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RESUMO

AMARAL, ERICA VIRGINIA ESTEFANE DE JESUS. Instituto Federal Goiano —
Campus Rio Verde — GO, agosto de 2016. Caracterizacdo palinoldgica e molecular,
analise de imagens radiograficas em sementes e toxidez do aluminio no
crescimento radicular de Campomanesia (Myrtaceae). Orientadora: Juliana de
Féatima Sales, Coorientadores: Edésio Fialho dos Reis, Michellia Pereira Soares.

O género Campomanesia tem espécies com potencial para cultivo comercial, porém séo
de dificil identificacdo, sendo muitas vezes confundidas com a existéncia de grupos com
caracteristicas morfoldgicas distintas dentro de uma mesma espécie. O objetivo deste
trabalho foi caracterizar a espécie Campomanesia adamantium e os morfotipos da
espécie Campomanesia pubescens através de avaliacdes palinolégicas e com o uso de
marcador molecular, para auxiliar a descricdo taxondmica da espécie; avaliar a
morfologia interna de sementes de Campomanesia pubescens, com diferentes teores de
agua, por meio da analise de imagens de raios X, e sua germinacdo; e avaliar o
crescimento e a estrutura anatdmica radicular de Campomanesia pubescens sob
diferentes concentragdes de aluminio, em solugdo nutritiva simples e completa. As
avaliacdes palinoldgicas e moleculares foram feitas na Universidade Federal de Goias,
Regional Jatai, no Laboratdrio de Morfologia e Taxonomia Vegetal e no Laboratério de
Genética e Melhoramento de Plantas, com material vegetal colhido no campo
experimental da mesma instituicéo, e as analises de microscopia eletronica de varredura
dos grdos de polen foram feitas na Universidade Federal de Lavras, no Laboratério de
Microscopia Eletrénica e Analise Ultraestrutural. As analises de imagens radiograficas
foram feitas na Universidade Federal de Lavras, no Laboratorio de Anélise de
Sementes, e o teste de germinacdo foi feito no Laboratorio de Sementes do Instituto
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Federal Goiano, Campus Rio Verde. As avaliacbes da toxidez do aluminio no
crescimento radicular de Campomanesia foram feitas na Universidade Federal de Goiaés,
Regional Jatai, no Laboratério de Melhoramento de Plantas. Foram encontradas
informacBes importantes que reforcam a possibilidade de cruzamento entre
Campomanesia adamantium e Campomanesia pubescens, gerando morfotipos
intermediérios, indicando um possivel processo de hibridacdo. As duas espécies sao
simpatricas, florescem e suas flores ficam viaveis simultaneamente, ndo existindo
barreira temporal para cruzamento entre elas. As analises da morfologia dos gréos de
pélen em microscopia eletronica de varredura ndo apresentaram diferengas entre a
espécie Campomanesia adamantium e os morfotipos de Campomanesia pubescens, e as
analises da morfometria dos grdos de pélen indicaram que todos apresentam o mesmo
padrdo de tamanho, o que facilita o cruzamento. A utilizacdo dos13 primers ISSR foi
uma ferramenta eficaz no auxilio da identificacdo destas espécies e indicam
agrupamento entre elas. Concluiu-se que Campomanesia adamantium esta mais distante
do morfotipo 2 de Campomanesia pubescens e os morfotipos 1 e 3 sdo intermediarios
entre eles, podendo se tratar de hibridos. O teste de Raios X foi eficiente para
identificacdo de sementes cheias, mal formadas, danificadas e vazias, auxiliando na
escolha das sementes e melhorando a porcentagem de germinacdo. O aluminio afetou o
crescimento radicular de Campomanesia pubescens cultivada em solugdo nutritiva
simples e completa, observando-se queda na taxa de crescimento radicular e elongacgéo
radicular relativa e fitotoxidez a partir de 150 pmol L™ de aluminio na solucéo. A area
marcada com morin em células do parénquima indicam essas areas como alvo da
toxidez do aluminio, limitando o crescimento das raizes. A presenca de aluminio nas
células do floema indica a possibilidade de translocacdo deste elemento, podendo este
elemento afetar outras partes da planta. Neste sentido, o estabelecimento da espécie
Campomanesia pubescens em solos com altas concentracdes de aluminio pode ficar

comprometido, devido a limitagdo do crescimento radicular.

PALAVRAS-CHAVES: gabirobeira, taxonomia, raios X, desorganizacgéo celular.



ABSTRAT

AMARAL, ERICA VIRGINIA ESTEFANE DE JESUS. Instituto Federal Goiano —
Campus Rio Verde - GO, August 2016. Palynological and molecular
characterization, analysis of radiographic images in seeds and phytotoxicity of
aluminum on root growth Campomanesia (Myrtaceae). Advisor: Juliana de Fatima
Sales, Co-advisors: Edésio Fialho dos Reis, Michellia Pereira Soares.

Campomanesia genus has species with potential for commercial cultivation, but they
are difficult to identify, being often confused with the existence of groups with distinct
morphological characteristics within the same species. This study aimed to characterize
the Campomanesia adamantium species and morphotypes of species Campomanesia
pubescens through palynological reviews and with the use of molecular markers to
assist the taxonomic description of the species; and to evaluate the internal morphology
of Campomanesia pubescens seeds with different moisture contents by means of X-ray
image analysis and germination; and evaluate the growth and root anatomical structure
of Campomanesiapubescens under different concentrations of aluminum in simple and
complete nutrient solution. The palynological and molecular evaluations were
performed at the Federal University of Goias, Regional Jatai in Morphology Laboratory
and Taxonomy Plant and Laboratory of Genetics and Plant Breeding, with plant
material collected in the experimental field of the same institution; and the analysis of
electron microscopy scanning of pollen grains was held at the Federal University of
Lavras, in the Laboratory of Electron Microscopy and Analysis Ultra-structural. The
analysis of radiographic images were taken at the Federal University of Lavras, in the
Seed Analysis Laboratory, and the germination test was carried out at the Federal
Institute of Seed Laboratory Goias, Rio Verde Campus. Evaluations of aluminum

toxicity on root growth Campomanesia were held at the Federal University of Goiés,
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Regional Jatai, in Plant Breeding Laboratory. Important information was found that
reinforces the possibility of cross between Campomanesia adamantium and
Campomanesia pubescens, generating morphotypes intermediaries, indicating a
possible hybridisation process. Both two species are sympatric, they bloom and its
flowers are viable at the same time, with no time barrier to cross between them.
Analysis of the morphology of the pollen grains in scanning electron microscopy
showed no differences between Campomanesia adamantium species and morphotypes
of Campomanesia pubescens, and analysis of morphometry of pollen grains indicated
that all have the same standard size, which facilitates the crossing. The use of 13 ISSR
primers was an effective tool to aid in the identification of these species and indicate
grouping between them. It was concluded that Campomanesia adamantium is farthest
from the morphotype 2 of Campomanesia pubescens, and morphotypes 1 and 3 are
intermediate between them, possibly being hybrids. The X-ray test was efficient for
identification of full seeds, malformed, damaged and empty, assisting in the selection of
seeds and improving the percentage of germination. Aluminum affected root
development of Campomanesia pubescens grown in simple and complete nutrient
solution, observing decrease in root growth rate and relative root elongation, and
phytotoxicity from 150 micromol aluminum L-1 in solution. The area marked with
morin in parenchymal cells indicates these areas as targets of aluminum toxicity,
limiting the growth of the roots. The presence of aluminum in phloem cells indicates the
possibility of translocation of this element, which may affect other parts of the plant. In
this regard, the establishment of Campomanesia pubescens species in soils with high

aluminum concentrations can be compromised due to limitation of root growth.

KEYWORDS: gabirobeira, taxonomy, X ray, cellular disorganization.



1. INTRODUCAO

O Cerrado esta classificado dentro dos padrbes de vegetacdo do mundo como
savana, destacando-se pela alta biodiversidade e ocorréncia de espécies endémicas,
sendo considerado a mais rica savana do mundo e o segundo maior dominio brasileiro,
ocupando 21% do territorio nacional, superado em area apenas pela Amazonia (KLINK;
MACHADO, 2005).

Entre as espécies estudadas atualmente na regido do cerrado que merecem
destaque, estdo as gabirobeiras, que tém frutos carnosos, apreciados pela fauna e pela
populacdo local (VALLILO et al., 2008). Sao espécies frutiferas com potencial para
cultivo comercial, visando a diversificacdo da producdo e ao consumo de frutas, que
pode ser in natura ou transformadas em subprodutos pela industria alimenticia e
farmacéutica (DANNER et al., 2010), sendo necessarios estudos conclusivos para
conhecimento de algumas caracteristicas essenciais da espécie em questao.

Do ponto de vista econémico, a reproducdo € um dos principais pilares para se
manter uma cultura economicamente viavel, seja ela por meio da producdo de frutos e
de sementes ou pela propagacdo vegetativa (SILVA; PINHEIRO, 2007). Porém, apesar
da importancia dessas espécies, a coleta dos frutos ocorre de forma extrativista e
diretamente de populacGes naturais. O conhecimento basico sobre as condicdes ne-
cessarias para 0 armazenamento, a germinacdo das sementes e o estabelecimento das
plantulas para a utilizacdo das sementes, producdo de mudas e recomposicdo de
vegetacdo sao essenciais para o estabelecimento de cultivos comerciais (DRESCH et al.,
2012).

O uso de técnicas inovadoras, como a analise de imagens pelo teste de raios X
(MASETTO et al., 2007), facilita a selecdo de sementes e homogeneizacdo de lotes,

aumentando a uniformidade de germinacdo. O efeito da secagem sobre as sementes das



espécies do género Campomanesia também é caracteristica essencial, pois ndo existem
estudos conclusivos sobre a qualidade fisioldgica pds-secagem.

Outro ponto que merece destaque é a propagacdo das especies, pois sdo tipicas
do Cerrado brasileiro, que tem solos &acidos, com grande concentracdo de aluminio
(CANCADO et al., 2001). Assim, estudos para compreender 0s mecanismos de toxidez
do aluminio, a influéncia na estrutura anatémica e no crescimento radicular também séo
uma inovacdo, podendo auxiliar seu cultivo doméstico e em programas de

melhoramento genético.

1.1. Gabirobeiras

As gabirobeiras pertencem a familia Myrtaceae, género Campomanesia,
compreendendo arbustos encontrados amplamente no Cerrado das regides Sudeste e
Centro-Oeste, bem como em outros paises da América do Sul (DOUSSEAU et al.,
2011).

A familia Myrtaceae tem ampla distribuicdo no hemisfério Sul, sendo uma das
principais familias botanicas, contando com 140 géneros e 5500 espécies (BIFFIN et al.,
2010), cerca de 800 endémicas do Brasil (Sobral et al., 2015). A familia tem duas
subfamilias, sendo que somente a subfamilia Myrtoideae compreende espécies
distribuidas nas Américas do Sul e Central (ARAGAO; CONCEICAOQ, 2008). Todos 0s
representantes brasileiros da familia estdo incluidos na tribo Myrtae, que tem trés
subtribos que se distinguem pela morfologia do embrido. Entre as subtribos, destaca-se
a subtribo Mirtinae, que tem hipocotilo desenvolvido e cotilédones pequenos ou
vestigiais (REGO et al., 2010), caracteristicas de grande importancia taxonémica no
estudo da familia (MORAIS; LOMBARDI, 2006).

A familia Myrtaceae é considerada uma das familias mais complexas do ponto
de vista taxonémico, pela morfologia de folhas e flores, que sdo muito semelhantes
entre as espécies, dificultando a identificagdo (ROCHA et al., 2008). Isto pode ser
atribuido a possiveis eventos de hibridacdo associados a poliploidia, o que explica a
existéncia de caracteres intermediarios entre 0s grupos de espécies proximas, apesar de,
no geral, a familia Myrtaceae apresentar pouca variagdo no nimero de Cromossomos,
n=11 na maioria dos géneros, sendo frequentes espécies poliploides (COSTA, 2004).

As espécies do género Campomanesia variam de arvores a arbustos, Figura
1A, com ritidoma esfoliante na maioria das espécies, tricomas sempre unicelulares e

simples, venacdo geralmente broquidodromo, folhas que variam em textura e tamanho,



sendo persistentes em algumas espécies e em outras caducas, inflorescéncia uniflora,
hermafroditas, coloragéo creme esbranquicada, estames numerosos, Figura 1B, corola e
calice 5-mero e ovario infero (LANDRUM, 1986).

Figura 1. Campomanesia pubescens (Mart. ex DC.) O.Berg. A. Arbusto; B. Flores.

O género Campomanesia € um dos mais claramente definidos da familia
(LANDRUM, 1986), distinguindo-se dos demais pelo desenvolvimento dos frutos e
sementes, com a ocorréncia de um aborto sistematico de todos, exceto um dos 6vulos de
cada loculo (LANDRUM, 1982). Porém, dada a grande riqueza de espécies, ocorréncia
em diferentes ambientes e grande semelhanca morfolégica, apresenta inimeros
problemas taxonémicos (COSTA, 2004). Suas espécies sdao de dificil identificacéo,
sendo muitas vezes confundidas, como no caso de Campomanesia adamantium
(Cambess.) O.Berg Campomanesia pubescens (Mart. ex DC.) O.Berg, que sao
morfologicamente semelhantes, diferindo entre si basicamente pela presenca de
tricomas em folhas e sépalas desta Gltima espécie (ARANTES; MONTEIRO, 2002). A
espécie C. pubescens apresenta grande variabilidade entre as caracteristicas
morfolégicas, podendo identificar a formacdo de grupos com caracteristicas
morfoldgicas distintas (AMARAL et al., 2016).



A Ultima revisdo completa para o género foi feita por Landrum (1986), que
distinguiu as espécies do género em trés grupos, sendo o complexo Campomanesia
xanthocarpa composto pela maioria das espécies encontradas no Sudeste do Brasil,
incluindo as espécies Campomanesia adamantium e Campomanesia pubescens, o que é
considerado por ele o complexo mais semelhante e de dificil identificacdo, sugerindo
provavel evento de hibridacao entre estas espécies.

1.2. Ferramentas taxondmicas

As diferencas e semelhangas entre plantas sdo caracteristicas taxonémicas
passiveis de avaliacdo em larga escala pelos caracteres morfologicos (AMORIM et al.,
2008). Ferramentas como o estudo dos grdos de pélen e desconstituicdo genética sdo
usadas para diferenciar as espécies vegetais.

A palinologia € a ciéncia que estuda a morfologia dos gréos de pdlen e esporos,
apresentando diversas aplicacBes, entre elas estudos taxonémicos e de sistematica
vegetal, que tém como base o fato de os gréos de polen e os esporos terem diferencas
tipicas em cada espécie vegetal (BAUERMANN; NEVES, 2005), que se respalda nas
evidéncias estruturais da morfologia do gréo de pdlen (STANSKI, 2014).

Gréos de pdlen sdo estruturas microscopicas, produzidas em grande quantidade
ao longo do ciclo reprodutivo da planta, que podem ser transportados de diversas
formas até a parte feminina de outras plantas, possibilitando a polinizacdo (LIMA-
RIBEIRO; BARBERI, 2005). A variabilidade morfologica dos grdos de pdlen é a
caracteristica que permite o uso da palinologia em varios campos da ciéncia,
relacionando-se aos diferentes aspectos da biodiversidade vegetal brasileira (STANSKI,
2014).

Caracteristicas morfoldgicas dos grdos de polen podem ser Uteis em estudos de
taxonomia vegetal, pois sdo influenciadas pela sele¢do natural e envolvidas em varios
processos reprodutivos, incluindo a polinizacdo, dispersdo, germinagdo e nas
reconstrucdes evolutivas (OSWALD et al., 2011), o que auxilia na classificacdo
taxonémica dos grupos vegetais (LIMA-RIBEIRO; BARBERI, 2005).

Para a maioria das espécies da familia Myrtaceae, assim como para as espécies
do género Campomanesia, o polen é o recurso floral que atrai os polinizadores, sendo
ricos em carboidratos, lipidios, proteinas e vitaminas, fonte alimentar para os visitantes
florais (SILVA; PINHEIRO, 2007).



A polinizagdo é um processo bioldgico importante em todos 0s ecossistemas,
auxiliando na fertilizacdo das plantas, formagdo de frutos e sementes e contribuindo
para a manutencdo das populacfes vegetais naturais, o fluxo génico e a variabilidade
genética (CORDEIRO, 2015). E uma relacdo mutualista pela qual a formacéo dos frutos
é dependente, sendo uma das interagdes mais importantes do ciclo de vida das plantas
vasculares, o que é essencial para a evolugdo (MUSICANTE; GALETTO, 2008).

No melhoramento genético, a analise da fertilidade do pdlen é condicédo
preliminar indispensavel (DOMINGUES; TULMANN NETO; SOBRINHO, 2000),
pois sua viabilidade assegura o sucesso nas hibridagdes controladas (EINHARDT,;
CORREA; RASEIRA, 2006). Existem diferentes métodos para avaliar a viabilidade dos
grdos de polen, entre eles a germinacdo in vitro e o uso de corantes. Porém, o uso de
corante, apesar de ser um método mais rapido, pode superestimar a viabilidade, por
corar graos de polen invidveis, mas que apresentam quantidades de enzimas, amidos e
outras substancias. Assim sendo, a germinacao in vitro € o método mais eficiente para
testar a viabilidade de gréos de polen (FRANZON; RASEIRA, 2006).

Técnicas moleculares também vém sendo amplamente utilizadas para auxiliar
estudos taxondmicos, pois a variabilidade genética entre genoétipos intra e inter-
especificos pode ser analisada utilizando marcadores moleculares. Os marcadores
moleculares RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA), AFLP (Amplified
Fragment Length Polymorphism) e SSR (Simple Sequence Repeats) sdo 0s mais
frequentemente utilizados para a caracterizacdo na familia Myrtaceae (KOERBER; A.;
SEEKAMP, 2013; LOPEZ-SEPULVEDA et al., 2013; MIRANDA et al., 2016; RAI;
PHULWARIA; SHEKHAWAT, 2013; RANUCI et al., 2013; VILELA et al., 2012).
Contudo, esses marcadores apresentam algumas limitacbes ndo evidenciadas no
marcador ISSR (Inter Simple Sequence Repeat), que vem sendo utilizado em estudos
com a familia Myrtaceae (BRANDAO, 2008; CHEZHIAN; YASODHA; DASGUPTA,
2012; OLIVEIRA et al., 2014).

O wuso de marcadores ISSRs pode ser empregado para estudos de
polimorfismos baseados em SSR, sendo uma poderosa ferramenta para analises
moleculares, de diversidade genética e variabilidade genética, pois utiliza uma
sequéncia simples repetida como oligonucleotideo iniciador (Primer) para amplificar
um fragmento de DNA situado entre dois microssatélites invertidos, gerando um alto
grau de polimorfismo (SILVA et al., 2011). Por ser uma técnica multiloco, que néo

necessita do conhecimento prévio da sequéncia de DNA alvo, o ISSR se torna um



marcador de baixo custo, de facil uso e de grande reprodutibilidade (MATTHEWS et
al., 1999).

1.3. Germinacgédo de Sementes

Todas as espécies de Myrtaceae do Brasil apresentam frutos carnosos, com
sementes envolvidas por poupa carnosa e rica em A&gua, embrides facilmente
observados, com pouco ou nenhum endosperma nas sementes maduras (LANDRUM;
KAWASAKI, 1997), e com grande quantidade de agua.

O teor de agua das sementes é fundamental durante algumas fases, como nos
processos de formacgdo e maturacdo (BARBEDO; MARCOS FILHO, 1998). Neste
contexto, as sementes podem ser classificadas em sementes ortodoxas, que suportam a
dessecacdo no final do seu amadurecimento e o armazenamento por longos periodos de
tempo, e sementes recalcitrantes, que tém elevado teor de agua na maturidade e séo
intolerantes a dessecacdo (DOUSSEAU et al., 2011).

A desidratacdo de sementes € uma caracteristica importante, pois o processo de
tolerancia a dessecacdo permite a ampliacdo do periodo de seu uso para além da época
em que elas sdo produzidas, contribuindo para a conservacao e preservacao da espécie
(BARBEDO; BILIA; FIGUEIREDO-RIBEIRO, 2002). Porém, altera¢6es bioquimicas,
decorrentes de processos como a secagem das sementes, podem afetar sua germinacao.

A longevidade das sementes corresponde ao periodo em que elas se mantém
viaveis, sendo capazes de germinar quando em condicBGes favoraveis, caso ndo haja
dorméncia, e isso varia em poucos dias para as sementes recalcitrantes, o que restringe
seu prazo de utilizacdo (FONSECA; FREIRE, 2003). A preservacdo das sementes em
temperaturas negativas € o processo mais utilizado, porém sementes recalcitrantes sdo
susceptiveis a danos causados por estas temperaturas, pela formacdo de cristais de gelo
nos tecidos, o que pode ocasionar a ruptura das membranas, provocando perda da
viabilidade (WU et al., 2013).

Com isso, a conservacdo de sementes é a forma mais comum de preservacao de
uma espeécie ex situ, ja que a semente € a unidade de propagacgdo natural para a maioria
das espécies de plantas superiores (SANTOS, 2001). Neste caso, a preservacdo da
qualidade fisioldgica das sementes é fundamental para a manutencdo dos bancos de
germoplasma e para o processo de repovoamento da vegetagdo em areas degradadas,
pois permite 0 uso de espécies vegetais em épocas e locais diferentes daqueles de sua
origem (KOHAMA et al., 2006).



A divisdo priméaria das sementes em duas classes - recalcitrantes e ortodoxas -
considera basicamente a intolerancia a dessecacdo, a curta longevidade e a intolerancia
a temperaturas negativas. Porém, atualmente, acrescentou-se a classe das sementes
intermediarias, que também sdo intolerantes as temperaturas de congelamento e a
secagem até 10% de teor de 4gua (BONJOVANI; BARBEDO, 2008). Muitas espécies
tém uso limitado pela inexisténcia de informacgdes sobre 0 manejo de suas sementes
(DELGADO; BARBEDO, 2007), confirmando a necessidade de estudos com sementes
de diferentes espécies recalcitrantes para o conhecimento do grau de umidade critico ou
letal suportado.

Durante o processo de formacdo da semente, colheita, transporte e
beneficiamento, podem ocorrer injurias mecanicas, sendo necessarias técnicas que
indiguem os locais e a extensdo dos dados causados nas sementes (NUNES et al., 2014).
Com isso, atualmente, sdo empregadas algumas técnicas para auxiliar a melhoria da
qualidade do lote de sementes e uniformizar a germinacao, entre elas, o teste de raios X,
considerado um método rapido e ndo destrutivo da semente, permitindo a avaliacdo da
morfologia do embrido e do endosperma da semente (BURG et al., 1994). Este método
foi introduzido na Suécia por Simack e Gustafsson em 1953 para avaliar a qualidade de
sementes de algumas coniferas (MASETTO; FARIA; QUEIROZ, 2008), possibilitando
a obtencdo de informacgbes sobre a ocorréncia de sementes mal formadas e vazias,
podendo influenciar a germinacdo (AMARAL et al., 2011).

Recomendado pela ISTA (2004), o teste de raios X pode ser utilizado para
varias espécies, pois é uma técnica rapida, simples e com aplicacdo direta na
identificacdo de danos internos nas sementes (CARVALHO et al., 2009), sendo uma
técnica promissora e precisa, em que a semente pode ser avaliada individualmente em
imagens de areas danificadas e sua extensdo (FORTI; CICERO; PINTO, 2008).

Nessa técnica, as sementes sdo colocadas em um filme fotossensivel, expostas
a uma fonte de baixa energia de raios X, que atravessam a sementes, atingindo o filme,
criando uma imagem latente (KOBORI; CICERO; MEDINA, 2012). Quando 0s raios X
passam através da semente, a radiacdo é absorvida em varios graus, dependendo da
espessura, densidade, composicdo da semente e do comprimento da onda da radiacéo,
criando uma imagem permanente no filme radiografico (LIMA et al., 2013). A
eficiéncia do teste depende de procedimentos especificos para a espécie em estudo
como a determinacdo do melhor tempo e intensidade de radiacdo a que as sementes

ficam expostas durante a execucdo do teste (MASETTO et al., 2007).



A vantagem da utilizagdo do teste de raios X em sementes, para determinar a
qualidade fisica, sdo a rapidez e a conservacdo da viabilidade das sementes testadas,
sendo possivel submeté-las a outros testes fisioldgicos depois das radiografias,
relacionando aos resultados do teste de raios X (MUXFELDT et al., 2012).

O teste de raios X ja foi empregado em diversas espécies cultivadas além de
algumas espécies nativas, ndao havendo trabalhos com espécies nativas da familia

Myrtaceae.

Tabela 1. Trabalhos publicados com a utilizacdo do teste de raios X.

Glycine max (soja) PINTO; CICERO; FORTI, 2007

Lycopersicon esculentum BURG et al., 1994

(tomate)

Cucurbita moschata CARVALHO et al., 2009; NASCIMENTO et al., 2002

(abdbora)

Zea mays (milho) CARVALHO et al.,, 1999; CICERO; BANZATTO
JUNIOR, 2003

Ricinus communis (mamona) CARVALHO; ALVES; OLIVEIRA, 2010; KOBORI;
CICERO; MEDINA, 2012
Phaseolus vulgaris (feijao) FORTI; CICERO; PINTO, 2008

Tabebuia heptaphylla AMARAL etal., 2011

Eugenia pleurantha MASETTO et al., 2007

Cedrella fissilis MASETTO; FARIA; QUEIROZ, 2008
Bauhinia forficata MATTOS; MEDEIRQS, 2000

Ilex paraguariensis MATTOS; MEDEIROS, 2000
Cryptocarya aschersoniana ~ MUXFELDT et al., 2012

Peltophorum dubium OLIVEIRA; CARVALHO; DAVIDE, 2003
Cecropia pachystachya PUPIM et al., 2008

1.4. Fitotoxidez do Aluminio

O aluminio é o terceiro elemento mais abundante na crosta terrestre, ocupando
cerca de 8% dela, mas ¢ um dos principais contaminantes de metal do meio ambiente
(ACHARY et al., 2008). Isto causa problemas de toxidade em solos &acidos, limita o
crescimento das plantas e a producéo agricola (MIGUEL et al., 2010).

A maior parte do aluminio em solos € incorporada na forma de
aluminosilicatos e outros precipitados inofensivos para as plantas (BRUNNER;
SPERISEN, 2013), porém, em solos acidos, o aluminio é solubilizado na solugdo do
solo na forma de céation trivalente (AI**), que resulta em fitotoxidade. O aluminio, em
concentragfes micromolares, pode inibir 0 alongamento da raiz em minutos ou horas, ja
que o apice radicular € um local critico de percepcdo da toxidade do aluminio e
expressao da resisténcia (CAl et al., 2011a).



Uma estratégia para diminuir os efeitos toxicos do aluminio é a incorporagdo
de calcério, porém a capacidade corretiva dessa técnica ndo ultrapassa as camadas
superiores do solo, impossibilitando o crescimento normal do sistema radicular dos
vegetais (MIGUEL et al., 2010).

A fitotoxidez por aluminio é considerada fator que limita a produgdo das
culturas em solos &cidos, pois em solos com pH inferior a 5,0 0 aluminio trivalente
(AI*"), considerado o mais téxico, prevalece na soluc&o do solo, inibindo o crescimento
das raizes, o que limita a exploracdo das camadas mais profundas do solo, restringindo a
absorcdo de agua e nutrientes (ALVES et al., 2004).

A inibicdo do crescimento do sistema radicular € um indice amplamente
utilizado para medir a toxidade por aluminio (POSCHENRIEDER et al., 2008), além
disso, outros sintomas sdo visiveis como a clorose nas folhas, o crescimento de plantas
raquiticas, além de alteragdes na parede celular, membrana plasmaética, citoesqueleto e
ndcleo (ACHARY et al., 2008).

Algumas plantas desenvolveram mecanismos de tolerancia ao aluminio, entre
eles um mecanismo interno, em que o aluminio é inativado por algumas enzimas ou
isolado no interior do vactolo (FREITAS et al., 2006); e um mecanismo externo, que
tem como base a exclusdo de aluminio pela liberacdo de acidos organicos pelas pontas
da raiz, geralmente citrato e malato, que se ligam ao aluminio, formando complexos
estaveis, que impedem sua absorcdo pela planta, como uma forma de protecdo contra
seus efeitos tdxicos (CAIl et al., 2011b). Também existem plantas com genotipos
resistentes ao aluminio, geralmente, acumulam menos aluminio no apice da raiz que
plantas com genotipos sensiveis, pois 0s mecanismos de exclusdo desempenham papel
importante nos mecanismos de resisténcia (CAl et al., 2011a).

Plantas desenvolvidas em solos com altas concentrages de aluminio toxico
apresentam sintomas de deficiéncia nutricional de P, Ca, Mg, K e Mo, pois ele
influencia nos processos de absorc¢éo, transporte e uso desses nutrientes, pela inducao,
provocada pelo aluminio, de deposicdo de calose nos canais plasmodesmaticos, inibindo
fisicamente o transporte simpléstico entre as celulas (CANCADO et al., 2001),
tornando-se indiretamente responsavel pela insuficiéncia do transporte pela raiz e
processos metabdlicos na parte aérea (RIBEIRO et al., 2013). Além disso, a mudanca de
homeostase celular do Ca®* e da competicdo por canais de Ca*" é outro efeito prejudicial
do aluminio, afetando em maior ou menor intensidade varios processos celulares
(CANCADO et al., 2001).
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Para avaliacdo da absorcdo e acumulacdo de aluminio nos tecidos das raizes,
sdo utilizados alguns métodos, entre eles o uso de corantes especificos, 0 Morin, que é
um fluorocromo altamente sensivel ao aluminio, podendo detectar concentragdes muito
baixas deste metal (ETICHA; STAS; HORST, 2005).

O uso de sistemas de hidroponia para avaliagdo da toxidez por aluminio €
adequado para avaliacdo de plantas resistentes e tolerantes a aluminio, devido as
condicdes controladas do ambiente, proporcionando vantagens como o pronto acesso ao
sistema radicular e a possibilidade de controle do pH e as concentracGes de aluminio e
outros importantes na solugéo nutritiva (MIGUEL et al., 2010).

A técnica de hidroponia se refere ao cultivo em &gua, possibilitando o
desenvolvimento rapido para o cultivo de diversas hortalicas, apresentando inimeras
vantagens sobre o cultivo tradicional (FURLANI et al., 2014a). A composi¢cdo de uma
solucgéo nutritiva ideal para ser utilizada para esse tipo de cultivo depende ndo somente
das concentracfes dos nutrientes, mas também de outros fatores ligados ao cultivo,
como o tipo de sistema hidropénico, fatores ambientais, época do ano, fenologia e
especies vegetal (FURLANI et al., 2014b).
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2. OBJETIVOS

O objetivo deste trabalho foi fazer a caracterizacdo palinoldgica e molecular da
espécie Campomanesia adamantium e dos morfotipos da espécie Campomanesia
pubescens; avaliar a morfologia interna de sementes de C. pubescens, com diferentes
teores de 4gua, por meio da analise de imagens de raios X, e sua germinacdo; e avaliar o
crescimento e a estrutura anatdmica radicular de C. pubescens sob diferentes
concentragfes de aluminio, em cultivo hidrop6nico, com solugdo nutritiva simples e

completa.



3. CAPITULO |

(Normas de acordo com a revista Plant Biology)

CARACTERIZACAO PALINOLOGICA E USO DE MARCADOR ISSR

EM Campomanesia (Myrtaceae)

RESUMO

O género Campomanesia tem potencial para cultivo comercial, mas sdo de dificil
identificacdo, com a existéncia de morfotipos para algumas espécies. Com isso,
objetivou-se neste trabalho caracterizar a espécie Campomanesia adamantium e 0s
morfotipos da espécie Campomanesia pubescens, através de avaliagdes palinoldgicas e
com o uso de marcador molecular, para auxiliar a descri¢cdo taxonémica da espécie. O
material vegetal foi coletado no campo experimental da Regional Jatai da Universidade
Federal de Goiés, na floracdo de 2014, e as analises feitas no Laboratorio de Morfologia
e Taxonomia Vegetal e no Laboratorio de Genética e Melhoramento de Plantas da
mesma instituicdo. A analise de microscopia eletronica de varredura foi feita na
Universidade Federal de Lavras. Foram encontradas informacfes importantes que
reforcam a possibilidade de cruzamento entre Campomanesia adamantium e
Campomanesia pubescens, gerando morfotipos intermediarios, indicando um possivel
processo de hibridacdo. As duas espécies florescem e suas flores ficam viaveis
simultaneamente. As andlises da morfologia dos grdos de pdlen em microscopia
eletrobnica de varredura ndo permitiram verificar diferencas entre a espécie
Campomanesia adamantium e os morfotipos de Campomanesia pubescens estudados e,

as analises da morfometria dos graos de polen indicaram que todos tém o mesmo padrédo
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de tamanho, o que facilita o cruzamento. A utilizagdo dos 13 primers ISSR foi eficaz no
auxilio da identificacdo destas espécies, indicando um agrupamento entre elas. Pode-se
concluir que Campomanesia adamantium estd mais distante do morfotipo 2 de
Campomanesia pubescens, e os morfotipos 1 e 3 sdo intermediarios entre eles, podendo

se tratar de hibridos.

Palavras-chave: gabiroba; gréos de polen; hibridacdo; taxonomia.

CHARACTERIZATION PALYNOLOGICAL AND ISSR MARKER FOR
USE IN Campomanesia (Myrtaceae)

ABSTRAT

The Campomanesia genus has potential for commercial cultivation, but these are
difficult to identify, with the existence of morphotypes for some species. Thus, the aim
of this study was to characterize the Campomanesia adamantium species and
morphotypes of species Campomanesia pubescens through palynological reviews and
with the use of molecular markers to assist the taxonomic description of the species.
The plant material was collected in the experimental field of Jatai Regional Federal
University of Goias, in bloom of 2014, and analyzes were performed in the Morphology
Laboratory of Plant Taxonomy and in the Laboratory of Genetics and Plant Breeding
belonging to the same institution. Analysis of scanning electron microscopy was
performed at the Federal University of Lavras. Important information was found that
reinforce the possibility of cross between Campomanesia adamantium and
Campomanesia pubescens, generating morphotypes intermediaries, indicating a
possible hybridisation process. Both species flower and its flowers are viable
simultaneously. Analysis of the morphology of the pollen grains in scanning electron
microscopy not allowed to verify the differences between the Campomanesia
adamantium and morphotypes of Campomanesia pubescens studied, and the analysis of
morphometry of pollen grains indicated that all have the same standard size, facilitating
the cross. The use of 13 ISSR primers was an effective tool to aid in the identification of
these species and indicating a grouping between them. It can be concluded that

Campomanesia adamantium is farthest from the morphotype 2 from Campomanesia
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pubescens, and morphotypes 1 and 3 are intermediate between them, possibly being
hybrids.

Keywords: gabiroba; pollen grains; hybridization; taxonomy.

3.1. INTRODUCAO

A familia Myrtaceae é uma das principais familias botanicas, com 140 géneros
e 5500 espécies (Biffin et al., 2010), sendo cerca de 800 endémicas do Brasil (Sobral et
al., 2015). Pode-se destacar o género Campomanesia, representado por 40 espécies
distribuidas na América do Sul (Oliveira et al.,,2012), 32 endémicas (Sobral et al.,
2015).

Conhecidas como gabirobeiras sdo espécies nativas do Brasil, tém distribuicdo
ampla em todo centro-oeste e em alguns estados do Norte, Nordeste, Sudeste e Sul do
pais (Sobral et al., 2015). Suas espécies sao de dificil identificacdo, sendo muitas vezes
confundidas, como no caso de Campomanesia adamantium (Cambess.) O.Berg e de
Campomanesia pubescens (Mart. ex DC.) O.Berg, que sd&o morfologicamente
semelhantes, diferindo entre si basicamente pela presenca de tricomas em folhas e
sépalas desta Ultima espécie (Arantes & Monteiro, 2002). Com base nas descrices
originais e auxilio de trabalho de campo e material de herbarios, Amaral et al. (2016)
identificaram trés morfotipos para a espécie Campomanesia pubescens, com caracteres
intermediarios de Campomanesia adamantium.

Landrum (1986) afirma que parte da variabilidade de Campomanesiapubescens
se deve a hibridacdes naturais, que ocorre por polinizacdo cruzada interespecifica. E um
trabalho de Torezan-Silingardi & Del-Claro (1998) constatou que o sistema sexual de
Campomanesia pubescens e autocompativel, embora a formacgdo dos frutos ocorra
principalmente por polinizagdo cruzada, o que presume a existéncia de fluxo génico. A
auséncia de barreiras de isolamento eficazes pode levar ao processo de hibridacéo
(Wendt et al., 2008). Outro fator que pode favorecer a hibridacdo € o numero
cromossémico, que, para a familia Myrtaceae, apresenta pouca variagao (Costa & Forni-
Martins, 2006a), como observado por Costa & Forni-Martins, 2006b) em populagdes de
Campomanesia adamantium e Campomanesia pubescens, que tém estado diploide (2n =
22).
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Com isso, é necessario 0 uso de desenvolvimento de trabalhos que auxiliem a
correta identificagdo dessas espécies, como a palinologia, uma importante ferramenta
para estudos taxonémicos e ambientais (Cancelli et al., 2007). Neste sentido, é
importante conhecer caracteristicas que fornecam subsidios para constatar a ocorréncia
de possiveis cruzamentos entre as espécies, explicando a formagdo de caracteres
morfolégicos intermedidrios. Um dos trabalhos que podem auxiliar € o estudo da
morfologia dos grdos de polen, por se basear nas diferencas tipicas apresentadas por
cada espécie vegetal, principalmente no que diz respeito ao tamanho e forma
(Bauermann & Neves, 2005).

Além disso, com a utilizacdo de ferramentas moleculares, é possivel quantificar
a diversidade genética através de marcadores moleculares (Brandao, 2008), tendo
acesso a informacdo diretamente do DNA, obtendo uma melhor caracterizacdo das
espécies deste género, mesmo tendo caracteristicas morfoldgicas proximas, pois podem
ter influéncia do ambiente. Na literatura, sdo encontrados alguns trabalhos utilizando
ferramentas moleculares para avaliar a variabilidade genética contida em algumas
espécies do género Campomanesia, incluindo Campomanesia adamantium e
Campomanesia pubescens (Assis et al., 2013; Miranda et al., 2016), porém nenhum
com enfoque de caracterizacdo molecular para auxilio na taxonomia do género.

O objetivo deste trabalho foi caracterizar a espécie Campomanesia
adamantium e os morfotipos da espécie Campomanesia pubescens, através de

avaliacdes palinoldgicas e com o uso de marcador molecular.

3.2. MATERIAL E METODOS

O material vegetal foi coletado do campo experimental da Regional Jatai da
Universidade Federal de Goias (REJ-UFG), onde existem acessos de Campomanesia
coletados em 17 municipios do estado de Goias, da regido Sudoeste até o entorno do
Distrito Federal. As coletas foram feitas na floragdo de 2014, entre 0s meses de agosto e
outubro. Foi utilizada a classificacdo proposta por Amaral et al. (2016), aceitando a

existéncia de trés morfotipos para a espécie Campomanesia pubescens.

3.2.1. Viabilidade polinica e receptividade estigmatica
As analises para viabilidade polinica foram feitas utilizando, aproximadamente,

10 flores em antese de Campomanesia adamantium e de cada um dos morfotipos de
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Campomanesia pubescens estudados. Os grdos de polen foram espalhados em laminas e
cobertos com solucdo aquosa de aglcar a 20% de grau brix, como substrato, deixados
em temperatura de + 25 °C e analisados apds 24 horas (adaptado de Dafniet al., 2005).
Foi contabilizada a porcentagem de gréos de polen germinados, sob microscopio éptico
binocular, tendo sido feita contagem, aleatoria de 100 grdos de polen e avaliada a
porcentagem de grdos germinados. Considerou-se a germinacao quando o tubo polinico
ultrapassou o diametro do gréo de polen (Chia et al., 2009).

A receptividade do estigma foi verificada em campo, observada com o auxilio
de uma lupa de méo e uso de peroxido de hidrogénio, em flores em antese, colocado
uma gota sobre o estigma e observando, com lupa de mao, presenca de bolhas, que
cessa quando a receptividade termina. Avaliou-se uma média de 10 flores de cada

espécie durante 10 dias, sempre por volta das 8 horas da manha.

3.2.2. Caracterizacdo Morfoldgica dos gréos de polen

Para a analise da morfologia dos grdos de polen, foram utilizadas pelo menos
cinco flores frescas em pré-antese de cada uma das espécies e 0s respectivos morfotipos
analisados, sendo que para o morfotipo 3, foram utilizadas flores de exsicatas,
reidratadas, pela indisponibilidade de material fresco. As anteras foram maceradas para
retirada dos grdos de podlen e, em seguida, submetidas ao processo de acetolise
(Erdtman, 1960, adaptado de Dafni et al., 2005). O material polinico foi fixado em
alcool 70% e transportado para a Universidade Federal de Lavras (UFLA).

As analises foram feitas em microscopio eletrénico de varredura no
Laboratorio de Microscopia Eletronica e Analise Ultraestrutural do Departamento de
Fitopatologia da UFLA, tendo as imagens sido capturadas utilizando camera digital
acoplada ao microscépio, com auxilio do software Leica Application Suite (LAS EZ), e
transferidas para um DVD, retornando a REJ-UFG para descricdo das caracteristicas
morfoldgicas.

As descrigdes dos graos de pdlen foram feitas com o uso das terminologias e
critérios de classificagdo propostos por Barth (1965) e Barth & Barbosa (1972).

Para a analise da morfometria polinica em microscopia optica (MO), foram
utilizadas flores frescas para montagem das laminas em glicerina. Os grdos de pdlen
foram fotomicrografados e medidos com auxilio de software especifico do equipamento
Leica Application Suite — LAS EZ, as medidas foram expressas em micrdmetros (um) e

os tamanhos, de acordo com a classificacdo proposta por Barth (1965).
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Foram analisados dez grdos de polen, de cinco flores diferentes, totalizando 50
grdos de polen. Para o morfotipo 3, devido a indisponibilidade de material, foram
utilizados os gréos de pdlen submetidos a acetolise, montados em gelatina glicerinada,
com lamina permanente.

Foram medidos o comprimento e a largura dos gréos de p6len em vista Polar (P),
Figura 1A, e comprimento e largura em vista Equatorial (E), Figura 1B, calculando-se a

média aritmética (J? ), 0 desvio padrédo (5¥) e a amplitude do tamanho dos grdos de
polen, descritos nessa ordem, com os valores de amplitude entre parénteses. A forma
dos gréos de polen é dada pela razdo do maior eixo polar dividido pelo maior eixo
equatorial (P/E).

As analises estatisticas foram feitas com auxilio dos softwares Systat e Genes

(Cruz, 2013) e as médias, comparadas pelo teste Tukey a 5% de probabilidade.

Figura 1. Grdos de polen de espécies de Campomanesia fotomicrografados em
microscopio Otico, objetiva 100x. A. Vista polar; B. Vista equatorial.

3.2.3. Caracterizagdo Molecular

As andlises moleculares foram feitas no Laboratério de Genética e
Melhoramento de Plantas da Regional Jatai da Universidade Federal de Goias. Foram
coletadas folhas em estado intermediario de maturacdo de 10 acessos da espécie
Campomanesia adamantium e dos trés morfotipos de Campomanesia pubescens para
compor o “bulk” de DNA utilizado nas analises de PCR.

A extracdo do DNA foi feita utilizando o método CTAB, conforme Carvalho et
al.(2012). Para as analises moleculares, foram utilizados 13 primers ISSRs (Tabela 1).

As reacOes de amplificacdo dos ISSRs foram preparadas para um volume final de 13
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uL, contendo 5 pL de Master Mix (Taq DNA Polimerase, tampédo de PCR e dNTPs),
que corresponde a 1X da solugéo, 3 Mm de MgCl,, 1 pL de BSA (a 0,25 mg/ pyL), 0,4
UM primer e 20 ng de DNA.

As amplificacBes foram feitas em termocicladores Veriti (Applied Biosystems),
nas seguintes condicdes: 95 °C por 4 minutos (1 ciclo), 94 °C por 60 segundos, 42 — 46
°C por 45 segundos (dependendo do primer), 72 °C por 60 segundos (40 ciclos); e uma
extensdo final a 72 °C por 07 minutos (1 ciclo). A separacao eletroforética foi feita em
gel de agarose a 2,5%, durante trés horas, a 70 volts.

Os marcadores ISSR gerados foram convertidos em uma matriz de dados
binarios, a partir da qual foram estimadas as distancias genéticas entre as espécies
estudadas, com base no complemento do coeficiente de similaridade de Jaccard. A
matriz de dissimilaridade genética foi utilizada para estimar as coordenadas principais
para a espécie de Campomanesia adamantium e os trés morfotipos de Campomanesia
pubescens, e os escores foram projetados em um plano tridimensional. As analises das

coordenadas principais foram pelo programa Genes (Cruz, 2013).

3.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.3.1. Viabilidade polinica e receptividade estigmética

Observou-se que todas as flores em antese, por volta das 8 horas da manhg,
estavam com seus estigmas receptivos e os grdos de pdlen com média com de
viabilidade de 23% para Campomanesia adamantium e de 27% para os morfotipos de
Campomanesia pubescens, o que levou a conclusdo de que ndo ocorre diferenciacdo
temporal na maturacdo dos 6rgdos reprodutivos das duas espécies analisadas.

Franzon et al. (2006) também encontraram valores semelhantes para a
germinacdo in vitro de polens de Campomanesia xanthocarpa, coletados em botédo
floral, e valores proximos a 50% em flores em antese. Valores diferentes foram
encontrados por Borém (2009), tendo a viabilidade dos grdos de pdlen de
Campomanesia pubescens alcangado 90% em teste feito com o0 uso de carmim acético
para marcar 0s grdos de polen viaveis, porém Baez et al. (2002) concluiram que o uso
de corantes em teste de viabilidade de grdos de pdlen superestima os dados quando
comparados a germinacdo in vitro, pois o corante marca os grdos de poélen néo

abortados, que podem néo estar viaveis.
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Pode-se dizer que as duas espécies observadas estdo com seus estigmas
receptivos e seus graos de polen férteis ao mesmo tempo. Observou-se que as duas
espeécies abrem poucas flores por dia, durante muitos dias, como também observado por
Proenca & Gibbs (1994) em Campomanesia pubescens, aumentando a taxa de
polinizacdo cruzada, tanto intraespecifica como interespecifica, pois aumenta o periodo
reprodutivo da planta, assim como a movimentagdo dos polinizadores em busca de
recursos, favorecendo um possivel fluxo interespecifico de polen, ja que existe
similaridade entre as flores. Também reforca a ndo existéncia de barreira temporal para
0 cruzamento entre as duas espécies.

A polinizagdo cruzada é um mecanismo da natureza que incrementa a
variabilidade genética, reduz as chances de depressdo por endogamia, além de auxiliar
na melhor adaptacdo populacional as mudancas ambientais (Morran et al., 2009).
Também favorece a recombinacdo génica e contribui para a variabilidade morfoldgica,
pois possibilita o cruzamento de individuos com caracteristicas diferentes.

A formacdo de frutos em Campomanesia pubescens é estatisticamente superior
por polinizacdo cruzada, como observado por Proenca & Gibbs (1994), assim como em
Campomanesia phae, ndo tendo ocorrido formagdo de frutos nos tratamentos de
autopolinizacdo manual (Cordeiro, 2015). Com isso, podemos dizer que essas plantas se
reproduzem por polinizacdo cruzada, sem controle de origem do pélen, com chance de
ocorréncia de cruzamentos entre as espécies Campomanesia adamantium e
Campomanesia pubescens, ja& que ndo apresentam barreiras de isolamento para o
cruzamento, o que pode gerar individuos com caracteristicas intermediarias entre as
duas espécies, formando individuos morfologicamente diferentes, como encontrado em

campo para individuos de Campomanesia pubescens.

3.3.2. Caracterizacdo morfoldgica dos graos de polen

- Campomanesia adamantium: apresenta graos de polen pequenos, isolados em
monades’, com simetria radial?, isopolar®, triangular, suboblato®, P/E = 0,79 + 0,13(0,57
— 1,22), aperturados®, tricolporado®, apocélpio convexo’ (Figura 2A). P = 15,37 + 2,09
(11,59 — 21,60), E = 11,93 + 1,49 (10,00 — 17,10).

- Campomanesia pubescens morfotipo 1: apresenta grdos de pdlen pequenos,
isolados em ménades, com simetria radial, isopolar, triangular, suboblato, P/E = 0,80 +
0,14 (0,59 — 1,27), aperturados, tricolporado, apocolpio convexo (Figura 2B). P = 14,97
+ 2,37 (1156 - 2212, E = 11,89 + 230 (09,10 - 19,01).
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- Campomanesia pubescens morfotipo 2: apresenta grdos de pdlen pequenos,
isolados em moénades, com simetria radial, isopolar, triangular, suboblato, P/E = 0,82 £
0,14 (0,53 — 1,17), aperturados, tricolporado, apocolpio convexo (Figura 2C). P = 17,96
+1,88 (12,88 — 24,42), E =14,73 + 2,30 (11,05 — 23,10).

- Campomanesia pubescens morfotipo 3: apresenta grdos de pdélen pequenos,
isolados em ménades, com simetria radial, isopolar, triangular, suboblato, P/E = 0,76 £
0,08 (0,67 — 0,93), aperturados, tricolporado, apocdlpio convexo (Figura 2D). P = 18,61
+1,33 (16,29 — 20,86), E =13,98 + 1,75 (11,54 — 17,10).

Nota-se que 0s grdos de polen das espécies de Campomanesia analisadas ndo
tém variacdo morfoldgica e, mesmo com as médias dos valores de eixo Polar e
Equatorial variando entre os grupos, todos se enquadram na classificacdo de Barth
(1965), como pequenos, ou seja, graos de pdlen que tém seu eixo mais longo, variando
entre 10 e 25 pm.

Estes resultados confirmam a descri¢do de Stanski (2014) e de Silva et al. (2010)
para espécies de Campomanesia, em que 0s graos de pdlen tém o mesmo padrdo
morfoldgico e tamanhos pequenos, indicando pouca variacdo na morfologia polinica
dentro deste género. Porém, Stanski (2014) encontrou valores da relagdo P/E entre 1,01
a 1,13 pum, classificados como prolato-esferoidal, diferindo dos valores encontrados

neste trabalho, mas mesmo assim de tamanhos pequenos.

!M6nade: Gréao de pélen que se dispersa como unidade individual.

%Simetria radial: gréo de pélen que apresenta vérios planos de simetria.

®Isopolar: grdo de pélen que apresenta polos distal e proximal semelhantes.

“Suboblato: razdo P/E variando entre 0,75 — 0,87 pm.

*Aperturado: grdo de pélen provido de aberturas.

®Tricolporado: gréo de pélen que apresenta trés aberturas em forma de célporo (abertura composta, formada por um
colpo provido de uma ou mais endoaberturas).

"Apocdlpio convexo: area nos polos, delimitada por linhas imaginérias que ligam os pices dos célporos em gréos de
polen zonoaperturados (poros localizados na regido equatorial), que se apresenta em forma convexa.
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Figura 2. Morfologia dos grdos de polen em microscopia eletrdnica de varredura. A.
Campomanesia adamantium; B. Campomanesia pubescens morfotipo 1; C.
Campomanesia pubescens morfotipo 2; D. Campomanesia pubescens morfotipo 3.

Na anélise da morfometria dos grédos de pdlen, constatou-se diferenca entre
comprimento, Figura 3A, e largura, Figura 3B, dos grdos de po6len em vista Polar, e de
comprimento, Figura 3C, e largura, Figura 3D, em vista Equatorial de Campomanesia

adamantium com os trés morfotipos de Campomanesia pubescens.
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Figura 3. Comparacdo de médias da morfometria dos grdos de polen de espécies de
Campomanesia. A. Comprimento em vista Polar; B. Largura em vista Polar. C.
Comprimento em vista Equatorial; D. Largura em vista Equatorial; Sendo: 1 =
Campomanesia adamantium; 2 = Campomanesia pubescens 1; 3 = Campomanesia
pubescens 2; 4 = Campomanesia pubescens 3.

As analises dos graos de pélen revelaram formacao de dois agrupamentos, sendo
um formado por Campomanesia adamantium e pelo morfotipol de Campomanesia
pubescens e o outro formado pelos morfotipos 2 e 3 de Campomanesia pubescens,
indicando similaridade entre eles.

A espécie Campomanesia adamantium esta mais proxima do morfotipo 1 de
Campomanesia pubescens, ndo sendo observada diferenca para a largura dos graos de

polen em vista Polar. Morfologicamente, essas plantas também sdo semelhantes,
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apresentando sépalas arredondadas, presenca de duas bractéolas na base dos botdes,
menores que ele, e bracteas escamiformes na base dos pedunculos, diferindo somente na
presenca de tricomas, ausentes em Campomanesia adamantium e diminutos no
morfotipo 1 de Campomanesia pubescens (Amaral et al., 2016). Assim como as plantas
dos morfotipos 2 e 3 de Campomanesia pubescens que também sdo muito semelhantes,
com sepalas triangulares, bractéolas na base dos botdes, maiores que ele, e brécteas
foliformes na base dos pedunculos, com diferenca na presenca de uma glandula no apice
da antera, encontrada somente no morfotipo 3 (Amaral et al.,, 2016), sugerindo a
possibilidade de cruzamento entre esses morfotipos com Campomanesia adamantium,
contribuindo para o surgimento de caracteres intermediérios, através da formacdo de
hibridos, assim como observado em espécies simpatricas de palmeiras do género
Euterpe (Wendt et al., 2011).

Barth & Barbosa (1972) concluiram que as plantas da familia Myrtaceae
representam um grupo estenopalino, em que as diferencas na morfologia polinica séo
limitadas a caracteres secundarios, como a dimensdo dos grdos, de pequeno a médio.
Como todos os grdos de pdélen dos grupos analisados neste estudo tém tamanho
pequeno, isto pode facilitar a polinizacdo cruzada, intra e interespecifica.

Houve proximidade entre a espécie Campomanesia adamantium e o morfotipo 1
de Campomanesia pubescens, assim como dos morfotipos 2 e 3 de Campomanesia

pubescens (Figura 4).
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Figura 4. Analise multivariada de dispersdo dos valores de morfometria dos gréos de
polen, em duas dimensdes, da espécie Campomanesia adamantium e os morfotipos da
espéecie Campomanesia pubescens.

Tendo por base a morfologia dos grdos de polen, pode-se inferir que a espécie
Campomanesia adamantium e o morfotipo 3 da espécie Campomanesia pubescens sao
as espécies mais distantes e que os morfotipos 1 e 2 de Campomanesia pubescens
podem ser hibridos entre elas. Esses dados confirmam os resultados encontrados por
Amaral et al. (2016) para caracteres morfologicos da planta, em que caracteristicas
como auséncia de tricomas em Campomanesia adamantium e presenga de uma glandula
no apice da antera no morfotipo 3 de Campomanesia pubescens fazem com que sejam
mais distantes dos demais morfotipos que apresentam caracteristicas morfologicas
intermediarias.

O processo de hibridagdo ocorre naturalmente em algumas espécies, como em
duas espécies de palmeiras, Euterpe espiritosantensis e Euterpe edulis (Wendt et al.,
2011), tendo sido constatados eventos de hibridacdo entre as duas espécies, com
especificidades morfoldgicas e reprodutivas importantes, similares ao observado em
Campomanesia. Os autores tambeém reconheceram as dificuldades na identificacdo de
espécies de palmeiras com base somente em caracteres morfoldgicos, indicando
necessidade de estudos complementares para auxiliar a correta diferenciacdo das
espécies.

Atualmente, a maioria das espécies é definida com base em caracteres
morfolégicos, devido a falta de informacgdes filogenéticas e de comportamento
reprodutivo, com isso, descontinuidades morfoldgicas se refletem em limites para a
espécie (Wendt et al., 2011), sendo necessarios estudos complementares para definir

onde termina a plasticidade fenotipica e se inicia a diferenciacdo entre as espécies.

3.3.3. Caracterizagdo molecular
A reacdo de PCR apresentou padrdes de amplificacdo de excelente qualidade
(Figura 5).
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Figura 5. Padréo de amplificacdo de trés primers ISSR. Sendo: 1. C. adamantium; 2. C.

pubescens 1; 3. C. pubescens 2; 4. C. pubescens 3.

Os treze primers ISSR utilizados produziram um total de 149 amplificacdes

entre as espécies estudadas, tendo uma meédia de 11,46 bandas por ISSR, e nivel de

polimorfismo correspondente a 77,18% (Tabela 1), semelhante ao encontrado por Assis

et al. (2013), utilizando marcador RADP, obteve taxa de polimorfismo superior a 60%

em populacGes de Campomanesia spp.

Tabela 1. Descricdo dos Primers ISSR, com seus respectivos nimeros de Amplificacdes
Polimoficas (AP), Amplificagdes Monomorficas (AM), Amplificagdes Totais (AT) e a
porcentagem de Amplificacdes Porlimorficas (%AP) utilizados para analise molecular
da espécie Campomanesia adamantium e para os morfotipos de Campomanesia

pubescens.
NP Primer ™m AP AM AT % AP
1 (AC)eT 46 °C 12 1 13 92,31
2 (AG)sYC®  46°C 06 5 11 54,55
3 (AG)sYT 42 °C 11 1 12 91,67
4 (CA);YC 42 °C 11 3 14 78,57
5 (CA),YG 42 °C 05 2 07 71,43
6 (CA)G 46 °C 12 1 13 92,31
7 (CA)T 46 °C 12 1 13 92,31
8 (CT)sGC 46 °C 07 4 11 63,64
9 (CTCT),RC  42°C 11 1 12 91,67
10 (GA)sYC 42 °C 06 4 10 60,00
11 (TC)sG 42 °C 08 3 11 72,73
12 GAC(CAA)s 42°C 09 2 11 81,82
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13 TA(CAG), 42 °C 05 6 11 45,45

115 34 149 77,18

WD, R, V e Y: Oligossacarideos degenerados: D=G, A, T;R=A,G;V=G,C, A; Y =
CT.

Observou-se que a dissimilaridade entre a espécie Campomanesia adamantium e
os morfotipos de Campomanesia pubescens, com base no complemento do coeficiente
de similaridade de Jaccard, variou de 0,51 a 0,60, com media de 0,55. Esta variacao,
apesar de pequena, revela diferencas moleculares entre as espécies.

Um ponto que merece destaque foi a maior similaridade entre a espécie
Campomanesia adamantium com o morfotipo 1 de Campomanesia pubescens e a maior
dissimilaridade destes com os morfotipos 2 e 3 de Campomanesia pubescens, com base
nas coordenadas principal, Figura 6, confirmando os resultados encontrados na

morfometria dos gréos de polen.
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Figura 6. Dendrograma obtido com base na matriz de dissimilaridade gerada a partir de
115 amplificagbes polimorficas para a espécie Campomanesia adamantium e os trés
morfotipos de Campomanesia pubescens. Linha pontilhada vertical: ponto de corte no
dendrograma.

Essa divergéncia genética confirma os resultados de Amaral et al. (2016),

confirmando a maior proximidade de Campomanesia adamantium com o morfotipo 1
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de Campomanesia pubescens e seu maior distanciamento para com os morfotipos 2 e 3
de Campomanesia pubecens.

As descricdes existentes para a espécie Campomanesia pubescens (Landrum,
1986; Landrum & Kawasaki, 1997) sdo mais compativeis com o morfotipo 2, porém a
existéncia de uma glandula no apice da antera, observada no morfotipo 3, faz com que
ela se distancie mais das outras. Com isso, € aceitdvel supor que a espécie
Campomanesia adamantium e o morfotipo 2 de Campomanesia pubescens sejam
“espécies” e que as demais sejam hibridos entre elas.

A auséncia de barreiras de isolamento eficazes pode levar a formagdo de
hibridos na natureza, como observado em diferentes espécies de bromélias (Wendt et
al., 2008). No caso das espécies de Campomanesia analisadas, ndo foi observado
nenhum tipo de barreira de isolamento reprodutivo que pudesse impedir essa
hibridagdo, jA que sdo simpatricas, florescem simultaneamente e suas flores ficam
viaveis a0 mesmo tempo, ndo existindo barreira temporal para cruzamento entre elas,
sugerindo cruzamento entre as espécies e a formacéo de hibridos, levando a um possivel

processo de especiacdo, que merece ser mais bem estudado.

3.4, CONCLUSOES

As analises da morfologia dos grdos de polen, em microscopia eletrdnica de
varredura, ndo mostram diferencas entre a espécie Campomanesia adamantium e 0s
morfotipos de Campomanesia pubescens estudados. Asanalises da morfometria dos
grdos de pdlen indicaram que todos apresentam o mesmo padrdo de tamanho, com
agrupamento entre Campomanesia adamantium e o morfotipol de Campomanesia
pubescense entre os morfotipos 2 e 3 de Campomanesia pubescens.

A utilizacdo dos 13 primers ISSR reforcou o agrupamento existente entre elas,
sendo a espécie Campomanesia adamantium e o morfotipo3 de Campomanesia
pubescens os mais distantes, com os morfotipos 1 e 2 apresentando-se entre eles, com

caracteres intermediarios, podendo se tratar de hibridos.
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4. CAPITULO II

(Normas de acordo com a revista Jounal of Seed Science)

ANALISE DE IMAGENS RADIOGRAFICAS E GERMINACAO DE
SEMENTES DE Campomanesia pubescens (Mart. ex DC.) O.Berg
(MYRTACEAE) COM DIFERENTES TEORES DE AGUA

RESUMO

As gabirobeiras tém sementes recalcitrantes, por isso, seu cultivo comercial € dificil. O
objetivo deste trabalho foi avaliar a morfologia interna das sementes de Campomanesia
pubescens, com diferentes teores de agua, por meio da analise de imagens de raios X,
para verificar a influéncia na morfologia interna das sementes e da secagem na
germinacdo e no desenvolvimento de plantulas no potencial fisiolégico das sementes.
Os frutos foram coletados na zona rural de Jatai, Goias, e levados ao Laboratdrio de
Sementes do Instituto Federal Goiano, Campus Rio Verde, para processamento. Para
fixacdo dos teores de agua, as sementes com teor de agua inicial foram mantidas em
estufa com circulacdo forcada de ar a 40 °C até atingirem os teores de agua pre-
estabelecidos. Depois de secas, foram colocadas em suportes de acrilico para analise do
teste de raios X, e em seguida, submetidas ao teste de qualidade. O teste de raios X foi
eficiente na identificacdo e classificagdo de sementes de Campomanesia pubescens,
segundo seu grau de enchimento ou formacdo interna, podendo ser uma ferramenta de
auxilio da identificacdo de sementes vigorosas. A secagem pode afetar a estrutura

interna e reduzir a germinacdo das sementes de Campomanesia pubescens.
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Termos para indexacdo: gabiroba, teste de raios X, qualidade fisioldgica.

RADIOGRAPHIC ANALYSIS IMAGES AND GERMINATION OF
SEEDS Campomanesia pubescens (Mart. ex DC.) 0.Berg
(MYRTACEAE) WITH WATER LEVELS DIFFERENT

ABSTRAT

The gabirobeiras (Campomanesia pubescens) has recalcitrant seeds, that’s why its
commercial cultivation is difficult. The objective of this study was to evaluate the
internal morphology of seed of Campomanesia pubescens with different water contents
through the X-ray image analysis to check the influence on the internal morphology of
the seeds and drying on germination and seedling development the physiological
potential of seeds. The fruits were collected in rural Jatai, Goias, and taken to the
Federal Institute of Seed Laboratory Goiés, Rio Verde Campus, for processing. For
fixing the water content, the seeds with an initial water content of 43% were kept in an
oven with forced air circulation at 40 ° C to achieve the predetermined water content.
Then dried, they were placed in plexiglass holders for analysis of X-ray test, then they
returned to the seeds IF Goiano, Campus Rio Verde, to achieve the quality seed testing.
The X-ray test was efficient in identifying and classifying seeds of Campomanesia
pubescens, according to their degree of filling or internal training, and it can be a tool to
aid the identification of vigorous seeds. Drying can affect the internal structure and

reduce seed germination of Campomanesia pubescens.

Index terms: gabiroba, X-ray test, physiological quality.
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4.1. INTRODUCAO

No Brasil a familia Myrtaceae apresenta 23 géneros e 1034 espécies, sendo
cerca de 800 endémicas. Todas as espécies de Myrtaceae do Brasil apresentam frutos
carnosos, com sementes envolvidas por polpa carnosa e rica em agua, 0s embrides sdo
facilmente observados, pois pouco ou nenhum endosperma esta presente nas sementes
maduras (LANDRUM; KAWASAKI, 1997), apresentando grande quantidade de &gua
nas sementes maduras.

O género Campomanesia compreende 40 espécies, distribuidas em quase todo
o0 territorio nacional, sendo 32 endémicas (SOBRAL et al., 2015), como a espécie
Campomanesia pubescens (Mart. ex DC.) O.Berg, morfotipo 1 (AMARAL et al., 2016),
que é endémica do Brasil e encontrada em todo o centro-oeste e em alguns estados do
Norte, Nordeste, Sudeste e Sul (SOBRAL et al., 2015) com grande potencial para
cultivo.

Muitos autores classificaram as sementes de especies de Campomanesia como
recalcitrantes (DOUSSEAU et al., 2011; DRESCH et al., 2012; MELCHIOR et al.,
2006; SANTOS; FERREIRA; AQUILA, 2004; SCALON et al., 2009), no tolerando a
dessecacgdo e 0 armazenamento a baixas temperaturas, pela formacéo de cristais de gelo
no interior das células e perda da viabilidade.

A desidratacdo de sementes € uma caracteristica importante para a ampliacdo
do seu periodo de uso além da época de producdo, contribuindo para a conservacdo da
espécie (BARBEDO; BILIA; FIGUEIREDO-RIBEIRO, 2002). A longevidade da
semente € o periodo em gue ela se mantém viva, capaz de germinar quando colocada em
condicGes favoraveis, se ndo apresentar dorméncia, e isso varia em poucos dias para as
sementes recalcitrantes, o que restringe seu prazo de utilizacdo(FONSECA; FREIRE,
2003).

A avaliacdo da morfologia interna das sementes pode aumentar a identificacdo
de problemas associados ao seu potencial fisioldgico, servindo tanto como apoio aos
programas de controle de qualidade, como para elucidacdo de duvidas sobre a
anormalidade de plantulas ou a presenca de sementes ndo germinadas (LIMA et al.,
2013).

O teste de raios X em sementes € um método rapido e ndo destrutivo indicado
desde os anos 80 pela International Seed Testing Association(AMARAL et al., 2011). E

de grande valia para um grande nimero de espécies por ser um teste ndo destrutivo, com
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aplicacéo direta na identificagdo de danos internos das sementes e na selecéo de lotes de
melhor qualidade (CARVALHO et al., 2009).

Nessa técnica, as sementes sdo colocadas em um filme fotossensivel, expostas
a uma fonte de baixa energia de raios X, que atravessa a sementes, atingindo o filme e
criando uma imagem latente (KOBORI; CICERO; MEDINA, 2012). Quando 0s raios X
passam através da semente, a radiacdo é absorvida em varios graus, dependendo da
espessura, densidade, composicdo da semente e do comprimento de onda da radiacéo,
criando uma imagem permanente no filme radiografico (LIMA et al.,, 2013). A
eficiéncia do teste depende de procedimentos especificos para a espécie em estudo,
como a determinacdo do melhor tempo e intensidade de radiacdo a que as sementes
ficam expostas durante a execucédo do teste (MASETTO et al., 2007).

Com isso, o objetivo deste trabalho foi avaliar a morfologia interna e a
germinacdo de sementes de Campomanesia pubescens, com diferentes teores de agua,
por meio da analise de imagens de raios X.

4.2. MATERIAL E METODOS

O trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Sementes do Instituto Federal
Goiano, Campus Rio Verde, e no Laboratorio de Sementes da Universidade Federal de
Lavras, MG.

Os frutos de Campomanesia pubescens foram coletados, de cerca de 50
plantas, no inicio do més de novembro de 2014, em uma propriedade rural localizada no
municipio de Jatai, Goias (18° 12 10> S e 51° 44° 51> W). Apos, foram levados ao
Laboratorio de Sementes do Instituto Federal Goiano, Campus Rio Verde, onde foram
processados manualmente e as sementes extraidas. As sementes foram imersas em
solucdo de hidréxido de aménio (NH4OH) a 25%, na propor¢do de 1mL do composto
para cada 100 mL de sementes, durante 48 horas (CARMONA; REZENDE;
PARENTE, 1994) e lavadas em &gua corrente para retirada da mucilagem.

Para obtencéo dos teores de dgua de 37%, 34%, 31% e 28% b.u., as sementes
com teor de agua inicial de 43% foram mantidas em estufa com circulagdo forgada de ar
a temperatura a 40 °C, ate atingir os teores de agua estabelecidos. A reducdo do teor de
agua das sementes foi acompanhada pela perda de massa de agua. A pesagem das
sementes foi feita periodicamente em balanca analitica com resolugdo (0,001) e os
calculos foram feitos segundo metodologia adaptada de BRASIL (2009).
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Em seguida, as sementes foram colocadas em suportes de acrilico, com fita
dupla face, e enviadas ao Laborat6rio de Sementes do Departamento de Agricultura da
Universidade Federal de Lavras (UFLA), MG, onde foram expostas a diversas
intensidades de radiacdo (10, 25, 35, 45, 50 e 60 KV), em aparelho de raios X, Faxitron
MX20. O padréo de raios X especifico foi aquele que permitiu a visualizacdo nitida da
morfologia das sementes. As imagens foram salvas em CD para posterior anélise.

O teste de raios X foi feito com 200 sementes por tratamento (teores de agua),
que foram avaliadas para a obtencao de imagens das estruturas internas e mensuracéo de
possiveis danos. A disposi¢do das sementes nos suportes de acrilico foi feita de forma a
permitir melhor visualizagdo do embrido e dos espagos internos vazios das sementes.

Apds a exposicdo a radiacdo, as sementes foram enviadas ao Laboratorio de
Sementes do Instituto Federal Goiano, Campus Rio Verde, onde foi instalado o teste de
germinagdo, ocorrendo quinze dias ap6s a extracdo das sementes. A semeadura foi feita
em caixas de plastico, tipo gerbox, sobre duas folhas de papel mata-borrdo, previamente
umedecidas com agua destilada (BRASIL, 2009), contendo células individualizadas e
numeradas, mantendo a sequéncia numérica, permitindo a identificacdo da semente e
sua respectiva imagem, e colocadas para germinar em cadmara de germinacdo do tipo
Biochemical Oxigen Demand (B.O.D.), com 40% de umidade relativa média e
fotoperiodo de 12 horas.

O efeito dos diferentes teores de agua e das classes de morfologia interna foi
avaliado pelo teste de germinacgéo, sendo a avaliacdo feita no 14° dia, quando houve a
estabilizacdo no nimero de sementes com protrusdo radicular, sendo este o critério
utilizado para considera-las germinadas. Os dados foram expressos em porcentagem de
sementes germinadas (BRASIL, 2009).

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado em
esquema fatorial 5 x 4, sendo cinco teores de agua e quatro classes de sementes, com
quatro repeticGes de 50 sementes. A analise estatistica foi feita por anélise de variancia
e a comparacao de médias, pelo teste de Tukey (P<0,05), com o uso do programa Genes
(CRUZ, 2013).

As sementes foram classificadas dentro de quatro classes de preenchimento
predefinidas: sementes cheias, com a cavidade embrionéaria totalmente preenchida e
com o embrido e os cotilédones bem formados; sementes mal formadas, com a cavidade

embrionaria ndo totalmente preenchida e com embrido e/ou cotilédones mal formados;
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sementes danificadas, com algum dano na sua estrutura; e sementes vazias, com a

cavidade embrionéria sem preenchimento (MELO et al., 2009).

4.3.RESULTADOS E DISCUSSAO
A analise das imagens de raios X permitiu observar a morfologia interna das
sementes de Campomanesia pubescens e identificar sementes cheias (A), mal formadas
(B), danificadas (C) e vazias (D) (Figura 1).

Figura 1. Classes de sementes de Campomanesia pubescens (Myrtaceae), obtidas por
anélise de imagens radiograficas. Sementes cheias (A); Sementes mal formadas (B);
Sementes danificadas (C); e Sementes vazias (D).

A intensidade de radiacdo que melhor proporcionou a visualizagcdo de imagens
nitidas das sementes de C. pubescens foi de 18 KV e o tempo de exposicdo mais
adequado foi em torno de 10 segundos de exposicdo. Para sementes de pitanga-do-mato
(Eugenia pleurantha), a melhor combinacéo encontrada foi de 50 KV por 60 segundo
em aparelho similar (MASETTO et al., 2007).

Pelas andlises radiograficas, observou-se que mais de 50 % das sementes era da
classe de sementes cheias, com embrido bem formado, seguida pela classe das sementes
mal formadas e por uma pequena quantidade de sementes danificas e vazias,
independentemente do teor de agua (Tabela 1). Somente no teor de agua de 28%, a
proporcdo de sementes mal formadas foi maior que a de sementes cheias, indicando
efeito do teor de &gua sobre esta proporcao, pois a reducgdo do teor de dgua pode causar
diminuicdo do tamanho do embrido, aumentando 0s espacos vazios internos nas
sementes. Sementes mal formadas tém estruturas internas ndo integras, aumentando as
chances de ma formacéo de plantulas ou auséncia de germinacdo (NUNES et al., 2014).
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A identificacdo de sementes cheias, vazias ou mal formadas em Lychnophora
pinaster Mart. (arnica), pelo uso de imagens, também foi eficiente para classificar as
sementes viaveis (MELO et al., 2009).

Em um estudo com canela-batalha (Cryptocarya aschersonima), também foi
encontrada maior porcentagem de sementes com espagos vazios internos ou mal
formadas nas sementes dessecadas, sem implicar reducdo da germinagdo (MUXFELDT
et al., 2012), assim como observado neste estudo. Isto pode ser explicado pelo efeito
deletério que a secagem pode ter promovido na morfologia interna das sementes, o0 que
também pode ser percebido nas diferencas de porcentagem de sementes cheias entre 0s
diferentes teores de dgua (Tabela 1).

Tabela 1. Porcentagem de sementes (%S) e Porcentagem de germinagdo (%G) em
sementes de Campomanesia pubescens (Myrtaceae) submetidas ao teste de raios X e
classificadas dentro de classes nos diferentes teores de dgua das sementes. Sementes
cheias (A); Sementes mal formadas (B); Sementes danificadas (C); e Sementes vazias

(D).

Teores de dgua

Classes 90, 31% 34% 37% 43%

A 4396Db  7222Ba  7400Aa  6450Ca 74,26 Aa
26 B 5330 Aa  2071Db  2150Db  3250Bb 2426 Cb

c 220Cc  505Ac  400ABc 250BCc 0,99 Cc

D 055Ac  202Ad  050Ad  050Ad 050 Ac

A 2000Eb  6450Ba  5450Ca  3550Da 7100 Aa
o B 3250 Aa 1350Bb 10,00 CDb 10,50 CDb 12,00 BCh

C 150Ac  100Ac  050Ac  100Ac  000Ac

D 0,00 Ac 0,00 Ac 0,00 Ac 0,00 Ac 0,00 Ac

*Médias seguidas pelas mesmas letras maitisculas na horizontal e miniisculas na vertical nio
diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Observa-se que as sementes cheias apresentaram taxa de germinacdo acima de
50%, exceto nos teores de 37 e 28%, nos quais a germinacao foi inferior. A ocorréncia
de sementes cheias que ndo germinam pode ter sido causada pela presenca de
caracteristicas invisiveis ao teste de raios X, como infeccdo por microrganismos ou
deterioracdo completa (BURG et al., 1994).

Sementes de ipé-roxo, submetidas ao teste de raios X, com cavidade
embrionaria totalmente preenchida, ou com mais de 50% de preenchimento, originaram
plantulas normais (AMARAL et al., 2011), assim como observado neste estudo. O
tamanho do embrido e seu estagio de desenvolvimento podem ser caracteristicas

relacionadas ao desempenho das sementes, podendo ser definido com relagdo ao espago
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disponivel na cavidade interna das sementes (SILVA et al.,, 2013). Tendo esse fato
como referéncia, podemos afirmar que sementes cheias de Campomanesia pubescens,
Ou seja, sem espacos vazio internos, tém elevada qualidade fisioldgica.

Segundo Dousseau et al. (2011), sementes de Campomanesia pubescens
apresentam comportamento recalcitrante e sdo intolerantes a secagem, podendo ser essa
uma das explicagdes para ocorréncia de maiores médias de germinagdo das sementes
com teores de agua superiores a 31%. O teor de agua elevado por ocasido da queda dos
frutos e rapida germinacdo das sementes recalcitrantes também estdo relacionados com
a estratégia de rapido estabelecimento das plantulas (DRESCH et al., 2012; FINCH-
SAVAGE; BLAKE, 1994).

A germinacdo das sementes mal formadas variou de 10 a 32,5%, sendo que as
maiores médias de germinacdo se deram no teor de dgua de 28%, sendo estatisticamente
superior aos demais. Este fato ocorre porque a ma formacdo é menos restritiva, nao
comprometendo a viabilidade das sementes. Sementes de mamona (Ricinus communis),
parcialmente completas, também germinaram apds analise de imagens de raios x
(CARVALHO; ALVES; OLIVEIRA, 2010), porém, sementes de capitdo-do-campo
(Terminalia argentea), mal formadas, tiveram germinagdo zero (GOMES et al., 2014),
indicando que essa caracteristica é especifica e deve ser testada para as diferentes
espécies de plantas.

No teor de agua de 28%, a germinacdo das sementes mal formadas esteve
proxima de 50% do total de sementes classificadas nessa categoria, novamente
reforcando a acdo deste teor de agua sobre a categoria de sementes mal formadas. Um
trabalho com canela-batalha (Cryptocaria aschersoniana) (MUXFELDT et al., 2012)
também relaciona a existéncia de espagos vazios internos nas sementes com a reducédo
do teor de agua.

Com isso, notamos que espagos Vvazios pequenos no interior das sementes
podem ndo comprometer seu desempenho fisiolégico. O tamanho do embrido e seu
estagio de desenvolvimento podem ser caracteristicas relacionadas ao desempenho das
sementes, podendo ser definidos com rela¢do ao espago disponivel na cavidade interna
das sementes (SILVA et al., 2013).

Cerca de um por cento das sementes com algum tipo de dano na sua estrutura
foi capaz de germinar, sendo estatisticamente inferior as demais classes. Em duas

variedades de sementes de feijdo, a percentagem de germinagdo ficou entre 42,5% e
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13% em sementes com deformagdo no embrido(CARVALHO; ALVES; OLIVEIRA,
2010), mostrando que é uma caracteristica especifica.

As sementes vazias ndo germinaram, como ja era esperado, pois ndo tinham
embrido e nem endosperma no seu interior, devendo ser descartadas, assim como as
sementes com ma formacdo e danos severos, que comprometem o desempenho e
uniformidade dos lotes de sementes. A eliminacdo de sementes mal formadas,
danificadas e/ou vazias também foi recomendada pela avaliacdo da morfologia interna
de sementes de Terminalia argentea pelo teste de raios X em programas de producdo de
mudas nativas visando a assegurar um bom desempenho germinativo (GOMES et al.,
2014).

Como as classes de sementes cheias e mal formadas foram mais
representativas, Tabela 1, constatou-se que no teor de &gua de 28% houve maior
germinagdo nas sementes mal formadas, mas para os demais teores de &gua, a

porcentagem de germinacédo foi maior nas sementes cheias (Figura 2).
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Figura 2. Andlise de regressao da germinacgdo de sementes de Campomanesia pubescens
classificadas como cheias e mal formadas com diferentes teores de agua.

Apesar de ocorrer germinacdo em sementes mal formadas, esse percentual foi
baixo, ficando menor que 50%, assim como observado em outras espécies como
Cedrela fissilis (MASETTO; FARIA; QUEIROZ, 2008), Lychnophora pinaster (MELO
et al., 2009) e Ricinus communis (CARVALHO; ALVES; OLIVEIRA, 2010), podendo-

se dizer que o uso da técnica de analise de imagens por raios X & promissora,
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colaborando com a selecdo de sementes de alta qualidade e, consequentemente, no
processo de formacdo de mudas (LIMA et al., 2013; PINTO et al., 2012).

4.4, CONCLUSOES

O teste de raios X foi eficiente na identificacdo e classificacdo de sementes de
Campomanesia pubescens, segundo seu grau de enchimento ou formacdo interna,
podendo ser uma ferramenta de auxilio da identificacdo de sementes vigorosas.

A secagem pode afetar a estrutura interna e reduzir a germinacgao das sementes

de Campomanesia pubescens.

4.5. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS
AMARAL, E. V. E. DE J. et al. Descricdo morfoldgica de duas espécies de

Campomanesia Ruiz & Pavon (Myrtaceae). Revista Agrotecnologia, v. 7, n. 1, p. 42—
52, 2016.

AMARAL, J. B. DO et al. Teste de raios X para avaliacdo do potencial fisioldgico de
sementes de ipé-roxo. Revista Brasileira de Sementes, v. 33, n. 4, p. 601-607, 2011.
BARBEDO, C. J.; BILIA, D. A. C.; FIGUEIREDO-RIBEIRO, R. DE C. L. Tolerancia
a dessecacgdo e armazenamento de sementes de Caesalpinia echinata Lam. (pau-brasil),
espécie da Mata Atlantica. Revista Brasileira de Botanica, v. 25, n. 4, p. 431-439,
2002.

BRASIL. Regras para analise de sementes. Ministério ed. Brasilia: [s.n.].

BURG, W. J. VAN DER et al. Predicting tomato seedling morphology by X-ray
analysis of seeds. Journal of the American Society of Horticultural Sciences, v. 119,
n. 2, p. 258-263, 1994.

CARMONA, R.; REZENDE, L. D. P.; PARENTE, T. V. Extracdo quimica de sementes
de gabiroba (Campomanesia adamantium CAMB.). Revista Brasileira de Sementes, v.
16, p. 31-33, 1994.

CARVALHO, M. L. M. DE et al. Teste de raios X na avaliagdo da qualidade de
sementes de abdbora. Revista Brasileira de Sementes, v. 31, n. 2, p. 221-227, 2009.
CARVALHO, M. L. M. DE; ALVES, R. A.; OLIVEIRA, L. M. DE. Radiographic
analysis in castor bean seeds (Ricinus communis L.). Revista Brasileira de Sementes,
v.32,n.1, p.170-175, 2010.

CRUZ, C. D. GENES - a software package for analysis in experimental statistics and



47

quantitative genetics. Acta Scientiarum. Agronomy, v. 35, n. 3, p. 271-276, 2013.
DOUSSEAU, S. et al. Ecofisiologia da germinacdo de sementes de Campomanesia
pubescens. Ciéncia Rural, v. 41, n. 8, p. 1362-1368, 2011.

DRESCH, D. M. et al. Germinacgdo de sementes de Campomanesia adamantium
(Camb.) O. Berg em diferentes temperaturas e umidades do subtrato. Scientia
Forestalis/Forest Sciences, v. 40, n. 94, p. 223-229, 2012.

FINCH-SAVAGE, W. E.; BLAKE, P. S. Indeterminate development in desiccation-
sensitive seeds of Quercus robur L. Seed Science Research, v. 4, n. 2, p. 127-133,
1994,

FONSECA, S. C. L.; FREIRE, H. B. Sementes recalcitrantes: Problemas na pds-
colheita. Bragantia, v. 62, n. 2, p. 297-303, 2003.

GOMES, K. B. P. et al. Avaliacdo da morfologia interna de sementes de Terminalia
argentea (Combretaceae) pelo teste de raios X. Revista Ciencia Agronomica, v. 45, n.
4, p. 752-759, 2014.

KOBORI, N. N.; CICERO, S. M.; MEDINA, P. F. Teste de raios X na avaliacdo da
gualidade de sementes de mamona. Revista Brasileira de Sementes, v. 34, n. 1, p.
125-133, 2012.

LANDRUM, L. R.; KAWASAKI, M. L. The Genera of Myrtaceae in Brazil: An
Illustrated Synoptic Treatment and Identification Keys. Brittonia, v. 49, n. 4, p. 508—
536, 1997.

LIMA, L. K. S. et al. Utilizacdo de técnicas na avaliacdo de sementes por imagem.
Acsa, v. 9, n. 3, p. 1-6, 2013.

MASETTO, T. E. et al. Avaliacdo da qualidade de sementes de Eugenia pleurantha
(Myrtaceae) pelo teste de raios X. Revista Brasileira de Sementes, v. 29, n. 3, p. 170-
174, 2007.

MASETTO, T. E.; FARIA, J. M. R.; QUEIROZ, S. E. E. Avaliacdo da qualidade de
sementes de cedro (Cedrela fissilis - Meliaceae) pelo teste de raios X. Ciencia e
Agrotecnologia, v. 32, n. 6, p. 1708-1712, 2008.

MELCHIOR, S. J. et al. Colheita e armazenamento de sementes de gabiroba
(Campomanesia adamantium Camb. - Myrtaceae) e implicagbes na germinagé&o.
Revista Brasileira de Sementes, v. 28, n. 3, p. 141-150, 2006.

MELO, P. R. B. DE et al. Aplicacdo do teste de raios X no estudo da morfologia interna
e da qualidade fisiologica de aquénios de arnica (Lychnophora pinaster Mart.). Revista
Brasileira de Sementes, v. 31, n. 2, p. 146-154, 20009.



48

MUXFELDT, R. E. et al. Utilizagao do teste de raios X na avaliagdo dos efeitos da
dessecacdo e infestacdo em diasporos de canela-batalha - Cryptocarya aschersoniana
Mez (Lauraceae). Cerne, v. 18, n. 4, p. 657666, 2012.

NUNES, R. T. C. et al. Andlise de imagens na avaliacdo da qualidade fisiologica de
sementes. Revista Verde de Agroecologia e Desenvolvimento Sustentavel, v. 9, n. 5,
p. 84-90, 2014.

PINTO, T. L. F. et al. Anélise de imagens na avaliacdo de danos mecanicos em
sementes de soja. Pesquisa Agropecuaria Tropical, v. 42, n. 3, p. 310-316, 2012.
SANTOS, C. M. R. DOS; FERREIRA, A. G.; AQUILA, M. E. A. Caracteristicas de
frutos e germinacdo de sementes de seis espécies de Myrtaceae nativas do Rio Grande
do Sul. Ciéncia Florestal, v. 14, n. 2, p. 13-20, 2004.

SCALON, S. D. P. Q. et al. Germinacdo de sementes e crescimento inicial de mudas de
Campomanesia adamantium Camb.: efeito da lavagem, temperatura e de
bioestimulantes. Revista Brasileira de Sementes, v. 31, n. 2, p. 96-103, 2009.

SILVA, V. N. et al. Avaliacdo da morfologia interna de sementes de Acca selowiana O.
Berg por meio de analise de imagens. Revista Brasileira de Fruticultura, v. 35, n. 4,
p. 1158-1169, 2013.



5. CAPITULO Il

(Normas de acordo com a revista Jounal of Plant Interactions)

Avaliacdo do crescimento e estrutura anatdmica radicular de
Campomanesia pubescens (Mart. ex DC.) O.Berg (Myrtaceae) sob

diferentes concentracgdes de aluminio

Resumo

A acidez do solo € um dos principais fatores que limitam a producéo agricola, devido a
elevada saturacdo de aluminio no solo. Com isso, objetivou-se avaliar o crescimento
radicular e a estrutura anatdmica das raizes de Campomanesia pubescens, submetidas a
diferentes concentracdes de aluminio, crescidas em solugcdo nutritiva simples e
completa. O experimento foi conduzido em sistema hidrop6nico, utilizando solucéo
simples e completa como meio de cultivo. Observou-se que, tanto em solugéo nutritiva
simples como em completa, os resultados de elongacéo radicular relativa e a taxa de
crescimento radicular foram decrescentes com o aumento da dose de aluminio. O
aumento da area marcada com morin em células do parénquima indica essas areas como
alvo da toxidez do aluminio. Conclui-se que a espeécie mostrou sensibilidade ao
aluminio nas dosagens avaliadas, indicando que o estabelecimento dessas plantas pode

ser comprometido em solos acidos, com concentragdes toxicas de aluminio.

Palavras-chave: crescimento radicular, fitotoxidade, gabiroba.
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Evaluation of growth and root anatomical structure of Campomanesia
pubescens (Mart. ex DC.) O.Berg (Myrtaceae) under different

concentrations of aluminum

Abstrat

Soil acidity is one of the main factors limiting agricultural production due to high
aluminum saturation in the soil. This paper aimed to evaluate root growth and
anatomical structure of Campomanesia pubescens root, subjected to different
concentrations of aluminum, grown in simple and complete nutrient solution. The
experiment were grown hydroponically using simple and complete solution as the
culture medium. It was observed that both in simple nutrient solution as complete
results on root elongation and root growth rate was decreasing with increasing dose of
aluminum. The increase in the area marked with morin in parenchymal cells indicates
those areas as targets of aluminum toxicity. It was concluded that the species has shown
sensitivity to aluminum in the evaluated doses, indicating that the establishment of these

plants can be compromised in acidic soils with toxic concentrations of aluminum.

Keywords: root growth, phytotoxicity, gabiroba.
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5.1. Introducao

O aluminio e o terceiro elemento mais abundante na crosta terrestre e sua
toxidade € um dos principais fatores que limitam o crescimento e desenvolvimento das
plantas, pois afeta o crescimento radicular (Achary et al., 2008). Além disso, plantas
associadas a solos acidos apresentam déficit nutricional de P, K, Ca, Mg e Mo, pois ele
interfere no processo de absorcao, translocacgdo e transporte de nutrientes (Freitas et al.,
2006; Miguel et al., 2010).

Um local critico de percep¢do da toxidade do aluminio e expressdo da
resisténcia é o apice radicular, em que gendtipos resistentes ao aluminio, geralmente,
acumulam menos aluminio no apice da raiz do que os genotipos sensiveis(Cai et al.,
2011a). A toxidez do aluminio também pode causar alteracdes citologicas (Miguel et
al., 2010), afetar a divisdo e expansdo celular, causar desorganizacdo da membrana
plasmética e inibir a absorcdo de ions (Rodrigues, 2015). Com isso, as plantas
desenvolveram dois mecanismos de tolerancia ao aluminio, no primeiro, mecanismo
externo, ndo é permitida a entrada do aluminio na raiz; no segundo, mecanismo interno,
0 aluminio é imobilizado na parede celular (Cai et al., 2011b). Plantas classificadas
como hiperacumuladoras de aluminio apresentam mais de 1000 ppm desse metal em
suas folhas (Jansen et al., 2002).

Nos trépicos, a acidez do solo é um dos principais fatores que limitam a
producdo agricola, devido a elevada saturacdo de aluminio no solo(Cancado et al.
2001). Como exemplo de familia com potencial para cultivo, temos a familia
Myrtaceae, com grande representatividade em todas as formaces vegetais brasileiras,
incluindo locais com presenca de solos 4cidos. E considerada acumuladora moderada de
aluminio (Jansen et al., 2002). Nesta familia, destaca-se a espécie Campomanesia
pubescens (Mart. ex DC.) O. Berg, morfotipo 1, que vem ganhando espago para o
cultivo comercial pelas caracteristicas dos frutos, que sdo bastante apreciados pela
populacgéo da regido do Cerrado, que a consome ao natural ou na forma de sucos, doces,
sorvetes e licores (Bardiviesso et al., 2011).

Muitas plantas cultivadas tém seu desenvolvimento prejudicado pelos solos
acidos, sendo importante conhecer melhor os problemas causados pela toxidez do
aluminio, e uma forma eficiente para avaliar esses efeitos nas raizes das plantas € o
cultivo hidrop6nico, por permitir a visualizagdo do desenvolvimento radicular sem

prejudicar a planta. Cultivo hidropdnico consiste no cultivo em solugdo aquosa, que
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contém todos 0s macro e micronutrientes, em que as raizes estdo em contato permanente
com 0s nutrientes necessarios ao desenvolvimento de uma planta (Peche, 2012).

Com isso, objetivou-se neste trabalho avaliar o crescimento e a estrutura
anatdmica radicular de Campomanesia pubescens sob diferentes concentracGes de

aluminio, em solucdo nutritiva simples e completa.

5.2. Material e Métodos

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo e no Laboratério de
Melhoramento de Plantas da Regional Jatai (REJ) da Universidade Federal de Goias
(UFG).

Os frutos foram coletados no campo experimental da REJ-UFG, onde existem
acessos de Campomanesia coletados em 17 municipios do estado de Goias, da regido
Sudoeste até o entorno do Distrito Federal. Destes acessos, foram selecionados e
coletados apenas frutos de C. pubescens, que foram levados a um laboratério localizado
no viveiro, onde foram despolpados e as sementes, semeadas em bandejas de polietileno
de 128 células, contendo substrato Bioplant®, mantidas em casa de vegetacdo com
irrigacao programada.

O delineamento experimental utilizado foi em esquema fatorial (2 x 5), sendo
duas solucdes nutritivas (simples e completa) e cinco concentracGes de aluminio (0,
150, 300, 600 ¢ 1200 pmol L™) e 3 repeticdes, sendo cada repeticdo composta por um
vaso com 3 plantas. Todos os dados foram submetidos a anélise de variancia, utilizando

o0 programa Genes(Cruz 2013) e a analise de regressao.

5.2.1. Avaliacdo do crescimento radicular em solugdo nutritiva simples e
completa

Apbs estabelecimento das plantulas, com cerca de 30 dias elas foram fixadas
com algoddo em tampas plésticas e colocadas em vasos contendo 1 litro de solucgéo
nutritiva preparada de acordo com metodologia proposta por Jacob Neto (1993) (Figura
1).

O tratamento com solugdo nutritiva simples foi conduzido utilizando 0,1 mM de
Ca (CaCl,.2H,0) e cinco concentracdes de Al (0, 150, 300, 600 ¢ 1200 pmol L™) na
forma de Al»(SQO4)3.18H,0. O tratamento com solucdo nutritiva completa de baixa forca
ibnica foi conduzido utilizando 0,5 mM de N (NH4NO3); 0,2 mM de Ca (CaCl,.H,0);
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0,2 mM de Mg (MgS0,.7H,0); 0,5 mM de K (K;S0,); 0,1 mM de P (NaH2PO4.2H,0);
10 umol L™ de Fe (FeNa) EDTA; 0,4 umol L™ de Mn (MnSO4.H,0); 0,16 pmol L™ de
Zn (ZnS0y); 0,04 umol L™ de Cu (CuSOy); 0,5 umol L™ de Mo (MoOs); e 0,04 pmol L~
! de Co (C0S0..7H,0).

Figura 1. Germinacdo e instalacdo do sistema hidrop6nico para avaliacdo dos efeitos do
aluminio em solucdo nutritiva nas raizes das plantulas de gabirobeira (Campomanesia
pubescens). A. Crescimento das plantulas de gabirobeira; B. Vasos com as plantulas
fixadas com algodédo; C. Raizes das plantulas de gabirobeira; E. Sistema hidropdnico
instalado.

Antes da imersdo das raizes em solucdo, foi avaliado o comprimento da raiz
principal. Apds a transferéncia para a solucdo nutritiva, foram seguidas as mesmas
avaliagdes para calculo da taxa de crescimento radicular e elongacéo radicular relativa
(ERR%), calculada de acordo com a equagdo proposta por Vasconcelos et al. (2002).

Parametros Avaliados:

- Taxa de crescimento radicular (TCR), pela equacdo TCR= ((Cf/Ci)*100)-100.

Em que:

Cf: comprimento radicular final;

Ci: comprimento radicular inicial;

- Elongacdo radicular relativa: (ERR).

ERR = (CfAl, - CiAl) x 100
(Cf Al - CiAly)
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Em que:

CiAly: comprimento radicular inicial medido antes da exposi¢do a solucao
nutritiva no nivel de “x” de Al;

CfAly: comprimento radicular final medido apds n dias de exposi¢do a solucao
nutritiva no nivel “x” de Al;

CiAly: Comprimento radicular inicial antes da exposicao a solucéo sem Al; e

CfAly: Comprimento radicular final medido ap6s n dias de exposicdo a solugédo
nutritiva sem Al.

A elongacéo radicular relativa avalia o comportamento do crescimento radicular
das plantulas crescidas em contanto com a solugdo de aluminio, em relag&o as plantulas
crescidas em solucdo sem contato com aluminio, portanto, uma avaliacdo percentual do
efeito do tratamento, retirando o crescimento natural das raizes (Silva, 2009). As raizes
das plantulas foram mantidas em solucdo nutritiva (simples e completa), medidas a cada
02 dias, durante 60 dias.

Para o estudo da tolerancia ao aluminio, foram utilizadas as concentracdes de
0,150, 300, 600 e 1200 pmol L? de aluminio, adicionadas na forma de
(Alx(S04)3.18H,0). Para maximizar a atividade do Als", as solugbes foram mantidas a
pH 4,0, com ajustes diarios, com uso de solucdo de 0,1 M da HCl e 0,1 M de NaOH. As
plantas foram mantidas sob arejamento intermitente, e as solugdes nutritivas, trocadas

semanalmente.

5.2.2. Efeito do aluminio na anatomia dos &pices radiculares das plantulas de
Campomanesia pubescens crescidas em solucdo nutritiva simples e
completa

Para avaliar o efeito do aluminio na estrutura anatémica das raizes de C.

pubescens crescidas em solucdo nutritiva simples e completa, amostras dos apices
radiculares das plantulas foram fixadas em solucdo de Karnovsky (Karnovsky, 1965)
por 24 horas e posteriormente conservadas em alcool 70%. As amostras foram
seccionadas transversalmente com auxilio de microtomo LPC para anatomia vegetal, e
os cortes, submetidos a solucdo de 10 uM de morin, por 30 minutos (Eticha et al.,
2005). Posteriormente, os cortes foram lavados em agua destilada, montados entre
lamina e laminula com agua destilada e observados em microscépio de fluorescéncia da

marca Olympus, modelo BX61 com camera DP-72., do Laboratério de Anatomia
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Vegetal do Instituto Federal de Educagéo, Ciéncia e Tecnologia Goiano, Campus Rio
Verde. Para analise de fluorescéncia, utilizou-se cubo de excitacdo UV 330-385.

5.3. Resultados e discussao
5.3.1. Avaliacdo do crescimento radicular em solucdo nutritiva simples e
completa
Nas diferentes doses de aluminio, a comparacdo das taxas de crescimento
radicular foi mais adequada com o modelo de equacéo de regressdo potencial, tanto em
solucdo nutritiva simples como em solucdo completa, indicando decréscimo no
crescimento das raizes nas diferentes doses de aluminio testadas, Figura 2, sendo que a
maior dose de aluminio testada (1200 uM) sempre apresentou maior sensibilidade, com

taxa de crescimento radicular proxima a 0%.
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Figura 2. Taxa de crescimento radicular de plantulas de gabirobeira (Campomanesia
pubescens), crescidas em cultivo hidroponico, com diferentes concentracbes de
aluminio, em solucéo nutritiva simples e completa.

Em solucdo nutritiva simples, o tratamento controle, sem aluminio, apresentou
taxa de crescimento radicular proximo a 70%, com decréscimo acentuado deste valor a
partir da primeira dose de aluminio. Este fato indica sensibilidade da espécie a todas as
doses de aluminio testadas. Em solucdo nutritiva completa, o tratamento controle
também apresentou maior taxa de crescimento radicular, porém com valores menores de

crescimento, com méaxima proxima a 20% no tratamento controle.
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Danos causados pela toxidez do aluminio sdo mais bem observados em plantas
cultivadas em solugdo nutritiva simples, pois em solugdo nutritiva completa, ha outros
elementos que complexam o aluminio, diminuindo seus efeitos. A solubilidade do
aluminio é dependente da concentracdo de P na solucdo, devendo esta concentracdo ser
suficientemente reduzida para minimizar os complexos com Al (Pavan & Bingham,
1982).

Em Eugenia dysenterica cultivada em solucdo nutritiva simples, a taxa de
crescimento radicular cresceu até a dose de 600 pmol L™ de aluminio (Rodrigues,
2015), mostrando maior tolerancia dessa espécie em relacdo a C. pubescens.

O comprimento total de raizes de soja diminuiu drasticamente com o aumento da
concentracdo de aluminio em plantas cultivadas em solugdo nutritiva simples (Yu et al.
2011), assim como observado neste trabalho. Isto se deve ao fato de que o apice
radicular é o sitio de toxidade do aluminio, afetando diretamente o crescimento da raiz
(Vasconcelos Filho, 2014) induzindo uma rapida resposta da planta, que pode inibir o
alongamento da raiz (Cai et al., 2011).

Para a elongacdo radicular relativa (ERR%) o modelo de equacdo de regressdo
poténcia foi 0 mais adequado (Figura 3). No tratamento com solugéo nutritiva simples,
os valores de ERR para os tratamentos com aluminio ficaram muito baixos, variando de
20 a 0%. Porém, na solucdo nutritiva completa, o decréscimo nao foi tdo acentuado,
ficando com os valores proximos a 60% nas doses com até 600 umol Lt de aluminio e,
novamente, a menor média de porcentagem foi apresentada na maior dose de aluminio

testada, com a elongacdo radicular relativa ficando proxima de 20%.
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Figura 3. Elongacdo radicular relativa (ERR%) das raizes de plantulas de gabirobeira
(Campomanesia pubescens), crescidas em cultivo hidrop6nico, com diferentes
concentracOes de aluminio, em solugdo nutritiva simples e completa.

A elongacdo radicular relativa de trigo diminuiu com o aumento da concentracédo
de aluminio, chegando proximo a zero, quando a concentracdo de aluminio estava em
100 pmol L, em solucdo nutritiva simples (Zheng et al. 2005), mas isto depende da
cultivar. A elongacdo radicular relativa também decresceu com a adicéo de aluminio em
solucdo simples de arroz (Vasconcelos et al., 2002), mostrando a sensibilidade das
raizes destas espécies ao aluminio, assim como observado para C. pubescens.

O tratamento controle, sem adi¢do de aluminio, sempre proporcionou maiores
taxas de crescimento quando comparado aos tratamentos da maior dose de aluminio
(1200 pmol L™). No tratamento de 1200 umol L™, houve maior sensibilidade, com taxas
de desenvolvimento muito baixas e fitotoxidade gradativa, mostrando a toxidade do
aluminio a C. pubescens. Isto indica que, mesmo em doses baixas de aluminio (150
umol L), h4 menor desenvolvimento das raizes de C. pubescens.

A diminuicdo dos valores elongacdo radicular relativa nos tratamentos com
aluminio prova a influéncia desse elemento no crescimento radicular de C. pubescens,
podendo afetar a absor¢do de &gua, nutrientes, prejudicando o desenvolvimento da
planta(VVasconcelos Filho 2014).

A composicdo da solugéo nutritiva interfere na atividade fitotoxica dos ions de
aluminio, devido a interagdo com os radicais aniénicos e a formacdo de complexos

soluveis(Vasconcelos Filho, 2014). Em solugdo nutritiva completa, o aluminio pode ter
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formas insolUveis e com precipitados, o que atenua seu efeito toxico na solugdo (Silva,
2009).

5.3.2. Efeito do aluminio na anatomia dos apices radiculares das plantulas de
Campomanesia pubescens crescidas em solugdo nutritiva simples e
completa

A fluorescéncia verde do morin indicou presenca de aluminio em algumas

células parenquimaticas e no floema das raizes das plantulas cultivadas em solugédo
nutritiva simples e completa (Figura 4). O morin é um fluorocromo que determina a
localizacdo do aluminio nos tecidos das raizes das plantulas, formando um complexo
fluorescente com o aluminio.

Na auséncia do aluminio, Figuras 4 A e B, constata-se auséncia de fluorescéncia

verde. J4 na primeira dose de aluminio testada, 150 pmol L™, Figuras 4 de C e D,
observa-se surgimento de fluorescéncia verde nos tecidos vasculares, principalmente no
floema e em algumas células parenquimaticas. Na dose de 300 umol L™, a fluorescéncia
é mais acentuada, Figuras 4 E e F, ja na dose de 600 pmol L™, além da fluorescéncia,
podemos observar desorganizacdo celular e rompimento da epiderme, Figuras 4 G e H,
assim como no tratamento com 1200 umol L™ de aluminio (Figuras 4 | e J).
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Figura 4. Micrografias de fluorescéncia de cortes transversais de raizes de plantulas de
gabirobeira (Campomanesia pubescens), tratadas com fluorocromo morin apds terem
sido mantidas em solugé@o nutritiva com diferentes concentracdes de aluminio. Fotos a
esquerda séo de plantas cultivadas em solugdo nutritiva simples e, fotos a direita sdo de
plantas cultivadas em solucdo nutritiva completa. A fluorescéncia verde do morin-Al
indica a presenca de aluminio nos tecidos dos diferentes tratamentos, sendo: A e B —
Sem Al; C e D — dose de 150 uM de Al; E e F — dose de 300 uM de Al; G e H — dose de
600 UM de Al; I e J — dose de 1200 uM de Al. En: endoderme; Fl: floema; Pa:
parénquima. Setas: figuras C a F detalhe da area marcada com a fluorescéncia verde do
morin-Al; figuras G a J detalhe da desorganizagéo celular.
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Podemos observar que, com 0 aumento da concentragdo de aluminio, ocorreu
aumento da desorganizacao celular, assim como observado em trabalhos com soja (Yu
et al., 2011). Existem especulacfes de que a toxidade do aluminio em plantas sensiveis
pode ser resultado de interacBes com varios sitios celulares diferentes, como parede
celular, membrana plasmatica e protoplasma (Silva, 2012). A exposi¢cdo da raiz ao
aluminio pode afetar a integridade da membrana, por sua interacdo com proteinas e
lipidios, alterando sua permeabilidade (Britez, 2001). A desorganizacdo -celular,
observada de forma acentuada nas maiores doses de aluminio, pode indicar morte da
planta, pois as estruturas ndo conseguem desenvolver suas funcdes basicas para garantir
0 metabolismo da planta.

A presenca do aluminio no interior das células vasculares pode indicar algum
mecanismo de transporte para outras partes da planta. Contudo, esse mecanismo é
desconhecido, e as informacgdes existentes estdo relacionadas as espécies acumuladoras
de aluminio (Britez, 2001). Nestas espécies, a permeabilidade da membrana plasmética
tem sido postulada como o local seletivo de toxidade, porém ndo se compreende
totalmente como o aluminio pode atravessar a membrana (Jansen et al., 2002), sendo

necessarios estudos que auxiliem o melhor entendimento.

5.4. Conclusoes

O aluminio afetou o crescimento radicular de Campomanesia pubescens,
reduzindo a taxa de crescimento radicular e a elongacao radicular relativa, promovendo
fitotoxidade a partir de 150 pmol L™ de aluminio na solucAo.

A presenca do morin em células do parénquima indica essas areas como alvo da
toxidez do aluminio, limitando o crescimento das raizes. A presenca de aluminio nas
células do floema indica a possibilidade de translocacdo deste elemento, podendo afetar

outras partes da planta.
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6. CONCLUSAO GERAL

Constatou-se que ndo existe barreira de isolamento eficaz para impedir o
cruzamento entre as espécies, portanto a variabilidade existente nas caracteristicas
morfologicas dos grupos pode estar relacionada a hibridacdo existente entre essas
espécies.

O teste de raios X foi eficiente para identificacdo da morfologia das sementes,
auxiliando na selecdo de sementes intactas e no aprimoramento da qualidade dos lotes.

A espécie C. pubescens mostrou sensibilidade ao aluminio, o que pode limitar

seu crescimento radicular em solos acidos.



