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RESUMO

A plantas sdo sensiveis as mudangas do ambiente, sendo a temperatura um dos
fatores que mais afetam seu desenvolvimento. A temperatura média mundial tem
registrado aumentos nos Gltimos anos, para o final do século a previsdo é de um aumento
de 0,3-4,8°C. Até mesmo pequenas alteracdes na temperatura podem gerar respostas que
podem afetar a morfologia, fenologia e reproducdo de uma planta. Tillandsia aeranthos
(Loisel.) L.B.Sm. € sensivel as variacBes do ambiente, possui potencial para ser usada
como indicador de estresse, e sua utilidade como bioindicador de poluicdo ja foi apontada
em estudos. Os objetivos deste trabalho foram analisar os efeitos do estresse térmico sobre
0 desenvolvimento floral de T. aeranthos submetidas a quatro tratamentos de alta
temperatura, temperatura constante de 32°C dia/ 32°C noite (TC32); 38°C dia/ 38°C noite
ou 35°C dia/ 35°C noite (TC38/35) e temperatura alternada 28°C dia/ 22°C noite (TA28);
32°C dia/ 22°C noite (TA32). Durante a esporogénese foi analisado a morfologia floral,
as fases de desenvolvimento do rudimento seminal e ainda a deposi¢cdo de calose nos
ginosporos. Os individuos submetidos aos tratamentos TC32, TA28 e TA32 apresentaram
resposta especifica a temperatura com termomorfogénese, 0 crescimento e
desenvolvimento foi acelerado, a morfologia das folhas ndo foi afetada, o pedinculo da
inflorescéncia teve alongamento e ainda antese precoce das flores, em relacdo aos
individuos do ambiente. O tratamento TC38/35, em relacdo ao ambiente e demais
tratamentos, teve seu crescimento e desenvolvimento acelerado, demonstrou sinais de
estresse na morfologia das folhas e inflorescéncias, como baixa pigmentacdo e
ressecamento e ainda os sinais de necrose nas bases das flores, posteriormente sofreram
aborto. O desenvolvimento acelerado foi visto tambem nos rudimentos seminais dos
tratamentos TC32, TA28 e TA32 apresentando padronizacdo das fases ontogenéticas e
avanco em relacdo ao ambiente, enquanto no TC38/35 houve estagnacdo do
desenvolvimento. A deposicdo de calose durante a ginosporogénese foi anormal nos
tratamentos TA32 e TC32. Deste modo, todos os tratamentos apresentaram algum sinal
de morte celular programada como vacuolacdo anormal, baixa densidade citoplasmatica

ou degeneracdo do nucelo e de rudimentos seminais inteiros.

Palavras-chave: Tillandsia aeranthos, rudimento seminal, ginosporogénese, estresse

térmico, morte celular programada, calose.



ABSTRACT

Plants are sensitive to changes in the environment, temperature being one of the
factors that most affect their development. The average world temperature has registered
increases in recent years, by the end of the century the forecast is for an increase of 0.3-
4.8° C. Even small changes in temperature can generate responses that can affect the
morphology, phenology and reproduction of a plant. Tillandsia aeranthos (Loisel.)
L.B.Sm. it is sensitive to variations in the environment, has the potential to be used as a
stress indicator, and its usefulness as a bioindicator of pollution has already been pointed
out in studies. The objectives of this work were to analyze the effects of thermal stress on
the floral development of T. aeranthos submitted to four high temperature treatments,
constant temperature of 32° C day / 32° C night (TC32); 38°C day/ 38°C night or 35°C
day/ 35°C night (TC38/35) and alternating temperature 28° C day / 22° C night (TA28);
32° C day / 22° C night (TA32). During sporogenesis, floral morphology, the stages of
development of seminal rudiment and the deposition of callose in megaspores were
analyzed. The individuals submitted to the TC32, TA28 and TA32 treatments showed
specific temperature response with thermomorphogenesis, growth and development was
accelerated, the leaf morphology was not affected, the inflorescence stalk had elongation
and even early anthesis of the flowers, in relation to the individuals of the environment.
The TC38/35 treatment, in relation to the environment and other treatments, had its
growth and development accelerated, showed signs of stress in the morphology of the
leaves and inflorescences, such as low pigmentation and dryness and also the signs of
necrosis at the bases of the flowers, later suffered abortion. The accelerated development
was also seen in the seminal rudiments of the TC32, TA28 and TA32 treatments, showing
standardization of the ontogenetic phases and progress in relation to the environment,
while in the TC38/35 there was developmental stagnation. Callose deposition during
ginosporogenesis was abnormal in the TA32 and TC32 treatments. Therefore, all
treatments showed some sign of programmed cell death such as abnormal vacuolation,

low cytoplasmic density or degeneration of the nucleus and entire seminal rudiments.

Keywords: Tillandsia aeranthos, seminal rudiment, megasporogenesis, heat stress,

programmed cell death, callose.
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1. INTRODUCAO

A distribuicdo e a composicdo da vegetacdo natural variam muito conforme o
clima de uma regido do planeta (Buriol et al., 2007). O planeta Terra apresentou durante
toda sua histéria mudancas climaticas, passando por eras glaciais e interglaciais que
moldavam a geografia e as formas de vida terrestre. As mudancas climéticas sdo comuns
e inerentes a histdria do planeta e ainda vao persistir no futuro. Apesar da mudanca
climatica ser um padrdo recorrente ndo ha registros de alteracdes anormais no padrdo
climatico nas eras passadas (Grotzinger e Jordan, 2013). O aumento de temperatura
anormal passou a ser observado com o come¢o da Revolugdo industrial do século XIX e
esses dados coincidem com o aumento da emissdo de gases de efeito estufa (IPCC, 2014;
Wang et al., 2018). As plantas sdo sensiveis as mudancas climéticas e podem sofrer
estresse justamente por haver essa alteracdo no ambiente. Os fatores temperatura e
disponibilidade de agua em conjunto sdo fundamentais para o desenvolvimento das
plantas e formacdo de comunidades vegetais (Menezes-Silva, 2019). No entanto, a
temperatura é um fator que merece maior atencdo pois, além de poder ter o efeito mais
estressante por si s0, também pode intensificar o efeito do déficit de agua (Will et. al.,
2013).

As previsdes de aumento da temperatura média global preocupam especialistas
das mais diversas areas, tanto que o Intergovernamental Panel on Climate Change
(IPCC) foi criado em 1988, para reunir dados de publicagdes mundiais na perspectiva de
ampliar a compreensdo dos padrbes climaticos observados e as possiveis consequéncias
para o futuro. Os relatorios do IPCC apresentam dados que justificam a preocupacédo de
especialistas no que se refere ao aquecimento global. A projecéo para o final do século,
no periodo de 2081-2100 em relacdo a 1986-2005, é de um aumento de 0,3-1,7 graus
centigrados (°C) em um cenario mais otimista (baixa emissdo de gases de efeito estufa).
O cenario pessimista, quando a emissao de gases de efeito estufa seria alta, 0 aumento da
temperatura média mundial previsto é de 2,6-4,8°C. Ao se analisar um futuro menos
distante, no periodo de 2016-2035 espera-se um aumento de 0,3°C a 0,7°C bem mais

ameno do que o esperado para o final do século (IPCC, 2014).

A previsdo para o final do século pode variar conforme a regido do globo. Para o
extremo sul do Brasil a projecdo € de aumento de 1-1,5°C na temperatura no cenario
otimista, enquanto no cenario pessimista, aumento de 3,5-4,5°C na temperatura média da

regido. Para a regido tropical do Brasil 0 aumento de temperatura previsto serd maior,



num cenario otimista, 0 aumento na temperatura média sera de 1,5°C, enquanto o cenario
pessimista pode chegar a 5,5°C (Magrin et al., 2014). Dentre as mudangas para o estado
do Rio Grande do Sul a reducdo da amplitude térmica, nas Gltimas décadas tem-se
registrado uma tendéncia de aumento na média anual da temperatura minima (Berlato e
Cordeiro, 2017). Registros para esta¢gdes do ano mostram aumento significativo de 0,89
°C no verdo, 1,08 °C no outono e 0,97 °C na primavera, somente para o inverno o aumento
de 0,52, °C nédo foi significativo (Cordeiro et al., 2016).

A resposta das plantas a temperaturas quentes do ambiente pode ser de trés tipo
comum, especifica e estresse. Quando temperaturas mais altas do que a média no
ambiente aceleram o crescimento e o desenvolvimento, mas a estrutura morfolégica ndo
sofre alteracdo, essa é uma resposta comum das plantas. Quando ha alteracdo na estrutura
morfologica da planta se trata de respostas especificas, e este conjunto de mudancas
morfologicas sdo denominadas de termomorfogénese. As mudancas morfologicas
observadas na termomorfogénese sdo alongamento do hipocétilo de plantulas, dos
peciolos das folhas e do pedunculo da inflorescéncia e ainda floragdo precoce. O terceiro
tipo de resposta € o estresse, sendo considerado estresse quando além de alteracdes
morfologicas a temperatura mais alta atinge um valor critico e assim causa danos ao

crescimento e desenvolvimento do individuo (Casal e Balasubramanian, 2019).

Da mesma maneira que o desenvolvimento das plantas responde as mudangas do
ambiente, o ciclo de vida tambéem sofre sua influéncia. A fenologia das plantas € uma
resposta as forgas bidticas e abidticas a que estas sdo submetidas. Dentre estas forcas esta
a temperatura, que apresenta um efeito direto sobre as fases de vida de uma planta
(Richardson, 2013; Woldearegay, 2020). Como resposta pode ocorrer adiantamento ou
atraso do periodo natural de desenvolvimento de uma planta desde seu crescimento
vegetativo até o reprodutivo (Hossain et al., 2012). Essa alteracdo na fenologia afeta
também a velocidade de crescimento do tubo polinico, mas também afeta o
desenvolvimento e degeneracdo do pistilo, interferindo na sincronia do processo
reprodutivo, podendo diminuir ou suprimir a fecundacdo (Herrero, 2003; Snider e
Oosterhuis, 2011).

As plantas sdo mais sensiveis a alta temperatura em dois periodos especifico do
desenvolvimento reprodutivo, o primeiro antes da antese, durante o desenvolvimento do

botdo floral que normalmente coincide com a androsporogénese e a ginosporogénese e 0
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segundo quando ocorre a antese (Prasad e Djanaguiraman, 2014). Os danos observados
pela exposicdo a temperaturas altas mais comuns de se observar sdo aborto de flores,
infertilidade de pdlen e rudimentos seminais, queda no nimero de sementes produzidas
(Sita et al., 2017).

Os danos causados pelo estresse, sejam por altas ou baixas temperaturas, podem
ser detectados na observacdo dos 6rgaos reprodutores em microscopia de luz transmitida,
método que analisa a integridade dos tecidos. Entre os danos mais relatados estéo
condensacgéo nuclear e alta vacuolagéo celular, sendo estes indicadores de iminente morte
celular (Papini et al., 2011). Outro meio que pode ser promissor para detectar os danos
causados pelo estresse térmico é pela observacdo da deposicao de calose, uma vez que a
formacdo de calose estd associada a situacOes de estresse e pequenas mudancas de
temperatura podem ser suficientes para alterar sua deposicdo em apice de caule e raiz
(Smith e McCully, 1977), e principalmente associada perda de viabilidade de rudimentos
seminais maduros ou ndo fecundados (Rosellini et al., 1998). Calose € um polissacarideo
que se deposita entre a membrana plasmatica e a parede celular, presente em algumas
células e depositada em certas ocasides (Unal et.al., 2013). Durante a meiose, a calose
circunda as células do gindsporo, com isso a célula recebe uma barreira de isolamento
das demais celulas, a barreira cria um filtro molecular que desempenha em seguida um

papel importante no desenvolvimento do ginofito (Rodkiewicz, 1970).

Breitsameter (2014) ao avaliar a ontogenia da espécie Vriesea gigantea Gaudich.
(Tillandsioideae - Bromeliaceae) verificou quatro rotas meioticas com diferentes padrdes
de deposicéo de calose. Estas rotas diferentes foram observadas em individuos coletados
em casa de vegetacdo, onde temperaturas maximas registradas chegaram a 38,6°C,
enquanto o ambiente natural registrou no maximo 34°C. Os individuos coletados em
ambiente natural apresentam a rota meidtica comum para a familia, onde a
ginosporogénese tem como resultante o padrdo de tétrade linear, com um gindsporo
funcional calazal e trés ndo funcionais micropilares. O esporo funcional forma um
gametodfito de origem monosporica. Enquanto os individuos coletados em casa de
vegetacdo apresentaram um gindsporo funcional calazal e um ou dois ginésporos ndo
funcionais micropilares. A alta temperatura foi apontada como a principal causa para estas
rotas diferenciadas, uma vez que foi observado apenas em individuos que foram

submetidos a temperaturas acima do observado no ambiente natural.
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Todas as respostas ao estresse sd@o consequéncia da alteracdo dos diversos
processos bioquimicos celulares que acontecem nas plantas. A produtividade das plantas
pode diminuir com a queda da eficiéncia da fotossintese, quando em altas temperaturas a
capacidade de assimilacdo de CO2 diminui, a relacdo O./CO. dentro do cloroplasto se
altera, e com isso se observa um aumento de fotorrespiragéo (Brooks e Farquhar, 1985;
Pastenes e Horton, 1996). Observou-se também que quando em condicbes de elevado
CO. associado a elevacdo de temperatura ha queda da qualidade de frutos, resultando em
frutos menores e com menos teor de antioxidantes (Sun et al., 2012). A produtividade
pode ser comprometida ainda em espécies ornamentais e cultivadas pela reducdo no
ndmero e tamanho das flores. (Morrison e Stewart, 2002; Warner e Erwin, 2005).

Com intuito de analisar o efeito da alta temperatura, em uma espécie de
Bromeliaceae para realizacdo deste trabalho procurou-se uma espécie pertencente a
subfamilia Tillandsioideae e que fosse vidvel realizar experimento em ambiente
controlado. As plantas epifitas da familia Bromeliaceae adaptadas ao ambiente mésico
tem a presenca de fitotelma (tanque), area de sobreposicao das bainhas foliares imbricadas
que armazenam agua das chuvas e detritos e de tricomas peltados responsaveis pela
absorcdo de agua (Smith e Down, 1977; Versieux e Wanderley, 2015). No caso de plantas
da familia adaptadas ao ambiente xérico ndo ha presenca de fitotelma e a absorcédo de
agua e nutrientes ocorre exclusivamente nos tricomas que se encontram em grande
namero nas folhas (Benzing et al., 1976). Os tricomas ao absorverem a dgua acabam
absorvendo outros elementos, como cadmio (Cd), cromo (Cr), cobalto (Co), cobre (Cu),
ferro (Fe), manganés (Mn), niquel (Ni), chumbo (Pb) e zinco (Zn) e, por essa capacidade,
sdo bioindicadores de qualidade do ar, pois atraves das folhas é possivel medir a poluicdo
de um ambiente (Tadiello et al, 2014, Becker et al., 2017).

Uma vez que essa subfamilia é sensivel a variacdo ambiental, inclusive no ambito
reprodutivo (Brighigna et al., 2006), tais plantas poderiam ser bioindicadores de estresse.
Assim a espécie selecionada foi Tillandsia aeranthos (Loisel.) L.B.Sm. (Tillandsioideae-
Bromeliaceae) devido ao seu potencial bioindicador e o porte pequeno dos individuos
durante a fase reprodutiva, suas dimens@es sdo de 15 a 20 cm de altura (Reitz, 1983), e 0

seu habito epifitico de facil implementacdo de experimento em ambiente controlado.

A espécie T. aeranthos esta distribuida principalmente no estado do Rio Grande

do Sul, se restringindo a regido subtropical do continente americano (Figura 1). Na cidade
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de Porto Alegre é encontrada nos Morros Graniticos das Abertas, da Grota, Santana, Ta-
pera e Teresopolis (Aguiar et al., 1986). O subgénero Anoplophytum, no qual a espécie
estd inserida, tem distribuicdo geogréafica desde o Peru, ao norte da América do Sul até o
extremo sul na Argentina (Benzing, 2000). O subgénero se divide em dois centros de
distribuicdo: os Andes representado pelas espécies fortemente xeromdrficas e o Brasil
representado pelas espécies xeréfitas e mesoéfitas. A espécie T. aeranthos pertence ao se-
gundo grupo, sendo encontrada no sul do Brasil, Paraguai, Uruguai e no sudeste da Ar-
gentina (Smith e Downs, 1977).

T. aeranthos tem habito epifitico e utiliza espécies arbustivas e arbGreas apenas
como substrato, sendo consideradas comensalistas, porém podem causar danos por
competicdo quando em elevado nimero de individuos na populacdo (Caldiz e Beltrano,
1989).

Quanto as suas caracteristicas morfolégicas, T. aeranthos apresenta folhas espira-
ladas que cobrem o caule devido ao seu grande nimero. A floragdo ocorre de julho a
janeiro. Com inflorescéncia ornamentada com bracteas rdseas ou purpureas, possui de 5

a 20 flores, estas com sépalas réseas ou avermelhadas e pétalas violaceas (Reitz, 1983).

O androceu apresenta seis estames com anteras tetrasporangiadas, amarelas, trés maiores
e trés menores. O gineceu apresenta ovario supero, gamocarpelar, tricarpelar e trilocular,
(Spat, 2012), tem em média ~252 rudimentos seminais por ovario (Bianchi e Vesprini,
2014). Espeécie protandrica, anteras deiscentes na pré-antese e gineceu receptivo na
antese, com fecundacdo cruzada, apresentando alta auto-incompatibilidade (Bianchi e
Vesprini, 2014), tendo como registro de polinizadores beija-flores (Snow e Teixeira,
1982; Ono et al., 2020).

O padréo de desenvolvimento do rudimento seminal de T. aeranthos foi descrito
por Spat (2012). O primérdio do rudimento seminal comeca seu desenvolvimento na pla-
centa axial e é constituido de trés camadas meristematicas (dérmica, subdérmica e cen-
tral). A camada subepidérmica inicia o processo de diferenciacdo e da origem a célula
inicial arquesporial. Esta célula inicial se divide periclinalmente dando origem a uma cé-
lula parietal primaria e a uma célula méae de gindsporo, caracterizando um rudimento se-
minal do tipo crassinucelado. Percebe-se nesse estadio a formagdo do tegumento interno,
em seguida célula mée de gindsporo comeca a se alongar. A formacdo do tegumento ex-

terno se inicia de forma assimétrica, enquanto a célula mae continua se alongando e o
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Figura 1: Mapa de Temperatura Maxima Absoluta (°C) para a regido sul do Brasil nos

meses de junho, julho e agosto (inicio da floracdo da espécie). e ocorréncia de Tillandsia
aeranthos (dados obtidos na rede speciesLink). Adaptado de WREGE et al., 2011.



14

rudimento seminal se curva, caracteristico do tipo anatropo. A célula mée de gin6sporo
entra em processo de ginosporogénese, ocorre entdo uma polarizagdo micropilar do
nacleo que se prepara para a meiose. O processo de meiose se inicia e no primeiro ciclo
mitético se observa a metéfase seguida da formagdo de uma diade de gindsporos. Essa
diade entdo passa por mais uma divisdo formando uma triade de gindsporo e outra logo
ap6s formando a tétrade de gindsporos. Apo6s formada a tétrade apenas um desses
ginGsporos seguira seu desenvolvimento e os outros dois ou trés serdo degenerados. No
nucelo a deposicdo de calose ocorre no espaco entre a diade, triade e tétrade de
gindsporos, fazendo uma separacdo entre elas nas paredes transversais, depois quando o
gindsporo funcional se estabelece 0 mesmo é circundado pela deposicdo de calose em
todos os limites da célula preparando para o processo de ginogametogénese.

Diversos estudos sobre o efeito da temperatura sdo encontrados na literatura sobre
o efeito do estresse térmico em plantas, porém ainda sdo poucos os que avaliam ao nivel
anatdmico o0s aspectos reprodutivos. Pouco se sabe também dos efeitos da alta
temperatura sobre o gineceu, uma vez que a maioria dos trabalhos ja realizados detalham
os efeitos sobre o androceu (Gross e Kigel, 1994; Porch e Jahn, 2001). As espécies mais
estudadas sdo na maioria cultivadas, ou seja, espécies que geralmente possuem ampla
distribuicdo geografica ou amplitude ecoldgica, devido ao melhoramento (Zinn et al.,
2010). A espécie usada neste trabalho possui uma distribuicdo restrita, sendo mais
abundante na regido subtropical do que na regido tropical, e pode assim apresentar menor
tolerancia ao aumento da temperatura média mundial, podendo agregar dados aos estudos
sobre mudancas climaticas e os efeitos sobre a diversidade bioldgica. As hipoteses € de
que a temperatura elevada tera algum efeito sobre o desenvolvimento vegetativo e
reprodutivo da espécie estudada, afetando sua fenologia e o desenvolvimento do

rudimento seminal seja por degeneracao dos seus esporos ou do gindfito.

2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

- Observar os efeitos do estresse térmico sobre o desenvolvimento inflorescéncia de

Tillandsia aeranthos submetidas a alta temperatura.
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2.2. Objetivos Especificos
- Observar o efeito de alta temperatura sobre a morfologia das flores;

- Observar se a temperatura alta afetara as fases iniciais de desenvolvimento do rudimento

seminal;

- Observar o efeito de alta temperatura na sintese e deposi¢do de calose durante a fase da
esporogeénese.

3. MATERIAL E METODOS
3.1. Coleta e Tratamentos

Os individuos de T. aeranthos foram coletados no Morro Santana em Porto
Alegre-RS (30°04'16.6"S, 51°07'04.3"W). A area de coleta estd situada na zona
antropizada do Morro Santana, onde se localiza o Campus do Vale da Universidade
Federal do Rio Grande do Sul. Para implemento do experimento estimou-se um nimero
de individuos suficientes para coleta das inflorescéncias levando em consideracdo a
possibilidade de algumas inflorescéncias cessarem o desenvolvimento apos a implantacao
do experimento. Coletou-se entdo 50 individuos para cada tratamento, e todos
apresentavam a inflorescéncia no inicio do seu desenvolvimento, quando ainda estavam
inclusas na roseta. Foi obtido uma inflorescéncia por dia de cada tratamento e do
ambiente, e a excisao das inflorescéncias se deu até se observar a formacédo de fruto. Com
intuito de observar desde as suas fases iniciais de desenvolvimento, todas as
inflorescéncias coletadas, seja dos tratamentos ou do ambiente, foram as menos
desenvolvidas de todas as disponiveis naquele dia de coleta, ou seja, as inflorescéncias
que se apresentavam mais inclusas na roseta e nas bracteas, ou com menor numero de

flores em antese.

Foi realizado dois experimentos um no ano de 2015 com temperatura constante,
regime mais extremo de temperatura e outro em 2018 com temperatura alternada, regime

menos extremo com temperatura mais amena durante a noite (Tabela 1).
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Tabela 1: Tratamentos e regimes de temperatura.

Regime de Periodo do
Tratamento temperatura Ano experimento Temperaturas
TC32 32°C dia/ 32°C noite
Constante 2015 Zig/ulr}lh hooa
TCag/3s ] 38°C dia/ 38°C noite ou
35°C dia/ 35°C noite
TA28 28°C dia/ 22°C noite
27/agosto a
Alternada 2018 04/setembro _ _
TA32 32°C dia/ 22°C noite
25/junho a
AU 10/julho
Ambiente - Ambiente natural
27/agosto a
2018 04/setembro

O intervalo entre os experimentos se deu pela disponibilidade de incubadoras, ndo
sendo possivel realiza-los concomitantemente. As datas de coletas do ano de 2018
ocorreram dois meses apos a data de coleta do ano de 2015, por dois motivos, primeiro
as inflorescéncias no ano de 2018 comecaram seu desenvolvimento no ambiente natural
posteriormente ao inicio do ano de 2015, ainda devido a problemas técnicos com a
incubadora o experimento sofreu atraso na sua implementacdo. No ano de 2015 os
individuos coletados foram submetidos a temperatura constante de 32°C dia/ 32°C noite
(TC32) e 38°C dia/ 38°C noite - do 1° dia ao 5° dia - ou 35°C dia/ 35°C noite —do 6°dia
em diante- (TC38/35). Devido a sinais de possivel fenecimento dos individuos a
temperatura foi alterada para de 38°C para 35°C ao 6° dia do experimento (25/06/2015),
sendo mantida até o final do experimento. No ano de 2018 novos individuos foram
coletados e submetidos a temperatura alternada 28°C dia/ 22°C noite (TA28) e 32°C dia/
22°C noite (TA32). A temperatura de 38°C foi a maior maxima observada no trabalho de
Breitsameter (2014), a de 32°C com base na temperatura mais alta no més de maio
(anterior ao inicio do experimento) e a de 28°C por ser 0 maior valor da temperatura
minima entre 0os meses de junho a setembro, todos baseados na série historica de 1961-
2014. (INMET, 2014). Para o experimento com temperatura alternada a temperatura da

noite foi escolhida com base no clima da regido, Cfa, em que a temperatura média do més
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mais quente € superior a 22°C (Moreno, 1961). No intuito de comparar os individuos
submetidos aos tratamentos com os individuos do mesmo local de coleta e que se
desenvolviam em ambiente natural. Como controle entdo foram coletadas e processadas
inflorescéncias do ambiente natural (Ambiente) nos mesmos dias de processamento das

inflorescéncias nos tratamentos.

Os individuos dos tratamentos foram acondicionados em incubadora
(ELETROLAB EL212/3) com controle de fotoperiodo e temperatura. As temperaturas
ainda foram aferidas para registro atravées de datalogger (AKSO AK174 e Elitech GSP-
6). O controle de umidade foi feito por lamina d’agua em bandejas e borrifos diarios de
agua. O fotoperiodo adotado teve duracdo de 12h, representando uma média aproximada

do fotoperiodo durante a floracéo da espécie (Borges, 2013).

3.2. Processamento do material para estereomicroscopia

O padrao usado para escolha das inflorescéncias para processamento foi coletar
sempre a inflorescéncia menos desenvolvida, ou seja, com a fase mais precoce encontrada
entre os individuos dos tratamentos e do ambiente. Foi feito registro fotomacrogréafico
dos individuos e das inflorescéncias com o microscépio Leica M165FC com camera
digital DF500 (programa LAS versédo 4.1) e com camera do dispositivo celular LG-K220
(programa Android 6.0.1.). Os dados foram analisados através de observacao, apenas a
titulo de comparacdo qualitativa de caracteristicas como tamanho e coloracdo dos

tratamentos com o Ambiente.

3.3. Processamento do material para microscopia de luz transmitida

Os botdes florais excisados, tanto do controle como dos tratamentos, foram
fixados a vacuo e preservados no ano de 2015 em FAA 50% (formaldeido, acido acético
e alcool 50%) (Johansen, 1940). As amostras, fixadas com FAA 50%, ndo preservaram
bem o conteudo citoplasmatico, optando assim pela troca de fixador. Por isso, no ano de
2018, os botoes florais foram fixados em glutaraldeido 1% e formaldeido 4% em tampao

fosfato de sodio 0,1M, pH 7.2 (Mcdowell e Trump, 1976). Com intuito de preparar as
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pecas para a desidratacdo foram feitas lavagens com tampéo fosfato de sédio 0,1M, pH
7,2 (Gabriel,1982) seguida por desidratacdo alcoolica ascendente (Johansen, 1940),
passagens por cloroférmio e por fim o material foi infiltrado em hidroxietilmetacrilato
(Gerrits e Smid, 1983).

Os blocos produzidos dos ovérios de T. aeranthos foram secionados transversal
e/ou longitudinalmente, de 3 e 4 um de espessura em micrétomo Leica 1400 (coleta de
2015) e em micrétomo Leica 2265 (coleta de 2018), equipados com navalha descartavel
e corados em Azul de Toluidina O 0.05% em tampéo fosfato de s6dio 0,1M, pH 4,4
(O’Brien e McCully, 1981). Para detecgéo de calose foi utilizado Azul de Anilina, sob
excitacdo com luz ultravioleta, com auxilio de filtro UV de 340-380 nm (Eschrich e
Currier, 1964).

As laminas foram analisadas e fotomicrografadas com o microscépio Leica DMR
HC, com camera digital Zeiss Axiocam HRC Zeiss (programa AxioVision v.4.9.1 SE 64).
O registro foi realizado somente até que todos os tratamentos estivessem na fase de

gin6fito.

4. RESULTADOS

4.1 Temperatura Constante (Coleta de 2015)

4.1.1 Morfologia das folhas e inflorescéncias

O tratamento TC32 ndo apresentou alteracGes na coloracdo das folhas nos
primeiros dias do experimento. Contudo, os danos passaram a aparecer no 20° dia, as
folhas comecaram a apresentar baixa pigmentacdo e algumas dessecamento. No 28°dia,
altimo dia do experimento, a maioria das folhas estavam ressecadas. O efeito da
temperatura alta no tratamento TC38/35 nas folhas foi mais intenso. Em apenas 5 dias de
experimento as folhas ja apresentavam baixa pigmentacdo. Os danos foram tdo severos
que foi necessario diminuir a temperatura de 38°C para 35°C; com a temperatura mais

baixa (35°C) a progressédo dos danos foi mais lenta. No entanto, no 16° dia a maioria das
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folhas estavam ressecadas, este dia foi a Gltima coleta de inflorescéncia do TC38/35. A
figura 2 nos mostra a morfologia dos individuos no 13° dia de experimento. A morfologia
das folhas do tratamento TC32 ainda estavam semelhantes ao ambiente nesse dia, sem
sinais de danos enquanto no tratamento TC38/35 as folhas apresentavam baixa

pigmentagéo e ressecadas.

Figura 2: Morfologia dos individuos de Tillandsia aeranthos em temperatura constante no

13° dia de experimento. A. Individuo do Ambiente. B. Individuo do tratamento TC32. C. Individuo do
tratamento TC38/35. Barras= 2cm.

O crescimento das inflorescéncias foi afetado pela alta temperatura em ambos 0s
tratamentos. A raque da inflorescéncia do tratamento TC32 (Figura 2B) se apresentou
mais desenvolvida e com maior do as do Ambiente, sendo visivel acima da roseta. Essa
diferenca foi perceptivel desde o 5° dia, quando algumas inflorescéncias ndo estavam
mais inclusas na roseta, esse nimero foi aumentando com o passar dos dias até que todas
ndo estavam mais inclusas na roseta, enquanto nos individuos do ambiente a
inflorescéncia se encontrava inclusa na roseta e por isso ndo visivel (Figura 2A). Ja no
tratamento TC38/35, ndo foi observado esse crescimento, todas as inflorescéncias
permaneceram inclusas na roseta (Figura 2C), sem crescimento da raque até o fim do

experimento.

Outro efeito evidente observado foi a baixa pigmentacdo das inflorescéncias em
ambos o0s tratamentos. A raque e as bracteas apresentaram um tom de rosa mais claro em

relacdo ao Ambiente (Figuras 3A-C), sendo mais visivel no 6° dia no tratamento TC38/35.
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A alta temperatura acelerou o desenvolvimento das inflorescéncias no tratamento
TC32, mas estagnou o desenvolvimento no TC38/35. No TC32 além do crescimento da
raque, as flores também estavam maiores quando comparada as do Ambiente. Assim no
6° dia do experimento as inflorescéncias do TC32 estavam maiores em relagcdo ao
Ambiente (Figuras 3A-C). O desenvolvimento também foi mais acelerado, as flores do
TC32 comegaram a antese a partir do 9° dia e na sua totalidade em antese no 16° dia
(Figura 3E), enquanto o Ambiente ndo chegou a entrar em antese até o fim do
experimento (Figura 3l). Apesar do desenvolvimento acelerado, as inflorescéncias
mostraram sinais de dessecacdo a partir do 20° dia (Figura 3H), e no ultimo dia do
experimento, Ultima coleta deste tratamento, a inflorescéncia estava completamente
ressecada e sem coloracgdo (Figura 3J). Por outro lado, as inflorescéncias do tratamento
TC38/35 no 6° dia de experimento estavam inclusas nas rosetas e se mantiveram assim
durante todo o experimento. As inflorescéncias ja apresentavam sinais de estresse, pois
as bases das flores estavam necrosadas (Figura 3C), nos dias seguintes os danos foram
aumentando, e no 16° dia a inflorescéncias se encontrava totalmente ressecada e
necrosada (Figura 3F). No ultimo dia de experimento as inflorescéncias do Ambiente, em

sua maioria, ndo estavam em antese (Figura 3I), com raras excecdes.

4.1.2 Fases de desenvolvimento do rudimento seminal

As fases de desenvolvimento do rudimento seminal que foram encontradas no
Ambiente e nos tratamentos podem ser observadas na Tabela 1. As figuras 4-7 mostram
0s cortes histologicos da fase menos avancada e da mais avancada encontrada em cada

dia de uma mesma inflorescéncia, por tratamento.

A tendéncia de aceleracdo do desenvolvimento evidenciada na morfologia
também foi constatada nas fases de desenvolvimento do rudimento seminal no tratamento
TC32. Nos primeiros dias de experimento (até o 7°dia) as fases nos tratamentos estavam
semelhantes as observadas nas plantas do Ambiente. Apenas a partir do 8° dia a fase de
desenvolvimento estava mais avancada nos tratamentos, enquanto nos rudimentos em
condicdes do Ambiente a fase mais avancada observada foi a de célula mée de gindsporo,
com tegumento externo (Figura 5P), no tratamento TC32 ja se observou a fase de
gindsporo funcional (Figura 5Q). Nos dias 14 e 15 essa tendéncia de diferencas nas fases

ontogenéticas ndo foi observada, sendo que as fases do tratamento estavam muito
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similares as fases do Ambiente, todavia os rudimentos seminais, amostrados nestes dias,
apresentavam sinais de degeneracdo. Foi mais evidente no 14° dia, onde tanto a fase
menos, como a mais avancada encontrada as células, apresentaram uma mudanga no
aspecto citoldgico, ndo se evidenciando a densidade protoplasméatica comum nestas fases,
reduzindo-se apenas a visdo das paredes celulares (Figuras 7B, E). Ainda na fase mais
avancada encontrada em TC32 no 14°dia a célula mée de gindsporo estava degradada. O
15° dia apresentou sinais menos evidentes de degradacdo, mas se observou vacuolagédo
anormal, incomum de se observar vactolos destas dimens6es e nimero nestas fases, tanto
na fase menos avancgada (Figuras 7H, I) como na mais avancada (Figuras 7L, M). No dia
seguinte, 16° dia e Gltimo de coleta, a Gnica fase encontrada foi a de ginéfito (Figura70),

rudimentos seminais integros, e, no entanto, também degenerados.

O tratamento TC38/35 ndo apresentou diferenca nas fases observadas nos
primeiros dias (Tabela 1). A partir do segundo dia o desenvolvimento dos rudimentos
seminais foi suprimido, a fase mais avancada encontrada foi a de célula mée de gindsporo,
enquanto o Ambiente apresentou fase mais avancada, a fase de célula mae de gindsporo
com polarizacdo. Entretanto, a partir do 5° dia os rudimentos seminais no TC38/35 ja
apresentaram sinais de degradacdo (Figuras 40, R), novamente vemos mudanca no
aspecto citologico com baixa densidade citoplasmatica, e na fase menos avancada células
com colapso de protoplasto e da parede celular. Apesar de que no 9° dia ser possivel
reconhecer a célula mée de gindsporo (Figura 6F) e no 14° dia a célula inicial arquesporial
(Figura 7F), o estado citologico em que os rudimentos seminais se encontram € indicativo
de que o desenvolvimento ndo seguird mais além. No ultimo dia de coleta do tratamento

TC38/35 todos os tecidos das flores estavam degradados (Figura 7P).
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Figura 3: Inflorescéncias de Tillandsia aeranthos em temperatura constante. A. Dia 6,
Ambiente. B. Dia 6, TC32. C. Dia 6, TC38/35. D. Dia 16, Ambiente. E. Dia 16, TC32. F. Dia 16, TC38/35.
G. Dia 20, Ambiente. H. Dia 20, TC32. I. Dia 28, Ambiente. J. Dia 28, TC32. Retangulo pontilhado=
inflorescéncias pereceram, sem coleta. Barras= 2mm.
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Tabela 2: Fases de desenvolvimento do rudimento seminal em temperatura constante.

Data

Tratamento

11 .
12 ia par/esp a cmg
13 ti

cmg cmg
pol

te

mei dia tri tetra gf gin

25/6

Dial Amb

Dia 1 TC32

Dia 1 TC38/35

26/6

Dia2 Amb

Dia 2 TC32

Dia 2 TC38/35

29/6

Dia 5 Amb

Dia 5 TC32

Dia 5 TC38/35

30/6

Dia 6 Amb

Dia 6 TC32

Dia 6 TC38/35

17

Dia 7 Amb

Dia7 TC32

Dia 7 TC38/35

217

Dia 8 Amb

Dia 8 TC32

Dia 8 TC38/35

317

Dia 9 Amb

Dia 9 TC32

Dia 9 TC38/35

6/7

Dia 12 Amb

Dia 12 TC32

Dia 12 TC38/35

717

Dia 13 Amb

Dia 13 TC32

Dia 13 TC38/35

8/7

Dia 14 Amb

Dia 14 TC32

Dia 14 TC38/35

917

Dia 15 Amb

Dia 15 TC32

Dia 15 TC38/35

10/7

Dia 16 Amb

Dia 16 TC32

Dia 16 TC38/35

Amb= Ambiente, TC32= temperatura constante de 32°C, TC38/35= temperatura constante de 38/35°C. |11
12 13= placenta trizonada, ia= célula inicial arquesporial, par/esp= divisdo da célula arquesporial em parietal
e esporogénica, ia ti= célula inicial arquesporial com formacéo do tegumento interno, cmg= célula mée de
gindsporo, cmg te= célula mée de gindsporo com formac&o do tegumento externo, cmg pol= célula mée de
gindsporo com polarizagdo, mei= primeiro ciclo mei6tico, dia= diade de gin6sporo, tri= triade de ginésporo,
tet= tétrade de gindsporo, gf= gindsporo funcional, gin= gindfito.
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Dia1

Dia 2

Dia 5

Figura 4: Fases de desenvolvimento do rudimento seminal de Tillandsia aeranthos em
temperatura constante. A-F. Dia 1. G-L. Dia 2. M-R. Dia 5. Primeira coluna- Ambiente. Segunda
coluna- Tratamento TC32. Terceira coluna- Tratamento TC38/35. |1 12 13= placenta trizonada, ia= célula
inicial arquesporial, ti= tegumento interno, cmg= célula mae de gin6sporo, te= tegumento externo. Barras=
20 um. Corado com Azul de Toluidina O.
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Ambiente TC32 TC38/35

Figura 5: Fases de desenvolvimento do rudimento seminal de Tillandsia aeranthos em
temperatura constante. A-F. Dia 6. G-L. Dia 7. M-R. Dia 8. Primeira coluna- Ambiente. Segunda
coluna- Tratamento TC32. Terceira coluna- Tratamento TC38/35. 11 12 13= placenta trizonada, ia= célula
inicial arquesporial, ti= tegumento interno, cmg= célula mée de gindsporo, te= tegumento externo, cmg
pol= célula mae de gindsporo com polarizacao, gf= gindsporo funcional. Barras= 20 um. Corado com Azul
de Toluidina O.
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Figura 6: Fases de desenvolvimento do rudimento seminal de Tillandsia aeranthos em
temperatura constante. A-F. Dia 9. G-K. Dia 12. L-P. Dia 13. Primeira coluna- Ambiente. Segunda
coluna- Tratamento TC32. Terceira coluna- Tratamento TC38/35. |1 12 13= placenta trizonada, ia= célula
inicial arquesporial, ti= tegumento interno, cmg= célula mée de gindsporo, te= tegumento externo, cmg
pol= célula mée de gindsporo com polarizagdo, dia= diade de gindsporo, gf= gindsporo funcional, gin=
gindfito. Barras= 20 um. (Figura A, B, D-L, N, O), 50 um (Figura M, P), 100 um (Figura C). Corado com
Azul de Toluidina O. Retangulo pontilhado= inflorescéncias pereceram, sem coleta.
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Figura 7: Fases de desenvolvimento do rudimento seminal de Tillandsia aeranthos em
temperatura constante. A-F. Dia 14. G-M. Dia 15. N-Q. Dia 16. Primeira coluna- Ambiente. Segunda
coluna- Tratamento TC32. Terceira coluna- Tratamento TC38/35. |1 12 13= placenta trizonada, ia= célula
inicial arquesporial, ti= tegumento interno, cmg= célula mée de gindsporo, te= tegumento externo, cmg
pol= célula mée de gindsporo com polarizagdo, gin= ginofito, asterisco= vacuolacdo anormal. Barras= 20

pm (Figura B- I, K-N), 50 um (Figura A, J, P, Q), 100 pum (Figura O). Corado com Azul de Toluidina O.
Retangulo pontilhado= inflorescéncias pereceram, sem coleta.
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4.2 Temperatura alternada (Coleta de 2018)

4.2.1 Morfologia das folhas e inflorescéncias

O aspecto do corpo vegetativo ndo apresentou diferengas em relacdo ao Ambiente
em ambos os tratamentos. Nas inflorescéncias também se observou um pedinculo mais
desenvolvido em relagdo ao Ambiente (Figuras 8A-C). A baixa pigmentacdo pode ser
percebida a partir do 7° dia (Figuras 9E, F), mas a diferenca entre 0 Ambiente foi mais

sutil quando comparada com a diferenca observada nos tratamentos em regime de

temperatura constante.

Figura 8: Morfologia dos individuos de Tillandsia aeranthos em temperatura alternada no
11° dia de experimento. A. Individuo do Ambiente. B. Individuo do tratamento TA28. C. Individuo do
tratamento TA32. Barras= 2cm.

Em ambos os tratamentos se observou aceleracdo no desenvolvimento a partir do
7° dia, muitas inflorescéncias ja estavam nédo inclusas nas rosetas, e algumas até mesmo
em antese. No entanto, o tratamento TA28 apresentou um desenvolvimento mais
acelerado; no 7° dia todas as inflorescéncias ja estavam em antese (Figura 9E), enquanto
a do TA32 somente no 11° dia (Figura 8C). Ainda por estar mais adiantadas no
desenvolvimento, as inflorescéncias do TA28 comecaram a demonstrar sinais de
dessecamento primeiro (Figura 9K) do que o tratamento TA32 (Figura 9L).

Diferentemente do experimento em temperatura constante, na alternada as

inflorescéncias perduraram sem danos aparente por mais tempo, em ambos tratamentos.



29

No entanto, a partir do dia 28, ambos os tratamentos apresentaram todas as flores murchas

(Figuras 10E, F), enquanto o ambiente mantinha seu desenvolvimento normal.

4.2.2 Fases de desenvolvimento do rudimento seminal

As fases de desenvolvimento do rudimento seminal, observadas no ano de 2018,
estavam todas mais avancadas de desenvolvimento do rudimento seminal em relagdo ao
ano de 2015 desde a implantacdo do experimento, isso porque a coleta de 2015 comegou
em junho e a de 2018 em final de agosto. Desta forma foi possivel observar fases mais
avancadas do desenvolvimento do rudimento seminal, da esporogénese e da
gametogénese, tendo como ponto de partida a fase de célula mée de gindsporo nos trés

tratamentos (Tabela 2).

Os tratamentos ndo afetaram significativamente as fases de desenvolvimento do
rudimento seminal em relagcdo ao Ambiente, sendo muito similares entre si (Figuras 11 e
12). Somente no 10°dia se percebeu diferenca significativa, enquanto o Ambiente ainda
tinha a fase de célula mée de gindsporo com tegumento externo, os tratamentos TA28 e
TA32 estavam nas fases de ginosporo e/ou ginéfito, sem apresentar nenhuma fase anterior

a essas (Figura 13).
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Figura 9: Inflorescéncias de Tillandsia aeranthos em temperatura alternada. A. Dia 5,
Ambiente. B. Dia 5, TA28. C. Dia 5, TA32. D. Dia 7, Ambiente. E. Dia 7, TA28. F. Dia 7 TA32. G. Dia
17, Ambiente. H. Dia 17, TA28. I. Dia 17, TA32. J. Dia 24, Ambiente. K. Dia 24, TA28. L. Dia 24, TA32.
Barras= 1cm.
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Figura 10: Inflorescéncias de Tillandsia aeranthos do tratamento em temperatura

alternada. A. Dia 25, Ambiente. B. Dia 25, TA28. C. Dia 25, TA32. D. Dia 28, Ambiente. E. Dia 28,
TAZ28. F. Dia 28 TA32. G. Dia 34, Ambiente. H. Dia 34, TA28. I. Dia 34, TA32. J. Dia 38, Ambiente. K.

Dia 38, TA28. L. Dia 38, TA32. Barras= 1cm.
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Tabela 3: Fases de desenvolvimento do rudimento seminal em temperatura alternada.

11
Data | Tratamento | 12 ia par/esp
13

ia cmg cmg

i M9 e pol mei dia tri tet gf gin

Dia 3 Amb
27/8 | Dia3 TA28
Dia 3 TA32
Dia 4 Amb
28/8 | Dia 4 TA28
Dia 4 TA32
Dia5 Amb
29/8 | Dia5TA28
Dia5 TA32
Dia 6 Amb
30/8 |Dia 6 TA28
Dia 6 TA32
Dia 7 Amb
31/8 |Dia7 TA28
Dia 7 TA32
Dia 10 Amb
3/9 |Dial0TAZ28
Dia 10 TA32
Dia 11 Amb
4/9 |Diall TA28
Dia 11 TA32

LN

Amb= Ambiente, TA28= temperatura alternada de 28°C, TA32= temperatura alternada de 32°C. 1112 I3=
placenta trizonada, ia= célula inicial arquesporial, par/esp= divisdo da célula arquesporial em parietal e
esporogénica, ia ti= célula inicial arquesporial com formagao do tegumento interno, cmg= célula mée de
ginésporo, cmg te= célula mée de gindsporo com formagéao do tegumento externo, cmg pol= célula mae de
ginésporo com polarizagdo, mei= primeiro ciclo mei6tico, dia= diade de gindsporo, tri= triade de gindsporo,
tet= tétrade de gindsporo, gf= ginésporo funcional, gin= gindfito.
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Figura 11: Fases de desenvolvimento do rudimento seminal de Tillandsia aeranthos em
temperatura alternada. A-F. Dia 3. G-L. Dia 4. M-R. Dia 5. Primeira coluna- Ambiente. Segunda
coluna- Tratamento TA28. Terceira coluna- Tratamento TA32. ti= tegumento interno, cmg= célula mée de
gindsporo, te= tegumento externo, cmg pol= célula mée de gindsporo com polarizagdo, gf= gindsporo
funcional, gin= gindfito. Barras= 20 um Corado com Azul de Toluidina O.
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Figura 12: Fases de desenvolvimento do rudimento seminal de Tillandsia aeranthos em
temperatura alternada. A-F. Dia 6. G-L. Dia 7. Primeira coluna- Ambiente. Segunda coluna-
Tratamento TAZ28. Terceira coluna- Tratamento TA32. ti= tegumento interno, cmg= célula mae de
ginésporo, te= tegumento externo, dia= diade de ginoésporo, tri= triade de ginésporo, gf= gindsporo
funcional, gin= gindfito. Barras= 20 pm (Figura A-E, G-L), 50 pm (Figura F). Corado com Azul de
Toluidina O.
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Ambiente TA28 TA32

Figura 13: Fases de desenvolvimento do rudimento seminal de Tillandsia aeranthos em
temperatura alternada. A-E. Dia 10. F-1. Dia 11. Primeira coluna- Ambiente. Segunda coluna-
Tratamento TAZ28. Terceira coluna- Tratamento TA32. ti= tegumento interno, cmg= célula mae de
ginésporo, te= tegumento externo, gf= gindsporo funcional, gin= gindfito. Barras= 20 um (Figura A, B,
D), 50 um (Figura C, E), 200 pm (Figura G ). Corado com Azul de Toluidina O. Retangulo pontilhado=
inflorescéncias pereceram, sem coleta.
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4.3 Deposicéo de Calose na Ginosporogénese

O tratamento TA28 (Figura 14D) apresentou deposi¢cdo normal de calose para a
fase como visto no ambiente (Figura 14B), durante a ginosporogénese a calose se deposita
entre os gindsporos em formacdo, e apenas uma pequena quantidade ao redor do nucelo.
Registrou-se deposicdo anormal de calose nos tratamentos TA32 (Figura 14F) e TC32
(Figura 14H). No tratamento TA32 a camada de calose entre os ginésporos se depositou
diagonalmente (seta), sendo o normal a camada ser transversal como visto no ambiente.
Essa divisdo desigual de gindsporo é possivel de se observar também na microscopia de
luz transmitida (Figura 14E). No tratamento TC32 a deposicdo de calose entre 0s
gindsporos foi irregular (setas), diferente da camada curvo linear do normal. Além disso

apresentou deposicdo excessiva em relacdo ao normal para a fase ao redor do nucelo.
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Figura 14: Deposicdo de calose no rudimento seminal de Tillandsia aeranthos durante a
esporogénese. A-B. Ambiente. C-D. TA28. E-F. TA32. G-H. TC32. A, C, E, G. Microscopia de luz
transmitida, corado com Azul de Toluidina O. B, D, F, H. Microscopia de Fluorescéncia, corado com Azul
de Anilina. cabeca de seta= deposi¢do normal; seta= deposi¢do anormal. Barras= 20 pm.
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5. DISCUSSAO

A temperatura é considerada um fator que afeta o crescimento e desenvolvimento
das plantas. Quando a temperatura desvia da faixa 6tima a planta pode acelerar ou atrasar
0 seu crescimento ou desenvolvimento (Lippmann et al., 2019). Segundo a classificacéo
de Casal e Balasubramanian (2019) para os tipos de respostas das plantas a temperatura,
0s resultados observados para a T. aeranthos podem nos dizer que houve dois tipos de
resposta: especifica e estresse. A resposta especifica, com termomorfogénese aparente se
observou nos tratamentos TC32, TA28 e TA32. A temperatura ndo afetou a morfologia
das folhas nestes tratamentos, no entanto afetou a morfologia das inflorescéncias,
provocando alongamento da raque da inflorescéncia e antese precoce em relagcdo ao
Ambiente. Os resultados observados neste trabalho concordam com Ibafiez et al. (2017),
ao analisar o efeito de diferentes temperaturas, 16°C, 20 °C, 24°C e 28°C, individuos de
Arabidopis thaliana (L.) Heynh. tiveram o desenvolvimento precoce da germinacdo até
a frutificacdo, para as duas temperaturas mais altas em relagdo as duas mais baixas

testadas, resposta tipica da termomorfogénese.

No decorrer do experimento estes tratamentos passaram a demonstrar sinais de
estresse apresentando como dano o dessecamento dos verticilos florais devido a continua
exposicdo a temperatura alta. Resultados semelhantes aos do presente trabalho para os
tratamentos TC32, TA28 e TA32 foram vistos por Suraweera et al. (2016) ao submeterem
a espécie Tanacetum cinerariifolium (Trevir.) Sch.Bip. a um regime de estresse térmico
moderado (35°C/6h) e um severo (35°C/12h). Ambos os regimes de temperatura tiveram
como resposta uniformidade e sincronizacdo da antese e menor duracdo do periodo de
floracdo em relacdo ao controle. No entanto, 0s autores observaram que o regime severo
respondeu antes, 3 dias antes do que o regime moderado, que por sua vez apresentou 14

dias antes do controle.

Os tratamentos TC32, TA28 e TA32 apresentaram respostas (alongamento do
pedunculo da inflorescéncia e antese) em poucos dias de diferenca entre si. Mas por causa
da temperatura constante, que torna o tempo de exposicdo a alta temperatura maior dentre
eles, 0 TC32 foi aquele com o dano mais acentuado. Além das respostas ja citadas também
apresentou baixa pigmentacdo das bracteas apds a inflorescéncia emergir da roseta,
apresentando um tom rosa palido enquanto do ambiente apresenta um tom de rosa forte.

O tom de rosa visto nas bracteas do ambiente somente comeca a ser menos pigmentado
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naturalmente no desenvolvimento avancado da flor quando esta esta entrando no processo
de frutificacdo. A producgdo de antocianina diminui em altas temperaturas, e com isso ha
baixa pigmentacdo nas flores, 0 mesmo foi visto em outras espécies como em pétalas de
Rosa hybrida (Dela et al., 2002), Chrysanthemum morifolium Ramat. (Nozaki et al., 2006
e Puangkrit et al., 2018) e inclusive casca de frutos como Malus domestica Borkh. (Lin-
Wang et al., 2011).

O tratamento TC38/35 néo teve seu crescimento e desenvolvimento acelerado,
mas demonstrou sinais de estresse na morfologia das folhas, que apresentaram baixa
pigmentacéo, e no decorrer do experimento estavam mais finas e maledveis em relacéo
ao ambiente e demais tratamentos. Um crescimento reduzido em folhas de bromélias
epifitas foi observado por Pellegrini (2012), ao submeter duas espécies (Tillandsia
bulbosa Hook. e Vriesea sp.) a estresse térmico (27°C e 32°C), a taxa de crescimento e a
biomassa relativa, para as duas espécies na temperatura mais elevada foi menor. Por fim
os individuos do TC38/35 apresentaram sinais de dessecacdo e senescéncia, devido a
temperatura estar muito elevada era esperado tal resposta. Alta temperatura pode
aumentar taxa de transpiracdo, e assim a planta pode sofrer concomitante o estresse
hidrico, mesmo que se mantenha a disponibilidade de &gua necessaria. Annisa et al.
(2013) ao comparar 0 mesmo genoétipo Brassica juncea (L.) Czern. nas temperaturas de
23°C e 35°C fornecendo a mesma quantidade de agua, percebeu efeito mais adverso na
temperatura mais alta. Dentre os efeitos observados pelos autores estavam a maior
condutancia dos estdmatos e alta transpiracdo o que afeta fotossintese, justificando a
alteracdo da pigmentacdo das folhas. Temperatura alta tem efeito em folhas como
potencial de agua da folha, area foliar reduzida e senescéncia precoce que afetam

negativamente a performance fotossintética da planta (Hasanuzzaman et al., 2013).

As inflorescéncias de TC38/35 apresentaram sinais de estresse desde o 6° dia,
baixa pigmentacdo de bracteas e sinais de necrose nas bases das flores, até o aborto no
16° dia. Tais manifestacdes sdo condizentes com o regime de estresse severo em que 0S
individuos foram expostos. Resultado semelhante foi visto para botGes florais de Pisum
sativum L., em estresse severo houve rapida interrupcdo do desenvolvimento dos 6rgaos
reprodutivos seguido de abscisdo (Guillioni et al., 1997). No entanto, se deliberou esta
temperatura (38°C) mesmo sabendo que poderia trazer danos severos a planta e esta ndo
prosseguir seu desenvolvimento, para poder observar a resposta dos individuos ao

estresse nos primeiros dias, principalmente o desenvolvimento dos rudimentos seminais.
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A fenologia de uma espécie varia conforme a época da estacdo da germinacéo,
area geografica e fendmenos atmosféricos (agua, luz e temperatura) (Sita et al., 2017). O
momento da mudanca entre as fases vegetativa e reprodutiva aliada a floracéo é crucial
para formacdo de sementes em individuos e populagdes, ainda a variacao entre fenologia
das espécies € um mecanismo importante para manter a coexisténcia de espécies em
diversas comunidades de plantas, reduzindo a competicdo por polinizadores e outros
recursos (Cleland et al., 2007). O estresse térmico pode causar 0 aumento da esterilidade
de drgdos reprodutivos e também afeta a fenologia de plantas, podendo causar mudangas
temporais no desenvolvimento e até mesmo a supressdo de um estadio (Hasanuzzaman et
al., 2013). Por isso espécies de interesse econdmico principalmente as produtoras de
grdossdo muito estudadas quanto aos efeitos do estresse térmico pois as consequéncias
diminuem o rendimento de culturas agricolas (Sita et al., 2017). Como um exemplo temos
0 de Hossain et al. (2012), que ao testar o efeito do estresse por alta temperatura em
cultivares de alto desempenho de trigo, percebeu alteracGes fenoldgicas como inicio da

formacdo da inflorescéncia e antese que resultaram em menor rendimento de graos.

Embora trabalhos que analisam as fases fenoldgicas em conjunto com as fases de
desenvolvimentos do gindfito possam ser importantes para melhor compreensdo dos
efeitos e consequéncias da temperatura sobre a reproducdo das plantas, devido sua
complexidade existem poucos trabalhos realizados, entretanto estes trazem informacées
concordantes de que a temperatura afeta as fases de desenvolvimento e a formacéo do
gindfito estdo associados. Nava et al. (2009) avaliou o efeito da temperatura em péssegos
durante o periodo de brotamento, comparando a fenologia e o desenvolvimento dos
gametofitos nas condigcdes de campo e em casa de vegetacdo. A temperatura na casa de
vegetacao foi ~3°C em média mais alta na casa de vegetacao foi suficiente para adiantar
o desenvolvimento das flores. A antese foi observada 10 dias antes na casa de vegetacao
nos dois anos avaliados. Também se observou atraso no crescimento do ginofito, no
terceiro dia ap0s a antese o rudimento seminal ainda se encontrava antes ou ho momento
da diferenciacdo da célula mde do saco embrionario (de célula mée de ginosporo até
gindsporo funcional) enquanto no campo ja se observava saco embrionario diferenciado

(ginofito).

Um atraso nas fases de desenvolvimento do rudimento seminal também foi
observado por Jedrzejuk e Lukaszewska (2008) em arbustos de lilas (Syringa vulgaris

L.), analisando os estadios fenologicos e comparando o desenvolvimento em condigdes
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naturais (inicio do desenvolvimento do botdo floral em abril) e em quebra de dorméncia
forcada (inicio do desenvolvimento do botdo floral em novembro). A quebra de
dorméncia apds o descongelamento dos arbustos foi seguida de estresse térmico, por seis
dias foram mantidos a temperatura de 37-35°C em seguida realocados para a temperatura
natural de 26°C. O desenvolvimento sofreu atraso em relagéo ao natural desde a formacao
do gineceu, enquanto os botdes florais em condigdes naturais ja estavam iniciando a
diferenciacdo do primérdio do rudimento seminal os arbustos que sofreram quebra de
dorméncia forcada seguido de estresse térmico estavam comecando a diferenciacdo do
gineceu. E quando se observava a fase de tétrade de gindsporos no natural ainda se

observava a fase célula mae de ginésporo no tratamento.

Um experimento realizado por Kozai et al. (2015) com botdes florais de
pessegueiro o desenvolvimento do rudimento seminal foi acelerado por causa da
temperatura. As plantas de pessegueiro foram submetidas as temperaturas de 15, 20, 25 e
30°C por um més antes da floragdo natural e apds retornaram para o campo. Todas as
temperaturas adiantaram e encurtaram o periodo de florescimento, sendo que quanto mais
alta a temperatura maior foi o efeito. Na temperatura de 30 °C a emissdo dos botdes florais
foi de 80% em 3 dias, enquanto no controle levou 18 dias para atingir a mesma

porcentagem.

Os trabalhos Nava et al. (2009), Jedrzejuk e Lukaszewska (2008), e Kozai et al.
(2015) tém em comum espécies que necessitam passar por um periodo de frio para
florescer, ou seja, florescem na primavera. A T. aeranthos ao contrario passa por um
periodo de calor e depois floresce (outono — inicio da formacdo da inflorescéncia e
inverno — apice da floracdo), e seu florescimento foi acelerado pela alta temperatura.
Mesmo apresentando diferente época de floracdo, também se observou a formacao dos
botGes florais e a antese acontecer antes nos individuos submetidos a regimes de
temperatura altas quando se compara aos individuos sob as condi¢des naturais ou de
controle. Ainda se observou em comum a todos os trabalhos o encurtamento do periodo
de floracao e desenvolvimento do rudimento seminal. Este encurtamento do periodo do
desenvolvimento do rudimento seminal reflete um desenvolvimento acelerado, no entanto
reflete na maioria dos casos a senescéncia precoce dos rudimentos e nesses casos se
observou alta frequéncia de ginéfitos degenerados ou abortados antes de completarem

seu desenvolvimento.
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As andlises do presente trabalho se focam mais na ginosporogénese, apesar da
importancia de uma analise mais abrangente, optou-se por manter o foco num dos
processos menos estudados e com menos informagdes disponiveis na literatura. O efeito
do estresse térmico comumente é analisado no androceu, talvez por ser mais facil de
visualizar (Hedhly et al., 2008). Mesmo sem anélise do desenvolvimento do gineceu pode
ser uma abordagem muito valida quando se quer avaliar o efeito da temperatura sobre a
fertilidade e consequente produtividade, por menos complexo de se executar e trazer
resultados pertinentes. A maioria dos trabalhos utilizam anéalises de crescimento do tubo
polinico, rendimento de frutos e rendimento de grdos apds a fecundacéo, e através dessas
analises associam a viabilidade do gineceu como consequéncia da resposta do grdo de
polen (Zinn et al., 2010). Outro motivo é que o androceu é mais sensivel ao estresse do
que o gineceu, em alguns casos o gineceu pode até ndo sofrer danos. No entanto, trabalhos
tem demonstrado evidéncias de que temperatura elevada no gineceu afeta pré-
polinizacdo, desde a esterilidade do androceu e do gineceu e o aborto de flores até a
reducdo na quantidade e qualidade do pdlen produzido. Ainda a temperatura altera
estruturas do androceu e gineceu durante a polinizacao resultando em incompatibilidade
e queda na fertilidade, indicando assim que os efeitos vistos no gineceu nem sempre sao
dependentes do androceu, e a importancia de se analisar também o gineceu (Hedhly,
2011). Até mesmo pode haver casos em que se observa danos apenas no gineceu,
dependendo da fase de desenvolvimento em que a exposicdo a alta temperatura ocorre,
como visto por Plazek et al. (2019) em flores de Fagopyrum esculentum. Apos as plantas
serem expostas a alta temperatura foi registrado danos ao gineceu com uma drastica
reducdo no numero de sacos embrionarios normais, no entanto no androceu nao se
encontrou nenhum dano, sendo que a viabilidade dos grdos de polen se manteve intacta.
Isso aconteceu porque o0 androceu ja havia passado pela esporogénese e gametogénese
quando foi submetido a alta temperatura, ndo sofrendo dano quando o androfito ja estava

formado.

Os resultados do presente trabalho demonstram que danos causados por estresse
térmico podem ocorrer antes da fecundacdo, apresentando alteracdes na integridade dos
tecidos do rudimento seminal e nucelo antes mesmo da esporogénese. Os danos sao mais
evidentes como esperado no regime de temperatura mais severo, caso do tratamento
TC38/35 em que ja no 5° dia apresentou baixa densidade citoplasmatica na fase de

primérdio do rudimento seminal. O tratamento TC32 se demonstrou menos severo do que
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0 TC38/35, para a morfologia e fenologia e os danos apareceram mais tarde, 14° dia,
afetando também desde a fase de primérdio do rudimento seminal com baixa densidade
citoplasmética e célula méae de gindsporo degradada. No 15° dia observou-se um outro
tipo de dano, a célula mée de gindsporo apresentava vacuolacdo anormal para a fase. O
regime mais ameno de temperatura, TA28 e TA32, ndo demonstrou danos ao nucelo, no
entanto apresentou rudimentos seminais degenerados de forma abrupta no 11° dia, sem

precedéncia nos dias anteriores.

A degeneracdo de rudimentos seminais também foi observada por Saini et al.
(1983), Jedrzejuk e Lukaszewska (2008) ¢ Plazek et al. (2019). Nas observagdes de Saini
et al. (1983). um terco dos ovarios apresentaram estrutura anormal no nucelo ou no
ginofito, os dois maiores danos causados pela alta temperatura na anatomia foram reducéo
do desenvolvimento e degeneracgéo do nucelo e reduzida organizacéo celular. No trabalho
de Jedrzejuk e Lukaszewska (2008) a maioria dos rudimentos seminais tiveram gin6fito
anormais parecendo vazios e quando os gindfito estavam em fase mais avangada as
sinérgides apresentaram vacuolagdo anormal. E no caso de Plazek et al. (2019) ao avaliar
o efeito da temperatura em trigo sarraceno (Fagopyrum esculentum Moench.) a
vacuolacdo anormal do ginofito foi observada na oosfera, também ocorreu degeneragéo
de todo o gindfito e de rudimentos seminais por inteiro. Outro dado importante
encontrado por de Plazek et al. (2019) foi que a formagédo de embrides parecia muito
exuberantes, mas uma analise detalhada revelou uma vacuolacdo anormal. Tais
manifestacdes como vacuolacdo anormal, nucelo e ginofito sem conteudo e tecidos

degenerados séo condizentes com o processo de morte celular programada.

A morte celular programada (MCP) é um tipo de morte celular causada por uma
série de eventos controlados geneticamente que levam a destruicdo da célula (Lockshin e
Zakeri 2004). Floyd et al. (2015) classifica a morte celular programada em trés classes:

apoptose, necrose e autofagia.

A apoptose envolve encolhimento da membrana plasmatica se distanciando da
parede celular ao mesmo tempo que mantém a integridade da membrana plasmatica e da
membrana do vacuolo. No presente trabalho ndo foram observadas células em apoptose.
A autofagia pode ser caracterizada pela vacuolacdo da célula em grande escala, vesiculas
se acumulam no vacuolo contendo citoplasma e organelas degradadas. A membrana do

vacuolo eventualmente se rompe, liberando enzimas liticas no citoplasma e promovendo
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a morte celular. Vacuolacdo excessiva, foi observado no 14° e 15° dia do tratamento
TC32, mostram uma fase inicial da autofagia, com pequenas vesiculas em grande nimero
no nucelo. A necrose ocorre como resultado de forte estresse celular e trauma ou através
de mecanismos programados. Envolve edema celular e de organela seguido pela ruptura
das organelas, membrana plasmatica e parede celular. As respostas dos individuos quando
submetidos ao regime de temperatura alta do tratamento TC35/38 sdo sinais de estresse
ao apresentar baixa densidade citoplasmatica, colapso de protoplasto e de parede celular.
Estas caracteristicas estdo associadas a necrose, e ocorre quando o processo de autofagia
cessa e acontece uma limpeza do contetdo celular levando a uma morte rapida com o
colapso do protoplasto, sinal tipico de necrose (Kurusu e Kuchitsu, 2017). Nos
tratamentos TA28 e TA32 nédo se observou vacuolagdo anormal nem baixa densidade
citoplasmatica, somente colapso de células do rudimento seminal inteiro, podendo se
enquadrar na classe necrose da MCP, mas como néo se observou o processo desde o inicio
ndo foi possivel acompanhar as demais. Sabe-se que para melhor diagnostico o mais
adequado € observar a célula em microscopia eletrénica, pois com ela é possivel analisar
ao nivel de organelas menores (Papini et al., 2011). Apesar disso a microscopia de luz

pode nos dar um indicativo de que as células estdo passando pelo processo de MCP.

A MCP nem sempre esta associada ao estresse, este processo ocorre naturalmente
em diversos orgdo e momentos da vida da planta podendo ser essencial para o seu
desenvolvimento como, por exemplo, no ambito reprodutivo, durante formacdo do
androfito e ginofito, durante a fecundacdo na micrépila, formacdo da semente e do
embrido (van Doorn e Woltering, 2005). Durante a ginosporogénese o processo de MCP
ocorre na degeneracdo de trés dos quatro ginosporos. Através de uma investigacao
ultraestrutural Papini et al. (2011), descreveram a morte celular programada durante o
processo de esporogénese em T. aeranthos e Tillandsia meridionalis Baker. A decisdo
sobre quais dos quatro gindsporos serdo os excedentes e, portanto, destinados a sofrer
MCP, parece estar ligada a deposicao de camada calose ao redor da tétrade, e 0s eventos
que levam a delecdo das células ndo parecem pertencer a uma Unica classe de MCP. Os
primeiros sinais morfolégicos sdo tipicos de autofagia, incluindo a formacdo de
autofagossomos. Passando por uma fase de MCP apopt6tica, enquanto os remanescentes
celulares passam por um processo final que se assemelha a sindromes morfologicas
necroticas. Em Tillandsia (e em muitas outras angiospermas), o gindsporo sobrevivente

tem uma parede sem calose na posicdo calazal, enquanto 0s outros trés estdo
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completamente envoltos em calose. Portanto, nutrientes e os sinais podem alcangar mais
facilmente o gindsporo funcional do nucelo através do polo calazal em relagéo aos outros

gindsporos.

A presenca de calose na ginosporogénese promove isolamento e permeabilidade
das células, fazendo com que a célula mae de ginosporo fique isolada dos tecidos
esporofiticos. Este isolamento se inicia antes da fase de diade de gindsporos e esta
associada a MCP dos gindsporos degenerados. A calose forma uma barreira ao redor dos
ginosporos excedentes limitando a permeabilidade da parede celular formando um filtro
molecular e possivelmente impede que sinais da MCP permeiem pela calose dos
gindsporos excedentes para o tecido esporofitico (Unal et al., 2013). A distribuicdo de
calose ao redor dos gindsporos esta associada a degeneracdo dos gindsporos, em
Tillandsia a distribuicdo é mais intensa nos gindsporos ndo funcionais, enquanto no
funcional a intensidade diminui na extremidade calazal, ao contrario a distribuicdo sera
menos intensa no gindsporo micropilar em espécies em que este for o funcional. Quando
a espécie desenvolve gquatro gindsporos e por padréo os quatro se tornam funcionais nao
degenerando nenhum deles, ndo se observa calose ao redor dos gindsporos. E até mesmo
quando uma espécie durante a androsporogénese tem apenas um micrésporo funcional e
0s trés demais se degeneram, nesses casos se observa a deposicao de calose (Papini et al.,
2011).

Como sugerido por Brighigna et al. (2006) o género Tillandsia tem resposta
hipersensivel ao estresse abiotico. A MCP vista antes mesmo da fecundacao e formacéo
do embrido reforca que a espécie com a estratégia de vida e ecologia de epifita extrema,
precisa de respostas rapidas tanto durante a vida vegetativa quanto no processo
reprodutivo assexuado e sexuado. O presente trabalho registrou deposicdo anormal da
calose durante a esporogénese, na fase de triade de gindsporos, e até mesmo na fase de
diade de gindsporos. Em ambos os casos o desenvolvimento do rudimento seminal foi
prejudicado, principalmente nos casos em que a calose circunda toda a regido limitrofe

com o nucelo, indicando a MCP.

A deposicao de calose no gineceu também pode ser associada a senescéncia, como
se a producdo de calose fosse um prendncio da senescéncia do gineceu. A presenca de
calose nas paredes celulares tem sido ligada a presenca de proteinas hidroliticas,

responsaveis pelo controle da autélise dos tecidos do gineceu. A deteccdo de calose pode
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ser (til para determinar a receptividade, a viabilidade e a incompatibilidade do gineceu,
como um método que diminui custo e tempo em relagdo ao método com testes de
sementes, que frequentemente se faz para determinar estes parametros (Dumas e Knox,
1983). Essa deposicéo de calose em gineceu senescente foi observada por Sun et. al.
(2004) em A. thaliana durante estresse salino por 12h de exposi¢éo, calose estava mais
abundante 24h ap6s o estresse no rudimento seminal e ginéfito em desenvolvimento. O
presente trabalho ndo analisou a deposicao de calose em ginéfito e o tipo de estresse foi
diferente, no entanto ambos tém resultados concordantes; em situacdo de estresse se

observa a vacuolacdo no nucelo e a deposicéo de calose seguido de degradacao.

Zhou et al. (2016) conseguiram demonstrar 0 quanto a senescéncia e esterilidade
esta associada a calose. Medicago sativa L. apresenta mutantes espontaneos para multi-
pistilo (2-3) de maneira natural na populacdo da espécie, os gineceus dos individuos
mutantes produzem uma quantidade de sementes significativamente menor do que o0s
gineceus de plantas selvagens, indicando que os mutantes sdo parcialmente estéreis. A
deposicdo de calose foi igual para os selvagens e os mutantes até o final da
ginosporogénese, quando iniciou a ginogametogénese a calose foi depositada em grande
quantidade ao redor das sinérgides dos mutantes. Apos essa deposicdo os ginofito das
plantas mutantes ocorreu ma formacdo do gindsporo levando ao aborto do embrido.
Assim, apenas apds a ma formacdo celular ocorreu a deposicdo anormal da calose, pode

se considerar que a calose estd mais para consequéncia do que a causa da esterilidade.

6. CONSIDERACOES FINAIS

As mudancas climaticas globais podem causar danos as plantas que podem levar
a alteracdes em comunidades vegetais e na produtividade agricola. Por isso, estudos sobre
o efeito da temperatura em plantas vém sendo realizados no intuito de compreender as
respostas da planta a mudancas de temperatura e de encontrar meios para minimizar o
efeito negativo que esta pode causar no crescimento, desenvolvimento e rendimento da
planta. A maneira que as plantas respondem ao estresse abidtico é complexa, necessitando

estudos nos diferentes 6rgdos de um individuo, fases de vida e diversas espécies de planta.
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Assim este estudo buscou observar o efeito de alta temperatura em T. aeranthos,
desde o aspecto mais geral até o mais detalhado, ainda que de forma qualitativa, para
poder relacionar os sintomas da morfologia com os da ontogenia do rudimento seminal.
As respostas foram compativeis, quando houve sinal de estresse nas folhas e
inflorescéncias os rudimentos seminais sofreram aborto. E quando o desenvolvimento foi
acelerado para as inflorescéncias e as flores entraram em antese no mesmo momento, as
fases ontogenéticas dos rudimentos seminais também estavam aceleradas e padronizadas.
Também se notou que quanto maior o acimulo de estresse maiores os danos, como foi
visto que na temperatura constante os danos apareceram logo no comeco da formagéo do
primérdio do rudimento seminal e na alternada apareceu somente no comego da

ginogametogénese.

Apesar dos resultados serem contundentes e concordarem com a literatura, ainda
se faz necessario analisar os efeitos durante a gametogénese, assim como os efeitos sobre
a androsporogénese e androgametogénese, para avaliar o periodo do desenvolvimento
mais sensivel e também a sincronia do androceu com o gineceu. Além de testar outros
regimes de temperatura para relacionar os efeitos a diferentes condi¢des climaticas para

ajudar a elucidar as questdes de tolerancia ao estresse a alta temperatura.
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