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RESUMO

A espécie arbérea Couroupita guianensis Aubl. (Lecythidaceae) € nativa da regido
amazonica no Brasil, embora ndo endémica. A arvore € conhecida pela beleza e
agradavel odor de suas flores reunidas em inflorescéncias caulifloras e por
apresentar frutos lenhosos, grandes e esféricos, 0 que torna comum sua presenca
em diversas cidades brasileiras. O sistema reprodutivo de C. guianensis foi alvo de
discussbes, uma vez que foi identificado como autocompativel, contrariando o
esperado para a familia Lecythidaceae. Posteriormente, em um estudo de
polinizagbes controladas, a autocompatibilidade foi questionada, embora as causas
de sua autoesterelidade permanecessem desconhecidas. Este trabalho teve como
objetivo investigar os eventos posteriores a polinizagcdo no gineceu, para elucidar as
possiveis causas da autoesterilidade observada. Para isto, polinizacdes controladas
e andlise histologica dos pistilos/frutos foram realizadas em espécimes cultivados.
Os pistilos autopolinizados apresentaram longevidade estendida em relacdo aos
pistilos ndo polinizados. Nesses dois tratamentos, o aborto dos pistilos/frutos ocorreu
de forma precoce e nenhum fruto derivado de autopolinizacéo atingiu a maturidade.
No momento do aborto, os pistilos autopolinizados apresentaram comprimento e
largura significativamente maiores que o0s nado polinizados. Os pistilos
autopolinizados apresentaram muitos primérdios seminais penetrados por tubos
polinicos e houve dupla fecundacdo, mas o zigoto ndo sofreu divisbes (ndo houve
desenvolvimento embrionario), embora os estadios iniciais de um desenvolvimento
aparentemente normal do endosperma nuclear tenham sido verificados até o
momento da abscisdo do fruto. Nos quatro primeiros dias apos a polinizacdo, nao
houve diferenca significativa na quantidade de sementes que apresentavam
endosperma em desenvolvimento entre frutos iniciados por autopolinizagdo vs.
polinizag&o cruzada. Os dados indicam a autoincompatibilidade de acéo tardia como

causa da autoesterilidade em C. guianensis.

Palavras—chave: Autoesterilidade. Autoincompatibilidade de acao tardia. Sistema

reprodutivo.



ABSTRACT

Couroupita guianensis Aubl. (Lecythidaceae) is native to the Amazon region in Brazil,
although not endemic. This tree is known for the beauty and pleasant scent of their
flowers, as well as their peculiar spheric, big woody fruits, which makes the species
presence relatively common in several Brazilian cities. The reproductive system of C.
guianensis was the subject of discussions, since it was formerly treated as self-
compatible, contrary to what was expected for the Lecythidaceae family. However, in
a study on controlled pollinations, self-compatibility in this species was questioned,
although the causes of its self-sterility remained unknown. This work aimed to
investigate post-pollination events in the gynoecium/initiating fruit, to elucidate the
possible causes of the observed self-sterility. For this, controlled pollinations and
histological analysis of pistils/fruits were carried out on cultivated specimens. Self-
pollinated pistils showed extended longevity compared to non-pollinated pistils. In
these two treatments, the abortion of the pistils/fruits occurred early and no self-
pollinated fruit reached maturity. At the time of abortion, self-pollinated pistils were
significantly greater in length and width than non-pollinated ones. In self-pollinated
pistils many ovules were penetrated by pollen tubes and double fertilization occurred.
However, the zygote did not undergo divisions (there was no embryo formation),
although the nuclear endosperm seemed to grow normally until the moment of fruit
abscission. In the first four days after pollination, there was no difference in the
number of seeds showing a developing endosperm in selfed vs. crossed
pistils/initiating fruits. The data indicate late-acting self-incompatibility as the cause of
the self-sterility in C. guianensis.

Key words: Self-sterility. Late-acting self-incompatibility. Breeding system.
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1 INTRODUCAO

A familia Lecythidaceae, ordem Ericales, possui distribuicdo Pantropical
(MORI et.al.,, 2017; SOUZA; LORENZI, 2019) e integra 3 subfamilias (HUANG;
MORI; KELLY, 2015; MORI et.al., 2017): Barringtonioideae, encontrada na Asia
tropical, Malasia, norte da Australia, llhas do Pacifico e Madagascar; Foetidioideae
encontrada em Madagascar, llhas Mauricio e leste da Africa; e Lecythidoideae que

estd restrita a regido neotropical (MORI, 2004).

As flores da familia recebem destaque devido, principalmente, ao androceu,
local onde as adaptacdes para polinizacdo sofreram maior selecdo (MORI, 2004).
Suas flores podem apresentar simetria actinomorfa ou zigomorfa, as primeiras
ocorrendo nas subfamilias Foetidioideae, Barringtonioideae e representantes basais
de Lecythidoideae (Grias L. e Gustavia L.) (PRANCE; MORI, 2004). Gustavia
superba (Kunth) O. Berg (Lecythidoideae) € um exemplo caracteristico de simetria
actinomorfa, oferecendo como recompensa para os polinizadores pdlen fértil, como
tipicamente ocorre em flores com tal simetria. Diferentemente, as flores com simetria
zigomorfa, presentes em todos os demais géneros que constituem a subfamilia
Lecythidoideae (Allantoma Miers, Bertholletia Bonpl., Cariniana Casar.,
Corythophora R.Knuth, Couratari Aubl., Couroupita Aubl., Eschweilera Mart. ex DC.
e Lecythis Loefl.), sdo consideradas como mais derivadas e costumam oferecer
polen estéril e néctar como recompensa para os visitantes florais. Os principais
polinizadores em Lecythidaceae sdo diferentes géneros de abelhas, com excecéo de
algumas espécies que sao polinizadas por morcegos (MORI, 2004).

A familia Lecythidaceae é reconhecida principalmente gracas a castanha-do-
Para (Bertholletia excelsa Bonpl.), sendo apelidada de “the Brazil nut family”. A
importancia de B. excelsa advém do tecido de reserva das sementes, bastante
apreciado na culinaria (SOUZA; LORENZI, 2019; MORI, 2004). No Brasil ocorrem
cerca de 10 géneros e 120 espécies de Lecythidaceae, encontrados principalmente
na Floresta Amazonica, todos pertencentes a subfamilia Lecythidoideae (MORI,
2004; SOUZA; LORENZI, 2019; VARGAS; DICK, 2020).
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Couroupita guianensis Aublet é encontrada em toda regido amazobnica, néo
sendo endémica do Brasil, e costuma estar associada as margens inundaveis de
rios. Suas flores sao caulifloras, dispostas em racemos, de cor rosa avermelhada e
muito cheirosas (LORENZI, 1992), gracas aos osméforos localizados na corola e nos
estaminddios. Estes ultimos sdo muito numerosos, dispostos num aparato funcional
constituido de estames e estaminddios conatos (androceu). Os estaminodios estao
dispostos na parte superior do androceu e produzem poélen estéril, oferecido como
recompensa para os visitantes florais. Devido a sua posi¢ao, a estrutura na qual os
multiplos estaminddios estdo dispostos é tipicamente referida como capuz, uma vez
gue cobre o estigma e a parte inferior do androceu. Nessa Ultima, se encontram
multiplos estames férteis, em uma estrutura que possui formato de anel, envolvendo
a porcao apical do gineceu e conectada de um dos lados ao capuz. Somente 0s
estames do anel, como é tipicamente referida a parte inferior do androceu, produzem
polen viavel (ORMOND et.al, 1981; YARSICK, 1986).

Em estudo baseado em experimentos de poliniza¢cdes controladas, Ormond et
al. (1981) reconheceram C. guianensis como uma espécie aldbgama, porém
autocompativel. Isto porque, os autores observaram no local de estudo um Unico
espécime florido e que posteriormente formou frutos. Ademais, observaram o
crescimento “normal” dos pistilos autopolinizados em frutos, sendo que de 100 flores
autopolinizadas, 2 frutos foram formados a partir do pdlen préprio. Todavia, vale
mencionar que ndo ha mencdo no trabalho quanto ao monitoramento do
desenvolvimento dos frutos até sua maturidade. Prance (1976), em um dos primeiros
estudos sobre a biologia da polinizagdo em Lecythidaceae, mencionou que C.
guianensis e demais integrantes da familia costumam ser autoincompativeis e
dependem de polinizacdo cruzada para produzir frutos. No mesmo ano, Mori e
Kallunki's (1976), relataram a autoincompatibilidade em Gustavia superba. Em
funcdo dos relatos de Prance sobre suposta autoesterilidade em C. guianensis,
inferida com base em observacgfes da auséncia de frutificacdo em arvores cultivadas
em condi¢cOes de isolamento, Mori e Kallunki's (1976) sugeriram que devido ao fato
de géneros distantes filogeneticamente (Gustavia e Couroupita) serem semelhantes
quanto a impossibilidade de formar frutos por autopolinizagdo, essa deveria ser a

condicao geral na familia Lecythidaceae.
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Entende-se autoincompatibilidade como a condicdo em que plantas
(individuos) de uma dada espécie ou populacdo sdo incapazes de se
autofecundarem (i.e., terem seus primordios seminais fertilizados por tubos polinicos
oriundos de seu préprio pélen), situacdo em que se torna pouco provavel ou
impossivel a formacdo de sementes por autopolinizacdo (SEAVEY; BAWA, 1986;
SAGE; BERTIN; WILLIAMS, 1994). Ao nivel genético, pelo menos trés tipos basicos
de autoincompatibilidade s&o tradicionalmente bem conhecidos em espécies com
flores completas (angiospermas homobicas), embora menos compreendidos quanto
aos mecanismos moleculares que os governam. S&o eles: o Sistema Homomorfico
Gametofitico, o Sistema Homomorfico Esporofitico e o Sistema Heteromdérfico
(GIBBS, 2014).

Segundo Gibbs (2014) o sistema homomorfico gametofitico foi relatado em 18
familias. Tipicamente a reagdo de incompatibilidade € mediada por um uUnico l6cus
multialélico, denominado lécus S. Em tal sistema, ap6s o grédo de pdlen germinar e
penetrar o estigma, o tubo polinico s6 ira alcancar o primérdio seminal caso o alelo s
portado pelo gametdéfito masculino ndo esteja presente no genoma diploide do
pistilo. Assim, se um grdo de pélen sl é depositado no estigma de uma planta s1s2,
a reacao de incompatibilidade é desencadeada. E o0 mesmo acontece com o pélen
s2. Contudo, um grao de pdlen s3, é compativel com o pistilo de uma planta s1s2 e o
desenvolvimento do tubo polinico no tecido transmissor, a penetracdo e a
fecundacdo do primérdio seminal ocorrem normalmente. Em outras palavras, na
autoincompatibilidade gametofitica, a reacdo depende do gendtipo haploide do
gametdfito masculino e a resposta de incompatibilidade (i.e., o bloqueio do
desenvolvimento dos tubos polinicos incompativeis) usualmente se expressa ao
longo do estilete (SEAVEY; BAWA, 1986).

O sistema homomorfico esporofitico usualmente também é controlado por um
anico locus S, constituido por diversas formas alélicas. Entretanto, a reacdo de
incompatibilidade neste sistema é desencadeada em virtude da acdo de ambos os
alelos s presentes no gendtipo diploide do espordfito paterno, i.e., do individuo que
originou os graos de podlen. Se o espordfito paterno, por exemplo, for composto pelos
alelos s4sb5, todos os graos de polen produzidos (50% s4 e 50% s5) seréo

incompativeis com um pistilo portador de um ou ambos esses alelos. Dessa forma,
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um grao de pélen que contém o alelo s4 ou 0 s5 em seu genotipo haploide, derivado
de um esporofito cujo gendtipo é s4s5, s6 € compativel com um individuo
(esporofito) que ndo seja portador nem do alelo s4, nem do alelo s5. Vale frisar que
pistilos com genadtipo s3s5, s1s5, s4s3, s2s4 serdo todos incompativeis com o pdélen
oriundo de um individuo s4s5, justamente por apresentarem identidade alélica com o
esporofito doador de pdlen. Dai o porqué deste sistema ser esporofitico, pois o
gendtipo do individuo formador do pdélen é decisivo para a determinacdo da reagéo
de incompatibilidade (GIBBS, 2014). Em plantas que apresentam tal sistema, a
resposta de incompatibilidade normalmente é estigmatica, pois 0os graos de pdlen
incompativeis sdo impedidos de germinar; ou estes germinam, mas tém o seu
desenvolvimento bloqueado ainda no estigma (SEAVEY; BAWA, 1986).

No sistema heteromorfico, a reacdo de autoincompatibilidade também é
esporofitica, isto porque seu desencadeamento € determinado pela constituicdo
alélica do esporofito doador de pdélen. Caracteristicamente, plantas com tal sistema
de incompatibilidade apresentam formas florais distintas (heterostilia). A distilia
(quando na mesma populacao alguns individuos possuem flores com estilete longo,
enquanto outros portam flores com estilete curto, com reciprocidade contraria em
relacdo a altura dos estames) é a forma mais comum, seguida da tristilia (individuos
cujas flores apresentam trés tamanhos distintos de estilete). Um caso classico é o
gue acontece com o género Primula. Neste as espécies distilicas apresentam
individuos com forma floral de estilete curto (brevistila), que sao heterozigotos para o
locus S (gendtipo Ss), e outros individuos cujas flores possuem estilete longo
(longistila) e sdo homozigotos recessivos ss. Os cruzamentos compativeis sao
somente aqueles entre individuos com flores brevistilas (Ss) x longistilas (ss). Isto
porque, o alelo S apresenta uma relacdo de dominancia sobre o alelo s,
determinando dessa forma que qualquer grao de polen formado por um esporofito
paterno Ss, seja compativel com um pistilo ss, a despeito do alelo s no genoma
nuclear de metade dos grdos de pdlen originados pelo primeiro. Se S fosse
codominante com s, nenhum grao de polen de um individuo com estilete longo (ss)
seria compativel com um individuo de estilete curto (Ss), pois ambos apresentam o
alelo s (GIBBS, 2014). Em plantas com o sistema heteromorfico, o local no pistilo
onde se expressa a reagdo de incompatibilidade pode variar de espécie para



15

espécie, sendo que em alguns casos 0 poélen é incapaz de se reidratar e germinar na
superficie estigmatica, ao passo que em outros o polen germina, penetra o estigma e
a reacdo de incompatibilidade s6 ocorre na parte superior do estilete. Ha casos
ainda em que os tubos polinicos incompativeis podem crescer prolificamente até a
base do estilete, eventualmente alcancando o ovario e penetrando alguns primordios
seminais (GIBBS 1990).

Para além dos sistemas de incompatibilidade acima mencionados, Seavey e
Bawa (1986) forneceram a primeira revisao de trabalhos que reportaram casos de
autoincompatibilidade nos quais, em pistilos autopolinizados, os tubos polinicos
crescem normalmente até atingir o ovario, contudo frutos ndo sao gerados. Diante
desse cenario 0s autores sugeriram uma nova categoria para esses achados: a
Autoincompatibilidade de Acao Tardia. Baseado em Seavey & Bawa (1986) e Gibbs
(2014), a autoincompatibilidade de acéo tardia em geral é caracterizada por uma das
seguintes trés situacdes: (1) os primordios seminais nao chegam a ser penetrados
pelos tubos polinicos, apesar destes apresentarem crescimento consistente pelo
tecido transmissor até alcancar o ovario; (2) os tubos polinicos penetram os
primordios seminais, mas sdo retidos na micropila ou entdo falham no ato de
fecundacao; (3) tanto a penetracao dos primérdios seminais como sua fecundacédo
ocorrem, porém os pistilos ndo se desenvolvem em frutos ou estes abortam nos
estadios iniciais de seu desenvolvimento, caracterizando um presumivel mecanismo
de acdo pos-zigbtica na rejeicdo dos pistilos autopolinizados. Evidéncias da
autoincompatibilidade de acao tardia foram encontradas em pelo menos 27 familias
e 16 ordens de angiospermas (GIBBS, 2014).

Contudo, conforme apontado por Sage et al. (1994) e Bianchi et al. (2021),
alguns autores rechacam a autoincompatibilidade de acéo tardia, alegando que a
nao frutificacdo em caso de autopolinizacdo é reflexo da expressdao de alelos
recessivos deletérios, uma vez que nesses casos também se espera 0
desenvolvimento normal dos tubos polinicos e a efetiva ocorréncia da dupla
fecundacdo. Ou seja, uma depressdo endogamica de acgdo precoce estaria
mimetizando os efeitos de um sistema genético de autoincompatibilidade, causando

0 aborto dos pistilos autopolinizados ou dos frutos decorrentes de autopolinizacéo.
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Em relacdo a C. guianensis, conforme mencionado anteriormente, a
autoincompatibilidade da espécie é controversa. As pesquisas realizadas até entao
sugerem que C. guianensis, assim como outros representantes da familia
Lecythidaceae ja estudados, sdo plantas alégamas e autoincompativeis (MORI;
KALLUNKI'S, 1976; MORI, 2004; PRANCE, 1976). Porém, como explicar 0s
resultados de Ormond e colaboradores (1981), que sugerem a autocompatibilidade
da espécie? Em estudo sobre o sistema reprodutivo de C. guianensis previamente
realizado, baseado em experimentos de polinizacbes controladas e analises da
germinacao do polen e do desenvolvimento in situ dos tubos polinicos, o presente
grupo de pesquisa chegou as seguintes conclusdes: apesar de alguns pistilos
autopolinizados iniciarem a formacao de frutos, estes abortam em um periodo
relativamente curto apos a polinizacdo, nunca atingindo a maturidade (Motta &
Bittencourt 2016); aparentemente ndo ha discrepancias quanto a eficacia de
germinacao dos grédos de podlen no estigma, ao crescimento dos tubos polinicos ao
longo do tecido transmissor e a penetracdo dos primérdios seminais entre flores
submetidas a autopolinizacdo e a polinizacdo cruzada (MOTTA; BITTENCOURT
2017).

O mecanismo classico do sistema homomorfico esporofitico ndo € satisfatorio
para justificar os resultados obtidos até entdo em C. guianensis, pois em espécies
com esse tipo de autoincompatibilidade ndo se esperaria a germinacdo dos graos de
pélen no estigma e/ou o desenvolvimento subsequente dos tubos polinicos nos
pistilos autopolinizados. Da mesma forma, o tradicional mecanismo gametofitico
também ndo é coerente com o fato de que, aparentemente, ndo ha diferencas
significativas quanto a efichcia do desenvolvimento dos tubos polinicos e da
penetragdo dos primordios seminais entre pistilos autopolinizados vs. submetidos a
polinizagdo cruzada. Portanto, diante dessa incongruéncia e dos estudos
previamente realizados, o0 presente grupo de pesquisa sugeriu a
autoincompatibilidade de acdo tardia como hipGtese para a autoesterilidade
verificada em C. guianensis (MOTTA; BITTENCOURT 2016, 2017).

Porém, até o momento nada se sabe sobre os eventos que sucedem a
penetracdo dos primoérdios seminais em pistilos autopolinizados de C. guianensis, ou

guanto aos eventos que precedem a rejeicado dos frutos iniciados. Sao os primoérdios
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seminais (de pistilos autopolinizados em C. guianensis) efetivamente fecundados?
Os desenvolvimentos endospérmico e embrionario sdo iniciados nas sementes? Até
que estadio progride o desenvolvimento dos embribes em sementes de frutos
iniciados por autopolinizagdo? O numero de embrides iniciados em sementes de
frutos decorrentes de autopolinizacdo € equivalente ao numero de embrides
formados em frutos resultantes de polinizacdo cruzada no mesmo periodo (i.e., até o
aborto dos frutos decorrentes de autopolinizagdo)? Analises histolégicas sobre os
eventos que se sucedem no gineceu apdés polinizagdes controladas tém contribuido
para um melhor entendimento do sistema reprodutivo em tadxons pertencentes a
diversas familias (SEAVEY; BAWA, 1986; SAGE et.al., 1994; GIBBS, 2014), pois
respostas para tais questdes podem fornecer importantes indicacdes quanto a causa
fundamental subjacente a autoesterilidade.

Sendo assim, buscando ampliar o entendimento do sistema reprodutivo desta
espécie para além dos resultados ja obtidos com experimentos de polinizacfes
controladas e andlises do desenvolvimento in situ dos tubos polinicos em pistilos
autopolinizados vs. submetidos a polinizacdo cruzada (MOTTA; BITTENCOURT
2016, 2017), realizamos no presente trabalho um estudo histoldgico dos eventos que
sucedem o inicio da antese no gineceu, buscando comparar as alteracdes
estruturais que se processam nos primordios seminais entre pistilos ndo polinizados,
autopolinizados e submetidos a polinizacdo cruzada, bem como verificar se ocorre
fecundacdo e o posterior desenvolvimento do endosperma e do embrido em
primérdios seminais de pistilos autopolinizados, comparativamente aos eventos que

se sucedem nos pistilos cruzados.

2 OBJETIVO

Investigar as possiveis causas da autoesterilidade verificada em C.

guianensis.

2.1 Objetivos especificos
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Descricéo da espécie

Couroupita guianensis apresenta inflorescéncias caulifloras racemosas cujas
flores iniciam a antese pela manh4; flores com simetria zigomorfa, com 5-6 cm de
didametro (MORI; PRANCE, 1990); de 6-8 pétalas oblongas de coloragdo rosa
avermelhada na face adaxial e amarela na face abaxial e 6-8 sépalas com formato
triangular, arredondado no apice (MORI; PRANCE, 1990; ORMOND et.al, 1981);
anel estaminal com 600-700 estames com filete curto e graos de poélen liberados em
moénades; capuz com 180-220 estaminodios e grédos de pélen estéreis liberados em
tétrades; anteras com deiscéncia longitudinal, presenca de uma éarea livre de
estames entre 0 anel e o capuz, denominada ligula (MORI; PRANCE, 1990).
Androceu e pétalas sofrem abscisdo no final da tarde do primeiro dia de antese
(SCHOENBERG, 1983a). Flor perigina, com ovario semi-infero, adnato ao hipanto,
6-8 carpelos sincarpicos com placentacdo parietal e multilocular (6-8) no apice; na
porcdo média do ovario € unilocular e com placentacdo parietal, os carpelos
apresentando formato de seta em corte transversal; na por¢cdo basal o ovario se
torna novamente multilocular (6-8) com placentagcdo axilar (MONTEIRO-
SCANAVACCA, 1975; SCHOENBERG, 1983a). Estilete curto e reto, estigma em
formato de estrela (ORMOND et.al, 1981). Primérdio seminal oblongo, anatropo,
tenuinucelado, bitegumentado; nucelo totalmente consumido durante a maturacao
do gindfito; saco embrionario do tipo Polygonum com antipodas efémeras e nucleos
polares se fundindo na maturidade do gindfito (TSOU, 1994). Segundo Schoenberg
(1983a; 1983b) o endosperma é do tipo nuclear, sendo completamente consumido
durante o desenvolvimento do embrido (semente exendospérmica) e o embrido inicia
seu desenvolvimento tardiamente, por volta do 7° més apds a fecundacéo. Fruto
com pericarpo lenhoso, piriforme quando jovem e posteriormente globular, diametro
transversal 12-23,6 cm, diametro longitudinal 12-23,4 cm, indeiscente, podendo
conter de 82 a 295 sementes lenticulares com cotilédones foliaceos
(SCHOENBERG, 1983a; MORI; PRANCE, 1990).
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3.2 Procedimentos em campo

Seis espécimes localizados no Campus IBILCE/UNESP, Sao José do Rio
Preto/SP, foram utilizados para esta pesquisa. Para cada arvore foi atribuido um
namero de 1 a 6 (Figura 1). As inflorescéncias com botdes florais imaturos foram
envolvidas em sacos de organza para evitar visitantes florais e foram monitoradas
diariamente até a antese (Figura 2A). Nas primeiras horas ap0s abertura dos botdes,
uma parte das flores foi submetida a polinizacbes manuais. Dessa forma, formou-se
um grupo com flores autopolinizadas (autogamia) e outro com polinizacdo cruzada
(alogamia). A outra parte das flores recém-abertas foi utilizada para compor um
terceiro grupo, no qual as flores ndo sofreram polinizagdo, i.e., os pistilos foram

mantidos intactos.

Figura 1 - Localizagdo dos espécimes de C. guianensis no Campus IBILCE/UNESP, Sao José do Rio
Preto/SP

Arvore 1: 20°47'11"S 49°21'39"W; Arvore 2: 20°47'11'S 49°21'39"W; Arvore 3: 20°47'12"S
49°21'36"W; Arvore 4: 20°47'13"S 49°21'35"W; Arvore 5: 20°47'14"S 49°21'37"W; Arvore 6:
20°47'14"S 49°21'37"W. Fonte: Google Earth.

Para obtencédo dos pistilos autopolinizados, o poélen foi transferido da antera

para o estigma da mesma flor, ou de outras flores do mesmo individuo. Para isto,
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estames do anel foram retirados das flores e suas anteras deiscentes foram
suavemente friccionadas no estigma. A deposicdo de podlen foi sempre confirmada
por observacdo a olho nu, ou com ajuda de uma lupa de mé&o. A identificacdo do
tratamento foi feita com cola plastica vermelha, depositada junto as sépalas, e com
uma etigueta adesiva plastica junto ao pedicelo, impressa com um rotulador
eletrbnico e contendo a data da antese (Figura 2B). Para a obtencdo dos pistilos
cruzados, as flores de um individuo foram polinizadas tal como mencionado
anteriormente, porém utilizando pélen de outro individuo, sendo em seguida
etiquetadas e marcadas com cola plastica amarela (Figura 2B). Os pistilos mantidos
intactos foram somente marcados com cola plastica verde e etiquetados (Figura 2B).
Apés cada tratamento, a inflorescéncia era reensacada. Desta forma, 100 flores
foram tratadas para cada grupo, sendo dividido o numero de amostras entre as 6
arvores que compuseram a populacdo estudada. Vale mencionar que a hercogamia

floral impede a autodeposi¢édo de pdlen, garantindo a integridade do tratamento.
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Figura 2 - Polinizacdes controladas

a) Inflorescéncia parcialmente ensacada para evitar a acdo dos visitantes florais; b) Marcacfes
realizadas para identificar cada tratamento. Uma gota de cola plastica colorida em duas ou trés
sépalas da flor e uma etiqueta adesiva plastica fixada ao pedicelo. Verde = pistilo ndo polinizado;
Amarelo = Pistilo cruzado; Vermelho = Pistilo autopolinizado. Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

Concluidos os tratamentos das flores de cada inflorescéncia, esta
permaneceu ensacada e foi monitorada diariamente até o momento que se
constatava a abscisdo de cada pistilo. Retido no interior do saco de organza ao se
desprender do ramo, a longevidade alcancada por cada pistilo/fruto (da antese até a
abscisdo) foi registrada. Uma parte do material foi coletada e submetida ao
processamento para montagem de laminas histolégicas. Os frutos derivados de
polinizagdo cruzada que ndo abortaram foram monitorados até a maturidade.
Durante o trabalho de campo constatou-se que, eventualmente, alguns pistilos ou
frutos jovens abortavam, mas nao sofriam abscisdo, permanecendo ligados ao
pedicelo e se decompondo nos dias subsequentes. Estes foram desconsiderados na
amostragem devido a dificuldade em se determinar com precisao sua longevidade.

Outra parte dos pistilos tratados foi coletada em intervalos padronizados com
base na longevidade dos pistilos/frutos. Para os pistilos/frutos com até 12 dias de
longevidade, foram coletadas amostras para cada dia. De outra forma, para 0s
pistilos/frutos com mais de 12 dias de longevidade, foram coletadas amostras com
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14 dias (48h em relacdo ao anterior), 17 dias (72h), 21 dias (96h) e assim por diante,
até abscisdo. Para cada intervalo, no minimo trés amostras provenientes de arvores

distintas foram colhidas e processadas.

Foram também coletados botBes florais em pré-antese, flores em antese de
primeiro dia e pistilos ndo polinizados (os ultimos em diversos intervalos entre o fim
da antese e sua absciséo) para processamento e montagem de laminas histologicas.
O proposito desse procedimento foi analisar a organizacdo geral do primoérdio
seminal nos estadios mais precoces, bem como as altera¢gBes histolégicas que se
processam no mesmo até o aborto do pistilo. Por fim, frutos derivados de polinizacao
cruzada com cerca de 5 e 7 meses apo0s a polinizagdo foram coletados para o
exame das sementes, a fim de verificar a presenca e o estadio de desenvolvimento

do embrido.

3.3 Procedimentos em laboratério

Primeiramente, os pistilos e frutos jovens coletados foram medidos com um
paquimetro digital. O comprimento de cada peca foi medido da base do estilete até a
linha de abscisao pedicelo-receptacular, ao passo que sua largura maxima foi obtida
posicionando-se o0 paquimetro imediatamente abaixo da insercdo das sépalas no
hipanto (Figura 3). Logo apds, as amostras ainda frescas foram dissecadas para a
remocdo do excesso de tecidos do hipanto até restar somente uma fina camada
tecidual ao redor dos primérdios seminais ou das jovens sementes. Em seguida, o
material foi fixado em uma solugdo fixadora contendo paraformaldeido 4%,
glutaraldeido 1% e tampéo fosfato pH 7,2 0,1M (McDowell e Trump 1976). Pecas
grandes (frutos iniciados) foram fracionadas em partes menores antes da sua
imersdo na solucéo fixadora. Posteriormente, o material fixado foi desidratado em
série etilica e infiltrado em historesina Leica para obtencdo de sec¢des histologicas
seriadas (transversais e longitudinais) de 4 ym de espessura, em micrétomo
rotatério Leica RM2255, utilizando-se navalhas de vidro. As sec¢des foram coradas
com Azul-de-Toluidina O, e as laminas seladas com resina Permount. As laminas
permanentes foram analisadas em microscépio de luz e as fotomicrografias foram
obtidas utilizando-se o0 microscopio Olympus modelo BX51, equipado com camera
fotografica digital Olympus Q-Color 5.
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Figura 3 - Medidas de comprimento e largura dos pistilos e frutos coletados

As linhas representam o posicionamento do paquimetro digital para obter as medidas do pistilo ou
fruto iniciado. As linhas continua/vertical e tracejada/horizontal correspondem ao comprimento e a
largura, respectivamente. Fonte: Elaborada pelo autor (2024)

3.4 Analises estatisticas

As analises estatisticas foram realizadas nos softwares IBM SPSS Statistics 29.0.2.0
(20) e BioEstat 5.3. Para verificar a normalidade dos dados de longevidade,
comprimento e largura dos pistilos/frutos, nimero de sementes com endosperma e
guantidade de primordios seminais e sementes sadias, o teste de Shapiro-Wilk e
Kolgomorov-Smirnov foi executado no software IBM SPSS. Os demais testes foram
executados no software BioEstat. A andlise da diferenca de longevidade entre
pistilos ndo polinizados e autopolinizados foi verificada através do teste de Mann-
Whitney, uma vez que os dados eram ndo paramétricos e compostos por dois
grupos independentes. Para a comparacdao das medidas dos pistilos/frutos no
momento da abscisdo, foram descartados os dados das amostras que abortaram
abaixo do 6° dia em todos os tratamentos. A Andlise de Variancia (ANOVA) foi
executada, tendo em vista dados paramétricos e trés grupos independentes. Por fim,
o teste do Qui-Quadrado foi utilizado para comparar o namero de sementes
apresentando endosperma em desenvolvimento no 2°, 3° e 4° dia apdés a
autopolinizacdo vs. polinizacdo cruzada. Foram utilizados 3 frutos escolhidos

aleatoriamente para cada dia mencionado e verificado a presencga ou auséncia do
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endosperma na totalidade das sementes para cada amostra. O mesmo teste foi
aplicado, para comparar pistilos ndo polinizados e polinizados com relacdo a
degeneracdo dos primérdios seminais e sementes. Para isto, 3 amostras
autopolinizadas, cruzadas e nao polinizadas, com longevidade de 7, 14 e 20 dias
apos a antese, foram escolhidas aleatoriamente e contabilizado todos os primérdios
seminais sadios e em degeneracdo/degenerado. Foram considerados sadios
aqueles primérdios seminais que nao apresentavam sinais de degeneracao,

conforme apresentado na sec¢ao “Resultados”, subsec¢des 4.3 € 4.4.

4 RESULTADOS

4.1 Longevidade e comparacéo do tamanho dos pistilos/frutos abortados

Os pistilos mantidos intactos (ndo polinizados) nunca se desenvolveram em
frutos, embora tenha-se verificado algum crescimento dos mesmos antes de sua
abscisdo (Figura 4). A abscisdo dos pistilos ndo polinizados ocorreu em um
continuum entre o 3° e 22° dia, sendo que das 100 flores tratadas, 86 pistilos
sofreram abscisdo do 6° ao 14° dia (Figura 5). Eventualmente, os pistilos
permaneceram no ramo com sinais evidentes de decomposicao (a desidratacdo e o
escurecimento desses pistilos sinalizaram seu aborto), sobretudo aqueles com
longevidade superior a 15 dias. Quando permaneceram no ramo, a desidratacao
completa ocorreu por volta do 30° dia. Estes pistilos que ndo sofreram abscisédo
foram desconsiderados da amostragem, pois todos aqueles que apresentavam as
referidas caracteristicas externas foram dissecados e, de fato, estavam em estadios

avancados de decomposicao dos tecidos internos.
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Figura 4 - Crescimento em largura e comprimento dos pistilos néo polinizados até o 21° dia apés a
antese
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Os circulos pretos representam as médias; as barras verticais indicam o desvio padrdo. Somente
foram plotados os pistilos coletados antes de sofrerem abscisdo. Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

Figura 5 - Longevidade dos pistilos ndo polinizados
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Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

Por sua vez, os pistilos autopolinizados apresentaram crescimento mais

evidente no periodo entre a antese e a abscisdo (Figura 6), chegando a iniciar frutos
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que abortaram em estadios iniciais de desenvolvimento, nunca atingindo a
maturidade. A absciséo de tais pistilos/frutos ocorreu entre o 9° ao 34° dia apos a
antese, sendo que 71 frutos (de 100 flores tratadas) sofreram abscisdo entre o 20°
ao 26° dia (Figura 7). Eventualmente, frutos abortados n&o sofreram absciséo,
ultrapassando 35 dias de longevidade. O aborto destes foi constatado pela
estagnacdo de seu crescimento, bem como por sua dissecacao ter revelado
primordios seminais completamente desidratados e os tecidos circundantes em
decomposicao. Externamente, a desidratacdo do tecido ocorre, porém é menos
evidente, uma vez que a formacdo de periderme impede a rapida desidratacao,
como a que se observa nos pistilos ndo polinizados. Por volta de 45 dias apos a
antese, tornou-se evidente a desidratagdo externa do fruto com este apresentando
um aspecto murcho.

Figura 6 - Crescimento em largura e comprimento dos pistilos autopolinizados coletados até o 32° dia
apos a antese
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Os circulos pretos representam as médias; as barras verticais indicam o desvio padrdo. Somente
foram plotados os pistilos coletados antes de sofrerem abscis@o. Fonte: Elaborado pelo autor (2024).
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Figura 7 - Longevidade dos pistilos autopolinizados
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Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

Somente frutos derivados de polinizacdo cruzada atingiram a maturidade por
volta do 12° més apdés a antese. Porém, nem todas as flores submetidas a
polinizacdo cruzada geraram frutos viaveis, ainda que apresentasse certa taxa de
crescimento em largura e comprimento (Figura 8). Das 100 flores tratadas, a
abscisao de 60 pistilos e frutos ocorreu do 4° ao 56° dia apds a antese, sendo que a
maior parte das abscisGes (50 pistilos/frutos) ocorreu antes do 30° dia (Figura 9,
somente os que sofreram abscisdo). Os frutos que ultrapassaram dois meses de
desenvolvimento atingiram a maturidade (25 frutos), com excecdo daqueles que
foram intensamente atacados por fungos, cochonilhas ou hemipteros fitéfagos e
pereceram (15 frutos).

A

Figura 10 apresenta a comparacao dos dados de longevidade dos pistilos que
sofreram abscisdo nos trés tratamentos. Os pistilos autopolinizados foram mais
longevos que os nao polinizados, embora nenhum destes tratamentos tenha gerado

frutos viaveis. Em relacdo a abscisdo dos pistilos/frutos autopolinizados vs.

cruzados, o teste estatistico ndo indicou diferenca significativa quanto ao intervalo
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observado entre a polinizacdo e a abscisdo, ainda que os frutos iniciados por
polinizacdo cruzada (porém inviaveis) tenham abortado até o segundo més apos a
polinizagéo.

Figura 8 - Crescimento em largura e comprimento dos pistilos cruzados coletados até o 47° dia apés
a antese
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Os circulos pretos representam as médias; as barras verticais indicam o desvio padrdo. Somente
foram plotados os pistilos coletados antes de sofrerem abscis@o. Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

Figura 9 - Longevidade dos pistilos cruzados
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Foram plotados os dados de longevidade somente dos pistilos/frutos que sofreram abscisao. Fonte:
Elaborado pelo autor (2024).

Figura 10 - Longevidade (primeiro dia de antese até abscisédo) dos pistilos ndo polinizados,
autopolinizados e cruzados
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Barras horizontais indicam medianas; caixas indicam quatis superior e inferior, totalizando 50% dos
dados. Barras verticais indicam a dispersdo dos dados entre os valores minimo e maximo. Os circulos
representam os valores discrepantes (outliers). O teste de Mann-Whitney indicou diferenca
significativa entre a longevidade de pistilos ndo polinizados e autopolinizados (p < 0.0001). Para os
pistilos polinizados, o mesmo teste ndo apresentou diferenca significativa (p- = 0,1445). Fonte:
Elaborado pelo autor (2024).

Por fim, ao abortarem, os pistilos ndo polinizados apresentaram valores de
comprimento e largura, significativamente menores que os de pistilos polinizados. Ja
0s pistilos autopolinizados e cruzados, ao abortarem, ndo apresentaram diferencas

significativas em relagcdo ao comprimento e largura (Figura 11).
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Figura 11 - Comprimento e largura dos pistilos/frutos ao abortarem
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A diferenga no comprimento e largura dos pistilos ndo polinizados ao abortarem, é significativa em
relacdo aos pistilos polinizados. a) Para comprimento: F = 14.22 (p) = < 0.0001. Turkey:
Autopolinizacéo vs. Cruzada (p) = nédo significativo; Autopolinizagdo vs. Nao polinizada (p) = <0,01;
Cruzada vs. N&o polinizada (p) = <0,01. b) Para Largura: F = 22.88 (p) = < 0.0001. Turkey:
Autopolinizacéo vs. Cruzada (p) = nédo significativo; Autopolinizacdo vs. Nao polinizada (p) = <0,01;
Cruzada vs. N&o polinizada (p) = <0,01. Elaborado pelo autor (2024).

4.2 Caracterizacdo do primérdio seminal

As Figura 12 e Figura 13 mostram o primordio seminal no primeiro dia de
antese, em seccao longitudinal. O primordio seminal é anatropo e se liga a placenta
por um funiculo alongado. O tegumento externo é formado por 6-8 camadas de
células. A epiderme externa é composta por células pavimentosas (anticlinalmente
achatadas), apresentando compostos fendlicos, evidenciados pela coloracéo
esverdeada. Logo abaixo, 4-6 camadas de células com formato poligonal e mais ou

menos isodiamétricas, protoplasto vacuolado e nucleo excéntrico, formam a maior
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porcdo do tegumento externo. Mais internamente, uma camada de células
retangulares, periclinalmente achatadas, compde a epiderme interna. O tegumento
interno é formado por 4-5 camadas de células que, com excec¢do das que compdem
o endotélio, apresentam formato poligonal e em geral sdo um pouco mais achatadas
anticlinalmente e ligeiramente menos vacuolados que as do tegumento externo. A
micropila é endostémica, i.e., com o tegumento interno prolongando-se para além da
borda do tegumento externo, e as células dessa regido sdo mais estreitas
(periclinalmente alongadas) do que aquelas ao redor do endotélio. Compreendendo
parte da epiderme interna do tegumento interno, o endotélio delimita a cavidade
onde se aloja 0 saco embrionario, e € caracterizado por uma camada de células
colunares (i.e., anticlinalmente alongadas), apresentando citoplasma denso, pouco
vacuolado e nucleo centralmente posicionado. As células da epiderme externa desse
tegumento apresentam formato semelhante (i.e., retangulares, periclinalmente
achatadas) e sao contiguas aquelas da epiderme interna do tegumento externo.

Em seccdo longitudinal, o gindfito (saco embrionério) tem formato eliptico,
com a extremidade micropilar afunilada (Figura 13), e em seu polo micropilar se
observa o aparelho oosférico, cujas sinérgides, usualmente piriformes e alongadas,
estdo dispostas lado a lado apresentando aparelho filiforme em suas extremidades
mais agudas, voltadas para a abertura interna do canal micropilar (Figura 14A).
Cada sinérgide conta com um grande vacuolo voltado para o polo calazal, ao passo
que o nucleo e a maior parte do citosol ficam voltados para o polo micropilar (Figura
14A, B). A oosfera € amplamente vacuolada e possui 0 nucleo voltado para o polo
calazal, sendo este do mesmo tamanho daqueles das sinérgides (Figura 14B, D).
Nos botdes florais em pré-antese foram visualizados os nucleos polares, usualmente
no interior de um cordao citoplasmatico e proximos ao centro do saco embrionario
(Figura 15A).
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Figura 12 - Primordio seminal de C. guianensis.

100 pm

Aspecto geral da secg¢do longitudinal do primérdio seminal, no estadio de antese (200x). fu funiculo;
mi micrépila; te tegumento externo; teee tegumento externo epiderme externa; teei tegumento externo
epiderme interna; ti tegumento interno; tiee tegumento interno epiderme externa; en endotélio; sc
saco embrionério. Fonte: Elaborado pelo autor (2024).
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Figura 13 — Detalhe do primérdio seminal de C. guianensis.

Seccdo longitudinal do primérdio seminal mostrando o saco embrionario (gindéfito) no estadio de
antese (400x). cc célula central; af aparelho filiforme; en endotélio; hi hipéstase com células
parcialmente colapsadas; oo oosfera; si sinérgide; te tegumento externo; teee tegumento externo
epiderme externa; teei tegumento externo epiderme interna; ti tegumento interno; tiee tegumento
interno epiderme externa. Fonte: Elaborado pelo autor (2024).
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Figura 14 - Saco embrionario de C. guianensis, em estadio de antese
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a-c) Seccodes longitudinais (1000x) em série de um mesmo primordio seminal, mostrando o aparelho
oosférico (polo micropilar do saco embrionario). a) Sinérgides lado a lado; b) oosfera ao lado de uma
das sinérgides; c) nucleo secundario junto ao polo calazal da oosfera; d) aparelho oosférico completo
(duas sinérgides e oosfera). ap aparelho filiforme; cc célula central; en endotélio; no nucleo da
oosfera; ns nucleos das sinérgides; nse nucleo secundéario; os oosfera; si sinérgides. Fonte:
Elaborado pelo autor (2024).

Entretanto, na maior parte dos primordios seminais observados, a fusdo dos
nucleos polares ja havia ocorrido. Na antese, o nucleo secundario foi visualizado em
todos os gindfitos examinados, indicando que os nucleos polares se fundem na
maturidade do saco embrionario. O nucleo secundéario é mais conspicuo que 0s
nacleos das demais células que compéem o ginofito e é deslocado para o polo
micropilar, posicionando-se préximo a oosfera (Figura 14C). O vacuolo da célula
central ocupa a maior parte do ginéfito. As antipodas foram visualizadas somente em
botdes florais (Figura 15A, B), uma vez que essas se degeneram antes do gindfito

alcancar a maturidade.
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Figura 15 - Saco embrionario de C. guianensis, em estadio de pré-antese

a-b) Secc¢des obliquas em série de um primérdio seminal (1000x) evidenciando os nucleos polares
antes da fuséo (em a), antipodas e células da hipostase. na antipoda; cci cordao citoplasmatico; hi
hipoéstase; no nucleo oosfera; np nicleos polares. Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

4.3 Pistilos nao polinizados

Nos pistilos ndo polinizados, a partir do sexto dia, observou-se 0 progressivo
aumento das células do endotélio, que se alongaram anticlinalmente a ponto de
estreitar a cavidade onde se aloja 0 saco embrionario. Ao mesmo tempo, as células
do tegumento interno subjacentes ao endotélio se expandiram e suas paredes
sofreram discreto espessamento, corando-se de purpura pelo Azul de Toluidina, ao
passo que o citoplasma se tornou mais denso, acumulando contetudo granuloso e de
coloragdo rosada no vacuolo (Figura 16A, B). No tegumento externo, ndo foi

observado alterac¢des significativas até o0 momento da abscisédo dos pistilos.

A partir do sétimo dia, observou-se o inicio da degeneracdo de alguns
primérdios seminais, caracterizado pela lise das células do endotélio, que passaram
a corar-se fortemente e apresentar aspecto deformado (Figura 16B), embora em
alguns primdrdios seminais a degeneracdo do tegumento externo tenha precedido a
do endotélio (ndo mostrado nas figuras). Vale mencionar que, desde o primeiro dia
apos a antese, alguns primérdios seminais apresentando endotélio em lise foram
verificados; entretanto € somente a partir da primeira semana que 0 processo se
torna mais comum e acelerado. Progressivamente, as células dos tegumentos,
calaza e funiculo sofrem lise e tornam se colapsadas (Figura 16C, D), até o ponto no

qual restam apenas vestigios dos primérdios seminais, i.e., células remanescentes
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da epiderme externa do tegumento externo e do tegumento interno, que ainda nao
haviam se degenerado completamente (Figura 16E). A degeneracéo dos carpelos se
inicia na placenta, ocorrendo sobretudo nos pistilos mais longevos (Figura 16F). Nos
pistilos ndo abortados com longevidade superior a 14 dias, a maior parte dos
primordios seminais apresentaram 0s mencionados sinais de degeneracdo. No
momento da abscisdo do pistilo, parte dos primordios seminais ainda se
encontravam sadios (i.e., com estruturagdo normal de seus componentes) e parte
em degeneracdo ou completamente degenerados, variando conforme a longevidade
do pistilo. Nao foi notada diferenca no grau de degeneracao dos primordios seminais
e carpelos entre os pistilos abortados e os coletados antes do aborto, com

longevidade semelhante.

Por fim, ndo houve sinais de desenvolvimento do endosperma e do embrido
no referido tratamento. A degeneracdo do ginéfito variou conforme o inicio da lise
das células do endotélio. Nos casos em que o endotélio ndo apresentava sinais de
degeneracdo, embora ja ultrapassada a longevidade na qual, geralmente, a lise se
inicia (sete dias), foi observado o aparelho oosférico e 0 nucleo secundario intactos,
conforme representado na Figura 17. A partir do 10° dia, o colapso do saco
embrionario foi constatado devido a lise completa da maioria das células do
endotélio, ou entdo, em virtude do acentuado grau de expansao das células do

endotélio e camadas subjacentes do tegumento interno. (Figura 16).
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Figura 16 - Primordios seminais de pistilos ndo polinizados em estadios posteriores a antese
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a) Seccdo transversal (400x), 7 dias. Tegumento interno e endotélio expandido. Esse Ultimo em
estadio inicial de degeneracéo; b) Seccdes longitudinal (400x), 9 dias. Progresso da expanséo e
degeneracdo do endotélio; c) Seccdo transversal (200x), 11 dias. Tegumento externo, interno,
endotélio e placenta em degeneracéo; d) Seccdo transversal (200x), 12 dias. Funiculo, placenta e
primérdio seminal em degeneracdo; e€) Seccdo longitudinal (200x), 15 dias. Primérdio seminal em
estddio avangcado de degeneragdo; f) Seccdo longitudinal (200x), 16 dias. Placenta e funiculo
degenerados. en endotélio; ti tegumento interno; te tegumento externo; pl placenta; fu funiculo; ps
primordio seminal. Fonte: Elaborado pelo autor (2024).
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Figura 17 - Aparelho oosférico em primdrdio seminal, sete dias apds a antese.
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a-f) seccBes longitudinais seriadas de um primérdio seminal. a) visdo geral do primoérdio seminal
ligado a placenta (200x); b) destaque no saco embrionario (400x); c-e) aparelho oosférico (1000x); e)
nacleo secundario. en endotélio ns ndcleo sinérgide no nicleo oosfera nse nlcleo secundario si
sinérgide. Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

4.4 Pistilos polinizados

~

Tanto nos pistilos autopolinizados como nos submetidos a polinizagcéao

cruzada, foram verificados inimeros tubos polinicos no interior do I6culo do ovério
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(Figura 18). A partir do primeiro dia apés a antese, em primordios seminais
penetrados pelo tubo polinico, uma das sinérgides apresentou-se fortemente corada
(Figura 19) e em grande parte dos primérdios seminais, a sinérgide penetrada
apresentou uma alca citoplasmatica ao redor do polo calazal da oosfera (Figura 20).

Em estadios subsequentes, as sinérgides sofreram colapso e foram absorvidas.

Figura 18 - Seccao transversal na por¢cdo média do ovario de C. guianensis, em pistilos polinizados
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Numerosos tubos polinicos (tp) preenchem a cavidade locular. a) pistilo cruzado com 5 dias; b) pistilo
cruzado com 7 dias; c) pistilo autopolinizado com 3 dias; d) pistilo autopolinizado com 5 dias.
Aumento de 200x (b-d); 400x (a-c). loc l6culo; tp tubo polinico. Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

Observou-se também o desenvolvimento do endosperma no interior dos
primérdios seminais. As primeiras divisbées nucleares do endosperma ocorreram a
partir do segundo dia apés o inicio da antese (Figura 21). Com quatro dias ja se
observava o endosperma com varios nacleos, formando um cendcito amplamente
vacuolado, com os nucleos perifericamente posicionados (Figura 22). Internamente,
o amplo vacuolo do endosperma muitas vezes apresentou contetdo granuloso que
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se corou em tom rosado (Figura 23A, D). O endosperma nos frutos iniciados por
autopolinizacdo nao apresentou variagcdes estruturais em relacdo ao de frutos
formados por polinizagdo cruzada. As semelhangas se dao tanto em relagdo ao
tamanho quanto ao formato. A titulo de comparacdo, a Figura 24 mostra a Vvisdo
geral do endosperma considerado sadio em sementes derivadas de polinizacao
cruzada e autopolinizacdo. A Tabela 1 evidencia que a quantidade de sementes com
endosperma em desenvolvimento nos frutos derivadas de autopolinizagdo, né&o
variou significantemente em relacao aos frutos derivados de polinizacdo cruzada.

Tabela 1 - Desenvolvimento do endosperma em sementes derivadas de autopolinizacéo e polinizagéo
cruzada

Tempo apdés polinizacéo

48 h 72h 96 h

Auto Cruzada Auto Cruzada Auto Cruzada

(%) (%) (%) (%) (%) (%)
Endosperma presente 128 91 196 237 429 387

(5,78) (4,52) (9,30) (10,20) (20,27) (18,86)
Endosperma ausente 2087 1923 1911 2086 1687 1665

(94,22) (95,48) (90,70) (89,8) (79,73) (81,14)
Total observado 2215 2014 2107 2323 2116 2052

(100) (100) (100) (100) (100) (100)
Valor (p) 0.0754 0.3387 0.2664

Para cada coluna, foram analisados trés frutos escolhidos aleatoriamente. A diferenca de sementes
com endosperma em desenvolvimento entre pistilos autopolinizados e cruzados, no segundo, terceiro
e quarto dia ap0ds a polinizagdo, nao é significante. 48h x? = 3.413, g.I= 1 (p) 0.0754; 72h x?= 1.015,
g..=1, (p) 0.3387; x?=1.324, g.l.= 1, (p) 0.2664. Fonte: Elaborado pelo autor (2024).
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Figura 19 - Secc¢des longitudinais da regido micropilar de primérdios seminais no primeiro e segundo
dia apés a polinizagéo.
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a-b) Polinizacdo cruzada. c-d) Autopolinizagdo. 1000x. no nucleo oosfera; sp sinérgide penetrada ns
ndcleo secundario. Fonte: elaborado pelo autor (2024).
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Figura 20 - Secces longitudinais da regido micropilar de primérdios seminais no segundo dia apés a
polinizagéo

a-b) polinizacdo cruzada. c-f) autopolinizacdo. (a,b,d) 1000x; (c) 400x. ac sinérgide penetrada
apresentando alca citoplasmética ao redor do polo calazal da oosfera; ns nicleo secundario. Fonte:
Elaborado pelo autor (2024).

A celularizagdo do endosperma foi observada somente em sementes
derivadas de polinizagdo cruzada com mais de 50 dias (Figura 25). Em relacéo aos
frutos derivados de autopolinizagdo, como esses abortam antes do mencionado
periodo, somente foi observado o estadio nuclear do endosperma nas sementes
examinadas, conforme representado nas Figura 21B, Figura 22,Figura 23D, E, Figura
24B, D e Figura 2s8.
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Figura 21 - Seccdes obliquas (400x) de primordios seminais/sementes de C. guianensis, no segundo
dia ap6s a polinizagéo

a) polinizagdo cruzada; b) autopolinizagdo. ne nicleos do endosperma. Fonte: Elaborado pelo autor
(2024).

A formacgdo do zigoto foi verificada em primérdios seminais de ambos 0s
tratamentos de polinizacdo (Figura 23). O zigoto em geral possui um formato
ovalado e um amplo vacuolo ocupa a maior parte de seu volume interno. O nucleo e
a maior parte do citosol localizam-se no polo calazal do zigoto, voltados para o
endosperma. Nos frutos derivados de polinizacdo cruzada com até dois meses de
longevidade, a andlise histolégica das sementes ndo apresentou sinais do inicio da
formacdo do embrido, sendo possivel observar somente o zigoto dormente.
Disseccdes de frutos coletados com 5 e 7 meses de desenvolvimento revelaram
sementes com embrido e cotilédones visiveis ao olho nu, em estadio avancado do
desenvolvimento. Efetivamente, nos frutos iniciados por autopolinizacdo, o zigoto

permaneceu dormente e ndo sofreu divisbes até o estadio de abscisao.

Se tratando das mudangas observadas no endotélio e tegumentos ao longo
do periodo pos-polinizagédo, as variagdes correlacionaram-se com a presenca ou
auséncia do endosperma. Para os primérdios seminais nos quais ndo foram
observados o desenvolvimento do endosperma, as modificacbes no endotélio e
tegumento interno foram semelhantes as dos pistilos ndo polinizados, i.e.,
alongamento anticlinal do endotélio e expansao do volume das células do tegumento
interno.
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Figura 22 - Sementes de C. guianensis em estadio inicial de desenvolvimento (4 dias apos a
autopolinizacéo)

a-e) Seccdes transversais em série (400x) de uma mesma semente contendo endosperma cenocitico
multinucleado. ne nicleo endosperma. Elaborado pelo autor (2024).

Nos primérdios seminais com o endosperma em desenvolvimento, as
mencionadas mudancas no tegumento interno foram menos expressivas. Neste
caso, as alteracdes mais consideraveis nos primordios seminais ocorrem por volta
do 17° dia, quando algumas camadas de células do tegumento externo, localizadas
ao redor do tegumento interno, passaram a apresentar citoplasma ligeiramente mais
denso que nos estadios precedentes e sofreram consideravel expansédo (Figura 26A,
B). No geral, a partir do 30° dia, a degeneragéo dessas células se inicia (Figura 26C,
D), atingindo um estadio avancado no estadio de celularizacdo do endosperma (a
partir do 50° dia, Figura 26E, F). Verificou-se uma nitida diferenca no aspecto dessas
células em relacdo as camadas mais externas de células do tegumento externo, as
guais permaneceram intactas (Figura 26C, D, E, F). A degeneracdo das células
remanescentes do tegumento interno também se iniciou por volta do 30° dia (Figura
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26C, D) e o colapso dessas células ocorreu concomitantemente a degeneracao das
células das camadas mais internas do tegumento externo (Figura 26E, F). O
endotélio ndo permaneceu intacto, pois suas células, que antes eram colunares (i.e.,
anticlinalmente achatadas), se expandiram tendendo a tornar-se abauladas (Figura

26C, D) e se desorganizam em estadios subsequentes (Figura 26 E, F).

O aborto dos primoérdios seminais/jovens sementes foi marcado pela
degeneracéo celular em todos os tecidos, de forma semelhante ao observado nos
pistilos ndo polinizados. A partir do sétimo dia, o inicio da lise do endotélio se inicia e
€ sucedida da degeneracdo dos demais tecidos dos primérdios seminais/jovens
sementes (Figura 27). A Tabela 2, compara a quantidade de primérdios seminais e
sementes degeneradas em pistilos ndo polinizados, autopolinizados e com
polinizacdo cruzada. Vale notar que, nos pistilos polinizados, verificou-se um atraso
na degeneracdo das sementes em relacdo aos primérdios seminais de pistilos ndo
polinizados. Ao se comparar os frutos que espontaneamente sofreram abscisdo com
agueles retirados manualmente das inflorescéncias, de mesma longevidade, nao
foram observadas varia¢gGes significativas quanto a degeneracao das sementes. Por
fim, embora ndo seja comum, foram observadas algumas sementes com
endosperma multinucleado, mas em estadios avancados de degeneragéo, i.e.,
apresentando a maioria das células dos tegumentos, calaza e funiculo colapsadas
(Figura 28).
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Figura 23 - Zigoto em pistilos cruzados e autopolinizados

a-c) polinizagdo cruzada; corte longitudinal (a-b 1000x), (c 400x); a) semente 7 dias apés a
polinizacdo; b) semente 36 dias apds a polinizacdo; c) semente 56 dias apés a polinizacdo; d-f)
autopolinizacdo; corte longitudinal (1000x) d) primérdio seminal 8 dias ap0s a autopolinizagéo; e)
semente 22 dias apos a autopolinizacéo; f) semente 17 dias ap6s a autopolinizagdo. zi zigoto; nz
nucleo do zigoto; en endotélio; en endotélio ne nicleo do endosperma; va vactolo do endosperma
corado em rosa. Fonte: Elaborado pelo autor (2024).
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Figura 24 - Desenvolvimento do endosperma em sementes derivadas de polinizagdo cruzada e
autopolinizacao
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a) semente derivada de polinizagdo cruzada com endosperma e zigoto; b) semente derivada de
autopolinizagcdo com endosperma e zigoto; a-b 17 dias apds polinizagao; corte longitudinal (400x); c)
semente derivada de polinizagédo cruzada com endosperma; d) semente derivada de autopolinizacéo
com endosperma; c-d) 21 dias ap6s a polinizacdo; corte transversal (40x). ea endosperma Fonte:
Elaborado pelo autor (2024).
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Figura 25 - Endosperma celularizado em uma semente com 56 dias ap0s a polinizagdo cruzada
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a) visdo geral do endosperma celularizado e das células deformadas do tegumento interno que
delimitam o saco embrionério, na auséncia do endotélio ja colapsado; corte longitudinal (200x); b)
detalhes do endosperma e tegumento interno; corte longitudinal (400x); ec endosperma en endotélio
celularizado ne nucleo do endosperma te tegumento externo ti tegumento interno * degeneracéo das
camadas mais internas do tegumento externo. Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

Figura 26 - Expansdo e degeneracdo do tegumento interno e das camadas mais internas do
tegumento externo em sementes derivadas de polinizacao cruzada
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a-b) semente 17 dias apés a polinizacao. a) visdo geral da semente (200x); b) detalhe evidenciando o
citoplasma denso e expansédo das células das camadas mais internas do tegumento externo, ao redor
do tegumento interno (400x). c-d) semente 32 dias apds a polinizacdo. c) visdo geral da semente
(200x); d) detalhe evidenciando o inicio da degeneragdo das camadas mais internas do tegumento,
tegumento interno colapsado (salvo o endotélio) e endotélio amplamente vacuolado. (400x). e-f)
semente com 56 dias apds a polinizagdo. e) visao geral da semente (200x); f) detalhe das camadas
mais internas do tegumento externo degeneradas, endotélio em degeneracéo, tegumento interno
apresentando todas as células colapsadas e endosperma celularizado (400x). ec endosperma
celularizado en endotélio ne nucleo do endosperma te tegumento externo ti tegumento interno. Fonte:
Elaborado pelo autor (2024).

. 100 ym

Figura 27 - Degeneracao do endotélio em primérdios seminais sete dias apds a polinizacédo
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a) autopolinizado; b) polinizacdo cruzada. Corte tangencial (400x). ed endosperma degenerado.
Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

Tabela 2 - Quantidade de primoérdios seminais e sementes degeneradas para cada tratamento
realizado

Tempo apo6s polinizagdo

7 dias 14 dias 20 dias
Auto Cruzado Na&o polinizado Auto Cruzado Nao polinizado Auto Cruzado  Né&o polinizado
(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
Sadios 637 732 559 502 532 278 5565 478 63
(88,97) (91,84) (69,7) (83,13) (74,09) (40,35) (73,12) (75,16) (9,78)
Degenerados 79 65 248 138 186 411 204 158 581
(11,03) (8.16) (30,3) (21,56) (25,91) (59,65) (36,76) (33,05) (90,22)
Total observado 716 797 807 640 718 689 759 636 644
(100) (100) (100) (100) (100) (100) (100) (100) (100)

Para cada coluna, foram analisados trés frutos escolhidos aleatoriamente. O teste de independéncia
do Qui-Quadrado apontou diferenca significativa. A particdo em trés conjuntos de dados (7, 14 e 20
dias apés a polinizacdo) foi realizada para registrar a diferenca significativa para cada periodo
examinado. Pistilos autopolinizados e cruzados ndo apresentam diferenca estatistica: 7 dias x? =
2.2247, g.I= 1, (p) 0.1358; 14 dias x? = 2.7730, g.l.=1, (p) 0.0959; 20 dias x? = 0.5763, g.l.= 2, (p)
0.4478. Entretanto, pistilos ndo polinizados apresentam diferenca estitica em relagdo aos
polinizados, conforme os seguintes resultados: 7 dias x? = 168.6691, g.I= 1, (p) < 0.0001; 14 dias x?=
254.4563, g.l.=1, (p) < 0.0001; 20 dias x? = 732.0468, g..= 1, (p) < 0.0001. Fonte: Elaborado pelo
autor (2024)
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Figura 28 - Endosperma de semente em degeneracao, 20 dias apds a autopolinizacao
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Corte transversal (400x). ed endosperma ne nudcleo endosperma ti tegumento interno. Fonte:
Elaborado pelo autor (2024).

5 DISCUSSAO

5.1 Longevidade e crescimento dos pistilos e frutos

Neste trabalho foi constatado que os frutos derivados de autopolinizagédo
permanecem por mais tempo no ramo em relacdo aos pistilos ndo polinizados.
Entretanto, tendo em vista que os frutos derivados de polinizagdo cruzada atingiram
a maturidade por volta do 12° més apos a antese, os frutos iniciados por
autopolinizagdo abortaram muito precocemente, uma vez que se desenvolveram no
maximo 9,3% (34 dias) do tempo total necessario para maturacdo (cerca de 365
dias). Em comparacéo, os pistilos ndo polinizados atingiram no maximo 6% (22 dias)
do tempo completo de desenvolvimento de um fruto vidvel. Normalmente, os pistilos
nao polinizados abortam em até 2 semanas (de 100 pistilos monitorados somente 10

ultrapassaram esta marca), sendo que os pistilos mais longevos apresentam taxas
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de degeneracdo dos primordios seminais e dos carpelos significativamente maiores
gue nos pistilos polinizados. Tal situacéo divergiu dos autopolinizados, que em geral
ultrapassaram a marca de 14 dias, continuam a crescer em propor¢cdes semelhantes
aos frutos derivados de polinizagéo cruzada, mas sofreram abscisao por volta da 32
semana apOs a polinizacdo, apresentando sementes contendo endosperma,

claramente indicando a iniciacao de frutos.

A longevidade estendida dos frutos derivados de autopolinizacdo em relacao
aos pistilos ndo polinizados, em espécies autoincompativeis, foi relatada em
trabalhos com polinizacbes manuais controladas. Gibbs et al. (2004) trabalhou com
polinizacbes manuais em duas espécies do género Ceiba Mill. (C. chodatii (Hassl.)
Ravenna e C. speciosa (A.St.-Hil., A.Juss. & Cambess.) Ravenna, Malvaceae Juss.)
e observou que a longevidade de pistilos autopolinizados é prolongada em cerca de
trés dias em relacdo aos pistilos ndo polinizados. Primo e Machado (2009) relataram
gue no geral pistilos autopolinizados possuem uma longevidade de trés a sete dias a
mais que aqueles nao polinizados em Neocalyptrocalyx longifolium (Mart.) Cornejo &
lltis (Capparaceae A.Juss.). Gandolphi e Bittencourt (2010), Bittencourt et.al (2011) e
Bittencourt (2017) trabalharam com espécies autoincompativeis da familia
Bignoniaceae Juss. (Tabebuia roseoalba (Ridl.) Sandwith; Cybistax antisyphilitica
(Mart.) Mart.; Handroanthus impetiginosus (Mart. ex DC.) Mattos, respectivamente),
e relataram que a longevidade dos pistilos autopolinizados é superior a dos pistilos
nao polinizados, ainda que ambos abortem de forma precoce. Outro fator observado
nos referidos trabalhos com a familia Bignoniaceae, diz respeito ao tamanho dos
pistlos no momento da abscisdo. Autopolinizados apresentaram um ligeiro
crescimento antes de sofrerem abscisdo, porém significativamente maior que

agueles pistilos nao polinizados.

Bittencourt (2017), Gandolphi e Bittencourt (2010), Gibbs et al. (2004) e
Gibbs (2014) apontam que a longevidade estendida dos pistilos autopolinizados
parece estar relacionada aos casos de espécies com autoincompatibilidade de acao
tardia, devido a algum tipo de interacdo entre os graos de podlen/tubos polinicos
proprios e o gineceu, atrasando o aborto dos pistilos, embora em alguns casos a
abscisdo ocorra em um intervalo semelhante aos pistilos ndo polinizados (GIBSS,



53

2014). Ao menos para trés familias, em trés ordens distintas (Bignoniaceae —
Lamiales; Capparaceae — Brassicales; Malvaceae — Malvales), ha trabalhos que
compararam a longevidade dos pistilos/frutos em polinizagbes cruzadas,
autopoliniza¢fes e flores ndo polinizadas em espécies autoincompativeis e relatam
um significativo atraso na abscisdo dos pistilos autopolinizados, relativamente aos
nao polinizados. Com o0s resultados expostos neste trabalho, adiciona-se

Lecythidaceae, ordem Ericales a esse grupo.

O presente estudo mostrou que os frutos derivados de autopolinizagcéo
possuem longevidade superior aos pistilos ndo polinizados, porém séao inviaveis. O
aborto de frutos derivados de autopolinizacédo ocorre em periodo relativamente curto
comparativamente ao tempo de maturacdo de frutos viaveis induzidos por
polinizacdo cruzada. Esses dados divergem do estudo realizado por Ormond et. al.
(1981) no qual os autores alegaram a formacéo de frutos por autopolinizacdo. Uma
vez que os autores ndo deixam claro o acompanhamento dos frutos derivados por
autopolinizacdo até a sua maturidade, é possivel que os pistilos autopolinizados
somente tenham sido monitorados até cerca do 1° més apds a autopolinizagéo.
Como exposto no presente trabalho, no periodo de 30 dias apds a polinizacéo, os
pistilos autopolinizados crescem em largura e comprimento sem diferenca
significativa em relacdo aos pistilos polinizados de forma cruzada. Desta forma, é
imprescindivel o monitoramento dos frutos derivados de autopolinizacdo até a
abscisdo ou maturidade. Diante do exposto, conclui-se que C guianensis €
autoestéril, e que a aparente autocompatibilidade da espécie se deve ao mecanismo
de autoincompatibilidade de acgdo tardia com rejeicdo poOs zigética, como sera

discutido nas sec¢des seguintes.
5.2 Eventos posteriores a antese e a polinizagcdo manual

A observacdo de uma grande quantidade de tubos polinicos no interior do
ovario e penetrando a micropila em primérdios seminais de pistilos autopolinizados
confirma analises de microscopia de fluorescéncia realizadas por Motta e Bittencourt
(2017) e Ormond et. al. (1981), nas quais os autores verificaram a germinacdo do
grdo de polen, o crescimento do tubo polinico ao longo do tecido transmissor até o

ovario e a penetragdo dos primordios seminais. Vale mencionar que, em ambos 0s
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trabalhos, ndo foram encontradas diferencas na germinacdo do grao de polen e no

crescimento do tubo polinico entre pistilos cruzados e autopolinizados.

A descarga do contetdo do tubo polinico numa das sinérgides apos a
penetracdo do gindfito foi evidenciada pela forte coloragdo do citoplasma adquirida
pela sinérgide penetrada, tal como verificado em outros estudos (e.g.,
BITTENCOURT, 2017). A observacédo de primordios seminais com um dia apds a
polinizacdo (autopolinizacdo e polinizacdo cruzada) ja apresentando sinérgides
penetradas é congruente com os estudos de Motta e Bittencourt (2017) e Ormond et.
al. (1981), que visualizaram grande parte dos primoérdios seminais penetrados por
tubos polinicos (tanto em pistilos cruzados como autopolinizados) 24 horas apos a
polinizacd@o. A al¢a citoplasmética da sinérgide penetrada ao redor do polo calazal da
oosfera, verificada em diversos primérdios seminais em ambos os tratamentos de
polinizacédo, sinaliza a transferéncia dos gametas masculinos para a oosfera e para a
célula central (YE et al., 2002; BITTENCOURT, 2017), evidenciando indiretamente a
ocorréncia da dupla fecundacdo em pistilos autopolinizados e de polinizagéo

cruzada.

Outro fator que corrobora a fecundacdo, especialmente dos pistilos
autopolinizados, é a formacédo do zigoto e o desenvolvimento inicial do endosperma
nesses pistilos, que por sua vez estao ausentes nos pistilos ndo polinizados. Motta e
Bittencourt (2016) decapitaram o estigma de 35 flores de C. guianensis, em um teste
para agamospermia. Os autores relataram que nenhum fruto foi formado dessa
forma. Através das andlises histologicas do 1° ao 22° dia apds a antese em pistilos
ndo polinizados no presente estudo, foi constatado que de fato ndo ha formacéao,
mesmo que incipiente, de sementes apomiticas. No presente estudo, o inicio do
desenvolvimento do embrido néo foi verificado. Schoenberg (1983b) relatou o inicio
das divisbes do zigoto por volta do 7° més ap0s a polinizagdo cruzada. Todavia, 0S
resultados deste trabalho permitem discordar da referida autora, uma vez que a
verificacdo de frutos derivados de polinizacdo cruzada com 5 e 7 meses de
longevidade, apresentou sementes com embrido em estadio avangado do

desenvolvimento.
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Trabalhos com espécies autoincompativeis da familia Bignoniaceae
revelaram discrepancias nos eventos apds a polinizacdo, entre pistilos
autopolinizados e cruzados. O atraso na penetracdo dos primérdios seminais de
pistilos autopolinizados em relagdo aos cruzados foi verificado nos estudos
realizados por Gibbs e Bianchi (1999), Bittencourt e Semir (2004) e Bittencourt et.al.
(2011). De forma semelhante, Bittencourt, Gibbs e Semir (2003), Bittencourt e Semir
(2005) e Bittencourt e Semir (2006), observaram, um atraso na penetragcdo dos
primordios seminais, na fecundacdo e nas fases iniciais do desenvolvimento do
endosperma em pistilos autopolinizados, comparados aos pistilos cruzados. Nesses
casos, parece haver algum mecanismo de reconhecimento do pélen e/ou tubo
polinico em autopolinizacdes, porém com a rejei¢do do pistilo operando tardiamente

(i.e., apds a dupla fecundacéo).

No presente trabalho, a quantificacdo dos primordios seminais penetrados e
fecundados néo foi realizada. Da mesma forma, 0 acompanhamento e comparacao
do progresso do desenvolvimento do endosperma em pistilos autopolinizados vs.
cruzados nao foi possivel devido a natureza nuclear do endosperma. Todavia, 0
exame quantitativo das jovens sementes em C. guianensis, apresentando
endosperma em desenvolvimento nos pistilos autopolinizados vs. cruzados,
evidenciou que, em ambos os tratamentos, a propor¢do de sementes apresentando
o tecido de reserva sdo semelhantes, do segundo ao quarto dia apds a polinizagao.
Desta forma, verifica-se que a autopolinizacdo é capaz de iniciar o desenvolvimento
de sementes em proporcBes semelhantes (pelo menos até o quarto dia apés a
polinizacdo) aos pistilos cruzados, embora o desenvolvimento das sementes

derivadas de autopolinizacdo nunca ultrapasse pouco mais que 30 dias.

5.3 Causa da autoesterilidade: autoincompatibilidade ou depresséo

endogamica?

Seavey e Bawa, 1986 e Sage et.al., 1994 abordaram quatro critérios indiretos
para distinguir espécies com autoincompatibilidade de acdo tardia ou depressao
endogamica como causa da autoesterilidade em casos nos quais a dupla
fecundacdo ocorre, mas nenhuma ou um numero reduzido de sementes maduras

sao formadas. Dentre eles, dois foram testados nesta pesquisa: (1) avaliacdo do
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tempo no qual o aborto ocorre — nos casos em gque o aborto de diversas sementes
ocorre de modo homogéneo, i.e., numa faixa restrita de desenvolvimento do zigoto,
embrido ou endosperma, a autoincompatibilidade de acado tardia é apontada como
causa da inviabilidade das sementes; por outro lado, o aborto em varias faixas do
desenvolvimento, indica a atuacdo de genes deletérios —; (2) variabilidade na
guantidade de sementes produzidas por autopolinizacdo em uma populacdo —
nenhuma ou quase nenhuma semente formada entre individuos de uma populacao
geneticamente varidvel é indicagcdo de um sistema de autoincompatibilidade, ao
passo que variacbes no numero de sementes maduras decorrentes de

autofecundacéo sao relacionadas a depressao endogamica.

Dos 100 pistilos autopolinizados em 6 &rvores e acompanhados até a
abscisdo, foi constatado que o desenvolvimento destes foi efémero e o aborto
ocorreu de forma precoce (cerca de 1 més), se comparados com o tempo total
necessario para maturacdo e queda natural do fruto (cerca de 12 meses). Apos a
autopolinizacdo, o aborto dos frutos ocorreu, sem excecdes, na fase de zigoto
dormente, isto é, o embrido nunca iniciou seu desenvolvimento, restringindo a
possibilidade de que o aborto dos pistilos/frutos iniciados por autopolinizacédo tenha
decorrido da expressdo de genes recessivos deletérios (BITTENCOURT, 2017,
GIBBS, 2014). Situacdo semelhante foi relatada por Bittencourt et.al. (2003),
Bittencourt et.al. (2011), Bittencourt e Semir (2005), Gandolphi e Bittencourt (2010),
Gibbs e Bianchi (1993) e Sage e Sampson (2003), estudos nos quais o aborto dos
pistilos autopolinizados ou frutos iniciados por autopolinizacdo em geral ocorreu na
fase zigdtica, durante as primeiras etapas desenvolvimento do endosperma.
Ademais, nos frutos derivados de autopolinizacdo de C. guianensis, a completa
auséncia de sementes que ultrapassam estadios muito precoces do
desenvolvimento, jamais alcancando a maturidade, concilia-se com casos de
espécies onde um sistema de autoincompatibilidade € operante, pois em
cruzamentos endogamicos seriam esperadas taxas de segregacao claras,
resultando em casos com sementes viaveis, ao passo que, em outra parte dos
individuos, o desenvolvimento das sementes se tornaria inviavel, devido a elevada
carga de genes recessivos deletérios (SEAVEY; BAWA, 1986).
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Por outro lado, Gibbs e Sassaki (1998) realizaram polinizagbes controladas
em Dalbergia miscolobium Benth. e monitoraram os frutos até a maturidade. Grande
parte dos pistilos autopolinizados sofreram abscisdo entre 5-10 dias apds a
polinizacdo, embora a queda dos frutos tenha se estendido para além de 30-60 dias
ou mais. Alguns frutos derivados de autopolinizacédo atingiram a maturidade (menos
de 4%) e a taxa de autofertilidade variou entre os espécimes estudados. A partir do
quarto dia, os autores observaram, tanto em frutos derivados de autopolinizacéo
como de polinizagéo cruzada, o desenvolvimento do endosperma e do embrido, até
o estadio globular. Valtueina et al. (2010) observou em duas espécies de Cytisus
Desf. o0 aborto das sementes derivadas de autofecundacao em diferentes fases do
desenvolvimento. Em C. striatus (Hill) Rothm. o aborto ocorreu em todos os estadios
do desenvolvimento do embrido, embora mais frequentemente na fase de
proembrido. Ja em Cytisus multiflorus Sweet, o aborto ocorreu no fim do estadio de
proembrido e no inicio do estadio globular. Por fim, Hao et al. (2012), verificou em
sementes derivadas de autofecundacdo de Aconitum kusnezoffii Rchb. o aborto em
diferentes estadios do desenvolvimento. Os autores verificaram sementes de 1 a 3

dias ap0s a polinizacdo e constataram o inicio do desenvolvimento do embrido.

Em todos os trabalhos mencionados acima, os autores concluiram que a
causa do aborto dos frutos derivados de autopolinizacao € devido a acédo de alelos
recessivos deletérios. Ressalta-se o inicio do desenvolvimento do embrido em um
curto periodo apos a polinizacdo e seu progressivo crescimento até o aborto em
variados momentos. Situacdo divergente de C. guianensis, no qual o embrido
permanece dormente (sem excec¢des) durante todo o periodo de desenvolvimento da
semente até a inevitavel abscisdo do fruto derivado de autopolinizacédo, embora o
desenvolvimento inicial do endosperma, sem sinais de mas formacdes, tenha sido
verificado. Tal situacdo € congruente com a acdo de um mecanismo de
autoincompatibilidade de acao tardia em C. guianensis, com rejeicdo pos-zigoética

dos pistilos autopolinizados.

Entretanto, a possibilidade de a autoesterilidade de C. guianensis ser
decorrente da expressao de alelos deletérios recessivos agindo muito precocemente

no desenvolvimento de sementes derivadas de pistilos autopolinizados (i.e., no
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zigoto ou mesmo no endosperma) ndo pode ser totalmente descartada. Sage et.al.,
1994 pontua levantamentos feitos por Klekowski (1988), nos quais o autor
argumenta que ndo € possivel fazer previsdes quanto ao tempo do aborto dos
embrides gerados por autopolinizacdo, presumivelmente referindo-se a um possivel
(embora pouco provavel) efeito da expressao de genes recessivos deletérios ja no

estadio de zigoto.
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6 CONCLUSAO

Uma forte autoesteridade foi observada em C. guianensis, uma vez todos 0s
frutos derivados de autopolinizacdo abortam precocemente (cerca de 1 més). Foi
verificada a ocorréncia da dupla fecundacdo em pistilos autopolinizados (tubo
polinicos no interior da micropila, penetragcdo de uma das sinérgides, evidéncias
indiretas da transferéncia dos gametas masculinos para a oosfera e para a célula
central, formacgéo do zigoto e desenvolvimento inicial do endosperma). No momento
de abscisdo dos frutos derivados de autopolinizacdo, o0 zigoto se encontra dormente,
restringindo a possibilidade de expressdo de alelos recessivos deletérios. J& o
endosperma nesses frutos sofre divisdes nucleares, sem sinais de malformacéo, ao
passo que, em pistilos ndo polinizados, ndo ha sinas de endospermogénese, assim
como da formacdo do zigoto. Os dados indicam a autoincompatibilidade de acéo
tardia como a causa da autoesterilidade em C. guianensis, uma vez que em caso de
depressao endogamica de acéo precoce se esperaria o aborto do fruto ao longo de
todas as etapas do desenvolvimento (ou seja, ao longo de 12 meses), com algumas

sementes derivadas de autofecundacdo eventualmente alcancando a maturidade.
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