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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
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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
gue estadio progride o desenvolvimento dos embribes em sementes de frutos
iniciados por autopolinizagdo? O numero de embrifes 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 histoldgicas sobre os
eventos que se sucedem no gineceu apoés polinizagées controladas tém contribuido
para um melhor entendimento do sistema reprodutivo em taxons pertencentes a
diversas familias (SEAVEY; BAWA, 1986; SAGE et.al., 1994; GIBBS, 2014), pois
respostas para tais questdes podem fornecer importantes indica¢des 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 polinizagbes
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 histolégico dos eventos que
sucedem o inicio da antese no gineceu, buscando comparar as alteracGes
estruturais que se processam nos primordios seminais entre pistilos nédo polinizados,
autopolinizados e submetidos a polinizacdo cruzada, bem como verificar se ocorre
fecundacdo e o posterior desenvolvimento do endosperma e do embrido em
primordios seminais de pistilos autopolinizados, comparativamente aos eventos que

se sucedem nos pistilos cruzados.
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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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