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APRESENTACAO

A obra “Ensino, Pesquisa e Inovacdo em Botanica” transita por esferas que
proporciona a possibilidade de percepcao de o qudo ampla e abrangente é esta grande
area das Ciéncias Biologicas, esta, por sua vez, um grande campo do saber.

Neste sentido, o leitor tem a oportunidade de enveredar por caminhos em que
verificard uma amplitude de pensamento acerca do que pode ser explorado, e, ainda,
provocando este leitor a alargar suas perspectivas de realizacdo de investigacbes
envolvendo estes organismos fundamentais e indispensaveis na manutenc¢do da vida no
planeta: as plantas!

Por questbes de um raciocinio sequenciado deste titulo, os capitulos foram trazidos
concebendo seus perfis principais dentro da proposta geral, assim, primeiramente sao
trazidos os estudos com enfoque direcionados especificamente ao ensino de Boténica,
seguido de estudos com pesquisas basicas e aplicadas com subareas mais tecnicistas,
desembocando em vieses mais nitidamente inovadores, ndo havendo aqui a sugestéo de
que estes perfis sejam mutuamente exclusivos entre os capitulos, pelo contrario, ha uma
inter e transdisciplinaridade entre os mesmos.

Sem maiores delongas, portanto, desejo a todos que usufruam ao maximo das
informacdes aqui contidas, reproduzindo-as, aplicando-as e sempre aprendendo mais...

Jesus Rodrigues Lemos
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RESUMO: Com a tendéncia das ultimas décadas
de elevacdo das temperaturas e maiores
periodos de seca no Brasil, faz-se necessario
um estudo sobre o impacto que esses agentes
estressores vém causando nas plantas nativas e
naquelas mantidas in situ e ex situ. A polinizagéo
bem-sucedida, com grédos de pdlen viaveis, é
fator essencial para a manutencéo da vegetacgéo.
Dentre os agentes estressores, a disponibilidade
hidrica e o aumento de temperatura tém sido
considerados como importantes fatores que
afetam o periodo reprodutivo das plantas,
especialmente na produtividade e viabilidade
polinica. Os efeitos podem ser avaliados
em experimentos controlados por meio de
simula¢des da situacdo futura prevista devido
as alteracdes climaticas. Os dados devem ser
comparados aos obtidos em gréos de pélen de
plantas mantidas em condi¢des que representem
a situacdo atual ou anterior as mudancas
climaticas previstas para o final do século XXI.
A avaliagao palinolégica sobre esses impactos
abrange a morfologia polinica classica utilizando
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ferramentas tecnoldgicas, como a microscopia
fotonica e eletrdnica de varredura, para verificar
possiveis anormalidades em grdos de poélen
devido a exposicdo aos fatores associados as
mudancas climaticas. Outros testes também
sdo necessarios. Os estudos com esse enfoque
contribuem para o entendimento das possiveis
consequéncias fisiologicas nas propriedades
germinativas polinicas e consequentemente, na
fertilizacdo das plantas em ambientes naturais
impactados pelas mudangas climaticas.
PALAVRAS - CHAVE: Graos de poblen,
Morfologia polinica, Mudancas climaticas, Testes
histoquimicos, Testes de germinagéo polinica,
Viabilidade polinica in vitro

IMPACT OF ELEVATED TEMPERATURE
AND DROUGHT ON POLLEN
CHARACTERISTICS OF NATIVE AND
CULTIVATED SPECIES

ABSTRACT: With the trend of recent decades of
rising temperatures and longer periods of drought
in Brazil, it is necessary to study the impact that
these stressors have been causing on native
plants and on those maintained in situ and ex situ.
Successful pollination with viable pollen grains
is an essential factor in maintaining vegetation.
Among the stressors, water availability and
temperature increase have been considered
as important factors that affect the reproductive
period of plants, especially in productivity and
pollen viability. The effects can be evaluated in
controlled experiments through simulations of the
predicted future situation due to climate change.
The data must be compared to those obtained
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from pollen grains of plants maintained in conditions that represent the current situation or
previous to the climate changes predicted for the end of the 21st century. The palynological
assessment of these impacts covers classical pollen morphology using technological tools,
such as photonic and scanning electron microscopy, to check for possible abnormalities in
pollen grains due to exposure to factors associated with climate change. Further tests are also
needed. Studies with this focus contribute to the understanding of the possible physiological
consequences on pollen germinative properties and, consequently, on plant fertilization in
natural environments impacted by climate change.

KEYWORDS: Climatic changes, Histochemistry tests, In vitro pollen germination, Pollen
germination tests, Pollen grains, Pollen morphology

11 INTRODUGCAO

As simulagdes projetadas pelos modelos globais do IPCC (Intergovernmental Panel
on Climate Change) para o século XX demonstraram que de 1960 a 2000 houve uma
tendéncia positiva significativa na frequéncia de noites mais quentes em praticamente
toda a América do Sul ao sul de 10° S. Tendéncias positivas em relagdo aos eventos de
precipitagdo intensa distribuidos irregularmente ao longo dos anos e extensos periodos
de seca também foram observadas na série historica para o sudeste da América do Sul
(Marengo et al. 2010). As proje¢des mais otimistas para o sudeste brasileiro até o final do
século XXl indicam elevagdo da temperatura de 2 a 3° C, enquanto em um cenario mais
pessimista a temperatura sera ainda mais elevada, de 3 a 4° C, com eventos pluviométricos
severos e irregulares em ambos os cenarios, levando a episédios prolongados de seca
(Marengo et al. 2007).

Como exemplo, estudos realizados por varias instituicoes de pesquisa de Sdo Paulo
indicaram que a biodiversidade dos ecossistemas terrestres e aquaticos abrangidos pela
Reserva da Biosfera do Cinturdo Verde (RBCV-SP) vem sendo impactada pelas mudancas
climaticas. Como exemplo do que vem ocorrendo nos fragmentos florestais incluidos
nesta area podemos apontar os registros do Instituto Astronémico e Geofisico realizados
de 1933 até 2017 que demonstraram aumento de mais de 2° C na temperatura média
anual e aumento médio de 6,0 mm na precipitacdo anual no Parque Estadual das Fontes
do Ipiranga (PEFI, administrado pelo Instituto de Botanica). Este aumento de temperatura
foi acompanhado por uma elevacdo de quase 50% dos totais anuais de precipitacdo
pluviométrica, associada a diminuicdo dos dias de chuva e maior variabilidade climatica
(IAG/USP 2017). Nesse periodo, a taxa de variagdo da temperatura média anual no PEFI
foi mais do que o triplo da observada para todo o globo terrestre, potencializando os riscos
de perda de biodiversidade neste fragmento florestal urbano.

A reproducgéo das plantas é altamente vulneravel a fatores de estresse como alta
concentracdo de CO,, altas temperaturas, componentes atmosféricos toxicos e diferentes
graus de dessecacgéao, o que pode levar a mudancgas nas comunidades vegetais com perda
ou/e substituicdo de espécies, principalmente as endémicas e em pequenas populagbes
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(Koti et al. 2005). “Viabilidade” &€ definida como a capacidade de viver, desenvolver-se
ou, no caso das plantas, germinar quando existem condic¢des favoraveis (Dafni & Firmage
2000). Portanto, estudos de viabilidade contribuem para a analise de risco e s&o essenciais
para a adogdo de estratégias de manutencédo da biodiversidade vegetal em planos de
conservacgao (Zanella et al. 2012, Frankham 2010).

Para a conservagé@o da biodiversidade vegetal nativa é importante entender as
consequéncias da exposi¢ao dos graos de polen aos diversos tipos de agentes ambientais
estressores advindos das mudangas climaticas. A disponibilidade de pdlen é uma das
principais limitacdes do sucesso reprodutivo das plantas, e, espera-se que seja mais eficaz
quando varios gréos de poélen viaveis estejam atuando na polinizagdo (Fernandez et al.
2012). A polinizacao efetiva é um pré-requisito para a formacéo de frutas e sementes na
maioria das plantas, e informag6es sobre a biologia do pdlen sdo necessarias para qualquer
abordagem que vise conservar e/ou aumentar a produtividade vegetal (Cruzan 1989, Bolat
& Pirlak, 1999, Shivanna 2003).

1.1 Estudos morfolégicos e de viabilidade polinica frente aos futuros
cenarios de extremos climaticos

A antera, é formada por dois I6culos situados de um lado e de outro do conectivo.
Cada loculo da antera é constituido por dois sacos polinicos nos quais se formam os graos
de pdélen. Cada saco polinico € constituido do exterior para o interior pelas seguintes
camadas celulares: (a) epiderme, (b) a camada mecanica (ou endotécio) em que as paredes
interna e radial se lenhificam posteriormente e cujo processo esta associado a deiscéncia
da antera; (c) a camada transitoria (ou camada média) que pode estar presente ou ndo
e que se degenera rapidamente; (d) o tapete que tem um papel fisiol6gico importante
no desenvolvimento das células esporogénicas e, (e) o tecido esporogénico composto
por células dipl6ides que se multiplicam ativamente por meioses (Figura 1). Durante o
desenvolvimento inicial dos estames, as células esporogénicas tornam-se bastante distintas
das circundantes. A camada mais interna que as envolve, o tapete, nutrira essas células
que ja diferenciadas passam a se chamar “células maes dos grédos de pélen” (CMP). O
tapete € uma camada de células metabolicamente ativas que fornece esporopolenina para
a esporoderme, secreta B-1,3-glucanase para a quebra da calose, além de outros materiais
essenciais ao poélen, como as moléculas lipidicas. O desenvolvimento normal do pélen
depende dessa interagdo com o tapete e, na antese, o tapete ja esta degenerado em
condi¢bes normais de desenvolvimento (Heslop-Harrison 1971, Dunbar 1973, Barth 1978,
Pacini et al. 1985, Shivanna & Johri 1985, Dickinson 1992, Pacini 2000, Li & Zhang 2010).
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Epiderme
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Camada media

Figura 1. Caracterizagcéo dos estratos parietais da antera jovem (Fonte: Modificado de https://
lume-re-demonstracao.ufrgs.br/embriologia-vegetal-esporogenese/micro2.php).

O pdlen é o microgametofito responsavel pela transferéncia do material genético
masculino e sua caracterizacdo morfolégica € tdo importante na Taxonomia quanto na
conservagao da biodiversidade, ja que anomalias polinicas podem impedir a fertilizacéo
vegetal. Os estudos da biologia polinica s&o importantes para subsidiar os programas de
melhoramento de plantas, na avaliagdo das chances de germinagéo polinica apds exposi¢ao
a varias condicbes ambientais e no manejo de espécies nativas para reintroducao na
natureza.

Embora o p6len apresente uma alta diversidade morfolégica entre espécies, géneros
e familias vegetais (Figura 2) é caracterizado por exibir trés pontos em comum: (a) contém
reservas de carboidratos para seu desenvolvimento e manutengéo até a germinagéo do
tubo polinico, (b) tem duas paredes celulares, a exina e a intina e, (c) contém os gametas
ou seus precursores (Pacini 2000). Raras séo as espécies cujo pbélen ndo apresenta exina
(parede exterior do pdlen), geralmente as plantas marinhas e algumas poucas terrestres
de ambientes tropicais muito umidos, como as de Heliconiaceae, Lauraceae Musaceae e
Zingiberaceae, que apresentam redugéo ou falta total de exina (Kress 1986).

Segundo Benzing (2000), para os estudos taxondmicos a utilizacdo das
caracteristicas morfolégicas dos graos de pdlen, principalmente o tipo de ornamentagéo da
exina e numero de aberturas polinicas (colpos, poros, sulcos etc.), € uma alternativa ao uso
de caracteristicas vegetativas, como a cor da folha e da flor e o tamanho dessas estruturas,
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mais sujeitas a alteragdes morfoldgicas devido aos fatores ambientais. As caracteristicas
polinicas séo consideradas conservativas do ponto de vista taxonémico e filogenético,
pois apresentam baixa plasticidade fenotipica (Chanda et al. 1979). Sendo assim, o valor
dos caracteres polinicos foi reconhecido na Taxonomia das Angiospermas nas propostas
recentes de classificagcdo do grupo (APG Il 2003, APG 1l 2009, APG IV 2016), uma vez
que podem indicar limites taxonémicos, afinidades e dar suporte a analise de esquemas
de classificacao.

Apesar dos graos de pélen serem considerados morfologicamente estaveis (com
excecao de algumas plantas ornamentais que podem apresentar polen malformado em
grande frequéncia, Figura 2) foi comprovado que altas temperaturas, suspenséo hidrica,
variagcbes na quantidade de nitrogénio no solo, metais pesados, alta irradiacédo de UV-B
e taxas elevadas de CO, podem altera-lo durante seu desenvolvimento na antera. Foi
observadoemplantas submetidas aos estressores climaticos e poluentes atmosféricos menor
producdo de pdlen, pélen com tamanhos discrepantes e com deformacdes morfoldgicas,
baixo indice de germinacéo polinica, menores comprimentos dos tubos polinicos, maior
acumulagéo de flavonoides, aumento de enzimas e metabdlitos antioxidantes e indugcao de
genes de metabdlitos secundarios relacionados a protecéo (Nilsson & Berggren 1991, Koti
et al. 2005, Wang et al. 2005, Rezanejad 2009).
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Figura 2. Imagens de gréos de pélen sob microscopia eletronica de varredura. Acima: Graos
de pdlen mal formados da planta ornamental Justicia brandegeeana Wassh. & L.B.Sm. (“flor-
camarao”, Acanthaceae). Abaixo a esquerda: Pélen de Anadenanthera sp. (Fabaceae).
Abaixo no centro: Pdlen de Vernonia sp. (Asteraceae). Abaixo a direita: Pdlen e tubo polinico
de Senefeldera verticillata (Vell.) Croizat (“maria-mole”, Euphorbiaceae). Barras das imagens de
baixo = 10 ym (Fonte: Gabriela Cristina Sakugawa e Cynthia F. P. da Luz).

Estudos controlados com intensificacdo dos componentes abidticos em plantas
economicamente importantes revelaram modificacdbes no numero de aberturas e na
estrutura da exina do pélen (Shen & Webster 1986, Mercado et al. 1997, Porch & Jahn
2001, Cross et al. 2003), assim como resultaram em menores taxas de germinagdo e
viabilidade polinica (Ahmed et al. 1992, Aronne 1999, Feng et al. 2000, Prasad et al. 2003,
Wang et al. 2005, Das et al. 2014, Kaur et al. 2015).

Alta temperatura noturna (33 + 2°C dia/30 = 2°C noite) aplicada durante o
desenvolvimento floral de Vigna unguiculata [L.] Walp. causou a indeiscéncia da antera
pela ndo formacdo do endotécio e perda de viabilidade polinica devido a degeneragéo
precoce do tapete. Foi demonstrado que o estagio floral mais sensivel ao estresse ocorreu
de 9 a 7 dias antes da antese (Ahmed et al. 1992). Em Phaseolus vulgaris com genotipo
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sensivel ao calor, o tratamento térmico (32°C dia /27°C noite) durante a microsporogénese,
a partir de 9 dias anteriores a antese, também originou reducdo do espessamento
da parede endotecial e degeneracdo incompleta dos septos interloculares, causando
indeiscéncia das anteras, formacédo de pélen anormal e redug¢do na viabilidade polinica
(Porch & Jahn 2001). Resultado similar foi visto em Sesamum indicum (Kaul & Singh 1966)
e no tomate (Lycopersicon esculentum) (Rudich et al. 1977). Ao contrario, a aplicagéo de
baixa temperatura noturna em Capsicum annuum L. afetou as primeiras fases da meiose
dos micrésporos, 0 que causou a diminuicdo na viabilidade polinica e desenvolvimento
de gréos de polen com menor tamanho e de exina menos espessa, 0 que acarretou uma
menor quantidade de sementes por fruto. No entanto, plantas em fases posteriores de
desenvolvimento dos micrésporos e na fase de maturacéo do pélen ndo foram afetadas
pelos mesmos tratamentos térmicos (Mercado et al. 1997).

Em relagédo ao estresse hidrico, este foi prejudicial a produgdo de poélen no trigo
(Triticum spp.), resultando em uma reducdo de 40% a 50% no rendimento (Dorion
et al. 1996). A degeneracdo das células do tapete induzida pela seca prejudica a
microsporogénese e o desenvolvimento do pélen. O momento de degeneracdo do tapete
€ crucial, pois uma degeneracédo precoce resulta em perda de orientacdo nas etapas do
desenvolvimento polinico, e uma degeneracao tardia leva a auséncia no fornecimento
de nutrientes essenciais aos microsporos (Saini et al. 1984, Lalonde et al. 1997, Ji et al.
2010). Além disso, o po6len desenvolvido sob condicdes de seca é desprovido de amido,
limitando a fertilizagao e o crescimento do tubo polinico (Ji et al. 2010). No trigo, o estresse
hidrico diminuiu o nivel de invertases no desenvolvimento do polen (Dorion et al. 1996,
Lalonde et al. 1997, McLaughlin & Boyer 2004, Koonjul et al. 2005), enquanto as plantas
de linhagens tolerantes a seca apresentaram uma expressao normal de invertase (Ji et al.
2010). Nenhum efeito foi observado na fertilidade feminina do trigo sob estresse moderado
de seca (Saini & Aspinall 1981, Ji et al. 2010).

O fornecimento insuficiente de graos de podlen viaveis aos estigmas e a baixa
qualidade genética do pélen foram apontados como os dois principais componentes na
limitacdo polinica (Aizen & Harder 2007, Ashman et al. 2004, Hegland & Totland 2008,
Knight et al. 2005, Larson & Barrett 2000). O sucesso da germinagéo do tubo polinico tem
profundo efeito na fertilizagcdo das plantas e consequente producéo de frutos e sementes.
Estudos relacionaram a viabilidade polinica com caracteristicas dos frutos e a quantidade
de pdlen com a producgédo e qualidade das sementes (Cardoso 2003, Latado et al. 2004).
Varios estudos demonstraram que as técnicas de selecionamento polinico influenciaram
beneficamente varios cultivos como o do girassol, cuja toleréncia das plantas ao calor e
maior resisténcia a seca se deveu a auto-polinizagdo com gréos de poélen selecionados
(Lyakh & Totsky 2014). A viabilidade polinica repercute também no potencial das espécies
de realizar a fecundagéo cruzada entre populacdes distantes (Richards et al. 2005).
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1.2 Mecanismos de estabilizacéo hidrica do microgametéfito em face ao seu
desenvolvimento

O tempo de viabilidade polinica pode decorrer de poucos minutos até alguns meses,
e parece estar relacionado as caracteristicas fisiologicas do pélen com relagéo ao contetdo
de agua antes e ap6s sua dispersdo e também a qual tipo de reservas de carboidratos
possui (Hoekstra & van Roekel 1988, Dafni & Firmage 2000, Nepi et al. 2001).

O pdlen apresenta variagcbes em seu teor de dgua adequadas as fases de seu
desenvolvimento. O desenvolvimento do polen compreende trés etapas principais: (i)
microsporogénese (diferenciacéo das células esporogénicas e meiose); (ii) desenvolvimento
pbds-meidtico dos micrésporos; e (iii) mitose dos micrésporos (Chaudhury 1993). O
desenvolvimento polinico pode ser dividido em cinco fases que diferem em relacéo
ao estado de hidratagdo: (1) O polen se desenvolve dentro da antera imerso no fluido
locular, que transporta nutrientes do tapete, incluindo lipideos — denominada como fase
da microsporogénese; (2) O liquido locular desaparece por reabsor¢cdo e/ou evaporagédo
antes da abertura da antera e os gréos de p6len em maturagéo sofrem desidratagéo, que
pode se dar antes ou logo depois da deiscéncia da antera, dependendo da espécie - a fase
de desidratacédo; (3) As anteras se abrem, o pdlen pode ser dispersado imediatamente ou
ser mantido ali para ser disperso posteriormente, como ocorre, por exemplo, nas plantas
entomofilas que dependem dos insetos para sua polinizacao - a fase de apresentagéo;
(4) O polen é dispersado pelos varios agentes polinizadores, permanecendo exposto no
ambiente por diferentes periodos - a fase de dispersao; (5) Apds a dispersdo, quando o
pblen cai no estigma e, no caso de haver compatibilidade e condigbes adequadas, sofrera
reidratacdo e iniciara a germinacdo com emissédo do tubo polinico - a fase de interacao
polen-estigma (Pacini & Franchi 1992, Pacini et al. 2006, Firon et al. 2012). Dessa maneira,
o volume dos gréos de poélen diminui ligeiramente apds a clivagem meibtica e comeca a
aumentar durante a formagao da exina e intina. Na fase de desidrata¢do, o volume diminui
novamente, s6 aumentando depois, quando o pdlen cai no estigma (Firon et al. 2012).

Depois da degeneracéo do tapete, o fluido locular permanece por um curto periodo
de tempo e depois desaparece, iniciando a fase da desidratacdo que faz com que a antera
se deforme, abrindo-se. Normalmente, logo antes ou logo depois da deiscéncia da antera
ocorre a desidratacdo parcial do grao de poélen, que entra em estado “dormente” (em
analogia com sementes). No estado dormente seus processos bioquimicos funcionam com
uma taxa de atividade baixa para resistir as tensdes do ambiente externo (Pacini 1990,
Pacini 1997, Franchi et al. 2011, Firon et al. 2012).

A formacao da exina do polen depende em grande parte do papel secretério do
tapete (Pacini et al. 1985, Shivanna et al. 1997), que comeca a depositar precursores
lipidicos na superficie da primexina celulésica dos microsporos, logo apés a liberagéo da
tétrade, levando a formacgédo da exina esculpida (Piffanelli et al. 1997, Blackmore et al.
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2007). Nos estagios posteriores de desenvolvimento do pdlen, o tapete produz e segrega
0s componentes lipidicos do pélen (trifina) nas cavidades da exina (Piffanelli ef al. 1997,
Blackmore et al. 2007). Durante a fase de desidratacao, os corpos lipidicos remanescentes
do tapete ficam envolvidos pela rede de reticulo endoplasmético rugoso e numerosas
vesiculas se acumulam ao redor da periferia do citoplasma do polen. Lipideos também se
acumulam no léculo da antera e posteriormente dentro das columelas da exina do pélen
(Piffanelli et al. 1998). Portanto, os lipidios intracelulares estdo presentes tanto no pélen
maduro como reserva de energia para a germinacgao do tubo polinico, quanto no micrésporo
em desenvolvimento. Tanto a membrana como os lipidios de armazenamento dos gréos de
polen fornecem os substratos para a rapida expanséo do plasmalema que ocorre apds a
germinacéo do polen e o subsequente alongamento do tubo polinico (Pacini 2000).

Eventualmente, a superficie do poélen pode ser recoberta por uma substancia
que consiste principalmente de &cidos graxos e derivados de &cidos graxos de cadeia
longa, como ésteres e compostos volateis lipidicos, e varias proteinas, além de pigmentos
carotenoides e 6leos como esséncias aromaticas, que atraem e facilitam a ades&o do poélen
aos insetos, ocorrendo em abundancia no pélen de plantas entoméfilas. Essa substancia
que se chama “cimento polinico”, “pollenkitt’, “trifina” ou “pollen coat” desempenha papel
fundamental no contato inicial entre o p6len e a superficie estigméatica, antes da emergéncia
do tubo polinico. O “pollenkitt’ pode representar até 15% da massa total do pélen ao
preencher os espacgos entre as columelas e a superficie da exina, fornecendo relativa
impermeabilidade ao grdo de poélen, estratégia para evitar a perda de agua, mantendo-o
em um estado semi-desidratado (Preuss et al. 1993, Piffanelli et al. 1998). Verificou-se que
deficiéncias quantitativas ou qualitativas na trifina foi a causa da esterilidade masculina
devido a falta de hidratagdo polinica (Preuss et al. 1993).

1.3 Manutencéao da viabilidade polinica frente as variacbes ambientais

Acuticula das anteras, a esporoderme e os componentes lipidicos desempenham um
papel protetor importante para o desenvolvimento do microgametéfito masculino. A cuticula
da antera e a esporoderme séo as duas principais camadas de prote¢cao dos microsporos, e
séo pré-requisitos essenciais para o sucesso da dispersao polinica (Bolick 1981, Li & Zhang
2010). O polen, em geral, enfrenta mais perigo de ressecamento no ambiente do que os
esporos de britfitas, samambaias e licofitas, ja que as vias de comunicagéo bioquimica do
pblen devem permanecer acessiveis ao estigma. O ar seco é um ambiente hiperosmético e,
a interface polen/ar é oposta a interface polen/estigma para o citoesqueleto hidrostatico do
polen. A atmosfera pode representar um ambiente muito hostil, como ocorre, por exemplo,
em um local com 50% de umidade relativa e temperatura a 20° C, cuja diferenga entre
o potencial osmético do ar e da célula vegetal pode ser superior a 900 bar. Uma célula
vegetal sem uma camada especial de cutina, suberina ou esporopolenina plasmolisaria
muito rapidamente. Embora a plasmolise seja uma maneira de “acomodar a mudanca de
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volume” ndo é uma opg¢do na harmomegatia polinica. Para um gréo de poélen sobreviver
aos estressores ambientais deve ser capaz de resistir as forgas incidentes e suas deflexdes
€ nisso a exina tem papel fundamental. Portanto, a exina serve para a protecdo do poélen
no meio ambiente, para a harmomegatia e como um reservatério bioquimico (Bolick 1981).
Como a exina do polen consiste principalmente do biopolimero esporopolenina, formada
por fendis polimerizados e derivados de &cidos graxos, a polimerizacao dessas moléculas
quimicas oferece a exina alta resisténcia aos fatores fisicos e ambientais (Osthoff &
Wiermann, 1987, Ahlers et al. 1999, Li & Zhang 2010).

A relacdo superficie-volume do pélen é uma das principais caracteristicas que
determina a taxa de perda de agua, o que por sua vez se traduz em viabilidade e chances
de sucesso na polinizacéo (Aylor 2003, Ejsmond et al. 2015). Hip6teses prévias sobre o
efeito da dessecacgéo no pélen apontavam que uma planta deveria produzir grdos maiores
que apresentassem também uma relagéo superficie/volume menor para minimizar a taxa de
perda de agua. Ejsmond et al. (2015) ao estudarem o p6len de 232 espécies de 11 grupos
taxondmicos corroboraram as evidéncias de que a variabilidade interespecifica no tamanho
do pélen é afetada pelas condi¢des ambientais durante o periodo de floragdo. Porém,
esses autores verificaram maiores graos de polen com menor relagéo superficie/volume
produzidos por plantas que cresceram em locais com alta temperatura, independente da
intensidade do déficit hidrico.

A regido das aberturas e toda a exina estdo sujeitas aos esfor¢os mecanicos na
regulagem do volume de agua do pélen devido as mudangas que ocorrem durante sua
hidratacao, nas diversas fases ainda na antera, e depois, na polinizacdo e ao cair nos
estigmas. As alteracdes da pressdo osmoética no citoplasma do pélen durante a hidratagédo
ou desidratacao sao reguladas por diversos fenébmenos harmomegaticos da exina, tanto
mecanicos quanto fisioloégicos. Com relacdo aos fatores mecanicos da exina, foi visto que:
(a) a capacidade da exina de resistir a compressao diminui com o aumento do tamanho
do pélen e depende de sua forma. Os elementos de compressédo, as columelas, devem
ser curtas e largas para resistirem a maiores compressoes; (b) ja a habilidade da exina
de resistir a tenséo interna é independente do comprimento ou forma do pélen. Columelas
bem desenvolvidas resistem melhor a flexao e ao cisalhamento (deformagéo devido a um
deslocamento em planos diferentes, com manutencéo do volume) (Bolick 1981). Devido a
densidade especifica da esporopolenina, € preferivel que o p6len apresente mais elementos
de tensdo do que de compresséao, pois 0s elementos de compresséo tém se¢ao transversal
maior e, portanto, sdo mais pesados do que os elementos de tenséo. Isso porque o pélen é
dispersado por longas distancias pelo ar ou pelos insetos, e por isso, é preferivel que seja
mais leve. Para reduzir as demandas no uso dos elementos de compressao, estes devem
ser: (a) usados com moderagdo (menos columelas), (b) prontamente sintetizados e, (c)
com baixa densidade (Bolick 1981).

Diferentes estruturas e espessuras indo do equador para os poélos de um
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determinado grdo de polen servem para dar ao grao um eixo preferencial de contracéo
no caso de dessecacdo. Quando ocorre desidratacdo, para evitar a dessecac¢ao ocorre
o dobramento da exina sobre si mesma, invaginando-se em areas menos espessas €
na regido das aberturas. Muitas vezes a regido das aberturas apresenta uma margem
com estrutura mais fina e mais sélida do que o resto da estrutura columelar da exina, o
que permite maior controle da flexibilidade no fechamento das aberturas. Isso enfatiza a
importancia da exina em acomodar mudancas no volume do pélen devido a absor¢do ou
perda de agua (Bolick 1981). Por outro lado, nas plantas marinhas e em algumas plantas
terrestres de ambientes Umidos, a exina é reduzida ou ausente, pois a desidratagcéo é
minima ou nenhuma devido as condi¢des do préprio ambiente (Pacini 1990, Franchi et al.
2011, Firon et al. 2012).

O pélen e o estigma estao bem adaptados para gerar microambientes favoraveis a
germinacéo, crescimento dos tubos polinicos e fertilizacao do évulo. A secrecé@o do estigma
€ a principal condi¢ao para a germinagao polinica, que ocorre de maneira autotrofica a partir
das reservas do gréao de polen, enquanto o crescimento dos tubos polinicos é heterotrofico,
as expensas das reservas estilares (Heslop-Harrison 2000). A germinagéo in vitro néo
reproduz completamente o crescimento do tubo polinico in vivo, uma vez que podem
ocorrer interagcdes entre a composicdo do meio de germinagéo e as diversas condi¢cbes
ambientais e do material vegetal. No entanto, apesar dessas desvantagens, a germinagcéo
in vitro oferece a possibilidade do controle das condi¢cdes experimentais simulando uma
condigdo mais proxima da germinagéo do polen e tem sido considerada uma metodologia
muito Util para essa finalidade (Soares et al. 2013, Souza et al. 2017). Os estudos de
germinagao do tubo polinico in vitro se mostraram eficientes como estimativa da viabilidade
polinica em varias espécies de plantas, incluindo bromélias (Parton et al. 2002, Munhoz et
al. 2008, Kumari et al. 2015, Souza et al. 2015, Souza et al. 2017).

Os carboidratos no pélen ndo funcionam apenas como reservas metabélicas ou
carboidratos estruturais, sdo também importantes na determinagéo da longevidade polinica.
O pdlen com baixa longevidade apresenta pouca quantidade de carboidratos soluveis,
enquanto o poélen longevo tem mais carboidratos soluveis, assim como polissacarideos
citoplasmaticos. Estudos demonstraram uma correlagdo negativa entre o conteudo em
amido e sacarose no polen de varias espécies. A sacarose protege as membranas no polen
desidratado (Hoekstra et al. 1992, Speranza et al. 1997).

Os gréos de polen toleram dessecagdo ambiental até determinado ponto, sendo
que a perda da viabilidade em diferentes espécies tem sido correlacionada com a perda
de agua e manutencéo do estado de desidratacdo em condi¢des naturais e de laboratério
(Linskens & Cresti 1988, Nepi & Pacini 1993, Lisci et al. 1994). Os gréos de pélen foram
classificados em dois tipos conforme o teor relativo de agua (Firon et al. 2012). Na abertura
da antera o p6len maduro do “tipo recalcitrante” contém mais de 30% de agua, entretanto,

geralmente desseca rapidamente durante sua dispersdo, diminuindo drasticamente sua
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viabilidade conforme a reducéo do teor relativo de agua (Aylor 2003, Franchi et al. 2002, Nepi
et al. 2001). J& o p6len maduro com teor relativo de 4gua inferior a 30% é denominado de
“tipo ortodoxo” e, acredita-se que seja capaz de manter a hidratagdo em niveis relativamente
baixos e constantes durante sua fase de disperséo, antes de interagir com o estigma. Esse
controle nas flutuagbes do conteudo relativo de 4gua, que é uma caracteristica do pélen
ortodoxo, favorece a viabilidade polinica, pois diminui sua vulnerabilidade aos ciclos de
hidratacdo e desidratacéo causados pelas variagcbes de umidade do ar, as quais poderiam
causar danos irreversiveis em seu citoesqueleto (Heslop-Harrison & Heslop-Harrison 1992,
Firon et al. 2012).

Dependendo da espécie, o pdlen maduro tem um teor de agua entre 5 a 50%.
O polen com alto teor de agua pode ou nédo ser capaz de controlar a retengéo hidrica
durante a deiscéncia da antera (Pacini 2000, Nepi et al. 2001). Estratégias citofisiol6gicas
do pélen sédo usadas para reter a agua durante sua dispersdo, como a presenga dos
carboidratos citoplasmaticos. Na auséncia de tais estratégias, uma polinizag¢édo rapida deve
ser assegurada, porque a perda descontrolada de agua leva ao perecimento da viabilidade
polinica (Nepi et al. 2001).

E provavel que todo o pblen contenha pelo menos alguns lipidios, mas alguns
parecem usar somente lipidios como fonte priméaria de energia. Ao contrario, outros
dependem principalmente de carboidratos, embora os lipidios néo estejam completamente
ausentes. Entre as reservas de carboidratos de p6len, 0 amido € o mais comum e, na pratica,
0 polen pode ser classificado como «amilaceo» (contendo amido) ou «n&o-amilaceo»
(rico em lipidios ou sem amido). A regulacéo hidrica do p6len maduro foi estudada por
Pacini (2000) que relatou a importancia do amido nesse processo. O amido é a reserva de
polissacarideo mais comum e todos os graos de poélen imaturos tém amido. A acumulagéo
de amido se da imediatamente ap6s a fase de tétrade, na separagdo dos microsporos,
quando se formam pequenos vacuolos para armazenamento de amido. Posteriormente, os
vacuolos aumentam em quantidade durante o desenvolvimento polinico em uma ou duas
ocasides, dependendo da espécie. A medida que os vaciolos se formam, os gréos de polen
aumentam em volume. Antes da deiscéncia da antera o amido pode ser completamente
ou parcialmente hidrolisado, ou ainda, raramente hidrolisado. Dependendo da espécie, o
amido pode ser total ou parcialmente transformado em: (a) outros tipos de polissacarideos
(frutanos e raramente calose), (b) dissacarideos (sacarose) ou, ¢) monossacarideos
(glicose e frutose). Dessa forma, Pacini (2000) reconheceu duas categorias de graos
de pélen maduros: a) com frutanos e sacarose ou, b) frutanos e sacarose ausentes ou
escassos.

Os frutanos sdo compostos derivados da polimerizacao da frutose num primer
de sacarose. Seu comprimento varia de trés a centenas de unidades monossacaridicas
(Kandler & Hopf 1980). Os frutanos sdo conhecidos como substancias de reserva de
tubérculos e rizomas e de sementes em menor quantidade (Kandler & Hopf 1980). Além
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de atuar como reserva, os frutanos atuam como osmorreguladores por meio de sua
polimerizac¢ao e despolimerizacdo (Edelman & Jefford 1968). Eles desempenham um papel
importante na tolerancia a baixas temperaturas, estresse hidrico e regulacéo da absorcao
de 4gua (Kandler & Hopf 1980, Hendry 1993, Spollen & Nelson 1994).

Os graos de poOlen maduros que apresentam sacarose e frutanos possuem
mecanismos capazes de regular o teor de agua pelo controle da pressdao osmética,
prevenindo sua perda ou absor¢éo excessiva, sendo mais resistentes aos choques térmicos
enquanto aguardam a atuacdo dos agentes polinizadores. Além disso, geralmente, esses
gréos de pdlen tém aberturas na exina que regulam ainda mais as trocas hidricas, permitindo
sua sobrevivéncia as flutuagbes de temperatura e umidade. Ao contrario, os graos de pélen
com falta ou escassez de frutanos e sacarose néo possuem mecanismos eficazes capazes
de regular a troca de agua, nem de suportar o choque térmico, muitas vezes carecendo de
aberturas, sobrevivendo melhor em lugares onde a umidade € alta e a temperatura é baixa
(Milocani et al. 2006).

Para Baker & Baker (1979, 1983) a quantidade de amido dos grdos de poélen
maduros vai depender do tipo de polinizacdo da planta, do comprimento que os tubos
polinicos terdo que percorrer no gineceu até atingir o 6vulo e da posic¢éo evolutiva da familia.
Graos de pdlen que apresentam apenas amido sofrem desidratacao mais rapidamente e,
consequentemente, ndo conseguirdo ser transportados a longa distancia na polinizagéo.
O tipo de substancia de reserva esta também relacionado ao tamanho do pélen e ao tipo
de inseto polinizador (Baker & Baker 1979). De acordo com Endress (1994), os lipidios
sd0 mais comuns em graos de pdlen de tamanho grande a gigante (80-200 ym) do que
em menores (15-80 ym). Pélen coletado por dipteros e himenépteros, incluindo abelhas,
geralmente carece de amido (Endress 1994, Franchi et al. 1996).

Franchi et al. (1996) estudaram os grdos de pélen maduros de 901 espécies
pertencentes a 104 familias de eudicotiledéneas e 15 familias de monocotiledéneas,
ranqueando-os de acordo com suas reservas de amido para avaliar sua aplicagdo na
Sistematica. Os grdos de amido apresentaram diferentes propriedades fisico-quimicas,
ou seja, diferentes cores apos aplicagdo de iodo (coloragdo com iodeto de potassio sob
birrefringéncia em luz polarizada). Esses autores ressaltaram também os resultados de
outros testes realizados em um namero limitado de espécies que revelaram outros tipos
de reservas de carboidratos no citoplasma, localizados fora dos plastidios. A partir dessas
observacgdes, os autores relataram que as reservas de carboidratos podem ser armazenadas
apenas nos plastidios, no citoplasma fora dos plastidios, ou em ambos. O ranque obtido
pelos autores conforme os tipos de reservas do poélen foram parcialmente compativeis com
a Sistematica, ja que apenas algumas familias mostraram consistentemente o0 mesmo tipo
de reserva. Os autores também sugeriram que a presenca de polissacarideos no citoplasma
previne a rapida diminuicdo da viabilidade polinica devido a dessecagéo, corroborando a
hipétese de que as adaptacdes ecofisioldégicas do polen estdo de acordo com a respectiva
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sindrome de polinizacao das plantas-fonte.

Milocani et al. (2006) ao estudar o pélen de Tillandsia (Bromeliaceae) relataram
que a plasticidade ecolégica adaptativa do género é confirmada também pelos caracteres
polinicos morfolégicos que parecem ser tipicos tanto do pélen do tipo parcialmente
desidratado (PD) quanto do tipo parcialmente hidratado (PH). Esta situacdo tem um
significado ecoldgico, indicando que a alta plasticidade adaptativa pode ser uma das
razbes dos muitos habitats diferentes onde vivem as Tillandsia. Este carater polinico é,
provavelmente, um carater plesiomoérfico que permitiu ao género Tillandsia diferenciar
espécies bem adaptadas a ambientes aridos e outras que vivem em florestas mésicas. Os
autores também verificaram que, ao contrario de outros grédos de pélen, os de Tillandsia
seleriana mantém uma consideravel quantidade de amido na célula vegetativa até a
deiscéncia da antera, porém estes ndo apresentaram frutanos, fato esse revelado no
resultado negativo obtido no teste da inulina. De acordo com a classificacdo do polen,
que considera como carater principal o contetdo de agua (Nepi et al. 2001), o pélen de T.
seleriana mostrou caracteres de ambas as categorias (p6len parcialmente desidratado e
polen parcialmente hidratado).

21 EXEMPLO DE EXPERIMENTO CONTROLADO EM~UM CONTEX:I'O DE
MUDANCAS CLIMATICAS GLOBAIS PARA AVALIACAO DA INFLUENCIA DO
AUI\!IENTO DA TEMPERATURA NA PRODUTIVIDA’DE E VIA?ILIDADE DOS
GRAQS DE POLEN DE UMA ESPECIE DE BROMELIA ENDEMICA DO ESTADO
DE SAO PAULO

Foram desenvolvidos experimentos para avaliar o impacto da temperatura alta sobre
a producéo de graos de polen viaveis e capacidade de germinagéo polinica em plantas de
Nidularium minutum Mez (subfamilia Bromelioideae), bromélia terricola rizomatosa com
cerca de 30 a 40 cm de altura, endémica da Mata Atlantica da Estagéo Biolo6gica do Alto da
Serra de Paranapiacaba, municipio de Santo André, Estado de Sao Paulo. A REBIO Alto
da Serra de Paranapiacaba (23° 46'35,9” S e 46° 18’42,9” O), tem altitude em relagéo ao
nivel do mar de 750 a 900 metros. O clima é tropical de altitude, mesotérmico super-umido,
com temperatura variando, em média, de 14 a 15° C no inverno a 21 a 22° C no verao,
cujas temperaturas anuais pdem variar de 2° a 30° C. O Bioma é da Mata Atlantica, mais
especificamente a Floresta Ombrofila Densa (Leme 2000, Lopes et al. 2009, Kurita et al.
2014).

Nidularium minutum é considerada vulneravel conforme publicado no Livro Vermelho
das Espécies Vegetais Ameacadas de Extingédo, pois apresenta um expressivo valor como
planta ornamental, podendo torna-la alvo do extrativismo (Mamede et al. 2007, Kurita et al.
2014, Flora do Brasil 2020).

As plantas foram cultivadas a partir de sementes coletadas na REBIO e mantidas
em casa de vegetacdo do Campo Experimental do Nucleo de Pesquisa em Plantas
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Ornamentais (NPPO) do Instituto de Boténica (23°38’08”-23°40’18” S e 46°36°487-46°38°00”
0), localizado a 770-825 m de altitude. Apds inducao da floragdo com uso de 700 ppm de
Ethephon, foram mantidas sob condi¢gbes controladas em camaras de crescimento por 10
dias antes da antese, estagio floral mais sensivel ao estresse (Ahmed et al. 1992), cujos
botdes florais apresentavam cerca de 3 cm de comprimento (Figura 3). As condicbes foram
ajustadas para simular o cenario atual da regido de Paranapiacada, de onde é endémica,
com termoperiodo de 25° C dia/16° C noite, e da projecdo do aumento de temperatura de
acordo com o IPCC para o final do século, com termoperiodo de 30° C dia/20° C noite (4
graus acima da situacao atual relatada para as médias de temperatura de Paranapiacaba).
As flores em pré-antese e na antese foram coletadas das inflorescéncias inferiores e
as anteras avaliadas foram retiradas do ciclo externo dos estames. Os testes utilizados
seguiram os apresentados em Santos et al. (2021), com aplicacé@o de testes histoquimicos
(Carmin acético, Lugol, Alexander, Sudan V), estimativa da viabilidade polinica e
germinacéo polinica in vitro em meio de cultura BKM (Brewbaker & Kwack 1963), avaliacéo
da morfologia polinica utilizando acetolise ACLAC (Raynal & Raynal 1971), mensuragéo
do volume polinico em pré-antese e na antese e quantificagcao polinica e dos 6vulos. Os
resultados estdo sendo avaliados e serdo futuramente publicados, mas de anteméo, viu-se
que a alta temperatura afetou grandemente a viabilidade polinica de Nidularium minutum.
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Figura 3. Plantas de Nidularium minutum Mez e seus graos de polen. Acima: Plantas na
camara de crescimento. Abaixo a esquerda: Aspecto da planta, com a inflorescéncia em
destaque. Abaixo a direita, superior: Grao de pélen sob microscopia eletronica de varredura.
Abaixo a direita, inferior: Graos de pélen e tubos polinicos germinados sob microscopia
optica. Barra da imagem de baixo a direita, superior = 10 ym; barra da imagem de baixo a
direita, inferior = 20 um (Fonte: Valéria Leobina dos Santos e Cynthia F. P. da Luz).

31 CONCLUSOES

A indUstria e a vida moderna nas grandes cidades tém fornecido um niumero quase
indefinido de agentes ambientais estressores e poluentes atmosféricos. O impacto nos
gréaos de pdlen pelos varios fatores abibticos provenientes das mudancas climaticas
continua sendo um fenémeno pouco conhecido. Frente aos cenarios de extremos climaticos
apontados nas simulagbes para o sudeste brasileiro onde as noites serdo mais quentes,
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as chuvas mais fortes e os periodos de seca mais extensos, sdo necessarios estudos que
oferecam insights sobre o desempenho reprodutivo das plantas. E importante compreender
se 0s parametros abibticos afetardo a preservacdo das caracteristicas morfologicas do
pblen ou sua taxa de viabilidade, pois anormalidades podem levar a graves consequéncias

ecologicas para a conservagao das espécies sob condi¢cdes naturais.
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