens Hymenoptera, Diptera, Lepidoptera, e Hemiptera, além de aracnideos, o que

também foi observado em flores de sangra d’agua (C. urucurana), conforme demonstrado na Figura 5.

Figura 5 - Visitantes florais em sangra d’agua.

Fonte: Autores.
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Em relacdo ao indice meidtico, os botdes florais utilizados mediam entre 1,96 mm e 2,07 mm. A média do indice
meidtico de sangra d’agua foi de 94,67% (Tabela 2), constatando que a espécie apresenta regularidade meiotica, o que foi
corroborado pelo alto percentual de polens viaveis. Segundo Love (1951), plantas com IM acima de 90% apresentam alta

estabilidade meidtica.

Tabela 2 - Nimero de produtos pds-mei6ticos normais e anormais e indice mei6tico de sangra d’agua.

Lamina Moénades Diades Triades Tétrades Poliades Total IM (%)

1 5 0 12 283 0 300 94,33
2 16 0 1 282 1 300 94,00
3 11 0 3 286 0 300 95,33
4 19 0 1 280 0 300 93,33
5 4 1 5 290 0 300 96,67
6 0 2 17 281 0 300 93,67
7 6 3 5 286 0 300 95,33
8 7 5 4 284 0 300 94,67

Média 94,67

Fonte: Autores.

A avalicdo dos produtos pos-meidticos identificou, além de tétrades, produtos anormais como monades, diades,
triades e poliade, porém em pequena quantidade (Figura 6), segundo Pagliarini (2000), estas anormalidades podem estar
relacionadas a problemas na citocinese, como a segregacdo cromossdmica irregular, caracterizada pela migragdo precoce ou

por cromossomos retardatarios em metafase | e anafase I.

Figura 6 - Produtos pos-meidtico de sangra d’agua. A) Monade; B) Diade; C) Triade; D) Tétrade.
-

Fonte: Autores.

Estes resultados sdo semelhantes aos encontrados por Braga et al. (2020) que ao estudarem o indice meidtico de
Ricinus communis L. (Euphorbiaceae), também observaram irregularidades como mdnades, diades e triades, onde o IM médio
foi de 78,30%, que apesar de ter ficado abaixo de 90% nédo influenciou na viabilidade polinica. Embora estudos sobre indice
meidtico em espécies vegetais ser amplamente citado na literatura, ndo foram encontrados trabalhos realizados com a sangra

d’agua.

4. Consideracdes Finais

A espécie sangra d’agua apresenta grdos de pdlen do subtipo prolato-esferoidal, com a superficie insulada, contendo

amido e lipidio como substancias de reserva. A estabilidade mei6tica, refletida pela alta porcentagem de polens viaveis e alto
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indice meidtico, indica que a espécie esta adaptada reprodutivamente ao meio onde encontra-se naturalmente no municipio de
Alta Floresta, MT, Brasil. Portanto se faz necessarios mais estudos com a espécie em diferentes regides, afim de obter novas
informacdes sobre seus aspectos reprodutivos visando tracar estratégias de conservacdo ou até mesmo programas de

melhoramento genético.
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