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RESUMO
DUARTE, M.O. 2014. Efeitos de polinizacées mistas em espécies autoincompativeis de
Bignoniaceae. Dissertacdo de Mestrado, Universidade Federal de Uberlandia, Programa de

P6s-Graduagao em Biologia Vegetal. 70p.

As angiospermas apresentam diferentes estratégias para evitar que ocorra a autofecundacio,
seja por mecanismos pré-polinizacdo (hercogamia e dicogamia) ou por mecanismos pos-
polinizacdo (sistema de autoincompatibilidade e depressdo endogamica). Algumas espécies
apresentam o sistema de autoincompatibilidade de a¢do tardia (AIT), que pode atuar depois da
penetracdo ou da fecundacdo no 6vulo, causando a abscis@o do pistilo autopolinizado.
Entretanto, alguns estudos realizados com espécies que apresentam AIT relataram a formagdo
de sementes decorrentes de autofecundacg@o apds polinizagdes mistas (graos de pdlen cruzados
+ grdos de pélen préprios). No presente trabalho investigou-se a possibilidade de formacao de
frutos e de sementes autofecundadas vidveis provenientes de polinizacdes mistas em trés
espécies de Bignoniaceae com AIT, Adenocalymma peregrinum, Fridericia platyphylla e
Tabebuia aurea. Para tal, foram realizadas polinizagdes experimentais, teste de germinagdo de
sementes (A. peregrinum), andlises histolégicas de eventos pds-polinizacdo e teste de
paternidade (7. aurea). As trés espécies formaram frutos apds as polinizagdes mistas e
polinizacdes cruzadas, no entanto, apresentaram uma taxa de frutificagdo menor em
polinizagdes mistas. Os pistilos submetidos a autopolinizagdo foram abortados em um periodo
de tempo uniforme em todas as espécies, confirmando a presenga do AIT. Em A. peregrinum
verificou-se uma maior porcentagem de sementes sem embridio em frutos provenientes de
polinizagdo mista. A menor germinabilidade das sementes de frutos por polinizacdo mista
desta espécie pode indicar a menor capacidade de sementes resultantes de autofecundagdo

germinarem e uma possivel atuacdo da depressdao endogadmica. A baixa taxa de frutificacdo



natural em espécies com AIT pode ser explicada por uma elevada frequéncia de sementes
oriundas de autofecundacdo em polinizacdes mistas, as quais devem ser comuns no ambiente
natural. As andlises do desenvolvimento do endosperma em 7. aurea revelaram um atraso no
desenvolvimento inicial deste tecido em Ovulos de pistilos autopolinizados quando
comparados aos dvulos de pistilos provenientes de poliniza¢do cruzada, sendo uma evidéncia
da acdo do AIT. A maioria dos évulos de pistilos submetidos a polinizacdo mista apresentava
um ndmero de células do endosperma semelhante aos dvulos de pistilos submetidos a
polinizacdo cruzada e nenhuma semente oriunda de autofecundacio foi detectada no teste de
paternidade. Embora testes de paternidade tenham detectado a presenca de progénie
autofecundada em algumas populacdes de espécies de Bignoniaceae, e a formagdo de frutos
provenientes de poliniza¢des mistas tenha se mostrado vidvel no presente trabalho, os dados
obtidos neste estudo mostraram que as sementes provenientes de autofecundagido parecem ndo

terem sido formadas ou apresentaram menor vigor durante a germinacdo e emergéncia.

Palavras-chave: autoincompatibilidade de agdo tardia, depressio endogamica,

desenvolvimento do endosperma, germinacdo de sementes.



ABSTRACT
DUARTE, M.O. 2014. Effects of mixed pollinations on self-incompatible species of
Bignoniaceae. Dissertation. Universidade Federal de Uberlandia, Programa de Pds-

Graduacio em Biologia Vegetal. 70p.

The angiosperms have different strategies to prevent self-fertilization, either by pre-
pollination mechanisms (herkogamy and dichogamy) or mechanisms for post-pollination
(system of self-incompatibility and inbreeding depression). Some species present late-acting
self-incompatibility (LSI), which can act after penetration or fertilization the ovule, causing
abscission of selfed pistil. However, some studies on species with LSI reported the formation
of seeds derived from selfing after mixed pollinations (pollen crossed + self-pollen). In the
present work we investigated the possibility of formation of fruits and viable selfed seeds
from mixed pollinations in three species of Bignoniaceae with LSI, Adenocalymma
peregrinum, Fridericia platyphylla and Tabebuia aurea. We performed experimental
pollination, germination of seeds (A. peregrinum), histological analysis of post- pollination
events and paternity testing (7. aurea). The three species formed fruit after mixed pollination
and cross-pollination, however, showed a lower rate of fruiting in mixed pollinations. The
selfed pistils were aborted in a uniform period of time in all species, confirming the presence
of the LSIL. In A. peregrinum there was a greater percentage of seeds without embryo on fruit
from mixed pollination. The lower germination of seeds of fruits mixed pollination of this
species may indicate less ability to germinate seed from selfing and a possible role of
inbreeding depression. The low rate of natural fruiting species with LSI can be explained by a
high frequency the seeds resulting of self-fertilization after mixed pollinations, which should
be common in the natural environment. Analysis of endosperm development in 7. aurea

showed a delay in the initial development of this tissue into ovules of selfed pistils compared



to the ovules of pistils from cross-pollination, evidence of the action of LSI. Most ovules from
pistils after mixed pollination showed a number of endosperm cells similar to the ovules of
pistils submitted cross-pollination and no seeds originated from selfing were detected in
paternity testing. Although paternity tests have detected the presence of selfing progeny in
some species populations of Bignoniaceae and fruits formation of mixed pollinations has
proved viable in the present study, our data showed that seeds from selfing did not seem to be

formed or were less viable during germination and emergence.

Keywords: endosperm development, inbreeding depression, late-acting self-incompatibility,

seed germination.



INTRODUCAO GERAL
Sistemas sexuais e polinizagdo

O estudo do sistema reprodutivo em plantas € um componente basico para entender os
processos ecoldgicos, genéticos e evolutivos, contribuindo também com informagdes
importantes para conservacdo e manejo das espécies. A reproducio sexual é importante para
que haja variabilidade genética na populacdo, entretanto, a constitui¢do genética da progénie
pode diferir ou ndo dos gendtipos dos pais, e isto ird depender de diversos fatores
relacionados ao sistema reprodutivo destas plantas (Richards 1997, Holsinger 2000).

A evolugdo de diversos sistemas sexuais nas angiospermas permitiu uma polinizacio
mais precisa e uma maior diversidade de espécies capazes de alcancar diferentes habitats
(Barrett 2010). Quando uma planta € considerada hermafrodita, a flor apresenta tanto o
androceu quanto o gineceu (flores perfeitas). Se a flor apresenta apenas o androceu (flores
estaminadas) ou somente o gineceu (flores pistiladas), mas com distribuicio em um mesmo
individuo, a planta é considerada monoica (potencialmente hermafrodita) (Richards 1997).
Quando um individuo apresenta somente flores pistiladas e outro individuo flores estaminadas
a planta é dioica (Tanurdzic & Banks 2004, Amorim & Oliveira 2006). Outras variacdes
também podem ocorrer entre os trés principais tipos de sistema sexual nas angiospermas
(Richards 1997).

As diferentes estratégias do sistema sexual podem influenciar diretamente na
qualidade da prole (Barrett 2010). As flores sdo estruturas adaptadas para que ocorra a
transferéncia dos grdos de pdlen, seja por vetores bidticos ou abidticos (Richards 1997,
Oliveira & Gibbs 2000). A transferéncia natural dos graos de pélen das anteras para o estigma
da flor pode ocorrer por polinizacdo cruzada entre individuos diferentes (xenogamia) ou por
autopolinizacdo, seja entre flores de um mesmo individuo (geitonogamia), ou dentro da

mesma flor (autogamia) (Richards 1997).



Fecundagdo cruzada vs. autofecundagdo

A polinizagdo cruzada pode levar a fecundag@o cruzada (fecundacio do 6vulo por um
pélen de individuo diferente) (Richards 1997). Este tipo de fecundagdo proporciona maior
rearranjo da diversidade genética, devido ao aumento da recombinac¢do génica que pode
produzir uma progénie com maior vigor e aptiddo (De Nettancourt 1997, Richards 1997). No
entanto, para que haja fecundacdo cruzada é necessdria a presenca de polinizadores (Richards
1997, Oliveira & Gibbs 2000).

A autopolinizag¢do pode levar a autofecundacgdo (fecundacio do évulo por um grio de
pdlen do mesmo individuo) (Richards 1997, Eckert 2000). Na autofecundacdo ha um aumento
da homozigose e maiores chances de alelos recessivos deletérios serem expressos, o que
levaria a uma depressdo por endogamia (De Nettancourt 1997, Richards 1997, Holsinger
2000). Entretanto, a autopoliniza¢do pode ser vantajosa em condi¢des ambientais estdveis, em
espécies que estdo completamente adaptadas ao ambiente (Richards 1997, Stephenson et al.
2000). Muitas espécies apresentam um sistema reprodutivo misto, se reproduzindo tanto por

autofecundacdo quanto por fecundacdo cruzada (Vogler & Kalisz 2001).

Mecanismos para evitar a autofecundag¢do

Mais de 80% das angiospermas apresentam flores perfeitas, o que faz com que a
eficiéncia do polinizador aumente, pois em uma tnica visita ele deposita os graos de pélen no
estigma e remove os graos de pélen do estame (Richards 1997). Contudo, isto pode facilitar a
deposicdo do grao de pdlen préprio no estigma favorecendo a autofecundagdo (Gibbs 1990,
Richards 1997). Isto pode ser evitado por diferentes mecanismos estruturais ou temporais
(pré-polinizagdo) e genéticos (pds-polinizacio) (Richards 1997, Barrett 2003).

Os mecanismos pré-polinizagdo podem ocorrer devido uma separacdo espacial das

partes florais (hercogamia), ou por diferencas temporais na maturagdo dos 6rgaos sexuais



(dicogamia) (Webb & Lloyd 1986, Bertin 1993). No entanto, estes mecanismos ndo
necessariamente evitam a geitonogamia, como observado em Borago officinalis (Montaner et
al. 2001), Costus spiralis (Aratjo & Oliveira 2007) e Gaylussacia brasiliensis (Aradjo et al.
2011), podendo levar a autofecundagdo em espécies autocompativeis.

Um dos principais mecanismos pds-polinizacdo € conhecido como sistema de
autoincompatibilidade (AI) (De Nettancourt 1997). Neste sistema ocorre um reconhecimento
do grdo de pélen préprio (grao de pdlen do préprio individuo) e do grdo de pdlen ndo préprio
(grdo de pdlen de individuo diferente), sendo o principal mecanismo para evitar a
autofecundacao (Gibbs 1990, De Nettancourt 1997). O sistema de autoincompatibilidade pode
ser definido como a “incapacidade de uma planta fértil hermafrodita produzir zigotos ou
sementes apos a autopoliniza¢do” (De Nettancourt 1997).

O sistema de autoincompatibilidade é controlado geneticamente, geralmente por um
unico locus polimérfico, S - locus, em que hd no minimo dois genes polimérficos, sendo que
um controla a identificagdao do pdlen e o outro a rejeicdo por parte do pistilo (De Nettancourt
1977, Allen & Hiscock 2008). De acordo com os sistemas de autoincompatibilidade ja
estudados, estes foram classificados em trés tipos cldssicos: sistema de autoincompatibilidade
gametofitico, sistema de autoincompatibilidade esporofitico homomorfico e sistema de
autoincompatibilidade esporofitico heteromérfico (De Nettancourt 1977, Allen & Hiscock
2008).

O sistema de autoincompatibilidade gametofitico € determinado pelo alelo s contido
no gamet6fito masculino, sendo que a compatibilidade pode ser parcial se um dos alelos for
comum entre a planta doadora de pdlen e a planta mae (De Nettancourt 1997). O sistema de
autoincompatibilidade gametofitico é o mais comum entre as angiospermas, em que a rejeicao

do tubo polinico incompativel (grao de podlen préprio) geralmente ocorre no estilete,



impedindo o crescimento destes tubos até o ovério (De Nettancourt 1977, Allen & Hiscock
2008).

O sistema de autoincompatibilidade esporofitico homomorfico € determinado pelo
genoma diploide da planta mie contido na parede do grdo de pdlen (Allen & Hiscock 2008).
Quando o autopdlen € depositado no estigma de espécies com SSI, uma reacdo quimica é
desencadeada bloqueando a fusdo de vesiculas secretoras necessdrias para fornecer dgua e
nutrientes que serdo essenciais para a germinagdo do grao de pdlen (De Nettancourt 1977,
Allen & Hiscock 2008), assim a rejeicdo do autopdlen € realizada no estigma. Ja o sistema de
autoincompatibilidade esporofitico heteromorfico esté relacionado aos polimorfismos florais,
ou seja, flores que apresentam diferentes alturas das anteras e do estigma dentro de uma
espécie, em que os genes que controlam a incompatibilidade estao associados aos genes que
controlam o polimorfismo floral (De Nettancourt 1977, Allen & Hiscock 2008).

Outro sistema de autoincompatibilidade, considerado niao convencional, € o sistema de
autoincompatibilidade de acdo tardia (AIT). Este sistema opera no ovdrio antes da penetra¢ao
ou apds a penetracdo e fecundacdo no 6vulo de pistilos autopolinizados (Seavey & Bawa
1986). Este mecanismo vem sendo retratado em vdrias espécies (Seavey & Bawa 1986, Gibbs
& Bianchi 1993, Sage et al. 1994, Gibbs & Bianchi 1999, Bittencourt Jr. et al. 2003, Carvalho
& Oliveira 2003, Gibbs et al. 2004, Gandolphi & Bittencourt Jr. 2010), no entanto, o controle

genético ainda ndo € conhecido, embora estudos apontem a presenga de um locus S

multialélico (Lipow & Wyatt 2000).

Autoincompatibilidade de acdo tardia vs. depressdo endogdmica
Muitas espécies sdo consideradas autocompativeis, ou seja, formam frutos apds a
autofecundacdo (Chang & Rousher 1998, Gibbs & Sassaki 1998, Goodwillie & Knight 2006).

Alguns estudos de biologia reprodutiva com espécies autocompativeis mostraram que o



nimero de frutos formados por autofecundagdo € inferior quando comparado ao nimero de
frutos formados por polinizacdo cruzada (Chang & Rousher 1998, Gibbs & Sassaki 1998,
Goodwillie & Knight 2006). A principal causa de abortos em pistilos autopolinizados € a
depressd@o endogamica, que ocorre devido a expressdo de alelos recessivos deletérios em
homozigoze (Kephart et al. 1999, Hufford & Hamrick 2003).

Como a acdo da depressdo endogimica e a acdo do AIT podem ocorrem apds a
fecundacdo, a diferenciacdo entre estes dois mecanismos € de dificil deteccdo (Seavey &
Bawa 1986). Alguns critérios podem ser utilizados para diferenciar o mecanismo que estd
ocasionando o aborto de pistilos autopolinizados, se estes sdo resultado de um atraso na acdo
do sistema de autoincompatibilidade ou da ac@o precoce da depressdo endogimica (Seavey &
Bawa 1986, Sage et al. 1994).

Em espécies com AIT a taxa de frutificagdo por autopolinizacdo € praticamente nula,
sendo que as abscisdes dos pistilos autopolinizados ocorrem uniformemente, além de ndo
haver malformacdes durante o desenvolvimento do endosperma em Gvulos decorrentes de
autofecundacdo (Seavey & Bawa 1986, Sage et al. 1994). O desenvolvimento do zigoto e das
células do endosperma podem apresentar malformacdes devido a acdo da depressdo
endogamica em 6vulos de pistilos autopolinizados (Seavey & Bawa 1986, Sage et al. 1994).
A depressdo endogdmica usualmente se manifesta na primeira geracio, e pode ocorrer em
diferentes estdgios do ciclo de vida da planta (Richards 1997). Frutos formados através de
autopolinizacdes podem estar em menor quantidade no caso da acdo da depressdo
endogdmica, mas a taxa nula dificilmente ocorreria, pois para isso uma alta carga genética de

genes letais teria de ser expressa nos embrides (Seavey & Bawa 1986, Sage et al. 1994).

Flexibilidade no sistema de autoincompatibilidade de agdo tardia
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Alguns estudos com espécies que apresentam o AIT relataram a formacdo de frutos
provenientes de polinizacdes mistas (mistura do grdo de pdélen préprio com pdlen de outro
individuo), em que foram produzidas algumas sementes resultantes de autofecundacgdo (Bertin
et al. 1989, Gribel et al. 1999, Gribel & Gibbs 2002).

Em Campsis radicans, Bignoniaceae, sementes resultantes de autofecundacido foram
produzidas apds polinizagdes mistas, sendo caracterizada como possuidora de uma
autofertilidade criptica (Bertin & Sullivan 1988). Acredita-se que para que ocorra a formagao
de sementes provenientes de autofecundacio em frutos decorrentes de polinizacdes mistas é
necessario que haja uma maior ocorréncia de 6vulos fecundados por pdlen cruzado do que por
autopdlen em um mesmo ovdrio (Bertin & Sullivan 1988, Bertin et al. 1989, Gibbs et al.
2004). Isto favoreceria um estimulo hormonal para que o fruto fosse formado, e assim
sementes decorrentes de autofecundag@o se desenvolveriam somente devido ao nimero maior
de sementes oriundas de fecundacdo cruzada (Bertin & Sullivan 1988, Bertin et al. 1989,
Gibbs et al. 2004).

Como a transferéncia de autopdlen juntamente com pdlen cruzado no estigma da flor é
comum na natureza, algumas sementes provenientes de autofecundacdo se desenvolvem em
frutos formados naturalmente em espécies com o AIT (Bianchi et al. 2005, Braga & Collevatti
2011). Neste contexto, o sistema reprodutivo destas espécies pode ser considerado misto
(Bianchi et al. 2005).

Para esclarecer se ocorre ou ndo a polinizacdo mista em espécies com AIT e se
sementes autofecundadas podem ser formadas nestas espécies, algumas técnicas sio utilizadas
para elucidar a influéncia da polinizagdo mista nestas espécies como: testes de polinizagcdes
controladas, juntamente com andlises do crescimento dos tubos polinicos e andlises de
paternidade das progénies oriundas de frutos formados por polinizacdo mista (Bertin &

Sullivan 1988, Gribel et al. 1999, Gribel & Gibbs 2000).



11

Objetivo geral
O objetivo geral deste trabalho foi investigar a possibilidade de formacdo de frutos
contendo sementes autofecundadas vidveis através de polinizacdes mistas em trés espécies de

Bignoniaceae autoestéreis com autoincompatibilidade de acdo tardia.

Estrutura da dissertagdo

O trabalho foi organizado em dois capitulos. O primeiro capitulo verificou se houve
formacdo de frutos provenientes de poliniza¢do mista em duas espécies de Bignoniaceae com
autoincompatibilidade de acdo tardia. Além disso, comparou a taxa de frutificacdo, o peso das
sementes, a germinabilidade e o tempo médio de germinagdo das sementes formadas nos
diferentes tratamentos de polinizacdo experimental.

O segundo capitulo investigou a formagdo de frutos provenientes de polinizacdo
mista em Tabebuia aurea e verificou por meio de genotipagem se sementes provenientes de
autofecundacdo se desenvolveram nestes frutos. Através da andlise dos eventos pds-
polinizacdo objetivou-se verificar se existem evidéncias de AIT e ainda constatar se existem
indicios do desenvolvimento dos 6vulos autofecundados em pistilos oriundos de polinizagdes

mistas.
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CAPITULO 1

FRUTIFICACAO POR POLINIZACOES MISTAS EM DUAS
ESPECIES DE BIGNONIACEAE COM AUTOINCOMPATIBILIDADE

DE ACAO TARDIA
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Resumo

A flexibilidade do sistema de autoincompatibilidade de acdo tardia (AIT) em permitir que
ocorra a autofecundacdo dos O6vulos, pode acarretar na formacdo de sementes
autofecundadas apds polinizacdes mistas (grdos de podlen cruzados + griaos de pdlen
proprios). Neste caso, plantulas provenientes de fecundacdes cruzadas e autofecundagdes
poderiam se estabelecer no ambiente, mas caso os 6vulos autofecundados ndo fossem
vidveis, ocorreria uma limitacdo no nimero de sementes produzidas. O objetivo deste estudo
foi verificar se ocorre a formagdo de frutos e de sementes vidveis através de polinizacdes
mistas em duas espécies de Bignoniaceae com AIT. Para isso, foram realizadas
autopolinizacdes, polinizacdes cruzadas e poliniza¢des mistas, além de testes de germinacao
com as sementes formadas. A maioria dos pistilos autopolinizados foi abortada até 20 dias
apods a polinizacdo para as duas espécies e, embora dois frutos tenham se desenvolvido por
autopolinizacdo em Adenocalymma peregrinum, estes foram abortados antes de atingirem a
maturidade e ndo apresentavam embrides desenvolvidos em suas sementes. A taxa de
frutificacdo em poliniza¢des cruzadas foi pelo menos o dobro da taxa de frutificacdo
observada em polinizagdes mistas para as duas espécies, o que pode ser explicado por uma
elevada taxa de 6vulos autofecundados em pistilos submetidos a polinizacido mista, os quais
estimulariam o aborto causado pelo AIT. Nao houve diferenca entre o nlimero de sementes
por fruto entre os tratamentos em A. peregrinum, entretanto a germinabilidade das sementes
dos frutos formados por polinizacdo mista foi menor do que as sementes de frutos formados
em polinizacdes cruzadas. A baixa germinabilidade pode indicar que sementes decorrentes
de autofecundacdo tenham sido formadas, mas estas apresentaram uma menor viabilidade
quando comparadas as sementes oriundas de fecundagdo cruzada. Os resultados indicam que

sementes autofecundadas podem se formar a partir de polinizagdes mistas, mas que
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dificilmente as plantulas resultantes de autofecundacdes teriam condicdes de se estabelecer
no ambiente, devido a posterior acdo da depressao endogamica.
Palavras-chave: Adenocalymma peregrinum, depressdo endogdmica, Fridericia

platyphylla, germinacdo de sementes.



19

Introducao

No sistema de autoincompatibilidade pré-zigético, graos de pdlen préprios
geralmente sdo rejeitados no estilete (Al Gametofitico) ou no estigma (Al Esporofitico) (De
Nettancourt 1997). Assim, quando hd deposicdo de graos de pdlen de polinizagdo cruzada e
graos de pdlen de autopolinizacdo concomitantemente no estigma (polinizacdo mista) em
espécies com este sistema € de se esperar que apenas os tubos polinicos de polinizagdo
cruzada consigam atingir o ovério e fecundar os 6vulos. Estes sistemas asseguram a
fecundacdo cruzada na populagdo, aumentando a heterozigozidade e mantendo a
variabilidade genética (De Nettancourt 1997, Allen & Hiscock 2008).

Outro sistema de autoincompatibilidade € conhecido como sistema de
autoincompatibilidade de acdo tardia (AIT), o qual pode atuar apds a penetragdo ou
fecundag@o dos 6vulos, causando a abscisd@o do pistilo autopolinizado (Seavey & Bawa
1986, Sage et al. 1994, Bittencourt Jr. et al. 2003, Bittencourt Jr. & Semir 2005). A AIT é
descrita para diferentes espécies, podendo ser identificada por uma uniformidade na fase de
abscisdo dos pistilos autopolinizados e também pelo desenvolvimento normal do
endosperma e do zigoto antes da abscisdo do pistilo (Seavey & Bawa 1986, Gibbs &
Bianchi 1993, Sage et al. 1994, Bittencourt Jr. & Semir 2005). Deste modo, se ambos os
graos de pdlen estiverem num mesmo estigma, e seus tubos polinicos ndo apresentarem
diferencas entre o tempo de germinagdo e crescimento até o ovdrio, frutos provenientes de
polinizacdo mista poderdo ser formados. Isto ocorre devido a presenca de um maior ndmero
de 6vulos que passam pela fecundacdo cruzada e evitam o aborto do pistilo, mesmo na
presenca de alguns 6vulos oriundos de autofecundacido (Gibbs et al. 2004). Em frutos
provenientes de polinizacdes mistas, sementes autofecundadas podem chegar a maturidade

(Bertin et al. 1989, Gribel & Gibbs 2002, Gibbs et al 2004, Bianchi et al. 2005),

ocasionando um sistema reprodutivo misto (Bianchi et al. 2005).
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Alguns estudos tém evidenciado uma baixa taxa de frutificacdo natural em espécies
que apresentam o sistema de autoincompatibilidade de acdo tardia (Maués et al. 2008,
Polatto & Alves Jr. 2009, Torretta & Cerino 2013). Vdrios fatores sdo atribuidos a baixa
razdo de conversdo de flores em frutos (Stephenson 1981), sendo que um destes fatores € a
ocorréncia de polinizacdes mistas causadas naturalmente pelo comportamento de alguns
visitantes florais que podem acarretar na transferéncia de pdlen cruzado e autopdlen
(Bianchi et al. 2005). Dependendo da quantidade de 6vulos de fecundacdo cruzada e de
6vulos de autofecundacdo em um mesmo ovdério, a formagdo do fruto pode nido ocorrer
(Bertin et al. 1989, Gribel & Gibbs 2002, Gibbs et al 2004, Bianchi et al. 2005).

A flexibilidade do AIT em permitir que ocorra a autofecundacido pode acarretar a
formacdo de sementes provenientes de autofecundacdo apds as polinizacdes mistas (Gribel
et al. 1999, Bianchi et al. 2005). No caso destas sementes chegarem a plantulas e se
estabelecerem no ambiente, pode haver uma queda da variabilidade genética da populacio
(Hufford & Hamrick 2003). A poliniza¢do mista também pode ser desvantajosa no caso dos
6vulos autofecundados ndo se desenvolverem em sementes vidveis em condi¢des naturais, o
que levaria a uma limitacdo na produg¢do de sementes pela planta (Gibbs et al. 2004,
Vaughton et al. 2010).

O objetivo deste estudo foi verificar se ocorre a formacgdo de frutos provenientes de
polinizacdo mista em duas espécies de Bignoniaceae com sistema de autoincompatibilidade
de acdo tardia e comparar o vigor das sementes nos diferentes tratamentos, a fim de saber se
sementes provenientes de autofecundagdo podem ter sido formadas nos frutos provenientes

de polinizacdes mistas.
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Material e métodos
Espécies estudadas e drea de estudo

Uma populacdo de Adenocalymma peregrinum (Miers) L.G. Lohmann e uma de
Fridericia platyphylla (Cham.) L.G. Lohmann foram estudadas em drea de campo sujo no
Clube Caca e Pesca Itororé de Uberlandia (18°58°49.53”S 48°17°456”W) de dezembro de
2012 a maio de 2013. As duas espécies sdo subarbustos tipicos do Cerrado, pertencem a
familia Bignoniaceae e a tribo Bignonieae. O material testemunho estd depositado no
Herbarium Uberlandense da Universidade Federal de Uberlandia, com os numeros de
registro HUFU 44908 e HUFU 48925 para A. peregrinum ¢ HUFU 47294 para F.
platyphylla.

Adenocalymma peregrinum é caracterizada por apresentar folhas compostas, bi ou
trifolioladas, pinadas ou bipinadas, os foliolos e folidlulos sdo ovados e variam quanto a
forma entre plantas e até no mesmo individuo. As flores tubulares apresentam corola
amarela. A floracdo ocorre de dezembro a marco, com frutificagcdo de janeiro a abril.
Fridericia platyphylla apresenta folhas simples, coridceas e de dpice arredondado, as flores
tubulares apresentam corola résea com parte interna branca. A flora¢do ocorre geralmente
de janeiro a marco e a frutificagdo de abril a julho. As duas espécies tém como principais
polinizadores as abelhas de médio a grande porte das tribos Euglossine e Centridini, sdo

autoestéreis e, de acordo com andlises do crescimento de tubos polinicos, parecem

apresentar um sistema de autoincompatibilidade de agdo tardia (Sampaio 2010).

Polinizagoées experimentais
As polinizacdes experimentais foram realizadas em 25 individuos de A. peregrinum
e em 13 individuos de F. platyphylla. Para a realizacdo dos tratamentos de polinizagdes

controladas foram utilizados no minimo 100 botdes florais, sendo estes ensacados com
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sacos de organza e, apOs a abertura da flor, foram realizadas as seguintes polinizagcdes
experimentais: Polinizac@o cruzada - grdos de pdlen de individuos localizados a mais de 10
metros de distdncia foram depositados no estigma das flores de outros individuos.
Autopolinizacdo manual - grdos de pdlen foram depositados no estigma da mesma flor de
que foram retirados. Polinizacdo mista - foi depositada no estigma a mistura de grios de
pélen que foram retirados da mesma flor (autopdlen) e de flores de individuos localizados a
mais de 10 metros de distncia (pdlen cruzado), na proporcdo de 1:1 (grios de pdlen
retirados de uma teca da antera de cada tipo e misturados em uma placa). Apds as
polinizacdes controladas as flores foram marcadas com linhas coloridas para identificacdo
de cada tratamento, re-ensacadas com o saco de organza e acompanhadas quinzenalmente
para verificacido da formacao do fruto ou da abscisdo do pistilo.

Os frutos que chegaram a maturidade foram coletados e registrou-se o seu
comprimento, o nimero de sementes por fruto, a porcentagem de sementes sem embrido
(sementes vazias ou com embrido pouco desenvolvido), e a massa das sementes com
embrido formadas. Estas andlises ndo foram realizadas para F. platyphylla, devido a perda
dos frutos maduros no campo por motivos desconhecidos.

A normalidade dos dados foi avaliada pelo teste Kolmogorov-Smirnov Lilliefors. Foi
utilizado o teste ¢ de Student para comparacdes entre os tratamentos quanto a0 comprimento
dos frutos, o nimero de sementes por fruto, € a massa das sementes em um mesmo
individuo que apresentaram frutos formados em mais de um tratamento. Enquanto o teste de
Mann—Whitney foi utilizado para comparar os tratamentos quanto a porcentagem de
sementes sem embrido e a massa total das sementes de cada tratamento. As andlises

estatisticas foram realizadas no programa BioEstat 5.0 (Ayres et al. 2007).

Germinagdo de sementes
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As sementes de A. peregrinum foram armazenadas em sacos de papel e mantidas em
geladeira por trés semanas até serem colocadas para germinar. Para a avaliacdo dos
pardmetros de germinagdo entre os tratamentos, as sementes com embrido de A. peregrinum
foram semeadas em caixas Gerbox® forradas com algodao e papel filtro e umedecidas com
dgua, sendo mantidas sob luz natural e temperatura ambiente. Foram utilizadas todas as
sementes provenientes de polinizacdes mistas (n=72), sendo montadas trés repeticdes com
24 sementes cada. As sementes oriundas de polinizagdes cruzadas foram escolhidas ao
acaso, sendo montadas seis repeti¢cdes com 24 sementes cada (n=144). O local onde cada
repeticdo/caixa Gerbox® foi alocada foi sorteado. As sementes foram acompanhadas
diariamente, sendo consideradas germinadas aquelas que emitiram a radicula. As
observagdes se estenderam por 30 dias apds cessarem as germinagdes. A germinabilidade e
o tempo médio de germinagdo das sementes para cada tratamento foram calculados (Ranal
& Santana 2006) e os tratamentos foram comparados pelo o teste ¢ de Student utilizando o

programa SPSS (SPSS 2000).

Resultados

Frutos de todos os tratamentos realizados em A. peregrinum iniciaram o
desenvolvimento, no entanto, apenas os frutos oriundos de poliniza¢des cruzadas e de
polinizagdes mistas chegaram a maturidade (Tabela 1). Os frutos maduros foram coletados
146 dias apds as polinizagdes experimentais em 11 individuos. Nove individuos produziram
frutos por polinizacdo cruzada e seis produziram frutos por polinizacdo mista, sendo que
apenas trés individuos formaram tanto frutos de poliniza¢do cruzada quanto frutos de
polinizacdo mista. Dois frutos provenientes de autopolinizacdo permaneceram nas plantas
até 70 dias apdés as polinizacdes experimentais, no entanto, estes foram abortados

posteriormente e suas sementes ndo apresentavam embrides.
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A taxa de frutificacdo em F. platyphylla foi baixa quanto comparada a A. peregrinum
(Tabela 2), com o desenvolvimento de frutos resultantes de polinizacdes cruzadas em trés
individuos e de polinizagdes mistas em dois individuos 48 dias apds as polinizacdes
experimentais (Tabela 2), sendo que apenas um individuo apresentou um fruto de cada
tratamento. Todos os pistilos submetidos a autopoliniza¢do foram abortados em menos de
20 dias apds a ultima polinizacdo (Tabela 2). Como alguns frutos foram retirados das
plantas
por motivos desconhecidos, apenas trés frutos maduros oriundos de polinizacdes cruzadas
foram coletados 124 dias ap6s a dltima polinizacdo (Tabela 2).

O comprimento dos frutos ndo diferiu significativamente entre os tratamentos em A.
peregrinum (t=0,988, p=0,166). Os frutos provenientes de polinizacdes mistas
apresentaram, em média, 10,87+4,15 (média + desvio padrdo) sementes por fruto (n=8
frutos) e os frutos de polinizac¢do cruzada apresentaram aproximadamente 8,0+4,9 sementes
por fruto (n=21 frutos), entretanto ndo houve diferenca entre os tratamentos (t=1,325,
p=0,098). Os frutos provenientes de polinizacdo mista apresentaram maior porcentagem de
sementes sem embrido desenvolvido por fruto (9,9+12,7%) do que os frutos decorrentes de

polinizacdo cruzada (4,1£8,8%) (U=49, p<0,05).
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Tabela 1. Porcentagem de frutos desenvolvidos (n=nimero de flores/nimero de frutos) em
diferentes intervalos de tempo apds a ultima polinizacdo experimental em uma populacido de
Adenocalymma peregrinum (Miers) L.G. Lohmann localizada no Clube Caca e Pesca Itoror
de Uberlandia, Uberlandia, Minas Gerais.

Dias ap6s a ultima polinizagdo

Tratamentos de poliniza¢do 14 70 146
Polinizagado cruzada 40, 7% (n=108/44) 19,4% (n=108/21) 19,4% (n=108/21)
Autopolinizagao 5,41% (n=111/6) 1,8% (n=111/2) 0% (n=111/0)
Polinizagdo mista 19,3% (n=114/22) 11,4% (n=114/13) 7,01% (n=114/8)

Tabela 2. Porcentagem de frutos desenvolvidos (n= numero de flores/nimero de
frutos) em diferentes intervalos de tempo apds a tultima polinizagdo experimental em
uma populacdo de Fridericia platyphylla (Cham.) L.G. Lohmann localizada no Clube
Caca e Pesca Itororé de Uberlandia, Uberlandia, Minas Gerais.

Dias ap6s a ultima polinizagdo

Tratamentos de poliniza¢do 20 48 124
Polinizacdo cruzada 6,5% (n=107/7) 5,6% (n=107/6) 2,8% (107/3)
Autopolinizagao 0% (n=106/0) 0% (n=106/0) 0% (n=106/0)

Polinizacdo mista 2,65% (n=113/3)  2,65% (n=113/3) ?
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A massa total das sementes de A. peregrinum nao diferiu entre os tratamentos
(U=542, p=0,081). As sementes oriundas de frutos de polinizacdo cruzada apresentaram
média de 0,16+0,06 gramas (n=165 sementes), enquanto que a massa das sementes de frutos
decorrentes de polinizacdo mista foi de 0,14+0,08 gramas (n=74 sementes) (Figura 1).
Quando se compara a massa das sementes de frutos provenientes de polinizacdo cruzada
com as sementes de frutos decorrentes de polinizacdo mista dentro de cada individuo que
produziu ambos os frutos (individuos 9, 22, 23), as sementes do fruto de polinizacdo mista
apresentaram massa menor (0,058+0,026 gramas) (n=9 sementes) do que as sementes do
fruto de polinizag¢do cruzada (0,158+0,013 gramas) (n=5 sementes) no individuo 9 (t=7, 88,
p<0,0001) (Figura 1), nos outros individuos ndo houve diferenca entre as massas das
sementes.

As sementes com embrido (n=74) dos oito frutos formados a partir de polinizacdes
mistas e as sementes com embrido (n=144) dos 21 frutos formados a partir de polinizacdes
cruzadas iniciaram a germinacdo a partir do 17° dia apds a embebicdo. As germinacdes
cessaram no 69° dia apés a embebicdo para as sementes oriundas de frutos de polinizagdo
mista e no 74° dia apds a embebigdo para as sementes provenientes de frutos formados por
polinizacdo cruzada. A germinabilidade das sementes de frutos oriundos de polinizagdo
cruzada (G= 88,2%) foi maior do que a das sementes de frutos provenientes de polinizacdo
mista (G= 69,4%) (t=2,826, p<0,05). Nao houve diferenca em relacdo ao tempo médio de
germinagdo entre as sementes de frutos oriundos de polinizacdo cruzada (33,98+2,94 dias) e
as sementes de frutos provenientes de polinizacdo mista (32,82+1,18 dias) (t=0,838,

p=0,43).
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Figura 1. Média e desvio padrio das massas das sementes desenvolvidas por individuo em
frutos oriundos de polinizacdo cruzada (barras cinza escuro) e polinizacdo mista (barras
cinza claro) na populacdao de Adenocalymma peregrinum (Miers) L.G. Lohmann localizada
no Clube Caca e Pesca Itoror6 de Uberlandia, Uberlandia, Minas Gerais.
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Discussao

Os resultados encontrados revelaram que as duas espécies ndo formaram frutos
maduros nos tratamentos de autopolinizacdo, ainda que para a mesma drea a maioria dos
pistilos autopolinizados tenha apresentado tubos polinicos que atingem o ovdrio e
fecundaram os 6vulos (Sampaio 2010). Esses dados unidos ao fato de ocorrer uma abscisdo
uniforme de quase todos os pistilos autopolinizados nestas espécies corroboram a ideia de
que elas apresentam um sistema de autoincompatibilidade de acdo tardia (AIT) como
sugerido em estudos anteriores (Sampaio 2010) e como descrito para a maioria das espécies
de Bignoniaceae estudadas quanto ao sistema reprodutivo (Gibbs & Bianchi 1999, Bianchi
et al. 2005, Bittencourt Jr. & Semir 2005, Gandolphi & Bittencourt Jr. 2010, Torretta &
Cerino 2013).

O fato de nao ter sido observado crescimento do ovério em F. platyphylla em pistilos
autopolinizados (Sampaio 2010) e estes serem abortados uniformemente antes dos 20 dias
apds a autopolinizacdo, indicam que o AIT age cedo e de forma uniforme entre os pistilos
autopolinizados. Por outro lado, foi observado um crescimento dos ovdrios de pistilos
autopolinizados em A. peregrinum, embora menor que o observado para os pistilos de
polinizacdo cruzada (Sampaio 2010), indicando que a acdo do AIT seja um pouco mais
tardia nesta espécie. Além disso, o fato de 1,8% dos pistilos autopolinizados ter iniciado o
seu desenvolvimento em frutos neste trabalho, bem como 1% observado também em
estudos anteriores (Sampaio 2010), os quais apresentaram sementes sem embrides em todos
0s casos, pode ser interpretado como uma acao menos uniforme do AIT nesta espécie ou até
mesmo a acdo precoce da depressdo endogamica em pistilos que ndo tenham sido atingidos
pela acdo do AIT. Embora a AIT possa ser confundida com a acdo precoce da depressdo

endogamica (Seavey & Bawa 1986), o fato de 95% dos pistilos autopolinizados terem sido
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abortados em menos de 14 dias apds as polinizacdes neste estudo, indica este sistema esteja
agindo em A. peregrinum.

A taxa de frutificacdo ficou abaixo de 20% tanto em poliniza¢des cruzadas quanto
em polinizacdes mistas para A. peregrinum e abaixo de 10% para F. platyphylla. O nimero
de frutos foi superior para as polinizacdes cruzadas quando comparada com o nimero de
frutos produzidos em poliniza¢des mistas. Resultado similar foi encontrado para Ceiba
pentandra (Gribel et al. 1999) e Pseudobombax munguba (Gribel & Gibbs 2002), espécies
de Malvaceae-Bombacoideae que também apresentam AIT, nas quais a taxa de frutificacio
por polinizacdes mistas foi a metade da encontrada para poliniza¢des cruzadas.

Nas espécies estudadas, onde aparentemente ndo hd diferencia¢do na velocidade do
crescimento dos tubos polinicos compativeis (pdlen cruzado) e incompativeis (pdlen
préprio) (Sampaio 2010), a menor taxa de frutificacdo por polinizagdes mistas pode estar
relacionada a uma maior eficiéncia do autopdlen em relag@o aos graos de pélen cruzados na
competicdo pela penetracdo dos 6vulos. Com isso, uma maior propor¢do de &vulos
autofecundados levaria ao aborto destes pistilos. De acordo com o aumento das propor¢des
de autopdlen e a diminui¢do das proporcdes de pdlen cruzado depositados nos estigmas das
flores pode ocorrer uma reducdo no nimero de frutos formados por polinizacdes mistas,
como relatado para Pseudobombax munguba (Gribel et al. 2002), ou um decréscimo do
nimero de sementes por fruto, como observado para Ceiba chodatii (Gibbs et al. 2004),
evidenciando que a competicdo dos tubos polinicos pelos 6vulos também ocorreram nas
espécies de Malvaceae-Bombacoideae com AIT.

A transferéncia do autopdlen simultaneamente com o pdlen cruzado para o estigma
da flor por polinizadores ¢ um fendmeno comum na natureza (Bianchi et al. 2005). O que

pode tornar-se bastante frequente devido a predomindncia de geitonogamia em plantas que
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apresentam vérias flores abertas em um mesmo dia (Carvalho et al. 2007, Alves et al. 2013,
Barros et al. 2013), como € o caso de A. peregrinum e F. platyphylla.

A taxa de frutificac@o natural ndo foi analisada no presente estudo, no entanto, outro
estudo realizado para A. peregrinum e F. platyphylla na mesma &4rea revelou que a
frutificacdo natural foi bastante baixa, de aproximadamente 2% (Sampaio 2010). De acordo
com a taxa de frutificacdo por polinizagdes naturais encontrada nestas espécies (Sampaio
2010), pode-se inferir que a maior parte das poliniza¢Oes naturais sejam autopoliniza¢des ou
polinizacdes mistas, ja que a taxa de formacdo de frutos por poliniza¢des cruzadas manuais
¢ muito superior (entre 20 e 30%). Embora a frutificacdo de F. platyphylla por polinizagdes
cruzadas tenha sido muito baixa no presente trabalho, a mesma atingiu os 30% em estudo
realizado no ano de 2007 (Sampaio 2010).

Uma desvantagem da polinizagdo mista em espécies com AIT é o desconto de
6vulos, ou seja, 6vulos penetrados por autopdlen seriam inativados e, provavelmente, niao
formariam sementes vidveis, portanto, os frutos produziriam um menor niimero de sementes
(Gibbs et al. 2004, Vaughton et al. 2010). Em A. peregrinum, ndo houve diferenca entre o
nimero de sementes encontradas em frutos formados por polinizacdo mista e por
polinizacdo cruzada, entretanto, a porcentagem de sementes sem embrido desenvolvido foi
maior nos frutos provenientes de polinizacdo mista. Neste caso, é provavel que 6vulos
penetrados por tubo polinico incompativel (autopdlen) tenham sido inativados, devido a
AIT, e o embrido ndo chegou a se desenvolver. Enquanto que as sementes sem embrido,
também observadas nos frutos formados por polinizacdo cruzada, podem ser originadas
devido a um menor vigor dos graos de pélen cruzados.

Ja a menor germinabilidade de sementes formadas por polinizagdes mistas pode
indicar que existam sementes autofecundadas com embrido nestes frutos, mas que estas

possuam uma menor viabilidade quando comparadas as de fecundacio cruzada. Em outras
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espécies com AIT a presenca de sementes vidveis provenientes de autofecundacio em frutos
decorrentes de polinizacao mista foi registrada por meio de marcadores moleculares (Bertin
& Sullivan 1988, Gribel et al. 1999, Gribel & Gibbs 2002). A frequéncia destas sementes
por fruto € varidvel, como encontrado para Pseudobombax munguba que produziu de 0 a
22% de plantulas provenientes de autofecundagdo nos frutos decorrentes de polinizacdo
mista (Gribel & Gibbs 2002). Pode-se ressaltar que o valor (20%) correspondente a
diferenca da porcentagem de germinabilidade das sementes provenientes de polinizagdes
mistas e polinizagdes cruzadas observadas para A. peregrinum, pode indicar que seja
exatamente a proporcdo de sementes oriundas de autofecundacdo de frutos formados por
polinizacdes mistas.

Diferentemente dos frutos oriundos de autopolinizagdo que iniciam o seu
desenvolvimento em A. peregrinum, € suas sementes nao continham embrido desenvolvido,
frutos oriundos de polinizacdo mista parecem permitir que algumas sementes com embrido
provenientes de autofecundacdo se desenvolvam, sendo prejudicadas posteriormente pela
suposta acdo da depressdo endogamica. Esta observacido pode ser um indicativo da acdo do
AIT nos pistilos autopolinizados de A. peregrinum, uma vez que se estivesse ocorrendo a
acdo da depressao endogdmica, seria esperado encontrar sementes com embrido
desenvolvido nestes frutos formados por autopolinizacdo, j4 que a acdo precoce da
depressio endogimica no desenvolvimento embriondrio parece ser um fendmeno
relativamente raro (Sage et al. 1994).

Ainda que o mecanismo de AIT seja flexivel em casos de polinizacio mista e
permita o desenvolvimento de sementes autofecundadas, isto ndo implica que as sementes
sejam vidveis na natureza e que suas plantulas possam se estabelecer na populacdo.
Geralmente, a acdo da depressao endogadmica em sementes autofecundadas ocorre entre os

estddios de semente madura e estabelecimento de plantulas (Hufford & Hamrick 2003), o
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que poderia explicar a menor germinabilidade das sementes de frutos formados por
polinizacdo mista em A. peregrinum. Portanto, a combinacdo de um sistema de
autoincompatibilidade de a¢do tardia e a posterior acdo da depressdo endogamica faria com
que a presenca de individuos adultos oriundos de autofecundacido fosse muito rara em

condicdes naturais para as espécies estudadas, especialmente para A. peregrinum.
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