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Morfologia, viabilidade polinica e indice meiético em Erythrina fusca Lour.
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Resumo: Erythrina fusca pertence a familia Fabaceae e é conhecida popularmente como abobral. E
considerada uma planta ornamental devido a beleza de suas flores a qual é recomendada para paisagismo.
O presente estudo objetivou avaliar aspectos reprodutivos, com enfoques na determinacdo do indice
meidtico e na caracterizac@o de aspectos morfoldgicos, citoquimicos e viabilidade dos graos de poélen de E.
fusca. As coletas do material vegetal foram realizadas na Estacdo Ecologica de Taiama, municipio de
Caceres- MT, durante o0 més de julho de 2018. A espécie E. fusca apresenta sistema reprodutivo do tipo
xenogamico obrigatdrio, necessitando de um polinizador efetivo. A alta taxa de viabilidade polinica (98,54%)
encontrada para E. fusca foi concordante com a alta porcentagem do indice meiético (98,45%) observada
na espeécie. A andlise citoquimica indicou que E. fusca possui amido e lipidio como substéncias de reserva
em seus graos de pélen, caracteristica importante para 0 sucesso reprodutivo da espécie.

Palavras chave: Abobral, Citoquimica, Sistema reprodutivo.

Morphology, pollen viability and meiotic index in Erythrina fusca Lour.

Abstract: Erythrina fusca belongs to the family Fabaceae and is popularly known as purple coraltree. It is
considered an ornamental plant due to the beauty of its flowers which is recommended for landscaping. The
present study aimed to evaluate reproductive aspects, focusing on the determination of the meiotic index
and on the characterization of morphological, cytochemical aspects and viability of E. fusca pollen grains.
The vegetal materials were collected in the Taiama Ecologic Station, in Caceres, Mato Grosso, Brazil, during
July 2018. The species E. fusca presents a reproductive system of obligate xenogamic type, which requires
an effective pollinator. The high pollen viability (98.54%) found for E. fusca was concordant with the high
percentage of the meiotic index (98.45%) observed in the species. Cytochemical analysis indicated that E.
fusca possesses starch and lipid as reserve substances in their pollen grains, an important characteristic for
the reproductive success of the species.

Keywords: Purple coraltree, Cytochemical, Reproductive system.
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Introducéo

Erythrina fusca Lour. pertence a familia
Fabaceae e ¢é conhecida como abobral.
Apresenta ocorréncia em quatro continentes
(América, Africa, Asia e Oceania), € nativa e
distribuida nos trépicos Umidos da América
Central e América do Sul (Orwa et al., 2009). No
Brasil, ocorre em areas alagadicas, brejosas ou
sujeitas a periodos de alagamentos (Canovas,
2013). E considerada uma planta ornamental
devido a beleza de suas flores e pode ser
utilizada para arborizagdo urbana, sendo
caracterizada pelo seu grande porte, crescimento
rapido, semicaducifolia, indicada para locais com
calcadas sem rede elétrica aérea, canteiros e
jardins (Souza & Vieira, 2016). No entanto, existe
uma caréncia em estudos sobre aspectos
reprodutivos e morfologia polinica da espécie.

O estudo do comportamento meiético em
espécies ndo melhoradas ou em fase de
melhoramento é de grande importancia, pois
espécies ndo melhoradas podem apresentar
comportamento meiotico instavel entre os
gendtipos e muitas irregularidades nas fases da
meiose e pos-meiose. Isso pode ocasionar baixa
fertilidade dos gametas masculinos (Damasceno
et al., 2010)

A analise palinolégica de plantas se tornou
um mecanismo eficaz para subsidiar estudos da
origem boténica, pois evidencia a presenca de
conjuntos polinicos caracteristicos de
determinadas plantas (Stanski et al., 2016). A
estimativa da viabilidade polinica é um dos
fatores importantes para a analise de fluxo génico
nas plantas porque evidencia o0 potencial
masculino de reproducdo da espécie e pode ser
ati  em estudos taxonbmicos, ecolégicos,
genéticos e palinolégicos (Frescura et al., 2012).

Tratando-se de estudos de viabilidade,
muitos métodos diferentes estdo disponiveis,
cada um com suas vantagens e desvantagens
(Dafni & Firmage, 2000). Dentre estes métodos,
os testes colorimétricos fornecem informacdes de
forma rapida e séo faceis de realizar, além de
algumas vezes apresentar correlacdo positiva
com testes de germina¢éo do pélen in vitro (Dafni,
Firmage, 2000, Rathod et al., 2018 & Zortéa et al.,
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2019). Por meio da técnica da coloracdo, os
corantes reagem com a estrutura do pdlen,
permitindo distinguir o0s grdos viaveis dos
inviaveis (Hister & Tedesco, 2016). Informacdes
sobre a citoquimica, viabilidade e morfologia dos
graos de pdélen podem fornecer esclarecimentos a
respeito da propagacgdo da espécie auxiliando na
elucidagdo de caracteristicas que propiciem um
melhor entendimento taxonémico e
biossistematico.

Diante disso, o presente estudo objetivou
avaliar aspectos reprodutivos, com enfoques na
determinacdo do indice meidtico e na
caracterizacdo de aspectos morfolégicos,
citoquimicos e viabilidade dos grédos de pélen de
E. fusca provenientes da regido do pantanal do
estado de Mato Grosso, Brasil.

Material e métodos

As coletas do material vegetal de E. fusca,
flores e botdes florais em diferentes estadios de
desenvolvimento, foram realizadas na Estacéo
Ecol6gica de Taiamd, municipio de Caceres,
Mato Grosso (Figura 1), durante o més de julho
de 2018. A Estacdo Ecoldgica de Taiama é uma
Unidade de Conservacdo de protecdo integral.
Encontra-se na bacia do alto rio Paraguai,
localizada entre os meridianos W 57° 24’ e W 45°
40’ e paralelos S 16° 48’ e S 16° 58’, e ocupa
uma area de 11.555 ha do Pantanal Mato-
grossense, entre 0s rios Paraguai e Bracinho
(Frota et al., 2017).

Os materiais botanicos coletados na é&rea
de estudo, foram herborizados e depositados no
Herbario da Amazénia Meridional [HERBAM] sob
0 numero de registro 24459. A ilustracdo do
material foi realizada no Herbario VIC, da
Universidade Federal de Vigosa [UFV] Minas
Gerais.

As analises do indice meiético e dos grédos
de pélen foram conduzidas no Laboratério de
Genética Vegetal e Biologia Molecular do Centro
de Pesquisa e Tecnologia da Amazbnia
Meridional [CEPTAM] na Universidade do Estado
de Mato Grosso [UNEMAT], Campus de Alta
Floresta.
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Figura 1 - Localizagdo do estado de Mato Grosso na América do Sul e do municipio de Caceres no estado
de Mato Grosso, Brasil (A); Localizacdo da Estacdo Ecoldgica de Taiamd no municipio de
Céceres e detalhes da reserva (B e C).
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Fonte: Dados da Pesquisa

Para andlise da morfologia polinica foi
utiizado o método de acetdlise proposto por
Erdtman (1952), com modifica¢des: diminuicdo da
guantidade de acido acético de 1000 pL para 500
ML, aumento da temperatura do banho-maria de
70 a 80 °C para 100 °C por dois minutos e
aumento do tempo em contato com a mistura de
glicerina e agua destilada de dez minutos para
duas horas.

As mensuragfes dos grdos de pélen foram
realizadas em imagens obtidas ho mesmo dia da
preparacéo das laminas, capturadas com camera
digital (BIOCAM, CMOS SERIES 1.3 MP,
Curitiba-PR, Brasil) colorida, acoplada ao
microscopio de luz, com o auxilio do software
TSview (Xintu photonics, TSview 7, Fujian,
China). As mensuracbes foram realizadas no
programa Anati Quanti 2®.

Foram obtidas medidas dos eixos polar e
equatorial em vista equatorial e do eixo equatorial
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em vista polar dos gréos de pélen e da espessura
das camadas da exina (sexina e nexina). Foram
realizadas 25 medicbes de cada caracteristica
examinada de, no minimo, cinco gréos de pélen
por lamina. Para classificar os grdos de pdlen de
acordo com sua forma, foi utilizada a relagéo
entre o0 eixo polar e o eixo equatorial (P/E) em
vista equatorial conforme a classificagdo de
Erdtman (1952). Quanto ao tamanho, os gréos de
pélen foram classificados de acordo com o
tamanho do maior eixo dentro das classes: muito
pequenos (<10 um), pequenos (10-25 pm),
médios (25-50 pm), grandes (50-100 pym), muito
grandes (100-200 pum) e gigantes (>200 um),
conforme determinacdo de Erdtman (1945).

A estimativa da razdo po6len/évulo (P/O) e a
inferéncia do sistema reprodutivo foram
realizadas de acordo com a metodologia proposta
por Cruden (1977), onde se multiplica o total de
pélens presentes na antera, pelo total de anteras
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presentes no botao floral e divide pelo numero de
Ovulos presentes no botdo floral. Neste estudo
foram utilizados seis botdes florais com média de
treze 6vulos e dez anteras. Para a contagem dos
Ovulos foi realizado um corte longitudinal no
ovério da flor e contabilizado o numero de 6vulos
observados com auxilio de lupa.

A estimativa do ndmero de gréos de poélen
por flor foi realizada de acordo com a metodologia
sugerida por Dafni (1992), com modificacBes.
Uma antera de um botéo floral em pré-antese foi
separada e cortada sobre uma lamina em seguida
foi imersa em uma solugdo contendo: 900 uL de
etanol 70%, trés gotas de azul de metileno, quatro
gotas de detergente, com volume final ajustado
para 1000 pL. A mistura foi agitada em vortex e
em seguida foram preparadas seis |aminas
contendo 10 pL de solucdo em cada. Com auxilio
de um microscépio de luz, foram contabilizados
todos os grdos de pélen presentes na lamina. O
valor do fator de diluicéo foi obtido e utilizado para
estimar o numero médio de graos de podlen por
antera, esse valor foi multiplicado pela quantidade
de anteras do botdo floral, obtendo-se a
guantidade de graos de polen por flor.

Para as analises de viabilidade polinica e
citoquimica foram coletados botdes florais de E.
fusca em pré-antese de seis individuos e fixados
em solucdo de alcool etilico e &cido acético na
proporcdo de 3:1, e mantidos por 24 horas a
temperatura  ambiente e posteriormente,
transferidos para alcool 70% e armazenados sob
refrigeracdo até o momento do preparo das
l[Aminas.

Para a estimativa da viabilidade do grao de
pélen, foram utilizados o0s corantes carmim
acético 2% (Radford et al., 1974) e o reativo de
Alexander (Alexander, 1969). No preparo das
laminas foi depositada uma antera em cada
lamina e aplicada a técnica de esmagamento das
anteras (Guerra & Souza, 2002), para liberagéo
dos grédos de polen. Para cada corante foram
montadas 8 laminas, e contabilizados 250 gréos
de polen por lamina, totalizando 2.000 grédos de
pélen contabilizados por corante. A contagem foi
realizada pelo método de varredura, utilizando um
microscopio de luz. A Vviabilidade polinica foi
estimada por meio da percentagem de graos de
pélen viaveis.
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A andlise citoquimica foi realizada com os
corantes sudan 1V, para verificacdo da presenca
de lipidios (Dafni, 1992) e lugol, para a
identificacdo da presenca de amido (Baker &
Baker, 1979). O preparo das laminas e a
contagem dos grdos de poélen foi realizada
conforme descrito para a viabilidade polinica. Por
meio da coloragdo com lugol foram considerados
graos de podlen amido positivo o0s que
apresentaram colora¢do marrom e graos de pdlen
amido negativo 0s que nao apresentaram
coloracdo. Para o sudan IV foram considerados
lipidio positivo os grdos de pélen corados em
vermelho e lipidio negativo os que nao
apresentaram coloragdo. A captura das imagens
foi realizada utilizando uma camera digital
(BIOCAM, CMOS SERIES 1.3 MP, Curitiba-PR,
Brasil), colorida, acoplada ao microscépio e
utiizando o software TSview (Xintu photonics,
TSview 7, Fujian, China).

Para a determinacdo do indice meidtico
foram utilizados botdes em diferentes estadios de
desenvolvimento  previamente coletados e
fixados, conforme descrito anteriormente. Os seis
botdes florais utilizados foram, primeiramente,
mensurados com paquimetro digital, com intuito
de identificar o tamanho dos botbes que
apresentavam produtos pés-meiético.

Foram preparadas oito laminas, sendo
contabilizados 250 produtos pos-meiéticos por
lamina, perfazendo um total de 2.000 produtos
pés-meidticos para a espécie. Para cada lamina
utilizou-se uma antera de um botéo floral diferente
gue, apo6s macerada, foi corada com orceina
acética. Mobnades, diades, triades e poliades
foram considerados produtos pos-meidticos
anormais e tétrades com quatro células de
tamanho igual foram consideradas normais. As
células foram contabilizadas em microscépio de
luz, pelo método de varredura. Para estimativa do
indice meidtico (IM) foi utilizada a equacgéo
proposta por Love (1951):

¢ total de tetrades
= [ 1 f g [ H X
n* total de produtos pos-meicticos contabilizados
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Os dados de viabilidade polinica foram
submetidos ao teste de normalidade Lilliefors e
nao houve a necessidade de transformacédo dos
dados, pois 0s mesmos apresentaram distribuicéo
normal. As médias de viabilidade polinica foram
submetidas ao teste t para verificar se havia
diferenca entre os dois corantes. As andlises
estatisticas foram realizadas com auxilio do
programa Genes (Cruz, 2013).

Resultados e discusséo
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Os detalhes morfolégicos da flor de E.
fusca podem ser observados na ilustracdo
botanica apresentada na Figura 2. Foram
verificadas algumas variacBes morfolégicas das
flores de E. fusca em relacdo as descrigBes
encontradas para a espeécie. Neste estudo foi
observada a presenca de 10 I6bulos tubulares no
nectario das flores e variagdo de 12-13 dvulos por
ovario, e coloragdo laranjada nas pétalas,
enguanto que Martins (2014), observou 8 lébulos
tubulares no nectario e variacdo de 8-10 6vulos,
coloracdo creme nas pétalas.

Figura 2 - llustracé@o botanica da flor de Erythrina fusca. A) flor; B) estandarte; C) alas; D) pétalas da quilha;
E) androceu; F) gineceu; G) ovario com corte longitudinal evidenciando os évulos. llustracéo:

Reinaldo A. Pinto.

10 mm
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Os graos de poélen da espécie foram
classificados como 3-porados. A sexina
observada em E. fusca é do tipo reticulada com
reticulo heterobrocado (Figura 3). Quanto ao
tamanho, os grdos de pdlen foram classificados
como grandes, com média do maior eixo de 75,64
um. A classificacdo dos pdlens de E. fusca como
3-porados neste estudo, corrobora com a
descricdo de Buril et al. (2011) para Erythrina
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velutina Willd. A Rede de Catalogos Palinologicos
(RCPol, 2019) e Buril et al. (2011) descrevem os
grdos de pélen de Erythrina falcata Benth. e
Erythrina velutina Willd., respectivamente como
suboblatos, sendo essa classificacdo diferente
para o formato dos grdos de poélen de E. fusca
encontrado neste estudo, classificados como
oblato-esferoidal.

Figura 3 - Fotomicrografias dos graos de pélen de Erythrina fusca submetidos ao método de acetdlise. A)
Vista equatorial; B) Vista polar; C) Detalhe da superficie (ornamentagéo). Barra = 9 ym.

A B

Fonte: Dados da Pesquisa.

A superficie da sexina observada em E.
fusca (reticulada com reticulo heterobrocado) foi
concordante com a observada em E. falcata
(RCPol, 2019). Quanto ao tamanho, os graos de
pélen de E. fusca foram classificados como
grandes, diferente da classificacdo de Buril et al.
(2011) para E. velutina e de RCPol (2019) para E.
falcata que classificaram os graos de poélen como
médios, pequenos, respectivamente. Segundo
Moore e Webb (1978), variagbes na forma dos
grdos de pélen sado consideradas normais,
podendo ocorrer até mesmo dentro de uma
mesma espécie.

A razdo pélen/ 6vulo encontrada para E.
fusca foi de 48.846,15, indicativo de que a
espécie apresenta sistema reprodutivo do tipo
xenogamico obrigatério. De acordo com Cruden
(1977), as espécies xenogamicas podem
apresentar protandria, sdo autoincompativeis e a
maioria necessita de um polinizador. Estudos
realizados por Parrini & Raposo (2010) revelam
gue as aves das familias Psittacidae, Trochilidae,
Coerebidae, Thraupidae e Icteridae atuam como

potenciais polinizadores de E. fusca no Pantanal,
apresentando comportamento ndo destrutivos em
suas visitas. E. fusca possui flores hermafroditas,
desta forma, quando as aves inserem o hico por
entre as pétalas para sugar o néctar, tocam
eventualmente em anteras e  estigmas,
contribuindo assim para o transporte de graos de
poélen das plantas (Parrini & Raposo, 2010).

O padréo de coloracédo dos graos de pdlen
de E. fusca obtido pelo teste colorimétrico, para a
viabilidade polinica, pode ser observado na
Figura 4 A e B. Esse padrédo de coloracdo foi
condizente com o esperado para cada corante
utiizado em E. fusca. O reativo de Alexander
corou a parede celular de verde claro-azulado e o
protoplasma de puarpura. Essa solucdo ¢é
constituida por trés corantes: o verde malaquita, a
fucsina acida, e o alaranjado G (Alexander, 1969).
O verde malaquita possui afinidade com a
celulose presente na parede celular e, portanto, a
cora de verde, enquanto a fucsina acida cora o
protoplasma de vermelho/pUrpura, dessa forma
0s graos de pélen corados apenas de verde séo
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considerados nao viaveis, por ndo possuirem
protoplasma (Alexander, 1969, 1980). Este
método apenas distingue os grdos de podlen
abortados, dos ndo abortados (Alexander, 1969),
sugerindo que o0s grdos nao abortados séao
integros, no entanto, a capacidade de o grdo de
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pélen germinar no estigma da flor, ainda
dependera de outros fatores como: temperatura,
umidade, nivel de hidratacdo e conteldo de
reserva do grdo de pélen (Shivanna,
Rangaswamy, 1992, Dafni & Firmage, 2000).

Figura 4 - Graos de pélen viaveis (V) e inviaveis (I) de Erythrina fusca corados com reativo de Alexander (A)
e carmim acético (B); sudan IV - grdo de pélen com presenca (+) e auséncia (-) de lipidios; D)
lugol — gréo de pdlen com presenca (+) e auséncia (-) de amido. Barra = 17 pm.

Fonte: Dados da Pesquisa.

O carmim acético propiciou a coloragdo
rosa avermelhada dos graos de pdlen viaveis.
Esse corante tem afinidade por DNA e RNA,
sendo assim, os grdos de pdlens viaveis
apresentam coloragdo rosa forte, enquanto o0s
graos de pdlen inviaveis, que ndo possuem DNA
e RNA, ndo sdo corados e mostram-se
transparentes (Pagliarini & Pozzobon, 2005). O
corante carmim acético vem se mostrando
eficiente em estudos que estimam a viabilidade
do grdo de podlen e tem sido utilizado com
distintas espécies vegetais (Brambatti et al., 2016,
Santos et al, 2020 & Wolf et al., 2020). No
entanto, assim como relatado para o reativo de
Alexander €& importante considerar que a
integridade do grdo de podlen e a presenca do
DNA ndo garantem que o mesmo seja fértil, pois,
de acordo com Dafni e Firmage (2000) grdos de
pélen viaveis podem ndo germinar (in vitro ou in
vivo) se as condi¢cbes ndo forem adequadas e
mesmo que germine, ndo ha garantias de que
tenha capacidade de fecundacéo.

A média de viabilidade polinica encontrada
com reativo de Alexander foi de 98,29% e com
carmim acético foi de 98,54%. Essas médias ndo
foram estatisticamente diferentes pelo teste t (p >
0,05; p = 0,7048). No entanto, o reativo de

Alexander é o0 mais recomendado para as
andlises de viabilidade polinica de E. fusca, por
apresentar uma melhor distingdo visual entre os
poélens viaveis e inviaveis.

O teste citoquimico indicou que os graos de
pélen de E. fusca apresentam lipidios e amido
como substancias de reserva (Figura 4 C e D,
respectivamente). Segundo Backer e Backer
(1979) a presenca de amido faz parte do
processo evolutivo das plantas para evitar que
insetos néo polinizadores se alimentem dos gréos
de polen. Além disso, o amido tende a ser
metabolizado em sacarose e essa molécula
auxilia na conservacdo da integridade das
membranas do grdo de pélen e impede a
dessecacéao, auxiliando assim, na manutencdo da
viabilidade polinica (Franchi et al., 1996). J4 os
lipidios sdo metabolitos primarios com
capacidade de protecdo contra raios UV e atracdo
de polinizadores (Wink, 2013).

Diante das analises citoquimica realizadas
€ possivel sugerir que os grdos de pélen da E.
fusca possuem adaptacdes para evitar insetos
gue ndo sejam polinizadores e tém maior
resisténcia a  desidratagdo, caracteristica
importante para uma espécie tipica de clima
tropical.
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O tamanho dos botdes florais que
apresentaram produtos pds-meidticos variou de
10,8 a 11,5 mm. Na analise do indice mei6tico,
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foram observadas apenas tétrades e triades
(Figura 5).

Figura 5 - Produtos pds-meitticos observados em Erythrina fusca. A) triade e B) tétrade normal. Barra= 14

pm.

Fonte: Dados da Pesquisa.

O nivel de irregularidade meiética em E.
fusca foi baixo, uma vez que o indice meidtico
(IM) foi de 98,45%, apresentando um maior
namero de tétrades normais e uma pequena taxa

de triades (Tabela 1). Segundo Lavinscky et al.
(2017), IM proximos de 90% indicam regularidade
meidtica, e, resultaram em alta porcentagem de
viabilidade polinica.

Tabela 1 - Produtos pds-mei6ticos de Erythrina fusca observados em laminas com auxilio de microscopio

Optico com objetiva de 40x.

Repeticao Normais Triades Total %IM
1 250 0 250 100
2 250 0 250 100
3 249 1 250 99,60
4 242 8 250 96,80
5 243 7 250 97,20
6 248 2 250 99,20
7 245 5 250 98,00
8 242 8 250 96,80
Total 1.969 31 2000 -
Média 246,26 3,87 - 98,45
Fonte: Dados da Pesquisa.
O alto IM obtido para E. fusca foi alto indice meiético e o alto indice de viabilidade

concordante com o percentual de viabilidade
obtido para a espécie. Conforme Lima et al.
(2016) a meiose regular gera como resultado um
alto percentual de tétrades normais e
consequentemente alta viabilidade polinica. O

polinica confirmam a regularidade meiética e
ressalta o potencial fértii da espécie. Esses
fatores, aliados a caracteristica citoquimica dos
grdos de polen de E. fusca, contribuem para a
manutencdo de novas geracoes.
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Conclusao

Os gréos de podlen de Erythrina fusca
possuem formato oblato-esferoidal, 3-porados e
apresentam sexina reticulada com reticulo
heterobrocado.

E. fusca apresenta sistema reprodutivo do
tipo xenogamico obrigatério, sendo esse sistema
de reproducéo tipico de espécies que necessitam
de um polinizador efetivo.

A alta taxa de viabilidade polinica
encontrada para E. fusca foi concordante com a
alta porcentagem do indice meiético observada
na espécie, indicando que a mesma possui alta
estabilidade meittica e capacidade de producgdo
de gréos de poélen integros.

A analise citoquimica indicou que E. fusca
possui amido e lipidio como substancias de
reserva em seus gréos de polen, caracteristicas
importantes para 0 sucesso reprodutivo da
espécie.
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