DU

UNIVERSIDADE FEDERAL DE LAVRAS

LARISSA CARVALHO VILELA

ANALISE FISIOLOGICA DE EMBRIOES DE
Inga vera Willd. subsp. affinis (DC.) T. D.
Pennington ARMAZENADOS EM MEIO

OSMOTICO

LAVRAS - MG
2018



LARISSA CARVALHO VILELA

ANALISE FISIOLOGICA DE EMBRIOES DE Inga vera Willd. Subsp.
affinis (DC.) T. D. Pennington ARMAZENADOS EM MEIO OSMOTICO

Dissertacdo apresentada Federal de Lavras,
como parte das exigéncias do Programa de
P6s-Graduacdo em Engenharia Florestal,
area de concentracdo Ciéncias Florestais,
para a obtencéo do titulo de Mestre.

Orientador

Prof. Dr. José Marcio Rocha Faria

Coorientador

Prof. Dr. Anderson Cleiton José

LAVRAS - MG
2018



Ficha catalografica elaborada pelo Sistema de Geragéo de Ficha Catalogréafica da Biblioteca
Universitaria da UFLA, com dados informados pelo(a) préprio(a) autor(a).

Wilela, Larissa Carvalho.

Analise fisiologica de embrdes de Jnga vera Willd subsp.
affinis (DC.}) T. D. Pennington armazenados em meio osmotico.
Larissa Carvalho Vilela - 2018.

63 p. il

Orientador(a): José Marcio Foocha Faria.

Coorientador(a) Anderson Cleiton José.

Dissertacio (mestrado académico) - Universidade Federal de
Lavras, 2018.

Bibliografia.

1. Armazenamento de sementes. 2. Recalctrante. 3. Polen. L
Rocha Faria, José Marcio. II. José, Anderson Cleiton. IIL Titulo.




LARISSA CARVALHO VILELA

ANALISE FISIOLOGICA DE EMBRIOES DE Inga vera Willd. Subsp.
affinis (DC.) T. D. Pennington ARMAZENADOS
EM MEIO OSMOTICO

PHYSIOLOGICAL ANALYSIS OF Inga vera Willd. Subsp. affinis (DC.) T.
D. Pennington EMBRYOS STORED
IN OSMOTIC MEDIUM

Dissertacdo apresentada Federal de Lavras,
como parte das exigéncias do Programa de
Pos-Graduagdo em Engenharia Florestal,
drea de concentracdo Ciéncias Florestais,
para a obtencéo do titulo de Mestre.

Aprovada em 14 de margo de 2018.

Prof. Dr. Jose Marcio Rocha Faria - UFLA
Prof. Dr. Anderson Cleiton José - UFLA
Prof. Dr. Ailton Gongalves Rodrigues Junior - UFMG

Prof. Dr. José Marcio Rocha Faria
Orientador

LAVRAS - MG
2018



RESUMO

Dentre as particularidades de sementes, a recalcitrancia pode ser compreendida
como uma caracteristica que faz com que a semente ndo possa ser armazenada e
ndo perca seu conteldo de agua sem que haja prejuizos a sua viabilidade. Essa
caracteristica, ainda é pouco conhecida pelo grande nimero de espécies florestais
e diferentes niveis de recalcitrancia. Merece ser aprofundada e desperta interesses
para estudos que visam estabelecer formas de reduzir a recalcitrancia ou ao menos
prolongar o armazenamento dessas sementes. Verifica-se que a tolerancia a
dessecacdo é controlada por varios genes, que podem ser expressos ou ndo, em
diferentes partes da planta. Dessa forma, objetivou-se com este trabalho armazenar
sementes de Inga vera, que apresentam comportamento recalcitrante, em trés
condigdes distintas, sendo elas cdmara fria e polietileno glicol nos potenciais -1,6
MPa e -2,4MPa, por até 330 dias. Visando compreender a tolerancia & dessecagdo
entre diferentes partes da planta, os grdos de poélen da espécie foram
contabilizados, classificados quanto a tolerancia a dessecagdo e avaliados quanto a
presenca de pollenkit e amido. O armazenamento em meio osmatico controla a
mobilizacdo de agua dentro das sementes, de forma que seu metabolismo seja
reduzido e o consumo de suas reservas desacelerado. O estudo foi conduzido no
Laboratério de Sementes Florestais da Universidade Federal de Lavras — UFLA,
com embrides de Inga vera coletados em matrizes localizadas em Lavras — MG e
Ribeirdo Vermelho — MG. Foi possivel concluir que os embrides de Inga vera
podem ser armazenados com sucesso, em solucdo de polietileno glicol, no
potencial de -1,6 MPa, por até 140 dias, sem que haja queda no seu percentual
germinativo. As sementes de Inga vera foram classificadas como amil&ceas, com
resultados condizentes entre queda de germinacdo e queda no conteldo de
reservas. Os graos de pélen da espécie foram classificados como ortodoxos e sem
presenca de pollenkit. Dessa forma, observa-se que a espécie Inga vera apresenta
graos de pélen tolerantes a dessecacao e sementes recalcitrantes, podendo este fato
estar relacionado a época de dispersdo dessas estruturas, sugerindo que estudos
posteriores sejam realizados, a fim de se compreender os estimulos que podem vir
a induzir que as sementes expressem genes relacionados a tolerancia e a semente
possa ser seca e armazenada por periodos ainda mais longos.

Palavras-chave: Recalcitrancia. P6len. Armazenamento. Solugdo osmotica.



ABSTRACT

Among the peculiarities of seeds, the recalcitrance can be understood as a
characteristic that makes the seed can not be stored and can not lose its water
content without loss of viability. This phenomenon, which has not yet been
studied mainly in forest seeds due to the large number of species and the
different shing ways of reducing recalcitrance or at least prolonging the storage
of these seeds. In addition, it is known that desiccation tolerance is controlled by
several genes, which may or may notlevels of recalcitrance among them,
deserves to be deepened and arouses interest for studies that aim at establi be
expressed, in different parts of the plant. In this way, the objective of this work
was to store Inga vera seeds, which have a recalcitrant behavior, in three
different conditions, being cold chamber and polyethylene glycol in potentials -
1.6 MPa and -2.4 MPa. In addition, the pollen grains of the species were
counted, classified for desiccation tolerance and evaluated for the presence of
pollenkit and starch. The osmotic storage controls the mobilization of water
inside the seeds, so that their metabolism is reduced and the consumption of
their reserves decelerated. The study was conducted at the Forest Seeds
Laboratory located at Federal University of Lavras — UFLA, with Inga vera
embryos collected in Lavras - MG and Ribeirdo Vermelho - MG. It was possible
to conclude that Inga vera embryos can be successfully stored in polyethylene
glycol solution at -1.6 MPa potential for up to 140 days without any decrease in
their germinative percentage. The Inga vera seeds were classified as
amylaceous, with results consistent between reduction of germination and
reduction in the contents of reserves. The pollen grains of the species were
classified as orthodox and without pollenkit. Thus, it is observed that the species
Inga vera presents genes of desiccation tolerance, being these expressed in the
pollen grains, but not in the seeds, being able to be related to the time of
dispersion of these structures, suggesting that further studies should be carried
out in order to understand the stimuli that may induce the seeds expressing such
genes and seed can be dried and stored for even longer periods.

Keywords: Recalcitrance. Pollen. Storage. Osmotic solution.
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1 INTRODUCAO

A conservacdo de espécies florestais pode ser realizada de duas
maneiras, in situ ou ex situ. A primeira forma compreende a conservacdo dos
individuos, em seu préprio habitat, feita normalmente por meio de Unidades de
Conservagdo. J4 a conservacdo ex situ é realizada fora do habitat natural,
comumente por meio do armazenamento de sementes. No entanto nem todas as
espécies produzem sementes que toleram o armazenamento, em fungdo de suas
caracteristicas fisiologicas.

As sementes podem ser classificadas, de acordo com sua tolerancia a
dessecacdo e ao armazenamento em ortodoxas, recalcitrantes ou intermediarias.
Sementes ortodoxas toleram a secagem em baixos valores de umidade e podem
ser armazenadas em baixas temperaturas, mantendo-se vidveis por longos
periodos. As sementes recalcitrantes ndo toleram a secagem e 0 armazenamento
em baixas temperaturas e sdo dispersas com um alto teor de agua. Ja as
intermedidarias toleram secagem até valores proximos a 10%, mas ndo mantém
sua viabilidade por longos periodos quando armazenadas em baixas
temperaturas.

Além da conservacdo das sementes em bancos de germoplasma, partes
vegetativas e gréos de polen, também, podem ser armazenados para programas
de melhoramento genético (YATES; SPARKS, 1990). Para o sucesso da
conservagdo dos gréos de polen, é necessario que eles sejam secos, mantidos sob
baixas temperaturas e, em alguns casos, devem ser mantidos em condigdes
ambientais de auséncia de oxigénio, a fim de se reduzir a respiracdo e o
metabolismo (AKIHAMA; OMURA; KOZAKI, 1979), tornando-o0s inativos
(SNYDER; CLAUSEN, 1974).

A toleréncia a dessecacdo, presente em sementes ortodoxas, também, é

um fendbmeno presente nos graos de pélen de algumas espécies e, assim como
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acontece em sementes, existem espécies que produzem pdlen tolerante a
dessecacgdo e espécies que produzem polen ndo tolerante a dessecacdo. Se em
sementes este fendbmeno ainda tem muito a ser estudado, em poblen, os
conhecimentos sdo ainda mais escassos (FRANCA, 2010). Existem espécies que
apresentam semente recalcitrante e pdlen ortodoxo (exemplo: Cocos nucifera L.
- Arecaceae), semente recalcitrante e polen recalcitrante (Mangifera indica L. -
Anacardiaceae), semente ortodoxa e pélen ortodoxo (Ricinus communis L. -
Euphorbiaceae) e semente ortodoxa e poélen recalcitrante (Bauhinia forficata
Link - Fabaceae) (FRANCHI, 2011), mas a classificacdo do polen da maioria
das espécies florestais quanto a tolerancia & dessecacédo ainda é desconhecida.

Diversas espécies que produzem sementes com comportamento
recalcitrante apresentam importancia tanto econdmica quanto ambiental, mas
apresentam restricdes para seu uso, ja& que ndo podem ser armazenadas por
longos periodos e o inicio da producdo das mudas deve ser, entdo, imediata a
coleta. Dessa forma, estudos que visam prolongar o tempo de armazenamento de
sementes recalcitrantes se fazem necessarios, visto que tal comportamento €
comum dentre as espécies florestais.

Uma das espécies que produz sementes com comportamento
recalcitrante é Inga vera Willd. subsp. affinis (DC.) T. D. Pennington. De
ocorréncia em areas Umidas, suas sementes sdo dispersas com alto teor de agua e
curta longevidade (FARIA et al., 2006), perdendo a viabilidade em menos de 15
dias (BILIA; BARBEDO, 1997; CARVALHO, 2000). A espécie é de grande
interesse em trabalhos de recuperagdo ambiental, paisagismo, na industria
farmacéutica, sendo muito utilizada no tratamento de bronquite, diarreias e sua
madeira € empregada para caixotaria e confeccdo de brinquedos.

Uma alternativa para prolongar a viabilidade de sementes recalcitrantes
é armazena-las em solucBes osmdticas de potenciais hidricos conhecidos, que

prolongam o tempo de armazenamento das Sementes, por criar um meio



11

osmatico em seu entorno evitando a perda ou ganho de &gua, ou até mesmo a
germinagdo (STEUTER; MOZAFAR; GOODIN, 1981). Uma solugéo utilizada
para tal fim é a de polietileno glicol (PEG 6000) gque apresenta alto peso
molecular, portanto ndo penetra na semente, controlando, dessa forma, a
mobilizacdo de dgua dentro delas.

Estudos anteriores indicaram uma boa resposta das sementes de Inga
vera, quando armazenadas em solucfes osmoticas (ANDREO; NAKAGAWA;
BARBEDO, 2006) e, por isso, com este trabalho, buscou-se comparar os efeitos
do armazenamento convencional em camara fria e do armazenamento em meio
osmdtico na longevidade de embrifes desta espécie e em suas mudancas
fisioldgicas.

Além disso, objetiva-se classificar os grdos de pdlen da espécie quanto a
tolerancia a dessecacao, observar a presenca ou ndo de amido como substancia
de reserva e verificar estruturas de adesdo como o pollenkit na superficie dos
grdos. Tais resultados servirdo como subsidio a estudos posteriores,
principalmente, no que diz respeito a estudos de expressdo génica, que poderéo
proporcionar possibilidades para armazenamento de espécies com sementes

recalcitrantes.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Caracterizacao da espécie

A familia Fabaceae, a terceira maior de espermatéfitas, ficando antes
apenas da Asteraceae e da Orchidaceae, compreende cerca de 727 géneros e
19.325 espécies (BARROSO et al., 1991; LEWIS et al., 2005), dentre os quais,
178 géneros e, aproximadamente, 3.200 espécies ocorrem no territério brasileiro
(BARROSO et al., 1991). A subfamilia Mimosoideae tem em torno de 60
géneros e 3000 espécies com habitos varidveis entre arvores, arbustos, ervas e
lianas. Os géneros dessa subfamilia com maior diversidade sdo Acéacia, Mimosa
e Ingé, o qual compreende cerca de 300 espécies (PENNINGTON, 1997).

Com origem tupi, 0 nome ingd ou anga quer dizer "que tem semente
envolvida". A espécie Inga vera apresenta individuos com altura média entre 5 e
10 m e 70 cm de diametro, podendo atingir até 25 metros de altura quando em
seu habitat natural. E uma espécie adaptada a solos Gmidos e arenosos, do grupo
ecoldgico das pioneiras (RODRIGUES, 1905).

Distribuida desde o estado de Minas Gerais até o Rio Grande do Sul,
com grande namero de individuos no estado de Sdo Paulo (LIEBERG, 1990), a
espécie Inga vera apresenta importancia ecoldgica pela atragdo da fauna pelos
frutos com sarcotesta adocicada (RAGUSA NETTO; FECCHIO, 2006) e na
indlstria farmacéutica, sendo muito utilizada no tratamento de bronquite,
diarreias, atraindo, também, interesse madeireiro pela inddstria de brinquedos e
caixotaria (CAMPOS; LAURENT]I, 1998). A espécie é comumente utilizada em
programas de reflorestamento ambiental, principalmente, em &reas de mata
ciliar, pelo fato de seus individuos apresentarem rapido crescimento e tolerarem
solos inundados. Além disso, apresenta associacdo simbidtica com bactérias
fixadoras de nitrogénio (REYNEL; PENNINGTON, 1997).
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A floracéo do Inga vera acontece entre 0s meses de agosto e novembro e
a maturagdo dos frutos entre dezembro e fevereiro (LORENZI, 2000; STEIN,
2007). Seus frutos maduros apresentam cor castanho amarelada, sdo carnosos,
indeiscentes e com comprimento médio de 7cm (3-15cm) (FARIA; VAN
LAMMEREN, 2004).

Produz sementes anualmente em grande quantidade, que apresentam
rpida germinacdo e, em geral, apresentam poliembrionia (LORENZI, 1992;
OLIVEIRA, 1991). Suas sementes sdo dispersas com umidade bastante elevada
(em média, 60%), séo elipticas, de coloracdo verde e sdo cobertas por uma
sarcotesta branca adocicada, que é de grande atracdo para a fauna (Figura 1)
(FARIA; VAN LAMMEREN, 2004; PENNINGTON, 1997). Muitas vezes, as
sementes tém sua germinacdo iniciada ainda dentro da vagem, fenémeno
conhecido como viviparidade (FARIA; VAN LAMMEREN, 2004).

Figural  (a) Semente de Inga vera revestida por sarcotesta; (b) Sementes de
Inga vera apds remocdo da sarcotesta; (c) Embrides de Inga vera
apds remocao da sarcotesta e tegumento.

A

2.1.1 Morfologia floral

Inga spp., assim como a maioria das espécies da subfamilia

Mimosoideae, apresenta flores actinomorfas, ou seja, mais de dois planos de
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simetria podem ser tracados, ao longo do eixo central, com inflorescéncia
racemosa, que sao flores com pedicelo, que apresentam um Unico eixo e com as
flores localizadas em diferentes posicGes desse ramo principal (BARROS;
WEBBER; MACHADO, 2008; ENDRESS, 1994).

O perianto é inconspicuo, ndo evidente, os filetes sdo alongados e as
anteras de tamanho muito reduzido. O estilete, assim como os filetes, é longo, o
ovario apresenta apenas um loco e o estigma, assim como as anteras, apresenta
pequenas dimensdes (FAEGRI; VAN DER PIJL, 1979).

As caracteristicas florais estdo diretamente relacionadas ao vetor de
polinizacdo da espécie, sejam elas ecoldgicas, fisioloégicas ou morfoldgicas
(ENDRESS, 1994; FAEGRI; VAN DER PJIL, 1979; PROCTOR; YEO; LACK,
1996). O género pode ser considerado “generalista”, ja que sua estrutura ndo €
adaptada a apenas um polinizador, ja sendo constatada a presenca de morcegos,
beija-flores, esfingideos e abelhas atuando como polinizadores (BARROS;
WEBBER; MACHADO, 2008; ENDRESS, 1994; FEINSINGER; COLWELL,
1978; KOPTUR,1983).
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Figura2  (a, b) Flores de Inga vera (c) inflorescéncia racemosa Inga vera

Fonte: ARVORES... (2018).

2.2 Tolerancia & dessecagdo em sementes

A toleréncia & dessecacdo pode ser definida como a capacidade de um
organismo retornar o seu metabolismo, quando reidratado, apds a perda quase
total de agua (OLIVER; TUBA; MISHLER, 2000). De acordo com o
comportamento da semente em relagdo a dessecagdo e ao armazenamento, elas
podem ser classificadas em ortodoxas, recalcitrantes (ROBERTS, 1973) ou
intermediarias (ELLIS; HONG; ROBERTS, 1990).



16

Estudos anteriores (FINCH-SAVAGE et al., 1992) mostram que
sementes recalcitrantes sdo dispersas, com um teor elevado de agua, podendo
germinar imediatamente apds o desligamento da planta mae, sem a necessidade
de uma fonte externa de agua. J& as sementes ortodoxas apresentam o fenbmeno
de tolerancia a dessecacgdo, processo de perda de agua ao final do periodo de
maturacdo, que regula o metabolismo da semente para um processo de
germinacdo e ndo mais de desenvolvimento como era até este momento. A
tolerancia & dessecagdo envolve mudancgas hormonais, alteragdes quantitativas e
qualitativas de proteinas e aglcares e ocorre apenas nas sementes com
comportamento ortodoxo e, portanto permite que elas permanecam viaveis
guando armazenadas com baixos teores de dgua (BARBEDO; MARCOS
FILHO, 1998; FARRANT; PAMMENTER; BERJAK, 1989; MARTINS;
NAKAGAWA; BOVI, 1999).

Ja as sementes recalcitrantes ndo sdo tolerantes a dessecacdo, sendo
significativamente sensiveis a reducdo do teor de agua. Essa diferenca de
comportamento entre as sementes ortodoxas e recalcitrantes pode ser entendida
como consequéncia do processo evolutivo da selecdo natural (BARBEDO,;
MARCOS FILHO, 1998). Acredita-se que as espécies com sementes
recalcitrantes evoluiram em locais com condi¢BGes 6timas para a germinacao,
durante praticamente todo o ano, comumente solos Umidos, assim a germinacgao
ocorria imediatamente apds o processo de maturacdo (BARBEDO; MARCOS
FILHO, 1998).

2.3 Classificagdo quanto a tolerancia a dessecagao e ao armazenamento
Sementes ortodoxas suportam perder 4gua até valores proximos de 5%,

sem que sua viabilidade seja perdida e podem ser armazenadas por longos

periodos em baixas temperaturas. J& as recalcitrantes sdo sensiveis a secagem e
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ao armazenamento, podendo perder 4gua em limites varidveis, de acordo com a
espécie, ndo tendo, portanto capacidade de serem armazenadas por longos
periodos por apresentarem metabolismo intenso desde a sua formacdo até o
momento pds-colheita em razdo do alto teor de Aagua presente nelas
(BARBEDO; MARCOS FILHO, 1998; CASTRO; BRADFORD; HILHORST,
2004; FERREIRA; BORGUETTI, 2009; HOEKSTRA; GOLOVINA;
BUITINK, 2001; ROBERTS, 1973). Ellis, Hong e Roberts (1990) propuseram
uma classificacdo intermediaria entre ortodoxas e recalcitrantes, abrangendo
sementes que podem ser secas até em torno de 10% de umidade, mas ndo
toleram armazenamento em longo prazo.

Apos a maturacéo, todas as sementes apresentam reducdo de umidade,
mas o limite dessa secagem varia entre espécies e, nas sementes recalcitrantes,
este limite de secagem é bem restrito (FARRANT et al., 1996). Um problema,
ao se trabalhar com sementes recalcitrantes, é o fato de ndo existir um valor
padrdo de secagem das sementes, visto que o ponto de perda da viabilidade é
muito varidvel entre as espécies (ELLIS; HONG; ROBERTS, 1990; VIEIRA et
al., 2008).

Alguns autores acreditam que a classificacdo das sementes em ortodoxa,
recalcitrante ou intermediaria ndo seja representativa do comportamento das
espécies, justificada pela grande diversidade existente e afirmam que existem
niveis de recalcitrancia (BERJAK; PAMMENTER, 1994, PAMMENTER;
BERJAK, 1999; PAMMENTER; NAIDOO; BERJAK, 2003). A classificacdo
de maneira mais precisa é fundamental, para se definir estratégias especificas
para a conservacdo das espécies em bancos de germoplasma (BONJOVANI,
BARBEDO, 2008).

Sementes recalcitrantes pelo alto teor de &gua que apresentam, no
momento em que se desligam da planta mée, podem germinar durante o

armazenamento convencional. Além disso, a alta atividade respiratéria, em
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consequéncia do intenso metabolismo, pode resultar na reducdo das reservas da
semente e em um desordenamento do metabolismo. Isso pode culminar na
geracdo excessiva de radicais livres que favorecem a deterioracdo das sementes
reduzindo sua viabilidade e a capacidade de armazenamento (BARBEDO;
MARCOS FILHO, 1998; FERREIRA; BORGHETT], 2009).

O grupo ecoldgico das espécies estd diretamente associado ao
comportamento das sementes durante o armazenamento. De acordo com a
classificagdo proposta por Swaine e Whitmore (1988), as espécies podem ser
divididas em dois grandes grupos ecoldgicos: pioneiras e climax. As pioneiras
sdo aquelas espécies que necessitam de luz direta, para que suas sementes
germinem, normalmente, produzem sementes dormentes pela impermeabilidade
do tegumento e que formam bancos de semente e, por apresentarem
normalmente comportamento ortodoxo, podem ser armazenadas por longos
periodos de tempo. Para Oliveira Filho et al. (1994), adaptando a classificacdo
anterior, as espécies climax podem ser subdivididas em duas categorias: as
exigentes de luz e as tolerantes a sombra, relacionadas a exigéncia de luz para o
crescimento das plantulas. As espécies deste grupo ecol6gico se regeneram,
principalmente, via banco de plantulas e suas sementes, normalmente, s&o
classificadas como recalcitrantes.

Desde a década de 90, os estudos sobre o comportamento de sementes
de espécies nativas, durante o armazenamento, vém sendo intensificados
(DAVIDE et al., 2003; REIS; CUNHA, 1997; VARELA et al., 1998), mas pela
grande diversidade de espécies, as informagdes ainda sdo escassas e mais

estudos sdo necessarios.
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2.4 Armazenamento em meio osmatico

Estudos utilizando reguladores de crescimento, como &cido abscisico
(ABA), que inibe a germinacdo, vém apresentando resultados satisfatérios na
reducdo da atividade metabolica de sementes recalcitrantes das espécies Eugenia
brasiliensis Lam. e de Inga vera (ANDREO; NAKAGAWA; BARBEDO,
2006). Além disso, o controle da mobilizagdo de &gua na semente como
ferramenta para regular o metabolismo tem sido estudado, principalmente, em
leguminosas (POWELL, 1998), sendo realizado, a partir da embebi¢do em
substrato umido ou a imersdo em solu¢Bes osmoticas com potencial hidrico
conhecido, que permite evitar ou controlar que a semente ou embrido absorva ou
perca agua (CARVALHO et al., 2000; PAMMANTER et al., 2002).

Pelo fato de ser um polimero de alto peso molecular, inerte, ndo iénico,
que ndo penetra nas células e, portanto ndo causa toxidez as sementes, 0
polietileno glicol (PEG) é um dos produtos mais usados no preparo de solucdes
osma@ticas utilizadas no armazenamento de sementes. As solu¢Ges osmoticas sdo
preparadas com potenciais hidricos conhecidos, criando um meio osmotico em
volta das sementes, que controla a mobilizacdo de agua dentro delas, fazendo
com que as sementes atinjam o equilibrio higroscopico com o meio e, dessa
forma, ndo se tenha ganho ou perda significativos de agua, além de evitar que a
germinacdo se inicie durante o armazenamento (STEUTER; MOZAFAR;
GOODIN, 1981).

2.5 Polen
Além da conservacdo das sementes em bancos de germoplasma, partes

vegetativas e grdos de polen, também, podem ser armazenados para programas
de melhoramento genético (YATES; SPARKS, 1990). O tempo de
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armazenamento, assim como em sementes, depende de caracteristicas intrinsecas
do polen (que varia entre as espécies), como tolerancia a dessecacdo, grau de
umidade e, ainda, da temperatura de armazenamento. P6len de algumas espécies
apresentam melhor armazenabilidade quando na auséncia de oxigénio
(AKIHAMA; OMURA; KOZAKI, 1979). Sprague e Johnson (1977) afirmam,
em seus trabalhos que, quando armazenados com teor de agua entre 8 e 10%, 0s
grdos serdo longevos, independentemente do método de armazenamento. A
secagem diminui o risco de formacdo de cristais intracelulares que se formam
abaixo de 0° que podem causar lesdes as membranas e, ainda, romper tecidos
das células, comprometendo a viabilidade dos grdos (BARNABAS; RAJKI,
1976; POLITO; LUZA, 1988).

No entanto a quantidade de agua que pode ser removida dos gréos, sem
que eles percam a viabilidade, varia de acordo com a espécie e a secagem, ainda, é
pouco elucidada na literatura; alguns desses trabalhos ndo detalharam a
metodologia e o teor de agua residual dos grédos de pélen (AKIHAMA; OMURA,;
KOZAKI, 1978; FERREIRA; BORGHETTI, 2009; MCGUIRE, 1952). A
secagem deve ser um procedimento cauteloso, cuja temperatura ndo deve exceder
28°C e, caso a agua de constituicdo seja removida, a germinacdo fica
comprometida. Algumas das poucas técnicas de secagem de grdos de polen ja
estudadas sdo o uso de substancias higroscopicas como silica gel, a liofilizacdo e o
uso de cloreto de soédio (AHLGREN; AHLGREN, 1978; AKIHAMA; OMURA,;
KOZAKI, 1978; FERREIRA et al., 2007; MCGUIRE, 1952).

Assim como ocorre em sementes ortodoxas, recalcitrantes e
intermedidrias, os grdos de pdlen, também, tém comportamento varidvel em
relacdo & dessecacdo. Dessa forma, algumas espécies podem ndo tolerar a
desidratacdo e, assim, ter a capacidade de armazenamento reduzida, quando

comparada a espécies que produzem graos de pdlen ortodoxos.
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A maioria das gimnospermas apresenta tanto grdos de pdlen quanto
sementes ortodoxas (BITTENCOURT; SEBBENN, 2007; CACCAVARI,
2003; DEL ZOPPO; GALLESCHI; SAVIOZZI, 1998; DICKIE; PRITCHARD,
2002; FAEGRI; VAN DER PIL, 1979; FARRANT; PAMMENTER;
BERJAK, 1989; FOUNTAIN; HOLDSWORTH; OUTRED, 1989; SOUSA;
HATTEMER, 2003; YAO et al., 2004). J& nas angiospermas a tolerancia a
dessecagdo € pouco relacionada a taxonomia, mesmo algumas familias
apresentando individuos caracteristicas semelhantes (HONG; LININGTON;
ELLIS, 1996), sendo mais fortemente relacionada a condigdes ambientais em
gue as plantas se desenvolvem (FRANCHI, 2011).

A ortodoxia e a recalcitrancia oferecem as mesmas vantagens e
desvantagens adaptativas ao pélen e as sementes, refletindo diretamente no seu
tempo de maturacdo e germinagdo. Uma das principais diferengas entre o pélen
e a semente é o tempo de sobrevivéncia, apds a dispersdo. Enquanto a semente
recalcitrante pode sobreviver por dias, o poélen recalcitrante sé sobrevive
algumas horas, ja o pélen ortodoxo pode permanecer viavel por alguns dias e as
sementes por varios anos (FRANCHI, 2011; FRANCHI; NEPI; PACINI,
2002; NEPI; FRANCHI; PACINI, 2001).

As sementes podem ter umidade diferente entre suas partes e até mesmo
entre diferentes partes do embrido, enquanto o pélen tem umidade uniforme
entre suas partes, justamente por ter tamanho e nimero de células reduzidos
(CONNOR; SOWA, 2004; EVERED; MAJAEVADIA; THOMPSON, 2007). O
habito da planta, a densidade populacional e o clima afetam diretamente a
dispersdo do polen e a eficiéncia da reproducdo da espécie, além disso, essas
condiges interferem também nas estratégias dos grdos para reduzir os danos
durante a dispersdo (FRANCHI, 2011).

Os mecanismos de tolerdncia & dessecacao podem ser diferentes entre as

sementes e o pdlen, principalmente, por diferencas nas dimensdes das duas
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estruturas. Assim como nas sementes, estudos ja identificaram LEA proteinas,
nos grdos de pdlen de algumas espécies, como Typha latifolia L. Supde-se que
estas proteinas atuem junto com agucares no citoplasma, conferindo-lhe maior
estabilidade (FRANCHI, 2011; WOLKERS et al., 2001) Além disso, outra
semelhanca é que o sistema antioxidante, também, € ativo no polen e nas
sementes (ALMARAZ-ABARCA et al., 2007; FRANK et al., 2009; MOORE et
al., 2009; OHTA et al, 2007).

Deve-se lembrar, ainda, que diversos mecanismos estdo envolvidos na
tolerdncia a dessecacdo, para que estes Orgdos e estruturas sejam mantidos
viaveis e que esses mecanismos podem estar ausentes ou mesmo atuando de
forma ineficaz nas espécies que produzem sementes ou grdos de polen com
comportamento recalcitrante. Ressalta-se, também, que a tolerancia a dessecacdo
ndo € controlada apenas por um mecanismo, mas, sim, por um conjunto desses
processos que, se atuassem isoladamente, provavelmente, ndo proporcionariam
tal resisténcia aquele 6rgdo ou estrutura. Quando esses mecanismos ndo estao
presentes, como ocorre nas sementes e polen recalcitrantes, essas estruturas
devem ser dispersas de uma forma mais rapida e eficiente para que se
mantenham vivas (FRANCHI, 2011).

Entre a maturacdo e a germinacdo, tanto o pdlen quanto a semente
passam por processos de apresentacdo e dispersao. O termo apresentacao é mais
comumente utilizado para pélen (PACINI; FRANCHI, 2000; PACINI; HESSE,
2004), nessa etapa, 0s grdos podem experimentar ganho ou perda de agua que
sdo permitidos por propriedades da parede e do citoplasma dos gréos de pélen,
essa capacidade de resistir a mudancas de volume é conhecida como
harmomegatia (PACINI, 1990; WODEHOUSE, 1935), e foi identificada apenas
nos gréos tolerantes & dessecacdo (GUARNIERI et al., 2006; LISCI; TANDA,;
PACINI, 1994) . Em resposta a essas mudancas, nas condi¢cbes ambientais, 0s

carboidratos trabalham se transformando e evitando que haja variacGes
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descontroladas, nos teores de &gua, convertendo-se de uma forma para outra,
evitando, assim, a absorcdo ou perda descontrolada de agua dos gréos. Ja os
grdos gue ndo toleram a perda de agua, se dispersos em ambientes secos, perdem
sua umidade rapidamente e morrem por ndo terem harmomegatia (FRANCHI,
2011; FRANCHI et al., 2007; NEPI; PACINI, 1993).

Apesar da tolerancia a dessecacao ser entendida como um mecanismo
evolutivo (PAMMENTER; BERJAK, 2000), a ocorréncia de 6rgdos na mesma
planta com diferentes graus de tolerancia a perda de &gua ainda deve ser
estudada por ser dificil de se compreender. E mais frequente que se encontrem
espécies com sementes e pélen ortodoxos, ja que os érgdos intolerantes sdo mais
susceptiveis ao fracasso na reproducdo por sobreviverem por periodos muito
curtos, dependendo de adaptacbes mais particulares de dispersores e
polinizadores (FRANCHI, 2011).

Franchi (2011), em seus estudos, levanta algumas hipéteses para
entender por que podem ocorrer espécies com sementes e polen com tolerancia a
dessecacdo em diferentes graus; algumas delas justificam que espécies que
ocorrem, em ambientes com condicBes favoraveis a germinacdo, na época de
dispersdo das sementes e ambientes mais hostis, na época de dispersdo dos grdos
de pdlen, ou o inverso, podem ter comportamentos diferentes; outras espécies
podem ter se adaptado por terem florescimento noturno adaptadas a condi¢oes

ambientais mais aridas como as Cactaceae, dentre outras.

2.5.1 Pollenkitt

Pollenkitt € o material adesivo mais comum presente nos gréos de polen
das Angiospermas. Pode ser descrito como uma mistura hidrofobica que contém

lipidios saturados e insaturados, carotenoides, proteinas e carboidratos (DOBSON,
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1988; HESSE, 1993; LUNAU, 1995; PARKINSON; PACINI, 1995; SANTOS;
MARIATH, 2003; WEBER, 1996; WIERMANN; GUBATZ, 1992).

Pollenkitt é uma estrutura com as mais diversas funcdes e trabalhos
anteriores identificaram-na em quase todas as angiospermas zoofilas ja
estudadas, mas ndo em gimnospermas (HESSE 1978, 1979, 1981). Dentre suas
funcBes, destacam-se manter o polen na antera até a dispersdo; facilitar a
dispersdo do polen; proteger o pdlen da radiacdo ultravioleta; proteger
protoplastos de polen de fungos e bactérias; tornar o pélen atraente para os
animais; tornar o polen visivel aos olhos dos insetos; permitir a adesdo aos
corpos de insetos; facilitar a adesdo ao estigma; facilitar a reidratacdo do polen;
reduzir a perda de agua dos graos de polen (PACINI, 2005). Espécies que nao
apresentam pollenkitt, em seus gréos, sdo mais vulneraveis a perda de agua, e a
viabilidade pode ser perdida em poucas horas, como é o caso das Poaceae
(FRANCHI; FRANCHI; CORTI, 1997).

Além disso, a presenca da estrutura do pollenkitt esta diretamente relacionada
a espécies entomdfilas e, nesses individuos, esta estrutura se localiza na exina, ja, em

espécies anemdfilas, ocorre normalmente em cavidades internas da exina.

2.5.2 Amido

A importancia do amido como substancia de reserva nos graos de polen
é bastante relacionada & manutencdo da viabilidade dos grdos, j& que esta
substancia se converte em glicose, frutose, sacarose e pectinas, que, além de
auxiliarem na germinacdo do tubo polinico, aumentam a resisténcia dos gréos
em ambientes desfavoraveis (RODRIGUEZ-GUARCIA; RANI-ALAOUI;
FERNANDEZ, 2003; PACINI; GUARNIERI; NEPI, 2006). Os carboidratos
contribuem com o balango hidrico dos grdos de modo que, no momento de
dispersdo, os grdos sofram menores impactos pelo meio externo (DETTKE;
SANTOS, 2011; PACINI, 1996; PACINI; GUARNIERI; NEPI, 2006).
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3 MATERIAL E METODOS

» Experimento 1 - Armazenamento de embrides em meio osmotico

3.1 Obtencéo do material vegetal

A coleta dos frutos maduros foi realizada na cidade de Ribeirdo
Vermelho, MG, em area localizada a 21°11°31.56”S e 45°03°36.95”0, elevacdo
780m. Apoés a coleta, os frutos foram levados ao Laboratério de Sementes
Florestais da Universidade Federal de Lavras, onde foi realizado o
beneficiamento manual das sementes, de acordo com Oliveira e Beltrati (1992),
consistindo em sua retirada das vagens e, posteriormente, a remocdo da
sarcotesta. Durante a retirada da sarcotesta, 0 tegumento também foi removido,

restando o embrido.
3.2 Determinacao do contetido de agua (CA)

Para determinagdo do contetdo de agua dos embrides, foi utilizado o
método de estufa 105+3°C por 24 horas, utilizando os embrides inteiros,
conforme recomendacdo das Regras para Analise de Sementes (BRASIL, 2009).
Apobs a pesagem dos embrides secos em estufa, foi utilizada a equacéo abaixo

para determinar o seu contelido de agua.

100(P — p)

CA(%) = —5—



26

Onde em:

P = peso inicial (peso do recipiente e sua tampa mais o peso dos embrides
Umidos);

p = peso final (peso do recipiente e sua tampa mais o0 peso dos embrides secos);

t = tara (peso do recipiente e sua tampa).

3.3 Testes de germinagéo

Os testes de germinacdo foram feitos com embribes recém-colhidos e,
posteriormente, em um prazo determinado de 30 dias com amostras dos
embriGes armazenados tanto em camara fria como em solugdo de PEG, nos dois
potenciais osmaticos, até quando se contabilizou germinagdo. O prazo de 30 dias
entre os testes, previamente definido, foi alterado nas contagens que se fizeram
necessarias; quando a contagem de germinagdo de um ponto se mantinha
préxima ao ponto anterior, 0 prazo foi prorrogado. Os testes foram realizados
com embrides armazenados por até 330 dias, para a condicdo de
armazenamento, em que a germinacdo dos embrides se manteve.

Os testes foram realizados em 4 repeticGes de 25 embrides, para cada
tratamento, em rolo de papel germitest umedecido, mantido em camara do tipo
B.O.D. a 30+1°C, luz constante (modificado de ANDREO; NAKAGAWA;
BARBEDO, 2006). No caso de sementes poliembridnicas, os embrides
provenientes da mesma semente foram mantidos juntos em todas as contagens.
Para se contabilizar a germinacao, a semente foi considerada germinada quando
em pelo menos um dos seus embrides houve protrusdo radicular.

Foram consideradas como plantulas normais aquelas cuja parte aérea e 0
sistema radicular cresceram de forma proporcional. Para a contagem de
plantulas totais, contabilizou-se a emergéncia de apenas radicula, apenas parte

aérea, embrides cujo crescimento de radicula e parte aérea ndo foram
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proporcionais e as plantulas normais. Os testes tiveram duracdo de 14 dias
(ANDREO; NAKAGAWA; BARBEDO, 2006).

Figura3  (a)(b) Sementes consideradas germinadas; (c) Plantulas normais,
desenvolvimento de parte aérea e sistema radicular; (d) Plantulas
anormais, com desenvolvimento desigual entre sistema radicular e
parte aérea.

3.4 Armazenamento convencional

Os embrides foram armazenados e acondicionados em sacos plasticos
selados em camara fria. A temperatura de armazenamento ficou entre 5 e 8°C e,
a cada 30 dias, foram retiradas amostras para serem submetidas a testes de

umidade e de germinacéo.
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3.4.1 Armazenamento em solugéo de polietileno glicol

Os embrides foram dispostos em bandejas contendo solugdo de
polietileno glicol (PEG 6000), nos potenciais osmoticos de -1,6 e -2,4 MPa,
baseando-se em Andreo, Nakagawa e Barbedo (2006), cujo trabalho definiu
curvas de hidratacdo, buscando-se encontrar o ponto de equilibrio higroscépico
entre os embrifes e 0 meio. Os embriGes foram levemente imersos na solucéo,
visando permitir trocas gasosas do embrido com o meio externo a solugédo
(Figura 3).

As bandejas foram cobertas com filme de PVC visando reduzir a perda
de &gua por evaporacdo e a consequente mudanga no potencial osmotico da
solugdo. A solucdo foi renovada todas as vezes em que se notou mudanca em
sua cor ou aspecto. O armazenamento foi realizado em camaras do tipo B.O.D.,
com temperatura de 10£1°C, no escuro (ANDREO; NAKAGAWA;
BARBEDO, 2006; BARBEDO; CICERO, 2000; BILIA; MARCOS FILHO;
NOVEMBRE, 1999).

Figura 4

Embrides de Inga vera armazenados em solugdo de polietileno glicol

3.5 Microscopia 6tica

Foram retiradas amostras de eixos embrionarios das trés condicfes de

armazenamento, NOS MesMos pPrazos em que se retiraram amostras para testes de
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germinacdo. Estes eixos embrionérios, utilizados para microscopia eletronica,
foram armazenados em Karnovsky até o momento da analise.

Para observacdo em microscopio, realizaram-se cortes a mao livre com
auxilio de l1dmina de barbear nos eixos embrionarios provenientes dos pontos:
embrido recém-colhido, embrido armazenado ha 90 dias nos trés tratamentos e
embrido armazenado ha 280 dias no potencial de -1,6 Mpa, visto que, nos demais
tratamentos, os embrifes ja se encontravam mortos. Para visualizar a estrutura
desejada, utilizou-se o corante Lugol para corar o amido (KRAUS; ARDUIN,
1997). O procedimento para coloragdo, concentracdo do reagente, preparo das
laminas seguiu o proposto por Ventrella (2013). Os cortes foram observados e
fotografados em microscopio Olympus CX41 acoplado com camera digital
Belcam DIV-3000.

3.6 Analise de dados

As analises estatisticas foram realizadas, por meio do software
estatistico R for Windows (R DEVELOPMENT CORE TEAM, 2013), e 0s
graficos foram gerados utilizando o programa SigmaPlot. O delineamento
utilizado foi o inteiramente casualizado (DIC), em esquema fatorial duplo com
um tratamento adicional 3 (Camara fria, PEG -1,6 MPa, PEG -2,4 MPa) x 9 (0,
30, 60, 90, 140, 200 e 260, 300 e 330 dias). Os dados foram analisados, por meio
de Modelos Lineares Generalizados (GLM), seguindo-se a familia Binomial e,
guando observado efeito significativo dos tratamentos pelo teste de Chisg, as
médias foram comparadas pelo teste LSD a 5% de probabilidade.

Foi feita, ainda, analise de correlacdo de Spearman, usando os dados de
germinacdo, plantulas normais e pléntulas totais, correlacionando-os com o

tempo de armazenamento, condi¢do de armazenamento e umidade.
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» Experimento 2- Pélen

3.7 Obtencéo do material

A coleta das flores foi realizada em arvores localizadas no campus da
Universidade Federal de Lavras, na cidade de Lavras, MG. Para o teste de
caracterizagdo dos gréos de pdlen, as flores foram coletadas em antese. Para a
realizacéo dos testes de viabilidade e contagem do nimero de gréos de pdlen por
antera e por flor, as flores foram coletadas em pré-antese. Apos a coleta, as
flores foram levadas ao Laboratério de Sementes Florestais da Universidade
Federal de Lavras, onde foi realizada a montagem das ld&minas para observagéo

em microscopio.

3.8 Caracterizacdo dos graos de polen

Os graos de pdlen foram caracterizados em relagdo ao seu status hidrico
e a presenca de amido e pollenkitt. Para isso, eles foram removidos de flores em
antese, sendo imediatamente submetidos a testes em 6leo de imersdo, agua,
Lugol (DAFNI, 1992) e Sudan Il (BAKER; BAKER, 1979), respectivamente e
montados em l&minas e laminulas para observagdo em microscopio de luz.
Todas as imagens foram registradas com capturador BEL acoplado ao
microscopio optico.

Para o experimento de avaliagdo em relacdo ao status hidrico, os gréos
de polen foram observados, primeiramente, em ldmina contendo O6leo de
imerséo, a fim de serem analisados com o formato e aspecto do momento de
dispersdo. Posteriormente, montou-se uma lamina com gréos de pdlen e agua,
para avaliar se 0s grdos embebem quando submetidos em meio aquoso. Esse

teste permite concluir se os grédos s@o classificados como ortodoxos ou
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recalcitrantes; quando os grdos mantém seu formato semelhante tanto em &gua
quanto em Oleo, infere-se que eles sejam recalcitrantes, por serem dispersos com
teor elevado de &gua; quando se observam mudancas nas dimens@es e formato
dos gréos observados em lamina com agua , em relacdo aqueles em éleo, pode-
se concluir que os grdos foram dispersos com teor baixo de agua, portanto

embeberam agua da lamina e sdo classificados como ortodoxos.

3.9 Viabilidade polinica

Nesse experimento, as anteras completamente formadas de diferentes
flores foram coletadas e, posteriormente, fixadas em Carnoy (3:1) alcool e acido
acético glacial, sendo a solugdo substituida duas vezes em intervalos de 15
minutos e, em seguida, congeladas. As laminas foram preparadas pela técnica de
esmagamento e coloracdo com corante de Alexander (ALEXANDER, 1980). Para
as analises, foram considerados viaveis os grdos de pdélens nos quais todo o
protoplasma apresentou coloracéo roxa e invidveis aqueles corados de verde.

Para este estudo, foram avaliadas cinco laminas, sendo contado o nimero
total de grdos de pdlen vidveis e invidveis e o resultado final expresso em

porcentagem média de viabilidade.

3.10 Contagem de gréaos de pélen

Para este experimento, foi realizada a contagem do nimero de anteras por
flor de diferentes flores de Inga vera, sendo, posteriormente, calculada a média do
namero de anteras por flor. Em seguida, foram selecionadas 400 anteras de forma
aleatdria e armazenadas em quatro tubos Eppendorf, com 100 anteras cada. Os

tubos permaneceram destampados a temperatura controlada (27 °C), por 24 horas
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na auséncia de luz, para ocorréncia da deiscéncia das anteras e, assim, a liberagdo
dos gréos de pdlen (RAMOS et al., 2008).

Posteriormente a secagem, foi acrescida aos tubos uma solucdo de 1.000
uL de acido lactico. Apos 24 horas, uma amostra de 10 yuL de cada Eppendorf
foi colocada em uma lamina de leitura (Neubauer). Para a contagem do numero
de grdos de pdlen, foi utilizado um microscopio 6ptico (objetiva de 100 x 10).
Esse experimento foi conduzido com cinco repeticdes, sendo cada repeticéo
constituida por quatro leituras na lamina de Neubauer.

A quantidade de grdos de polen por antera foi calculada, multiplicando-
se a média do numero de graos de pdlen de cada amostra pelo volume do acido
lactico da solucdo (1.000 pL) e dividindo este valor pelo produto entre o volume
de acido lactico da amostra (10 pL) e o nimero de anteras de cada tubo (100). O
numero de graos de pélen por flor foi calculado pela multiplicagdo da estimativa
do nimero médio de grdos de polen por antera pelo nUmero médio de anteras
por flor (ZAMBON et al., 2014).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

» Armazenamento de embrides em meio osmotico

Os embrides recém-colhidos apresentavam coloracéo esverdeada (Figura
5-a) e umidade de 64%. Nesse ponto, alcancaram 100% de germinacdo e, em
razdo da poliembrionia, as 100 sementes de cada repeticdo produziram, em
média, 225 plantulas, das quais 178 normais.

Pode-se observar na Figura 4 que até os 30 dias de armazenamento nao
houve diferenga significativa na germinagdo dos embrifes armazenados em
camara fria (93% de germinacéo) e os armazenados em PEG a -1,6MPa (99% de
germinacdo) e a -2,4MPa (98% de germinagdo). Aos 60 dias, os embrides
armazenados em camara fria perderam a cor esverdeada que apresentavam, no
inicio dos trabalhos e ficaram escurecidos (Figura 5-b). A germinacdo neste
ponto foi de apenas 14%, apresentando diferenca significativa dos tratamentos
de armazenamento em PEG, em que a germinagdo se encontrava em torno de
99% (Figura 6). Aos 90 dias, a germinacdo dos embrides armazenados em
camara fria foi reduzida a zero. A germinacdo dos embrifes armazenados em
PEG comegou a diferir estatisticamente com um percentual germinativo de 92%
no potencial de -1,6MPa e 80% no de -2,4MPa.

Aos 140 dias, apenas a germinacdo dos embriGes armazenados em PEG
-1,6 MPa se matinha igual aqueles recém-colhidos. Apds 200 dias de
armazenamento, os embrifes armazenados em camara fria e em PEG, no
potencial de -2,4, ja estavam mortos e os embrides armazenados em PEG, no
potencial de -1,6 Mpa, ainda apresentavam 88% das sementes germinadas, mas
ja apresentavam escurecimento dos menores embrides (Figura 5-i) e se diferiam
dos recém-colhidos. Aos 260 dias de armazenamento, os embrides armazenados

em PEG a -1,6 MPa alcangaram 45% de germinacdo e j& diferiam
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estatisticamente dos recém-colhidos, portanto as sementes podem ser
armazenadas em PEG -1,6 MPa por até 140 dias sem que haja queda na sua
germinacdo. Aos 300 dias de armazenamento, apenas 0s embrides armazenados
em PEG -1,6 MPa permaneciam vivos, a germinacao era de 24%, mostrando
gueda significativa no percentual germinativo da espécie. Aos 330 dias de

armazenamento, todos os embrides ja se encontravam mortos.



Figura 5
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(a) Embrido recém-colhido; (b) Embrido ap6s 60 dias armazenado
em Cémara Fria (c) Embrido apds 60 dias armazenado em PEG -
1,6 MPa (d) Embrido armazenado por 90 dias em PEG -1,6MPA
(e) Embrido armazenado por 90 dias em Camara Fria (f) Embrido
armazenado por 140 dias em PEG -1,6 MPa (g) Embrido
armazenados por 140 dias em PEG -2,4 MPa (h) Embrido
armazenado por 140 dias em Cémara Fria (i) Embrido armazenado
por 200 dias em PEG -1,6.

B
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Figura6  Germinacéo de embrides de Inga vera, ao longo do tempo, considerando
como germinada a semente em que em pelo menos um dos embriGes
houve protruséo radicular.
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1 - Médias seguidas da mesma letra mailscula no mesmo tempo ndo diferem
significativamente entre si pelo teste de Fisher (LSD), ao nivel de 5% de probabilidade.

2- Médias seguidas da mesma letra minGscula na mesma condi¢do de armazenamento
ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Fisher (LSD), ao nivel de 5% de
probabilidade.

Considerou-se como plantula total a emergéncia de parte aérea ou
radicula dos embribes, mesmo que se tenha formado plantula anormal.
Analisando-se 0 numero de plantulas totais, aos 30 dias, verificou-se que todos
os tratamentos se diferiam dos embrides recém-colhidos (Figura 7), mas o
armazenamento em PEG -1,6 MPa se mantinha com maior nimero de plantas
comparado aos outros dois tratamentos. Aos 60 dias, 0 armazenamento em
camara fria passou a diferir estatisticamente do armazenamento em PEG, em
ambos os potenciais, sendo esses 0s que apresentavam maior ndmero de
plantulas totais. A partir dos 90 dias, todos os tratamentos diferiam entre si, mas

0 armazenamento em PEG, no potencial de -1,6 Mpa, mostrou-se melhor que os
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demais, concordando com os resultados de germinacdo. Aos 260 dias, os
embrides armazenados em camara fria e em PEG -2,4 MPa ja se encontravam
mortos, portanto os testes foram conduzidos apenas com o0s embrides
armazenados em PEG -1,6 MPa cujo nimero de plantulas totais era de 54.

As trés formas de armazenamento interferiram, negativamente, no
namero de pléntulas totais de Inga vera, jA que, desde os 30 dias de
armazenamento, nenhuma das condi¢des estudadas permitiu que o nimero de
plantulas fosse igual estatisticamente aqueles embribes recém-colhidos.

Foram consideradas como plantulas normais aquelas em que houve
protrusdo radicular e desenvolvimento da parte aérea em tamanhos
proporcionais. Nos embrides recém-colhidos, contabilizavam-se 178 plantulas
normais. Para as analises estatisticas, o nimero de plantulas normais foi
calculado com base no numero de plantulas totais. Aos 30 dias, ja se pode
observar que, assim como ocorreu com 0 nimero de plantulas totais, nas trés
formas de armazenamento, o tempo alterou significativamente o numero de
plantulas normais, mas, quando analisando o efeito dos tratamentos, o PEG no
potencial de -1,6 MPa se mantinha superior as demais formas de
armazenamento. Aos 60 dias, 0 armazenamento em PEG -2,4 MPa se mostrou
melhor que as outras formas de armazenamento, mas, a partir dos 90 dias, o
potencial de -1,6 MPa se mostrou superior aos demais. Aos 140 dias, apenas 0s
embrides armazenados em PEG, em ambos 0s potenciais, mantinham-se vivos;
aos 260 dias, apenas os embrides armazenados no potencial de -1,6 MPa
sobreviviam e 0 nimero de plantulas normais era de 35. Aos 300 dias, 0 nimero

de plantulas normais era 19 e, aos 330, todos 0s embrides ja estavam mortos.
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Figura7  Numero de plantulas totais, ao longo do tempo, considerando a
emergéncia de parte aérea ou sistema radicular dos embrides.
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1 - Médias seguidas da mesma letra maiuscula no mesmo tempo ndo diferem
significativamente entre si pelo teste de Fisher (LSD), ao nivel de 5% de probabilidade.

2- Médias seguidas da mesma letra mindscula na mesma condi¢do de armazenamento
ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Fisher (LSD), ao nivel de 5% de
probabilidade.
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Figura8  Numero de plantulas normais, ao longo do tempo, considerando como
plantulas normais aquelas em que a parte aérea e sistema radicular
apresentavam mesma proporcéo
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1 - Médias seguidas da mesma letra mailscula no mesmo tempo ndo diferem
significativamente entre si pelo teste de Fisher (LSD), ao nivel de 5% de probabilidade.

2- Médias seguidas da mesma letra mindscula na mesma condi¢do de armazenamento
ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Fisher (LSD), ao nivel de 5% de
probabilidade.

A umidade dos embribes recém-colhidos era de 64%; observou-se que,
aos 30 dias, a umidade dos embriGes armazenados em camara fria (63,7%) se
encontrava muito préxima da inicial, enquanto os embrifes armazenados em
solucdo osmdtica se diferiam estatisticamente da cdmara fria e das sementes
recém-colhidas (Figura 9). Essa queda inicial de umidade nos embrifes
armazenados em solucéo, provavelmente, deve-se ao fato de que, para entrar em
equilibrio higroscopico com o meio, a semente precisou perder um pouco do seu
conteido de agua, mas a perda de &gua ndo atingiu niveis criticos para a espécie
a ponto de comprometer a sua viabilidade. Ja os embrides armazenados, em
embalagem pléstica, permaneceram com umidade igual a inicial, durante 140

dias e podem ndo ter apresentado queda na umidade, porque este tipo de
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embalagem permite a manutencéo da taxa respiratoria das sementes, mesmo em
ambiente com baixa umidade relativa, ja que ndo exerce nenhuma influéncia na
mobilizacdo de dgua dentro das sementes e permite que o seu metabolismo
continue acelerado, resultando em morte precoce dos embrides armazenados
(GARCIA, 2014).

Aos 30 dias, jA& se observava um resultado satisfatério do
armazenamento em solugdo de PEG, pois os embrides ndo embeberam &gua
como acontece em armazenamentos, utilizando agua disponivel para evitar o
estresse hidrico (PAMMENTER et al., 1994), ja que a embebicdo inicia o
processo germinativo da semente, acelera 0 metabolismo, o0 consumo de reservas
e, consequentemente, reduz o tempo de armazenamento das sementes. O
controle da mobilizacdo de agua dentro da semente visa a reducdo da atividade
metabdlica, para que a qualidade fisiolégica das sementes seja mantida por mais
tempo e desacelere o processo de deterioracdo (ANDREO; NAKAGAWA;
BARBEDO, 2006; CARDOSO; BINOTTI; CARDOSO, 2012).

Até os 90 dias de armazenamento, 0s embrides armazenados em camara
fria e em PEG -1,6 MPa mantinham sua umidade iguais estatisticamente aqueles
recém-colhidos, mas o potencial de -2,4MPa continuava diferente dos demais
(Figura 9). Aos 140 dias, apenas 0s embrides armazenados, no potencial de -2,4
Mpa, apresentaram queda na umidade, enquanto os outros dois tratamentos se

mantinham com umidade superior.
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Figura 9 Umidade ao longo do tempo
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1 - Médias seguidas da mesma letra maiuscula no mesmo tempo ndo diferem
significativamente entre si pelo teste de Fisher (LSD), ao nivel de 5% de probabilidade.

2- Médias seguidas da mesma letra mindscula na mesma condi¢do de armazenamento
ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Fisher (LSD), ao nivel de 5% de
probabilidade.

A perda de agua em sementes recalcitrantes implica diretamente a perda
da sua viabilidade, j& que favorece processos como a desnaturacao de proteinas,
altera a atividade de enzimas como a peroxidase e, além disso, causa danos ao
sistema de membranas (NAUTIYAL; PUROHIT, 1985). Caccere et al. (2013),
em seus trabalhos com a espécie Inga vera, concluiram que a proporcéo de
polissacarideos que atuam como plastificantes de parede celular €
significativamente menor em sementes recalcitrantes do que naquelas tolerantes
a dessecacdo, portanto, quando secas, estas sementes sofrem danos mecéanicos
decorrentes da perda de agua (BONJOVANI; BARBEDO, 2008).

Células de sementes recém-colhidas, quando  observadas
microscopicamente por Faria et al. (2006), apresentavam polissomos,
mitocdndrias, amiloplastos, nacleo esférico com nucléolo denso e

heterocromatina disposta perifericamente indicando sua viabilidade e que o
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metabolismo estava ativo. Ja aquelas células dos embrides armazenados em PEG
apresentaram alteracbes severas, na estrutura celular como dobramento da
parede celular, fragmentagdo do citoplasma e ndcleos ndo mais redondos, mas
com estrutura amorfa.

Correlacionando as varidveis avaliadas: germinacdo, nUmero de
plantulas totais e nimero de plantulas normais com 0s pardmetros que variaram,
de acordo com a forma de armazenamento (Tabela 1), observou-se que o tempo
€ o0 par@metro que mais influenciou na taxa de germinagéo (-63%), no nimero de
plantulas totais (-72%) e no namero de plantulas normais (-68%), de modo que
quanto maior o tempo de armazenamento mais se reduziram a germinacéo e o

namero de plantulas formadas.

Tabelal  Tabela de correlacdo de Spearman

Armazenamento Umidade Tempo
Germinagéo 37% 33% -63%
0.003458791 0.01074869 6.834350e-08
Plantulas totais 31% 36% -12%
0.01674203 0.00495391 1.100293e-10
Plantulas normais 39% 31% -68%
0.002043363 0.01432169 1.920594e-09

A partir das imagens de microscopia (Figura 10), observou-se que 0s
embries recém-colhidos apresentam grande concentragdo de grdos de amido,
sendo considerada como uma semente amildcea. Conforme os dias de
armazenamento foram aumentando, observou-se queda na concentragdo de
amido nos embrifes, assim como observado por Faria et al. (2006), em seus
trabalhos que, também, determinaram que a abundancia de grdos de amido
reduzia, conforme o tempo de armazenamento aumentava para as sementes de
Inga vera, e a queda da viabilidade das sementes estava relacionada diretamente

a queda na concentracdo de amido.
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O esgotamento das reservas da semente pode ser considerado como uma
das possiveis causas de perda de viabilidade de sementes recalcitrantes, visto
gue elas se mantém metabolicamente ativas, durante o armazenamento,
resultando neste consumo das reservas (PAMMENTER et al., 1994).

Figural0 (a) Imagem eixo embriondrio semente recém-colhida, corante
Lugol evidenciando grande quantidade de amido; (b) Imagem eixo
embrionario semente armazenada por 280 dias em PEG -1,6 MPa,
corante Lugol evidenciando o consumo de amido.

',‘“1‘ D‘ﬁ&

Andréo, Nakagawa e Barbedo (2006), buscando identificar o potencial

em que as sementes entram em equilibrio higroscopico com a solucéo,
concluiram que os melhores potenciais foram de -1,6 e -2,4 MPa, utilizando
papel umedecido com solucdo de PEG e submetendo os testes de germinacao a
temperatura de 30°C no escuro; aos 90 dias, as sementes contabilizavam cerca
de 75% de germinacdo, resultados estes que corroboram com os obtidos neste
trabalho no qual se observou que o armazenamento dos embrides, em solucdes
com potencial osmético, pode adiar a deterioracdo das sementes por reduzir ou

atrasar 0 consumo das suas reservas.
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Os resultados obtidos indicam o armazenamento em PEG a -1,6 MPa
como uma alternativa satisfatéria para a conservagdo da viabilidade de
embrides de Inga vera por até 200 dias, mantendo a germinacdo acima de
90%. Como a maturacdo dos frutos acontece de dezembro a fevereiro
(LORENZI, 2000; STEIN, 2007) e o ciclo de producdo de mudas é de quatro a
seis meses (DAVIDE, 2008), estas ficam em condicdes de plantio em um
periodo desfavoravel para o plantio (abril a agosto), devendo portanto
permanecer no viveiro até a época de plantio ideal (dezembro e janeiro),
aumentando seu custo e perdendo qualidade. Uma estratégia interessante é,
portanto armazenar os embrides até junho-agosto (dependendo do més de
coleta das sementes), utilizando-os em seguida para a producgdo de mudas, que
estariam em condi¢Bes de ir a campo no periodo favoravel. Portanto, o
armazenamento de embrides de Inga vera por um periodo de 200 dias, ainda
que ndo seja significativo em termos de conservagdo de germoplasma, €
importante com relagdo a um ajuste de cronograma de semeadura no viveiro,
evitando que as mudas permanecam no viveiro apds atingirem a necessaria
qualidade para o plantio. Assim, o custo de produgdo dessas mudas seria

reduzido e a perda de sua qualidade, evitada.

4.1 Polen

Durante a avaliagdo da contagem dos gréos, foi observado que 0s graos
de poélen de Inga vera, no momento de sua apresentacdo, sdo agrupados em
poliades (Figura 14-a). Tal resultado corrobora com o observado por Buril,
Santos e Alves (2010) em trabalho sobre disperséo polinica de Mimosoidae na
Caatinga. Neste trabalho, os autores afirmam que poliades plano circulares,
com oito grdos centrais, quatro em cada plano, margeados por uma crista
circular composta por oito graos de polen sdo um carater taxonémico distintivo

para Inga vera. Bettiol Neto (2009), em seus trabalhos com espécies de
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Annona, relata que o fato dos grdos de pdlens serem dispersos em conjunto
pode ter implicacdo bioldgica, pois, como nesses agrupamentos o polen torna-
se mais pesado e pegajoso, podem ter relacdo com polinizadores especificos,
0S quais, em espécies de Annona, sdo principalmente besouros. Estudos
mostram que, mesmo apresentando caracteristicas florais adaptadas a
polinizacdo por esfingideos, a espécie Inga vera recebe visitas de morcegos
durante a estacdo seca, fato que € menos comum do que esfingideos visitando
flores quiropterdfilas (HABER; FRANKIE, 1989). Estes resultados
corroboram com o observado por Cruz Neto (2007), ao concluir que as flores
de Inga vera, assim como as de . striata e I. ingoides, apresentam polinizacao
quiropterdfila.

Além disso, o arranjo dos grdos de po6len em poliades promove maior
eficiéncia na fertilizacdo floral, quando depositados em estigmas florais
compativeis, além de apresentar maior potencial de fecundacdo de todos 0s
6vulos necessarios para a formagdo de um fruto (BETTIOL NETO, 2009).

Nos experimentos de quantificacdo de grdos de poélen e viabilidade
polinica, observou-se que a espécie apresentou, em média, 52 grdos de pdlen
por antera e 4160 graos de polen por flor. Avaliando-se a viabilidade polinica,
a média encontrada foi de 66% (Figuras 14-a e 14-b). Esses resultados
divergem dos encontrados por Cruz Neto (2007), em trabalho com fenologia,
biologia reprodutiva e incidéncia de visitantes florais de diferentes espécies de
Inga, quando foram encontrados para Inga vera um total de 21.560 grdos de
polen por flor com 94% de viabilidade.

Essa diferenca na quantidade e na viabilidade polinica é esperada entre
diferentes individuos da mesma espécie e entre 0 mesmo individuo de um ano
para 0 outro, uma vez que a viabilidade polinica vai estar relacionada com uma

série de fatores como genética e condi¢Bes nutricionais da planta, além de
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fatores ambientais como temperatura e umidade (FRANCHI et al., 2011;
SHARMA et al., 1991; SONG; CHEN; TANG, 2014).

Em lamina contendo 6leo de imersdo (Figura 14-c), os grdos de pdlen
exibem formato subesferoidal, sendo ligeiramente alongados no eixo polar.
Quando observados em lamina histolégica contendo agua, os pdlens (Figura
14-d) apresentaram formato arredondado. Baseado nesses resultados, os gréos
de pélen de Inga vera, no momento de sua dispersdo, sdo classificados como
ortodoxos, visto que os grdos embeberam quando colocados em lamina
contendo &gua. Assim como ocorre em sementes, aqueles grdos de podlen
dispersos com teor de agua elevado tendem a ser classificados como
recalcitrantes; quando acontece o contrario, ou seja, 0s grdos sdo dispersos
com teor reduzido de agua, séo classificados como ortodoxos. O observado nas
laminas permite concluir que os graos foram dispersos com baixo teor de agua,
dado que, quando submetidos a observagdo microscépica em lamina contendo
6leo, apresentavam aparéncia murcha, sem turgor; quando submetidos a
observacdo em lamina contendo agua, 0s grdos apresentaram formato
arredondado, embeberam agua, indicando que foram dispersos com baixo
contetdo de agua. Assim como nas sementes, 0s graos de pélens ortodoxos se
encontram em estado quiescente, 0 que 0s torna mais tolerantes a mudancas
ambientais, e seu menor conteldo de agua prolonga seu tempo de viabilidade
(COSTA, 2011).

O teste com lugol (Figura 14-e) ndo evidenciou o amido como fonte de
reserva de carboidratos. O amido como fonte de reserva, no momento da
dispersdo dos grdos de polen, converte-se em glicose, frutose, sacarose e
pectinas que auxiliam na germinacdo do tubo polinico (PACINI;
GUARNIERI; NEPI, 2006; RODRIGUEZ-GUARCIA; RANI-ALAQUI;
FERNANDEZ, 2003). O acumulo de amido na fase de maturagdo do gréo de

polen faz com que a sua transformagdo em outros carboidratos modifique a
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pressdo de turgor do grdo de pdélen, permitindo, assim, que ele tenha maior
resisténcia quando submetido a condi¢fes ambientais desfavoraveis (ROHLFS,
2013). Os carboidratos contribuem com o balanco hidrico dos grdos de modo
que, no momento de dispersdo, os grdos sofram menores impactos pelo meio
externo (DETTKE; SANTOS, 2011; PACINI, 1996; PACINI; GUARNIERI;
NEPI, 2006).

Além disso, estudos mostram que, em espécies com pdlen
parcialmente desidratado, os carboidratos possuem papel na manutencdo da
viabilidade dos grdos de poélen, quando submetidos a condi¢cbes ambientais
adversas, pois eles sdo capazes de manter seu contelido de agua por meio da
mobilizacdo das suas reservas de carboidratos (GUARNIERI et al., 2006). J&
aqueles grédos que sdo parcialmente hidratados e que contém baixos teores de
carboidratos, principalmente sacarose, ndo conseguem controlar a perda de
agua, pois a sua capacidade de transformacao de carboidratos é menor, ou seja,
a pressao de turgor é mais baixa, os grdos perdem agua e viabilidade
(FRANCHI; NEPI; PACINI, 2002; NEPI; FRANCHI; PACINI, 2001).

A maioria das espécies de angiospermas tém seus grdos de pdlen
dispersos com baixo conteddo de amido. Os tipos de reserva se relacionam
com a ecologia das espécies, principalmente com os tipos de polinizadores,
podendo relacionar espécies com grdos de amido menores ou ausentes
normalmente & polinizacdo entomofila (BAKER; BAKER, 1979).

O teste com Sudan Il (Figura 14-f) ndo confirmou presenca de
pollenkitt na estrutura externa dos graos de polen. A estrutura do pollenkitt
estd diretamente relacionada a espécies entomofilas e, nesses individuos, esta
estrutura se localiza na exina, ja em espécies anemofilas ocorre normalmente
em cavidades internas da exina. Diversas familias vegetais podem ser
polinizadas por insetos e pelo vento, simultaneamente ou em sequéncia e,

nessas espécies, o pollenkitt apresenta caracteristicas intermediérias as duas
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formas de polinizagdo como é o caso de Fagopyrum (HESSE, 1979),
Galanthus (HESSE, 1981) e Castanea (HESSE, 1978). O género Ingéa
apresenta estrutura que favorece a polinizacdo por um espectro amplo de
animais ja sendo constatada a presenca de morcegos, beija-flores, esfingideos e
abelhas atuando como polinizadores (ARROYO, 1981; BARROS; WEBBER,;
MACHADO, 2008; ENDRESS, 1994; FEINSINGER; COLWELL, 1978;
KOPTUR, 1983).



Figura 11
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Poliades de Inga vera. (a) Pdlens vidveis quando submetidos ao
teste de Alexandre. (b) Podlens invidveis submetidos ao teste de
Alexandre. (c) Pélens em 6leo de imersdo. (d) Pdlens em meio
aquoso. (e) Polens submetidos ao teste com Lugol. (f) Pdlens
submetidos ao teste Sudan I11. (Barras 50 pm).
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De forma geral, podem existir espécies com diferentes niveis de tolerancia
a dessecacdo em polen e semente, porque 0 seu comportamento funciona de
maneira independente. A recalcitrancia é geneticamente regulada e pode ocorrer
por influéncia da época de dispersdo dessas estruturas reprodutivas, ja que
ambientes quentes e Umidos favorecem a recalcitrdncia (FRANCHI; NEPI;
PACINI, 2002; TWEDDLE et al., 2003), até mesmo por propiciarem condicGes
favoraveis ao estabelecimento, o ambiente acelera os processos reprodutivos,
fazendo com que, apds a apresentacdo e dispersdo, as estruturas fiqguem expostas
por periodos curtos, diminuindo o risco a estas adversidades (FRANCHI, 2011).

A ocorréncia de grdos de pdlen ortodoxos e sementes recalcitrantes na
espécie Inga vera pode ser entendida como uma das hip6teses citadas acima, ja
que a floragdo da espécie ocorre em época seca (CRUZ NETO, 2007), exigindo
que os grdos tenham desenvolvido estratégias importantes a sua sobrevivéncia,
ja a dispersdo das sementes, a maturacdo dos frutos ocorrem na estacdo chuvosa
(CRUZ NETO, 2007), dessa forma, proporcionam condicBes ideais a
germinacdo, logo apds a dispersdo das sementes, ndo necessitando que estas
sementes ativem seus genes de tolerdncia a dessecacdo, por ndo terem que
enfrentar periodos com condigbes ambientais desfavoraveis ao seu

estabelecimento.
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5 CONCLUSOES

O uso de solugbes com potencial osmoético conhecido para o
armazenamento de sementes recalcitrantes vem apresentando resultados
satisfatdrios no controle do inicio da germinacdo e do consumo de reservas da
semente atrasando seu processo de deterioracdo. O melhor potencial osmético,
para se armazenar sementes de Inga vera, é de -1,6 Mpa, em que as sementes
podem ser armazenadas por até 200 dias, sem que haja alteragdo na sua umidade
e a germinacao seja mantida em torno de 90%. Este, por enquanto, é o registro
de maior periodo de armazenamento de embrifes de Inga vera.

Os gréos de pblen da espécie Inga vera sdo dispersos em poliades, tém
dispersdo entomdfila e quiropterdfila, apresentam cerca de 4160 graos de polen
por flor e o comportamento dos grdos € ortodoxo. Dessa forma, com este estudo,
pode-se concluir que a espécie apresenta genes de tolerancia a dessecagdo, mas
gue ndo se expressam nas sementes e, sim, em outras estruturas da planta como
os graos de pélen. Sugere-se que estudos posteriores sejam realizados, a fim de
se compreender os estimulos que podem vir a induzir que as sementes
expressem tais genes e a semente possa ser seca e armazenada por periodos

ainda mais longos.
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