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RESUMO
Alves MF. 2014 Populagdes hexaploides e apomiticas de Handroanthus serratifolius
(Vahl.) Grose (Bignoniaceae) com diferentes sistemas reprodutivos. Dissertacdo de
Mestrado em Biologia Vegetal. Universidade Federal de Uberlandia. Uberlandia. De
todas as espécies poliploides de Bignoniaceae investigadas até o momento apenas
Handroanthus serratifolius apresentou autoesterilidade. Handroanthus serratifolius €
hexapldide, apresenta populacbes monoembribnicas e auto-estéreis, e populacdes
poliembridnicas com sistema reprodutivo desconhecido. O objetivo do presente trabalho foi
verificar se populaces poliembribnicas de H. serratifolius seriam apomiticas esporofiticas e
consequentemente auto-férteis, além de verificar se a populacdo monoembribnica apresenta
um sistema de autoincompatibilidade de acdo tardia (LSI), confirmando a ideia de que a
poliploidia ndo acarreta autofertilidade. Para isso, foram realizados tratamentos de polinizacéo
experimental e analises histoldgicas de 6vulos e sementes jovens. Individuos poliembriénicos
produziram megagametofitos reduzidos do tipo Polygonum. Estas plantas se mostraram auto-
férteis e células precursoras de embrides adventicios (PEA) se diferenciaram da hipdstase e do
tegumento da regido micropilar do dvulo, indicando a presenca de apomixia esporofitica e
corroborando o encontrado para outras espécies poliploides e poliembridnicas da familia. A
autofertilidade encontrada parece estar relacionada a expressdo da apomixia esporofitica e ndo
a poliploidia, uma vez que os individuos hexapldides e monoembribnicos ja investigados sao
auto-estéreis. As andlises histolégicas dos eventos pds-polinizacdo em individuos
monoembridnicos mostraram ndo haver malformacdo do zigoto e endosperma em pistilos
autopolinizados. Endosperma em pistilos autopolinizados ndo apresentou diferencas do
endosperma encontrado em pistilos de polinizagdo cruzada, o que indica que o aborto dos

pistilos autopolinizados seja decorrente de um LSI, como nas demais espécies auto-estéreis



investigadas até entdo. A presenca de PEA oriundas da hipdstase também foi observada nestes
individuos auto-estéreis e monoembridnicos, indicando que estes individuos apresentam um
potencial para a expressdo da apomixia esporofitica. Os resultados encontrados sugerem que a
poliploidia parece ser a responsavel pela expressdo da apomixia esporofitica. Entretanto, a
poliploidia ndo parece ter uma relacdo direta com a autofertilidade encontrada em populagdes
poliembridnicas, mas sim a presenca e desenvolvimento dos embrides adventicios parecem

ser 0 estimulo para manutencao dos pistilos autopolinizados nas plantas de H. serratifolius.

Palavras-chave: apomixia esporofitica, autofertilidade, autoesterilidade, monoembrionia,

poliembrionia.



ABSTRACT
Alves MF. 2014. Hexaploid and apomictic populations of Handroanthus serratifolius
(Vahl.) Grose (Bignoniaceae) with different breeding systems. Dissertacdo de Mestrado
em Biologia Vegetal. Universidade Federal de Uberlandia. Uberlandia. Among the
polyploid species of Bignoniaceae investigated so far, only Handroanthus serratifolius shows
self-sterility. Handroanthus serratifolius is hexaploid, and presents monoembryonic and self-
sterile populations, as well polyembrionic populations with unknown breeding system. The
objective of this study was to determine if the polyembryonic populations of H. serratifolius
were sporophytic apomictic and consequently self-fertile, and verify that the monoembryonic
population showed late-acting self-incompatibility system (LSI), confirming the idea that
polyploidy does not result in self-fertility. Experimental pollination and histological analyzes
of ovules and young seed after pollination treatments were carried out. Polyembryonic
individuals produced reduced megagametophyites of the Polygonum type. These plants were
self-fertilite and showed adventitious embryos precursor cells (PEAS), which differentiated
from the hypostasis and from the integument at the micropylar region of the ovule, indicating
the presence of sporophytic apomixis and corroborating the finds for other polyploid and
polyembrionic species of the family. The self-fertility seems to be related to the expression of
sporophytic apomixis and not polyploidy, because the hexaploid and monoembryonic
individuals investigated are self-sterile. Histological analyses of post-pollination events in
monoembryonic individuals showed no malformation neither in the zygote nor in the
endosperm of self-pollinated pistils. Endosperms in these selfed pistils were not different
from endosperms in later stages of development in cross-pollinated pistils, indicating that
self-pollinated pistils abortion is due to LSI action, as observed in other species investigated

so far. The presence of PEA arising from the hypostasis was also observed in self-fertile and



monoembryonic individuals, indicating that these individuals have the potential for
expression of sporophytic apomixis. Our results suggest that polyploidy seems to be
responsible for the expression of sporophytic apomixes. However, polyploidy does not seem
to have any direct relationship with self-fertility found in polyembryonic populations, but the
presence and development of adventitious embryos seem to be the stimulus for the

maintenance of self-pollinated pistils in H. serratifolius.

Key words: monoembyony, polyembryony, self-fertility, self-seterlity, sporophytic apomixis.



INTRODUCAO GERAL

Bignoniaceae: fenologia e polinizadores

Bignoniaceae é considerada uma das mais diversas familias de plantas lenhosas
(Gentry 1980), possui distribuicdo predominantemente neotropical e apresenta cerca de 82
géneros e 827 especies distribuidas em oito tribos (Bignonieae, Catalpeae, Coleae,
Crescentieae, Jacarandeae, Oroxyleae, Tecomeae e Tourrenttieae) (Olmstead et al. 2009). A
familia é composta predominantemente por arvores, arbustos e lianas, sendo as ultimas
representadas, em sua maioria, por espécies da tribo Bignonieae (Olmstead et al. 2009). No
Brasil, ha cerca de 391 espécies, com registros de sua ocorréncia em areas de Caatinga,
Cerrado, Floresta Amazoénica, Mata Atlantica e Pantanal (Gentry 1980, 1992, Flora do
Brasil).

Os primeiros estudos sobre a biologia reprodutiva de Bignoniaceae foram realizados
por Gentry (1974a), que demonstrou a existéncia de uma grande variabilidade na morfologia
floral e diferentes padrdes fenoldgicos de floracdo para a familia na América Central. Sdo
descritos quatro tipos de padrdes fenoldgicos para Bignoniaceae: cornucoOpia, estado
estacionario, big-bang e multiplo big-bang, os quais estdo diretamente relacionados ao
ambiente em que as espécies se encontram e a diferentes estratégias de polinizacdo (Gentry
1974a, b).

Espécies que possuem o padréo cornucédpia florescem num intervalo de varias semanas
e atraem um espectro diversificado de polinizadores (Gentry 1974a). O padrdo estacionario
consiste na producéo de algumas flores por dia durante cerca de um més e estd associado com
polinizadores que estabelecem rotas de forrageio (Gentry 1974a). Plantas que apresentam

fenologia do tipo big-bang apresentam floragdo maciga, florescendo na maioria das vezes na



estacao seca, sendo que o periodo de floracdo de uma espécie pode ser de alguns dias a alguns
meses em cada ano (Gentry 1974a). O padrdo fenoldgico do tipo mdltiplo big-bang é
considerado o0 mais especializado. As plantas desse grupo tém periodos de floracdo com cerca
de 3 dias espalhados por todo o0 ano (Gentry 1974a).

Bignoniaceae também apresenta uma grande diversidade na morfologia floral, o que
reflete na variedade de visitantes. J& foram registrados como polinizadores abelhas, beija-
flores, borboletas e morcegos, sendo que as abelhas de médio e grande porte das tribos
Centridini e Euglossini sdo consideradas os polinizadores efetivos para a maior parte da
familia (Gentry 1980; Correia et al. 2005; Machado & Vogel 2004; Gottsberger &
Silberbauer-Gottsberger 2006; Yanagizawa & Maiomni-Rodela 2007; Guimaraes et al. 2008;
Almeida-Soares et al. 2010). Estas abelhas possuem um longo aparelho bucal e, no momento
em que conseguem atingir o néctar na base da corola tubular, tocam o estigma e,
posteriormente, as anteras, propiciando a ocorréncia da polinizacdo (Gottsberger &
Silberbauer-Gottsberger 2006).

A relacdo entre planta e polinizador é extremamente importante para 0 sucesso
reprodutivo de Bignoniaceae, uma vez que das 65 espécies estudadas quanto ao sistema
reprodutivo, 50 apresentaram-se auto-estéreis e necessitam de pdlen cruzado para formacéo
de frutos, além da autopolinizacdo espontanea estar praticamente ausente. Diversos estudos
indicam que a autoesterilidade encontrada na familia é decorrente de algum tipo de sistema de
autoincompatibilidade controlado geneticamente (Gibbs & Bianchi 1993,1999; Bittencourt &

Semir 2005, 2006; Gandolphi & Bittencourt 2010).



Sistemas de autoincompatibilidade

Os sistemas de autoincompatibilidade (SI) séo sistemas genéticos que tém como
objetivo evitar a autofecundacdo (Seavy & Bawa 1986). Geralmente sdo controlados por um
unico locus génico, com diferentes alelos, 0os quais sao responsaveis pelo reconhecimento do
polen ou do tubo polinico da mesma planta ou de plantas com alelos similares e por impedir
sua germinacdo e crescimento (Richards 1986; de Nettancourt 1997). Desta forma, os Sl
podem ser considerados um dos principais mecanismos responsaveis pela manutencdo e
incremento da variabilidade genética em uma populacdo (Allen & Hiscock 2008). O Sl pode
ocorrer em plantas com flores homomorficas, onde todas as plantas de uma populacédo e
espécie apresentam a mesma morfologia floral, ou em plantas com flores heteromérficas,
onde ha uma variacdo na morfologia floral entre individuos, a qual € um mecanismo
complementar para evitar a autopolinizacdo, bem como a polinizacdo entre individuos de
genomas similares (Richards 1986). Como Bignoniaceae apresenta apenas espécies com
flores homomorficas, somente os SI homomorficos serdo discutidos.

No sistema de autoincompatibilidade homomorfico gametofitico (GSI) a reacdo de
autoincompatibilidade é determinada por um alelo expresso no gametofito masculino.
Algumas substancias sdo liberadas pelo tubo polinico e sdo reconhecidas como préprias pelo
estigma ou estilete, provocando a rejeicdo do polen proprio através da estagnacdo e
rompimento do tubo polinico (Richards 1986; Allen & Hiscock 2008). No sistema de
autoincompatibilidade homomadrfico esporofitico (SSI) o grdo de pélen expressa dois alelos
da planta doadora de pélen na superficie de sua parede, onde existe o deposito de proteinas
(de Nettancourt 1977; Richards 1986). A proteina é liberada no momento em que o gréo de
polen toca o estigma, o qual é reconhecido e impedido de germinar (Richards 1986; Allen &

Hiscock 2008).



Outro tipo de sistema de autoincompatibilidade é o de acdo tardia (LSI), onde o grdo
de polen germina e o tubo polinico cresce ao longo do estilete, atingindo o ovario (Richards
1986; Allen & Hiscock 2008). O tubo polinico pode penetrar os évulos e realizar a dupla
fecundacdo, de forma que o desenvolvimento inicial do zigoto e do endosperma também
podem ocorrer (Richards 1986; Allen & Hiscock 2008). Entretanto, o aborto do pistilo
autopolinizado ocorre pouco tempo ap6s a autopolinizacdo (Seavy & Bawa 1986; Richards

1986).

LSI e depressdo endogamica

N&o se sabe ao certo como funciona o controle genético do LSI e, pesquisas que
tentam elucidar essa questao ainda séo escassas (Lipow & Wyatt 1999). Este fato faz com que
muitas vezes este tipo de Sl seja confundido com a acdo da depressdo endogamica
(Bittencourt et al. 2003). A depressdo endogamica consiste na expressao de alelos recessivos
deletérios que, em homozigose, podem levar ao aborto de pistilos autopolinizados em
diferentes estadios de desenvolvimento, mas também podem permitir a formacéo de frutos,
sementes e plantulas que apresentam anomalias em seu desenvolvimento (Richards 1986;
Charlesworth & Willis 2009).

Dentre as anormalidades causadas pela depressdo endogamica, estdo fendtipos
mutantes que sao letais no inicio da vida da planta (Richards 1986; Charlesworth & Willis
2009). Mesmo quando ndo ha anormalidades evidentes, a depressdo endogamica é detectada
pela diminuicdo nos valores médios de componentes de aptiddo, como a germinacgdo, o
crescimento, sobrevivéncia e reproducao (Schemske 1983; Charlesworth & Willis 2009).

Embora conceitualmente simples, a discriminacdo entre depressdo endogamica e LSl e

sua verificacdo experimental pode ser dificil (Seavy & Bawa 1986). Alguns critérios vém



sendo utilizados para avaliar se 0 aborto do pistilo autopolinizado seria decorrente do LSI ou
da acdo depressdo endogamica. Na depressdo endogamica o crescimento do tubo polinico
deveria ser semelhante tanto em pistilos autopolinizados quanto em pistilos de polinizacao
cruzada, uma vez que os efeitos decorrentes da depressdo endogamica sé ocorrem apos a
fecundacdo. Ja no LSI, o crescimento de tubos polinicos e a penetracdo dos 6vulos geralmente
sdo mais lentos em pistilos autopolinizados do que em pistilos de polinizacdo cruzada,
evidenciando a acdo de um Sl controlado geneticamente (Gibbs & Bianchi 1993, 1999;
Bittencourt et al. 2003, 2011; Bittencourt & Semir 2005). Além disso, quando ocorre a agdo
da depressdo endogamica, o pistilo autopolinizado pode ser abortado em diferentes estadios
de desenvolvimento, o endosperma e o zigoto podem apresentar malformacdes quando ocorre
a autofecundacdo e existe uma variacdo no numero de sementes produzidas em frutos
decorrentes de autopolinizagdes em uma mesma populacdo (Seavy & Bawa 1986). No LSI o
aborto dos pistilos autopolinizados ocorre de maneira uniforme pouco tempo apds a
autopolinizacdo e ndo ha malformacdo do zigoto e do endosperma, além disso, se observa
uma ndo producado, ou uma baixa producdo de sementes por autopoliniza¢do pela maioria dos

individuos da populacdo (Seavy & Bawa 1986).

Sistemas reprodutivos em Bignoniaceae

Em Bignoniaceae, 34 de 50 espécies verificadas como auto-estéreis, foram avaliadas
quanto ao crescimento de tubo polinico e apresentam indicios da ocorréncia de LSI, sendo que as
16 restantes ndo foram avaliadas quanto a este parametro, o que faz com que todas as auto-estéreis
possam apresentar LSI. Nestas espécies os pistilos autopolinizados sdo abortados de maneira
uniforme nos estadios inicias de desenvolvimento (Gibbs & Bianchi 1993, 1999; Bittencourt &

Semir 2005; Gandolphi & Bittencourt 2010). A ocorréncia de LSI na familia parece ser uma



caracteristica basal, por ser predominante entre as suas espécies e por ter sido verificada na
maioria das especies de Jacaranda avaliadas até o momento (Vieira 1992; Bittencourt &
Semir 2006; Guimarées et al. 2008; Maués et al. 2008; Milet-Pinheiro & Schlindwein 2009;
Sampaio 2010), o género mais basal da familia (Olmstead et al. 2009).

Entretanto, a autofertilidade ja foi verificada para algumas espécies (Bullock 1985;
Gobatto-Rodrigues & Stort 1992; Singh & Chauhan 1996; Dutra & Machado 2001,
Bittencourt & Semir 2005; Yanagizawa & Maiomni-Rodella 2007; Almeida-Soares et al.
2010; Bittencourt & Moraes 2010; Firetti-Leggieri et al. 2013; Sampaio et al. 2013a). A
expressao da autofertilidade pode estar relacionada a diversos fatores como polinizacdo de
flores velhas (de Nettancourt 1977; Vikas et al. 2009), caréncia de polinizadores efetivos,
populacdes pequenas ou com baixa variabilidade genética e ocorréncia de poliploidia

(Richards et al. 1986; lgic et al. 2008, Husband et al. 2008).

Poliploidia e sistemas reprodutivos

Sabe-se que a poliploidia esta associada a quebra do GSI (de Nettancourt 1977; Richards
1986). Em espécies poliploides o grdo de polen parece incapaz de expressar o fendtipo que
provoca sua rejeicdo no pistilo, enquanto este continua capaz de reconhecer e inibir o crescimento
de tubos polinicos de autopolinizacGes (Richards 1986).

A poliploidia também parece estar associada a expressdo da apomixia (Whitton et al.
2008; Horandl 2010). A apomixia ocorre quando existe producdo de embrides clonais no
interior das sementes, podendo ser gametofitica ou esporofitica (Koltunow 1993, Whitton et
al. 2008). Na apomixia gametofitica o embrido clonal é originado a partir de um gametofito
ndo reduzido (Koltunow 1993; Whitton et al. 2008). Pode ser classificada em aposporia

guando o desenvolvimento do megagamet6fito ndo reduzido ocorre a partir de células do

10



nucelo diferentes da célula-méde do megasporo (Koltunow 1993; Whitton et al. 2008). E em
diplosporia, quando o megagametdfito € originado diretamente de uma célula mée do
megasporo sem a ocorréncia de meiose reducional (Whitton et al. 2008). Estas espécies
podem possuir endosperma autbnomo, mais comum em diplosporicas, ou ndo, e neste Gltimo
caso, necessitariam da fecundacdo para o desenvolvimento do endosperma. Na apomixia
esporofitica, o embrido clonal tem origem de células somaticas do nucelo ou do tegumento do
ovulo e o megagametofito reduzido se forma normalmente, podendo ocorrer um embrido
sexual e varios embrides assexuados na mesma semente (Koltunow 1993; Whitton et al.
2008). Espécies com apomixia esporofitica apresentam pseudogamia, ou seja, a necessidade
da polinizacdo e fecundagdo dos nucleos polares para producdo de endospermas que irdo
manter os embrides adventicios e sexuados durante seu desenvolvimento (Richards 2003;
Whitton et al. 2008; Horandl 2010).

As espécies de Bignoniaceae apresentam predominantemente o nimero cromossémico
2n=40 (Goldblatt & Gentry 1979; Gentry 1980), no entanto, eventos de poliploidizacdo ja
foram verificados para espécies dos géneros Anemopaegma, Dolichandra, Pyrostegia e
Handroanthus, com registro de 2n=60, 80 e 120 cromossomos (Goldblat & Gentry 1979;
Piazzano 1998; Sampaio 2010; Firetti-Leggieri et al. 2011; Sampaio et al. 2013b). Todas as
espécies poliploides de Bignoniaceae investigadas até o momento quanto ao sistema
reprodutivo foram consideradas auto-férteis (Bittencourt & Moraes 2010, Sampaio et al.
2013a), com excecdo de Handroanthus serratifolius (Alves et al. 2013). Além disso, todas as
espécies polipléides e auto-férteis apresentam apomixia esporofitica, a qual resulta em
elevadas taxas de sementes poliembridnicas (Costa et al. 2004; Bittencourt & Moraes 2010;
Firetti-Leggieri et al. 2013; Sampaio et al. 2013b), com excec¢édo de Pyrostegia venusta que é

monoembriodnica e provavelmente ndo apomitica (Sampaio 2010).
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Estudos indicam que em espécies auto-estéreis a presenca de embrides adventicios seria
responsavel por permitir o desenvolvimento de pistilos autopolinizados, uma vez que estes
embribes competiriam com a reacdo de autoincompatibilidade (Oliveira et al. 1992,
Bittencourt & Semir 2005 e Bittencourt & Moraes 2010). Deste modo, tanto a poliploidia
quanto o desenvolvimento de embrides adventicios poderiam promover o desenvolvimento de
frutos de autopolinizacédo (Oliveira 1992; Whitton, et al. 2008; Bittencourt & Moraes 2010).

Handroanthus chrysotrichus, H. ochraceus e Anemopaegma acutifolium, espécies
poliploides, auto-férteis e apomiticas esporofiticas, apresentaram elevadas taxas de sementes
poliembridnicas (Costa et al. 2004; Bittencourt & Moraes 2010; Firetti- Leggieri et al. 2013;
Sampaio et al. 2013a, b). A presenca de elevadas taxas de poliembrionia também foi
detectada para os poliploides Anemopaegma glaucum, A. arvense, A. scrabiusculum (Firetti-
Leggieri et al. 2013) e para algumas populacdes de Handroanthus serratifolius (Mendes-
Rodrigues et al. 2012), o que leva a crer que estas espécies também apresentem este tipo de

apomixia.

A espécie Handroanthus serratifolius (Vahl) S. Grose

Handroanthus serratifolius, conhecida popularmente como ipé-amarelo, ipé do ovo
macuco e pau d’arco amarelo ¢ encontrada em diferentes biomas, com ocorréncia na Mata
Atlantica, Amazoénia e Cerrado (Gentry 1992), sendo a espécie de distribuicdo mais ampla no
género e que recebeu o titulo de “arvore simbolo do Brasil” (Gentry 1982). A espécie
apresenta floragdo maciga ocorrendo por cerca de um més (floracao do tipo “big bang ~’sensu
Gentry 1974a). Também apresenta uma grande variabilidade morfologica, mas em geral é
representada por arvores de grande porte, com folhas compostas de margem serrilhada, corola

tubular amarelo-limao, fruto do tipo capsula linear glabra com diversos nectarios extraflorais
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e estrias longitudinais (Gentry 1992). Estudos realizados com individuos de H. serratifolius
em areas de Cerrado mostram a existéncia de populacdes hexaploides, com 2n=120
cromossomos, sendo que algumas apresentam sementes monoembridnicas e outras sementes
poliembridnicas (Mendes-Rodrigues et al. 2012; Alves et al. 2013). A presenca de populacdes
com sementes poliembridnicas pode ser um indicio da ocorréncia de apomixia esporofitica na
especie.

Das espécies poliploides ja investigadas, H. serratifolius foi a Unica a apresentar
populacdes poliembriénicas e monoembridnicas (Mendes-Rodrigues et al. 2012; Alves et al.
2013). Além disso, a populacdo polipléide e monoembridnica de H. serratifolius apresenta
autoesterilidade (Alves et al. 2013) diferente de H. ochraceus que apresenta populacdes
tetraploides, poliembridnicas e auto-férteis (Bittencourt & Moraes 2010) e populacdes
diploides, monoembridnicas e auto-estéreis (Gibbs & Bianchi 1993, Sampaio 2010). O fato de
populacdes hexaploides de H. serratifolius apresentarem essa variacdo torna a espécie um
bom modelo de estudo quanto aos efeitos da poliploidia no sistema reprodutivo.

Estes dados sugerem que nesta espécie a poliploidia ndo seja o principal fator
responsavel pela autofertilidade, e que a presenca de embrides adventicios pode estar
envolvida nesse processo, sendo responsavel pela permanéncia do fruto autopolinizado na
planta (Oliveira et al. 1992; Bittencourt & Moraes 2010; Sampaio et al. 2013b). Embora a
populagdo monoembridnica de H. serratifolius apresente autoesterilidade, o sistema
reprodutivo da populacdo poliembriénica é desconhecido, ndo se tendo certeza se a
poliembrionia € resultado de apomixia e nem o tipo de polinizacdo necessaria para o

desenvolvimento de frutos.
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Obijetivos

O presente trabalho visa investigar plantas hexapldides poliembridnicas e
monoembridnicas de H. serratifolius quanto ao seu sistema reprodutivo, a fim de verificar se
se populacbes poliembribnicas sdo apomiticas esporofiticas e consequentemente auto-férteis
como nas demais espéecies poliembribnicas investigadas até o momento, e também se a
populacdo monoembribnica apresenta LSI.

O trabalho esta dividido em dois capitulos. O primeiro capitulo tem como objetivo
investigar a origem dos embrides supranumerarios em plantas poliembriénicas de H.
serratifolius, a fim de saber se a poliembrionia esta relacionada a algum tipo de apomixia,
além de testar se seriam auto-férteis como as demais populacdes de espécies poliembribnicas
e neopolipldides da familia. Tal confirmacdo nos permitiria afirmar que a autofertilidade na
espécie estaria relacionada a ocorréncia da poliembrionia, que pode ser um indicativo de
apomixia esporofitica, e ndo estaria relacionada diretamente a poliploidia. O segundo capitulo
tem como objetivo verificar se 0s eventos pos-polinizacdo observados nos 6vulos de plantas
monoembridnicas e auto-estéreis de H. serratifolius fornecem evidéncias da ocorréncia do

LS| ou da acdo da depressdo endogamica.
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Capitulo 1
APOMIXIA ESPOROFITICA E AUTOFERTILIDADE EM POPULACAO
HEXAPLOIDE E POLIEMBRIONICA DE HANDROANTHUS SERRATIFOLIUS

(VAHL) S. GROSE (BIGNONIACEAE)



RESUMO: (Apomixia esporofitica e autofertilidade em populacdo hexaploide e
poliembridnica de Handroanthus serratifolius (Vahl) S. Grose (Bignoniaceae)) Espécies
poliploides e poliembriénicas de Bignoniaceae veem sendo identificadas como apomiticas
esporofiticas e pseudogamicas. Estas espécies sao auto-férteis numa familia que apresenta
predominantemente um sistema de autoincompatibilidade de acdo tardia (LSI). Embora a
autofertilidade possa ser causada pela quebra do LSI em espécies poliploides, o
desenvolvimento de embrifes adventicios também pode ser o responsavel pela manutencao
dos pistilos autopolinizados. Handroanthus serratifolius mostrou-se auto-estéril numa
populacdo polipléide e monoembridnica, levando a crer que a poliploidia ndo seja capaz de
quebrar o LSI. Este estudo teve como objetivo investigar a origem da poliembrionia e
determinar o sistema reprodutivo de uma populacdo hexaploide e poliembribnica de H.
serratifolius. Para isso, foram realizadas analises histoldgicas da megaesporogénese, da
megagametogénese e dos eventos pos-polinizacdo, bem como realizados tratamentos de
polinizacdo experimental. A megaesporogénese e a megagametogénese em individuos
poliembridnicos de H. serratifolius foi semelhante ao encontrado para as espécies sexuadas da
familia, resultando em um megagametéfito reduzido. As células precursoras de embrido
adventicio (PEA) tiveram origem em células da hipdstase e de células do tegumento da regido
micropilar, caracterizando a presenca de apomixia esporofitica como nas demais espécies
poliembridnicas da familia. As PEA foram observadas a partir de 48 horas apds a polinizacdo
e no mesmo intervalo de tempo em pistilos ndo polinizados. Foram formados 6,4% de frutos
provenientes de autopolinizacdo indicando que a populacdo apomitica também é auto-fertil.
Nossos resultados indicam que o desenvolvimento de embrides adventicios seja responsavel
pela manutencdo dos pistilos autopolinizados em H. serratifolius, mesmo se desenvolvendo
tardiamente em relacao a outras espécies do género.

Palavras-chave: apomixia, autofertilidade, poliembrionia
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Introducéo

Handroanthus serratifolius (Vahl) S. Grose, conhecida popularmente como ipé
amarelo, € encontrada em diferentes biomas, sendo a espécie de distribuicdo mais ampla no
género ¢ que recebeu o titulo de “arvore simbolo do Brasil” (Gentry 1992). Handroanthus
serratifolius foi verificada como hexaploide, apresentando 2n=120 cromossomos, com
registro de populacées monoembribnicas (Alves et al. 2013) e populacdes poliembridnicas
(Mendes-Rodrigues et al. 2012). A poliembrionia é a ocorréncia de mais de um embrido por
ovulo ou semente (Maheshwari 1963, Johri et al. 1992). Pode ter origem sexuada, quando
existe a presenca de mais de um megagametdéfito reduzido em um mesmo 6vulo ou pode ser
apomitica (Koltunow 1993; Whitton et al. 2008).

A apomixia ocorre quando existe producao de embrides clonais a partir de células ndo
reduzidas do gametdfito (Koltunow 1993). A apomixia pode ser classificada como
gametofitica quando os embrides clonais tem origem num gamet6fito ndo reduzido (Whitton
et al. 2008). Este tipo de apomixia resultaria em sementes poliembridnicas caso mais de um
megagametdfito ndo reduzido estivesse presente no mesmo O6vulo, ou no caso de
megagametdfitos reduzidos e ndo reduzidos coexistirem, 0 que € comum em espécies
aposporicas (Whitton et al. 2008). A apomixia também pode ser classificada como
esporofitica, quando os embrides clonais, também conhecidos como embrides adventicios, se
originam a partir de células somaticas do nucelo ou do tegumento do dvulo, geralmente se
desenvolvendo concomitantemente ao embrido sexual no interior de um mesmo
megagametdéfito reduzido (Whitton et al. 2008).

Em Bignoniaceae, foi verificada a presenca de apomixia esporofitica em
Handroanthus ochraceus, H. chrysotrichus e Anemopaegma acutifolium (Costa et al. 2004;
Bittencourt & Moraes 2010; Sampaio et al. 2013b), as quais apresentam elevadas taxas de

poliembrionia (Mendes-Rodrigues et al. 2012; Sampaio et al. 2013b). Em estudo realizado
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com populacdes poliembridnicas, foram encontradas de 35 a 88% de sementes
poliembridnicas para Handroanthus ochraceus, de 18 a 61% de sementes poliembridnicas
para H. chrysotrichus e para H. serratifolius foram encontradas de 17 a 88% de sementes
poliembridnicas (Mendes-Rodrigues et al. 2012), o que leva a crer que H. serratifolius
também seja uma espécie apomitica.

De forma geral, as espécies com apomixia esporofitica apresentam pseudogamia, ou
seja, a necessidade da polinizacdo e fecundacdo dos nucleos polares para o desenvolvimento
do endosperma, o qual suprird nutricionalmente os embrides adventicios e sexuados (Richards
2003; Whitton et al. 2008; Horandl 2010). Dessa forma, as espécies apomiticas esporofiticas
também podem ser classificadas como auto-férteis ou auto-estéreis.

Cerca de 77% das espécies de Bignoniaceae que tiveram o sistema reprodutivo
investigado sdo auto-estéreis e parecem apresentar um sistema de autoincompatibilidade de
acao tardia — LSI (Gibbs & Bianchi 1993, 1999; Bittencourt et al. 2003; Bittencourt & Semir
2005; Gandolphi & Bittencourt 2010). Os motivos pelos quais algumas espécies da familia
apresentam-se auto-férteis sdo pouco conhecidos, no entanto, podem estar ligados a presenca
de poliploidia, a alteracdes fisiologicas e a mutacGes fixadas por diferentes fatores ambientais
(Richards 1986; Igic et al. 2008; Husband et al. 2008). Todas as espécies polipldides de
Bignoniaceae avaliadas quanto ao sistema reprodutivo apresentaram-se auto-férteis
(Bittencourt & Semir 2005; Bittencourt & Moraes 2010; Firetti-Leggieri et al. 2013; Sampaio
et al. 2013a) com excecdo da populagdo monoembridnica de H. serratifolius (Alves et al.
2013).

Handroanthus ochraceus, H. chrysotrichus e Anemopaegma acutifolium, séo
tetraploides (Piazzano 1998; Sampaio 2010; Firetti-Leggieri et al. 2011; Sampaio et al.
2013b), auto-férteis e apomiticas esporofiticas (Costa et al. 2004; Bittencourt & Moraes 2010;

Firetti-Leggieri et al. 2013; Sampaio et al. 2013a, b). Apesar da poliploidia poder causar a
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quebra do sistema de autoincompatibilidade gametofitico (Richards 1986; de Nettancourt
1997), acredita-se que a autofertilidade nestas espécies ndo seja um reflexo direto da
poliploidia. Ela seria causada pelo desenvolvimento dos embries adventicios nos pistilos
autopolinizados, os quais enviariam um sinal hormonal para a planta mae impedindo que estes
fossem abortados (Oliveira et al. 1992; Bittencourt & Semir 2005; Bittencourt & Moraes
2010; Sampaio et al. 2013b). O fato de a populacdo hexapléide, monoembribnica e
supostamente ndo apomitica de H. serratifolius apresentar autoesterilidade sugere que nesta
espécie, e talvez nas Bignoniaceae como um todo, a poliploidia isoladamente ndo leve a
quebra do LSI, corroborando a ideia de que a presenca de embrides adventicios seja
responsavel pela autofertilidade (Oliveira et al. 1992; Bittencourt & Moraes 2010; Sampaio et
al. 2013b).

O objetivo deste trabalho foi verificar se a poliembrionia em H. serratifolius também é
decorrente de apomixia, através da andlise dos processos de megaesporogénese,
megagametogénese e dos eventos pds-polinizacdo no oOvulo e na semente em
desenvolvimento. Embora outras espécies de Bignoniaceae tenham sido classificadas como
apomiticas esporofiticas, 0s processos de megaesporogénese e megagametogénese nao foram
investigados, gerando duvidas quanto a auséncia da apomixia gametofitica. Além disso,
hipotetizamos que a populacdo poliembridnica de H. serratifolius seja apomitica esporofitica
e, consequentemente, auto-fértil, o que corrobora a ideia de que o desenvolvimento de

embrides adventicios na familia promoveria a autofertilidade.

Material e Métodos
Espécie estudada e areas de estudo- Handroanthus serratifolius, € uma arvore de
grande porte, possui folhas compostas de margem serrilhada, corola tubular amarelo-limao e

fruto linear do tipo capsula com estrias longitudinais e nectarios extraflorais (Gentry 1992). A
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espeécie foi reportada como hexapldide, apresentando 2n=120 cromossomos (Sampaio 2010),
tendo sido verificadas populacdes monoembridnicas (Alves et al. 2013) e poliembridnicas de
(Mendes-Rodrigues et al. 2012).

Os estudos foram realizados nos anos de 2012 e 2013 utilizando 10 arvores
poliembridnicas (Sampaio 2010; Mendes-Rodrigues et al. 2012) de ocorréncia natural
localizadas no municipio de Luziania (GO) (16°14°14.4” S, 47°56°31.8” W). Além de trés
arvores também poliembridnicas (com 78,3% de sementes poliembridnicas, n=60 sementes)
cultivadas localizadas no municipio de Uberlandia (MG) (18°55°04.43” S, 48°15°38.40”W).
Os espécimes foram depositados no Herbarium Uberlandense da Universidade Federal de

Uberlandia (Luziania - HUFU 48937).

Analises histologicas- Para analisar se a megasporogénese e a megagametogénese em
populacdes hexaploides e poliembridnicas de H. serratifolius transcorrem como nas espécies
sexuadas de Bignoniaceae, nove botdes florais de 1 a 6 cm de comprimento e flores no
primeiro dia de antese foram coletados em quatro individuos localizados no municipio de
Luziania e em um individuo do municipio de Uberlandia.

Para detectar a origem dos embrides supranumerarios, um pistilo proveniente de
autopolinizacdo manual e um de polinizacdo manual cruzada foram coletados 24, 48, 72, 96 e
120 horas apo6s a polinizagdo, além de um pistilo de autopolinizagdo manual coletado 144 e
168 horas ap6s a polinizacdo em 2 arvores de Luzidnia (a metodologia utilizada para a
realizacdo das polinizacBes manuais serd descrita abaixo). Além disso, um pistilo de flores
ndo polinizadas foi coletado 24, 48, 72, 96 e 120 horas apds o inicio da antese em 4 arvores de
Luziania. Dez frutos em diferentes estadios de desenvolvimento (de 1 cm a 12,5 cm) foram

coletados em duas arvores localizadas em Luzidnia e em uma arvore de Uberlandia.
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Os pistilos e os frutos foram fixados em solucdo de gluteraldeido 1% e formaldeido
4% em tampao de fosfato de sodio 0,1M, pH 7,2 (Mc Dowell & Trump 1976). Os ovarios
tiveram suas paredes retiradas com auxilio de pingas e bisturi sob microscépio estereoscopico
Olympus SZX12, de forma a expor o0s 6vulos presos ao septo. Os 6vulos foram desidratados
em série etilica e passaram por uma série etanol:cloroférmio (3:1, 1:1, 3:1) para a retirada de
ceras epicuticulares. A inclusdo foi realizada em hidroxietilmetacrilato (Gerrits & Smid
1983). Cortes seriados de 3 um de espessura para Ovulos e 5 um para sementes em
desenvolvimento foram obtidos em micrétomo de rotacdo (RM2135, Leica) equipado com
navalha de vidro de 8 mm. O material foi corado com Azul de Toluidina O 0,05% em tampéao
benzoato de sodio, pH 4,4 (Feder & O’Brien 1968) e as laminas montadas com Permount ®
As laminas foram analisadas em microscépio optico Olympus BX40 e fotografadas com

auxilio de camera digital Olympus DP70.

PolinizacBes experimentais- Dado o grande porte das plantas estudadas foi utilizado
caminhdo equipado com cacamba para 0 acesso e manipulacdo das flores. Além disso,
utilizamos escadas de aluminio de trés a quatro metros de altura para acesso a plantas mais
baixas. Para o estudo do sistema reprodutivo foram realizados tratamentos de polinizacéo
controlada em 10 individuos hexapldides e poliembridnicos de ocorréncia natural localizados
no municipio de Luziénia, GO, em agosto e setembro de 2012 e em trés individuos
hexapldides e poliembridnicos cultivados em Uberlandia, MG, em outubro de 2013.

Botdes florais em pré-antese foram ensacados com sacos de organza para evitar o
contato com possiveis visitantes florais. Em flores de primeiro dia de antese foram realizados
testes de autopolinizacdo manual (o polen foi retirado da antera e colocado no estigma da
mesma flor) e polinizagdo manual cruzada (o polen foi retirado de anteras de flores de um

individuo e colocado no estigma de flores de individuos diferentes) apds a retirada das
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anteras. Para verificar se ocorre autopolinizacdo espontanea, botbes em pré-antese foram
marcados e ensacados até a possivel formacdo do fruto e para verificar a presenca de
apomixia com desenvolvimento de endosperma autdnomo, botdes florais tiveram as suas
anteras removidas e foram ensacados para verificar a possivel formacdo de frutos. Para
registrar a eficiéncia da polinizacdo natural, botbes em pré-antese e flores abertas foram
marcados e ndo ensacados. As flores utilizadas nos tratamentos de polinizacdo experimental
foram acompanhadas até a maturacdo do fruto ou a queda da corola. Nos individuos
cultivados de Uberlandia, foram realizadas apenas autopolinizacbes manuais e na populacao
de Luziénia foram realizados todos 0s cinco tratamentos descritos acima.

Para verificar o tamanho dos ovérios ap6s a polinizacdo, foram realizadas
autopolinizacdes e polinizacdes cruzadas adicionais. Pistilos de autopolinizacdo manual e de
polinizacdo manual cruzada foram coletados 24 (auto: n=4, cruzada: n=3), 48 (auto: n=4,
cruzada: n=5), 72 (auto: n=6, cruzada: n=4), 96 (auto: n=5, cruzada: n=4) e 120 (auto: n=3,
cruzada: n=4) apos as polinizacbes. O comprimento e a largura de cada ovério foi medido

utilizando-se paquimetro digital Digimess (300 mm/12" - 0.01).

Analises estatisticas- O teste do qui-quadrado foi utilizado para comparar 0 nimero de
ovulos fecundados entre pistilos autopolinizados e submetidos a polinizacdo cruzada,
utilizando-se o programa BioEstat (Ayres 2007). Para comparar 0 comprimento e largura dos
ovarios nos diferentes tratamentos e entre os diferentes intervalos apds a polinizagéo, foi
utilizada ANOVA de um fator apds ter sido testada a normalidade dos dados (Lilliefors

Probability p<0.05) utilizando-se o programa Sisvar (Ferreira 2000).
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Resultados
Megaesporogénese e Megagametogénese

Handroanthus serratifolius apresenta dvulos anatropos, unitegumentados e
tenuinucelados (Figura 1A). A célula mée de megasporo (CMM) aumenta seu volume
assumindo uma forma alongada, com nucleo evidente (Figura 1B). Neste estadio, as células
da epiderme nucelar e da regido calazal do nucelo apresentam paredes celulares ligeiramente
espessadas (Figuras 1A, B).

A CMM, ao entrar em meiose, apresenta placa metafasica perpendicular ao eixo
originando uma diade de megasporos (Figuras 1C, D). As células da diade podem apresentar
0 mesmo tamanho, mas em alguns casos a célula calazal apresenta um maior volume quando
comparada a micropilar (Figura 1D). A meiose Il foi sincronica em quase todos os 6vulos
observados, mas um o6vulo dos cinco analisados no estadio de tétrade (antes do inicio da
degeneracdo dos megasporos) apresentou meiose assincrénica entre as células da diade, a qual
ocorreu primeiro na célula calazal (Figura 1E), ndo se podendo excluir a possibilidade de ter
ocorrido apenas na célula calazal da diade. As placas metafasicas da segunda divisdo meidtica
também sdo perpendiculares ao eixo, originando uma tétrade linear (Figura 1F). Foi
observada a deposicdo de calose nas paredes transversais de todos 0s megasporos, sendo mais
proeminente nas paredes que separam 0s dois megasporos calazais entre si e estes dos
megasporos micropilares (Figuras 1F, G). Foram observados trés megasporos se degenerando,
enquanto o calazal continuou intacto (Figura 1G). Dos 63 dvulos observados com tétrades de
megasporos em estadio de em degeneracdo, um apresentou os dois megasporos calazais
intactos (Figura 1H).

Durante a expansdo do megasporo calazal e sua diferenciagdo em megagametofito,
observou-se a presenca de pequenos vacuolos no citoplasma (Figura 11). Apds a primeira

cariocinese, os dois nucleos formados logo foram afastados para os polos calazal e micropilar
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Figura 1. Fotomicrografias de 6vulos de Handroanthus serratifolius em seccao longitudinal. A-C, E. Botdo de 1 cm de
comprimento. D,F. Botéo de 2,5 cm de comprimento. A. Vista geral do 6vulo anatropo, unitegumentado e tenuinucelado. B. Célula
mée de megasporo. C. Célula mae de megasporo durante a meiose |. D. Diade de megasporos durante a meiose Il. E. Triade.
Botdo de 1 cm de comprimento. F. Tétrade linear de megéasporos. Observar deposicao diferencial de calose entre os megéasporos. G.
Degeneragdo de um megasporo calazal e dois micropilares. Observar calota de calose sobre 0 megésporo calazal. Botdo de 3 cm de
comprimento. H. Tétrade de megasporos apresentando dois megasporos calazais intactos e um megésporo micropliar degenerando.
O segundo megasporo micropilar também esta se degenerando, no entanto aparece em um corte sequencial a este e ndo foi
apresentado. Botdo de 3,5 cm de comprimento. I. Megagameto6fito em estadio binucleado. Observa-se trés megasporos se
degenerando na regido micropilar. Botédo de 5 cm de comprimento. J. Megagametéfito binucleado com volumoso vactolo central
que polariza cada um dos nlcleos em uma extremidade. Botdo de 4 cm de comprimento. CMM: célula mae de megéasporo; EN:
epiderme nucelar; MC: megasporo calazal; MD: megasporo degenerando; MG: megagametofito; MS: megasporo; NMG: ncleo do
megagametofito; TG: tegumento. Barras= 20pum.
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do megagametofito pela formagdo de um grande vacuolo central (Figuras 11, J). No interior
deste grande vacuolo central, observa-se uma substancia de coloracdo rosada com a utilizagéo
do Azul de Toluidina, podendo ser identificada como algum tipo de polissacarideo (Figuras
1J, 2A). Os remanescentes dos trés megasporos voltados para a regido micropilar séo
observados até este estadio (Figuras 11, J).

Desde o inicio da expansdo do megagametdfito, as células da porcdo micropilar e
lateral da epiderme nucelar comecam a se degenerar (Figuras 1H, I, J). Nos estadios
subsequentes da megagametogénese, sdo observados apenas 0s vestigios da epiderme nucelar
na regido calazal do d&vulo. Aparentemente, a expansdo do megagametofito em
desenvolvimento pode ter contribuido para o colapso dessa camada de células na regido
micropilar (Figura 2A). Os dois nucleos do megagametdfito passam, simultaneamente, pela
segunda divisdo mitdtica, dando origem ao estadio tetranucleado (Figuras 2A, B, C). A
terceira e Ultima divisdo mitdtica dos quatros ndcleos originou um megagametofito
octonucleado (embora o momento dessa divisao ndo tenha sido observado).

Desde o inicio da divisdo meidtica observam-se grdos de amido nas camadas mais
internas do tegumento na regido micropilar (Figuras 1C, F, H, 1, J), entretanto, a partir do
estadio de megagametdfito tetranucleado, o nimero de grdos de amido observado aumentou
consideravelmente (Figuras 2B-F).

Um dos nucleos presentes na porcdo micropilar e um dos presentes na porcao calazal,
migram para o centro do megagametdéfito, os quais passam a ser identificados como ndcleos
polares (Figura 2D). Durante a celularizacdo do megagamet6fito, as duas sinérgides e a
oosfera se organizam em um arranjo triangular para formar o aparelho oosférico (Figuras 2D-
G), tais células passam, posteriormente, por uma pronunciada expansao (Figura 2H).
Gradativamente, as sinergides apresentam um grande vacuolo voltado para a porcao calazal

(Figura 2H), e um pequeno vacuolo adjacente ao nucleo na regido micropilar (ndo ilustrado).
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Figura 2. Fotomicrografias de dvulos de Handroanthus serratifolius em seccéo
longitudinal. A. Megagamet6fito em desenvolvimento, passando pela segunda
divisdo mitética. Botdo de 3 cm de comprimento. B e C. Cortes sequenciais de
um mesmo évulo. Botdo de 5cm de comprimento. B. Regido micropilar de um
megagametofito em estadio tetranucleado. C. Regido calazal do megagametofito
em estadio tetranucleado. D-F. Cortes sequenciais do mesmo 6vulo mostrando a
organizacdo e o inicio da celularizagdo do megagamet6fito apds a terceira
divisdo mitética. Botdo de 5 cm. G. Megagametdfito onde observa-se a
organizagdo triangular do aparelho oosférico e das antipodas. Flor em primeiro
dia de antese. H. Megagamet6fito maduro 24h apés a abertura de uma flor
emasculada. 1. Ovulo com dois megagametéfitos. Botdo de 2,8 cm de
comprimento. AT: antipodas; EN: epiderme nucelar, ET: endotélio, H: hipostase;
MG: megagametofito; NGM: ndcleo do megagametéfito; NP: nicleo polar; O:
oosfera; S: sinérgide. Barras=20pum.
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Ja a oosfera, apresenta a maior parte de citosol e o nucleo na extremidade calazal (Figura 2H)
e um grande vacuolo na extremidade micropilar da célula. Os trés nucleos da regido calazal,
por sua vez, celularizam-se, para formar as antipodas, na maioria das vezes, num arranjo
triangular (Figura 2G, H). De 89 dvulos analisados em estadio de megagametogénese ou

megagametdfito maduro, apenas um apresentou mais de um megagametofito (Figura 21).

Dupla fecundacéo e desenvolvimento inicial do endosperma

Foram considerados fecundados ovulos com sinérgide penetrada e/ou aqueles que
apresentaram alca citoplasmatica da sinérgide penetrada entre a célula média e o pélo calazal
da oosfera. Ovulos dos pistilos provenientes de autopolinizacdes manuais e polinizacdes
manuais cruzadas, coletados 24 e 48 horas apds a polinizacdo, ndo foram fecundados por
tubos polinicos (Figura 3A) (Tabela 1). Ovulos fecundados comecaram a ser observados 72
horas ap0s a polinizacdo (Figura 3B). Apds a penetracdo do 6vulo, o tubo polinico descarrega
seu conteudo citoplasmatico em uma das sinérgides, a qual passa a apresentar citoplasma de
coloracdo densa (Figuras 3B, C, D).

Apbs a fusdo tripla, a célula primaria do endosperma passa por uma cariocinese
seguida por citocinese. Esta primeira divisdo foi transversal e originou duas células, uma na
camara micropilar e uma na camara calazal (Figuras 3C, D). A célula da camara calazal
apresenta citoplasma denso, ja& adquirindo caracteristicas de haustdrio, posteriormente, se
divide longitudinalmente, dando origem a duas células que formam o haustério calazal do
endosperma (Figura 3D-F). A célula da camara micropilar passou, na maioria das vezes, por
uma divisdo longitudinal, originando endosperma com quatro células (figura néo
apresentada). Algumas vezes, a divisdo das células da camara micropilar e calazal foi
assincronica, originando um endosperma com trés células (Figura 3E). Apds uma divisdo

transversal das duas células da camara micropilar, forma-se um endosperma bisseriado de
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Figura 3. Fotomicrografias de 6vulos e sementes jovens de Handroanthus serratifolius em secgdo
longitudinal. A. Sinérgides ndo penetradas em pistilo coletado 48h apés a autopolinizagdo. B.
Sinérgide penetrada e alca citoplasmatica em 6évulo de pistilo coletado 72h apés a polinizagdo
cruzada. NUcleos polares ainda ndo fusionados. C. Sinérgide penetrada, sinérgide ndo penetrada,
zigoto e célula do endosperma apresentando placa metafésica transversal 96h ap6s a polinizacdo
cruzada. D. Sinérgide penetrada, zigoto e endosperma com duas células 96h apds a
autopolinizagdo. E. Sinérgide penetrada, zigoto e trés células do endosperma 120h apds a
polinizagdo cruzada. Células calazais do endosperma diferenciadas em haustério calazal do
endosperma. F. Endosperma com seis células 144h apds a autopolinizagdo. G . Ovulo 120h apds a
abertura da flor. Notar que as sinérgides, nicleos polares, antipodas e tegumento apressentam
aspecto degenerativo. AC: alca citoplasmatica; AT: antipodas; ED: endosperma; EM: cdmara
micropilar do endosperma; H: hipdstase; HC: haustério calazal do endosperma; NP: ncleo polar;
O: oosfera; S: sinérgide; SP: sinérgide penetrada; TG: tegumento. Z: zigoto. Barras= 20um.

34



Tabela 1. Numero e porcentagem de 6vulos maduros fecundados ou em diferentes estadios de desenvolvimento do endosperma em pistilos
coletados 24, 48, 72, 96, 120, 144 e 168 horas ap0s as polinizagGes experimentais em Handroanthus serratifolius (Vahl) S. Grose em Luziénia
(GO). Foram considerados 6vulos fecundados aqueles com uma das sinérgides penetrada pelo tubo polinico, sem que houvesse o
desenvolvimento do endosperma. Auto=autopolinizacdo; Cruz=polinizacdo cruzada; Fec=06vulos fecundados; E=6vulos com endosperma. Os
numeros apos a letra E nos diferentes estadios indicam o nimero de células do endosperma.
24 horas 48 horas 72 horas 96horas 120 horas 144 horas 168 horas
Auto (1) Cruz(1) Auto(1) Cruz(l) Auto(l) Cruz(1) Auto (1) Cruz (1) Auto(l) Cruz(1) Auto (1)  Auto (1)
Fec 0(0%) 0(0%) 0(0%) 0(0%) 4(7,3%) 18 (27,7%) 26 (27,7%) 23(28,4%) 0 (0%) 13(11,9%) 6(6%) 8 (7,7%)
E2 0(0%) 0(0%) 0(0%) 0(0%) 0(0%) 0 (0%) 0(0%) 14 (17,3%) 0(0%) 15(13,7) 5(5%)  3(2,9%)
E3 0(0%) 0(%) 0(0%) 0(0%) 0(0%) 0 (0%) 0 (0%) 0(0%) 0(0%) 3(2,8%) 10(10,1%) 3 (2,9%)
E4 0(0%) 0(0%) 0(0%) 0(0%) 0(0%) 0 (0%) 0 (0%) 0(0%) 0(0%) 12 (11%) 11(11,1%) 8 (7,7%)
E5 0(0%) 0(%) 0(0%) 0(0%) 0(0%) 0 (0%) 0 (0%) 0(0%) 0(0%) 1(0,92%) 2(2%) 5 (4,8%)
E6 0(0%) 0(0%) 0(0%) 0(0%) 0(0%) 0 (0%) 0 (0%) 0(0%) 0(0%) 3(2,8%)  4(4%) 1(0,96%)
E7 0(0%) 0(0%) 0(0%) 0(0%) 0(0%) 0 (0%) 0 (0%) 0(0%) 0(0%) 0 (0%) 2 (2%) 0 (0%)
ES 0(0%) 0(0%) 0(0%) 0(0%) 0(0%) 0 (0%) 0 (0%) 0(0%) 0(0%) 0 (0%) 0(0%) 4 (3,8%)
E9 0(0%) 0(0%) 0(0%) 0(0%) 0(0%) 0 (0%) 0 (0%) 0(0%) 0(0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
E10 0(0%) 0(0%) 0(0%) 0(0%) 0(0%)  0(0%) 0 (0%) 0(0%) 0(0%) 0 (0%) 0(0%) 1 (0,96%)
E11 0(0%) 0(%) 0(0%) 0(0%) 0(0%) 0 (0%) 0 (0%) 0(0%) 0(0%) 0 (0%) 0(0%) 1(0,96%)
N° Ovulos 92 79 87 92 55 65 94 81 72 109 99 104

Estadio
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seis células (Figura 3F). As celulas centrais passam por divisdes transversais sucessivas,
incrementando o ndmero de células do endosperma bisseriado. Apos a fecundacdo e a
formacgdo do endosperma, as antipodas comecaram a apresentar o citoplasma com aspecto
degenerativo (Figuras 3D, E).

Quase todos os ovulos (84 de 86 Ovulos analisados) de pistilos ndo polinizados em
flores no primeiro dia de antese apresentaram megagametofito maduro (Figura 2H) e, nos
demais intervalos, todos os Ovulos apresentaram megagametofito maduro e inalterado. Os
nucleos polares em pistilos ndo polinizados continuaram intactos em todos os intervalos apds
a abertura da flor, mostrando que a fusdo s6 ocorre apds a polinizacdo (n= 395 Gvulos)
(Figura 2H). A partir do quarto dia de antese (96h apds a abertura da flor) as antipodas
comecam a apresentar o citoplasma com sinais de degeneracdo e, no quinto dia de antese, as
demais células do megagametdfito também apresentam aspecto degenerativo (Figura 3G).

Em 72 horas apds a polinizacdo, 6vulos de pistilos de polinizacdo cruzada apresentam
mais 6vulos fecundados do que évulos de pistilos autopolinizados (x*= 8,067, p= 0,0045)
(Tabela 1). No intervalo de 96 horas ap0s a autopolinizacdo, ainda ndo havia 6vulos com
endosperma em desenvolvimento, enquanto 17,3% dos dvulos apresentavam endosperma com
duas células no tratamento de polinizacdo cruzada (Tabela 1). No intervalo de 120 horas apds
a autopolinizacdo nenhum dvulo foi penetrado, enquanto 31,22% dos 6vulos de pistilos de
polinizacBes cruzadas ja apresentavam endosperma, sendo que 2,8% ja& possuiam
endospermas de seis células neste intervalo (Tabela 1). No intervalo de 144 horas apés a
autopolinizacao foram encontrados évulos com endosperma de no méaximo sete células e, 168
horas ap6s a autopolinizacdo foram encontrados 6vulos com endosperma de, no maximo, 11
células (Tabela 1). A maioria dos 6vulos, tanto penetrados como nédo penetrados, de pistilos
autopolinizados e de polinizagcdo cruzada apresentaram aspecto degenerativo a partir de 72

horas apos a polinizagéo.

36



Origem dos embrides supranumerarios

Células volumosas foram observadas na hipostase (Figuras 4A, D, E, F, G) e também
na regido micropilar do tegumento (Figuras 4B, C,) de dvulos fecundados ou nao fecundados,
e estes de pistilos polinizados e ndo polinizados. Essas células apresentaram uma parede
celular espessa e rosada, tornaram-se alongadas e invadiram o interior do megagametofito,
podendo ser consideradas células precursoras de embrido adventicio (PEA).

Foi observada a presenca de 25 PEA em 1.370 ovulos analisados. As PEA foram
observadas 24 horas ap0s a polinizacdo cruzada (n=2 évulos), 24 horas ap0s a autopolinizacdo
(n=3 dvulos), 48h apos a autopolinizacdo (n=2 dvulos), 48 horas apds a polinizacdo cruzada
(n=2 dvulos), 96h apos a autopolinizacdo (n=2 6vulos), 96h apos a polinizacdo cruzada (n=3
ovulos), 120h apods a autopolinizacdo (n= 4 o6vulos), e 144h apods a autopolinizacdo (n=2
ovulos). Em pistilos ndo polinizados as PEA foram observadas 48h apds a abertura da flor
(n=1 o6vulo), 96h apds a abertura da flor (n=2 6vulos) e 120h apo6s a abertura da flor (n=2
ovulos).

Os frutos jovens de H. serratifolius apresentaram embrides adventicios provenientes
tanto da regido calazal quanto da micropilar. Em frutos de 1 cm foram observados o tubo pro-
embribnico, um endosperma bisseriado, além da presenca do haustorio calazal em contato
com as células da hipdstase, mas nenhum embrido adventicio pode ser observado (Figura 5A).
Em frutos maiores que 2 cm as células do endosperma se dividiram periclinalmente, tornando
o tecido multisseriado (Figuras 5B-G). O haustério calazal formado por duas células
volumosas e de conteddo citoplasmatico denso aumentou de tamanho (Figuras 5B, C, F, G), e
um haustério micropilar também pdde ser observado a partir deste estadio (figura nao
apresentada). O pro-embrido zigético foi observado em meio as celulas do endosperma
(Figuras 5B-F). Em algumas sementes, também foi observada a presenca de embrides

adventicios que tinham seus suspensores voltados tanto para a regido calazal (Figuras 5B, F,
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Figura 4. Fotomicrografias de dvulos e sementes jovens de Handroanthus serratifolius em seccéo
longitudinal. A. Célula precursora de embrido adventicio (PEA) diferenciada na hipostase e alongando-se
para o interior do saco embrionario de pistilo ndo polinizado 48h apds a abertura da flor. B. PEA se
desenvolvendo na regido calazal em 6vulo de um pistilo ndo polinizado 48h apés a abertura da flor. C. PEA
se desenvolvendo na regido micropilar de 6vulo 48h ap6s a autopolinizagdo. O dvulo autopolinizado nao foi
fecundado. D. PEA se desenvolvendo a partir da regido calazal em dvulo de um pistilo 48h apds polinizagdo
cruzada. O évulo polinizado nédo foi penetrado. E. PEA se desenvolvendo na regido calazal em 6vulo
fecundado de um pistilo 96h ap6s a polinizagdo cruzada. Sinérgide penetrada e oosfera/zigoto visiveis. F.
PEA se desenvolvendo na regido calazal em 6vulo de um pistilo ndo polinizado 96h ap6s a abertura da flor.
G. PEA se desenvolvendo na regido calazal de dvulo 144h apés a autopolinizacdo. O 6vulo de pistilo
autopolinizado ndo foi fecundado. AT: antipodas; H: hipdstase; NP: nlcleo polar; S: sinérgide; SP: sinérgide
penetrada; Z: zigoto. * indicam células precursoras de embrido adventicio. Barras= 20um.
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Figura 5. Seccdes longitudinais de sementes jovens oriundas de frutos de Handroanthus serratifolius
desenvolvidos naturalmente. A. Semente de fruto de 1 cm de comprimento evidenciando endosperma
bisseriado e tubo préembriénico. B. Semente de fruto de 4,5 cm de comprimento evidenciando
haustorio calazal com células volumosas e citoplasma denso e detalhe do pré-embrido globular
zig6tico. Notar a presenca de um pré-embrido adventicio em meio ao endosperma da regido calazal. C.
Semente de fruto de 6,5 cm de comprimento evidenciando haustdrio calazal, pr6-embrido zigético com
suspensor. D. Semente de fruto de 4 cm evidenciando pr6-embrido com suspensor. E-G Segdes de
sementes de um fruto de 12,5 cm de comprimento. E. Pr6-embrido zigético e pré-embrido adventicio
oriundo da regido micropilar. F. Pr6-embrido zigético e pré-embrido adventicio oriundo da regido
calazal. G. Detalhe da figura 5F evidenciando pr6-embrido adventicio na regido calazal. E: pré-
embrido zigotico; ED: endosperma; ET: endotélio; HC: haustério calazal; TP: tubo proembri6nico.
*indicam embrido adventicio. As setas indicam suspensor. Barras= 20um.
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G) quanto para a regido micropilar da semente (Figura 5E), indicando sua origem das PEA
diferenciadas na hipostase ou na regido micropilar do tegumento. Embribes adventicios
apresentaram um menor tamanho em relacdo ao embrido zigdtico em todos os casos (Figuras
5B, E, F). A identificacdo do embrido zigético foi pautada no fato de até 144 horas apos a
polinizacdo o zigoto ja se encontrar proeminente no interior da semente jovem, enquanto as
PEA ainda se diferenciavam lentamente no tecido somatico. Nos embrifes adventicios que
tiveram origem na regido calazal da semente, p6de-se observar 0 seu contato direto com as

células do tegumento dessa regido (Figura 5G).

Sistema reprodutivo

No tratamento de autopolinizagdo manual dois frutos comecaram a se desenvolver,
mas foram abortados antes de atingirem a maturidade (Tabela 2). No tratamento de
polinizacdo cruzada apenas um fruto comecou a se desenvolver e chegou a maturidade
(Tabela 2). Trés frutos do tratamento de polinizacdo natural comecaram a se desenvolver,
mais apenas um fruto chegou a maturidade (Tabela 2). O fruto de polinizacdo cruzada
apresentou 22,5 cm com 70 sementes e o fruto de polinizacdo natural apresentou 21,5 cm com
91 sementes. Nas polinizacBes experimentais realizadas em Uberlandia no ano de 2013, foram
formados cinco frutos no tratamento de autopolinizacdo manual (Tabela 2). Os frutos
apresentaram em média 24,5 + 4,5 cm (n=5) e 123 + 18,9 sementes por fruto (n=5).

Foi possivel detectar um aumento do comprimento dos ovarios de 96 para 120 horas
apos a polinizacao (F446= 11,17, p<0,0001). Entretanto, ndo houve diferenca no comprimento
dos ovarios entre os diferentes tratamentos de polinizacdo experimental (F246=1,33, p=0,27).
Os ovarios também apresentaram um aumento da largura a partir de 72 horas apos
apolinizacdo (F446=3,58, p=0,0126). Os ovarios provenientes de pistilos de polinizacdo

cruzada (1,81cm=0,02) e autopolinizacdo (1,79cm=0,02) foram maiores quanto a largura
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Tabela 2. Resultados dos tratamentos de polinizagdo experimental em Handroanthus serratifolius (Vahl) S. Grose nos
municipios de Luziania (GO) e Uberlandia (MG).

Luziania (GO)-2012 Uberlandia (MG)-2013
Tratamento de polinizagdo Dias apds a polinizagao Dias ap6s a polinizacao
experimental N° de flores 15 dias 30 dias N° de flores 30 dias
N° de frutos (%) N° de frutos (%) N° de frutos (%)
Autopolinizagéo espontanea 100 0 (0%) 0 (0%) - -
Autopolinizagdo manual 104 2 (1,92%) 0 (0%) 78 5 (6,4%)
Emasculacao 104 0 (0%) 0 (0%) - -
Polinizacdo manual cruzada 101 1(0,9%) 1 (0,9%) - -

Polinizacdo natural 119 3 (2,52%) 1(0,84%) - -




quando comparados com ovarios de pistilos de flores emasculadas (1,70+0,02) (F46=5,34,

p=0,0082).

Discussao

Os resultados mostraram que a presenca de elevadas taxas de sementes
poliembridnicas em Handroanthus serratifolius é decorrente da expressdo da apomixia
esporofitica como reportado para outras espécies de Handroanthus (Costa et al. 2004;
Bittencourt & Moraes 2010) e Anemopaegma (Sampaio et al. 2013b). Embora a populagéo de
Luziania tenha apresentado problemas para a formacdo de frutos no ano de 2012, os
individuos avaliados em Uberlandia indicam que plantas polipldides e apomiticas
esporofiticas de H. serratifolius sdo auto-férteis, o0 que parece ser um padrao para populacdes
apomiticas de espécies de Bignoniaceae (Bittencourt & Moraes 2010; Sampaio et al. 2013a).
O fato de plantas monoembrénicas e hexapldides dessa espécie terem se mostrado auto-
estéreis indica que a poliploidia ndo seria o fator determinante para levar a autofertilidade
(Alves et al.2013), mas que o desenvolvimento de embrides adventicios deve ser responsavel
pela manutencdo dos pistilos autopolinizados nas plantas (Oliveira et al. 1992; Bittencourt &

Moraes 2010; Sampaio et al. 2013a, b).

Megasporogénese, megagametogénese e origem dos embrides supranumerarios

A megaesporogénese e a megagametogénese em individuos poliembridnicos de H.
serratifolius foi semelhante ao encontrado para as espécies sexuadas da familia, com meiose
regular, uma tétrade linear e um megagametofito reduzido do tipo Polygonum (Govindu 1950;
Bittencourt & Mariah 2002b). Essa regularidade confirma a auséncia de apomixia

gametofitica em H. serratifolius, a qual envolveria a supressédo da meiose e a producdo de um
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megagametdfito ndo reduzido (Koltunow 1993; Koltunow & Grossniklaus 2003; Whitton et
al. 2008).

O megéasporo calazal se diferencia em megagametofito e este se alonga durante os
estadios uni-, bi- e tetranucelado, devido a expansdo do vacuolo central, como o observado
em outras espécies de angiospermas (Huang & Russell 1992; Bittencourt & Mariah 2002b). A
presenca de um Ovulo que com apenas dois megasporos em degeneracdo e dois intactos
poderia levar a ocorréncia de dois megagametdfitos reduzidos em um mesmo ovulo, embora
em baixas proporcdes (1.6%, 2 Ovulos) como observado em estudo de plantas
monoembridnicas de H. serratifolius (Capitulo 2).

A ocorréncia de mais de um megagametdfito reduzido no Ovulo seria uma das
explicacbes para a presenca de sementes poliembribnicas com apenas embrifes sexuados
(Koltunow 1993; Carmo-Oliveira 1998; Koltunow & Grossniklaus 2003; Whitton et al.
2008). Entretanto, isso parece ser um caso isolado como observado para Anemopaegma
acutifolium, (Sampaio et al. 2013b) e ndo justificaria a elevada taxa de poliembrionia nas
espécies.

As células precursoras de embrido adventicio tiveram origem em células da hipdstase
e de células da regido do tegumento micropilar, como encontrado para H. chrysotrichus, H.
ochraceus e A. acutifolium (Costa et al. 2004; Bittencourt & Moraes 2010; Sampaio et al.
2013b), caracterizando a presenca de apomixia esporofitica também em H. serratifolius. As
analises indicam que a formacdo das PEA ndo depende da fertilizacdo e do inicio da formacéo
do endosperma, pois sdo formadas em &vulos de pistilos ndo polinizados. Entretanto, os
resultados obtidos nos tratamentos de polinizagdo experimental mostraram que pistilos de
flores emasculadas sequer iniciam o seu desenvolvimento, evidenciando a ocorréncia de

pseudogamia, a necessidade da fecundacéo e do desenvolvimento de endosperma para evitar o
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aborto dos pistilos autopolinizados como observado em outras Bignoniaceae (Richards 2003;
Whitton et al. 2008; Bittencourt & Moraes 2010; Sampaio et al. 2013b).

Em H. serratifolius as PEA apresentaram-se pouco desenvolvidas tanto em flores que
foram polinizadas, quanto em flores emasculadas. O desenvolvimento destas PEA foi
diferente do observado para H. ochraceus e H. chrysotrichus, onde PEA oriundas da hipdstase
ja se encontram atingindo o aparelho oosférico em flores de primeiro dia de antese (Costa et
al. 2004; Bittencourt & Moraes 2010). Além disso, H. serratifolius apresentou um menor
numero de 6vulos com PEA apds a polinizacdo ou inicio da antese quando comparado ao
observado para H. chrysotrichus, onde cerca de 80% dos 6vulos/sementes apresentavam PEA
168 horas apos a polinizacdo (Bittencourt & Moraes 2010).

Em H. chrysotrichus foi observado que embora haja o desenvolvimento de PEA em
ovulos de flores ndo polinizadas, estas células eram encontradas em maior numero em 6vulos
fecundados com producéo de endosperma (Bittencourt & Moraes 2010). E possivel que em H.
serratifolius a presenca de um endosperma mais desenvolvido seja mais importante para o
desenvolvimento das PEA que o observado em H. chrysotrichus, de forma que estas células
s6 consigam se desenvolver plenamente apds o endosperma ter atingido um determinado
estadio de desenvolvimento. O mesmo pode ser verdade para A. acutifolium, onde as PEA s6
comecam a ser observadas 120 horas apds a polinizacdo ou inicio da antese, 0 que nao teria
relagdo com o maior tempo de maturacdo de seus frutos (cerca de 1 ano) como sugerido
anteriormente (Sampaio et al. 2013b), mas sim com o estadio de desenvolvimento do
endosperma.

O desenvolvimento do embrido sexuado foi iniciado muito antes do desenvolvimento
dos embrides adventicios, 0 que ndo deixa duvidas quanto ao embrido mais robusto no
interior da semente corresponder ao embrido sexuado, Ihe conferindo maiores chances de

sucesso na germinacdo e no estabelecimento enquanto plantula (Mendes-Rodrigues et al.
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2012). O mesmo foi encontrado em Anemopaegma acutifolium (Sampaio et al. 2013b)
comprovando o que foi relatado que estes embrifes podem coexistir no interior das sementes
e que 0 embrido sexuado teria vantagens em situacdes de competicdo (Mendes-Rodrigues et
al. 2012). Ja em H. chrysotrichus e H. ochraceus as PEA podem se desenvolver antes do
embrido sexuado, assim o embrido adventicio pode ser maior que 0 sexuado ou as sementes
podem apresentar apenas embrides adventicios (Costa et al. 2004; Bittencourt & Moraes

2010, Mendes-Rodrigues et al. 2012).

Autofertilidade em espécies poliploides e apomiticas esporofiticas

Na populacao de H. serratifolius de Luziania (GO), com 15 dias ap0s as polinizagdes,
havia apenas pistilos de polinizacBes naturais, autopolinizacdes e polinizacBes cruzadas,
sendo que desses, menos de 1% de polinizacdo cruzada e natural chegaram a maturidade. Nao
se sabe ao certo o motivo pelo qual tantos pistilos foram abortados na populacdo de Luziania
em 2012. As polinizagdes experimentais nesta populacdo foram realizadas num segundo
boom de floracdo, quando varios frutos ja estavam se desenvolvendo na planta. Dessa forma,
0 aborto dos pistilos polinizados deve estar relacionado a uma escassez de nutrientes para a
formacéo de novos frutos.

Embora tenha ocorrido o aborto dos pistilos autopolinizados no ano de 2012, 6,4% dos
pistilos autopolinizados no ano de 2013 em Uberlandia (MG) formaram frutos que atingiram
a maturidade, indicando autofertilidade em espécimes polipl6ides e apomiticos esporofiticos
de H. serratifolius, como observado para H. chrysotrichus e H. ochraceus (Bittencourt &
Semir 2005; Bittencourt & Moraes 2010). Embora a poliploidia seja considerada capaz de
quebrar sistemas de autoincompatibilidade gametofiticos (Richards 1986; de Nettancourt
1997), uma populacdo poliploide e monoembridnica (supostamente ndo apomitica) de H.

serratifolius ndo foi capaz de formar frutos maduros de autopolinizagbes com sementes
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viaveis (Alves et al. 2013), levando a crer que a poliploidia ndo seja a principal responsavel
pela autofertilidade nesta espécie.

Acredita-se que o desenvolvimento de embrifes adventicios seria capaz de impedir o
aborto de pistilos autopolinizados, o que so seria viavel devido a presenca do sistema de
autoincompatibilidade de acdo tardia (LSI), o qual permite o desenvolvimento inicial do
endosperma que supre nutricionalmente os embrides (Oliveira et al. 1992; Bittencourt &
Semir 2005; Bittencourt & Moraes 2010; Sampaio et al. 2013b). Dessa forma, a
autofertilidade nas espécies apomiticas esporofiticas e polipldides de Bignoniaceae estaria
sendo causada pelo desenvolvimento dos embrides adventicios em espécies com LSI e nao
pela poliploidia.

O incremento no numero de estudos de embriologia que comprovam que as elevadas
taxas de poliembrionia (17 a 91%) em espécies de Bignoniaceae sdo resultado da apomixia
esporofitica consolida um padrdo para a familia. A causa da expressdo da apomixia
esporofitica parece estar relacionada a alopoliploidiza¢des, como normalmente descrito para
espécies apomiticas gametofiticas (Carman 2007; Hoérandl 2010).

A ocorréncia de autofertilidade em espécies polipléides e apomiticas pseudogamicas
parece um caminho evolutivamente mais vantajoso, pois se fossem auto-estéreis nao
poderiam usufruir das vantagens da apomixia no caso de precariedade de polinizadores,
populacbes pequenas ou geneticamente empobrecidas (Horandl 2010). Acarretando também
em complicacdes para a reproducdo e estabelecimentos dos alopolipl6ides fundadores de
novas populacBes ou que estivessem em meio aos seus parentais dipldides (Horandl 2010). A
alopoliploidia seria o gatilho para a expressdo da apomixia esporofitica e o desenvolvimento
dos embrides adventicios seria o fator chave para evitar a queda dos pistilos autopolinizados

em especies de Bignoniaceae com LSI como H. serratifolius.
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Capitulo 2
AUTOINCOMPATIBILIDADE DE ACAO TARDIA E MONOEMBRIONIA EM
HANDROANTHUS SERRATIFOLIUS (VAHL) S. GROSE (BIGNONIACEAE), UMA

ESPECIE POLIPLOIDE



Resumo (Autoincompatibilidade de acédo tardia e monoembrionia em Handroanthus
serratifolius (Vahl) S. Grose (Bignoniaceae), uma espécie polipldide) O sistema de
autoincompatibilidade de acdo tardia (LSI) parece predominar nas espécies de Bignoniaceae,
embora sua distincdo da acdo da depressdo endogamica seja complicada. O objetivo do
trabalho foi obter indicios da atuacdo de um LSI ou da depressdao endogamica nos pistilos
autopolinizados de uma populacdo hexaploide, auto-estéril e monoembridnica de H.
serratifolius. Para isso, foram realizadas analises histologicas dos eventos posteriores a
polinizacdo de pistilos autopolinizados e pistilos submetidos a polinizacao cruzada. Apesar de
tubos polinicos penetrarem e fecundarem a maioria dos évulos em pistilos autopolinizados,
em 48, 72 e 96h apds a polinizacdo, a fecundacdo e o desenvolvimento do endosperma sao
mais lentos nestes 6vulos que em dévulos de pistilos de polinizacdo cruzada. Foi observado a
presenca de células precursoras de embrido adventicio indicando que os individuos estudados
apresentam um potencial para a expressao de apomixia esporofitica. O fato do
desenvolvimento do endosperma ter sido mais lento em alguns intervalos ap0s a
autopolinizacdo, associado ao fato de que ndo ha ma formacéo do zigoto e endosperma e que
a abscisdo dos pistilos autopolinizados ocorre de maneira uniforme apos a polinizagdo, indica
gue o aborto destes pistilos seja decorrente da acdo do LSI.

Palavras-chave: autoesterilidade, hexapl6oide, monoembrionia
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Introducéo

Bignoniaceae é uma das familias mais diversas de plantas lenhosas, apresentando
cerca de 82 géneros e 827 espécies (Olmstead et al. 2009). Das 65 espécies estudadas quanto
ao sistema reprodutivo, em 77% foi constatada autoesterilidade, acarretada por um sistema de
autoincompatibilidade de acdo tardia — LSI (Gibbs & Bianchi 1993; Bittencourt et al. 2003;
2011; Bittencourt & Semir 2005; Gandolphi & Bittencourt 2010). Nas espécies de
Bignoniaceae com LSI investigadas, o pistilo autopolinizado € abortado com zigoto e
endosperma em estadio inicial de desenvolvimento (Richards 1986; de Nettancourt 1997;
Allen & Hiscock 2008).

O controle genético do LSI ainda ndo é conhecido e pesquisas tentando entender essa
questdo vém sendo realizadas (Lipow & Wyatt 1999). Este fato permite que muitas vezes o
LSI seja confundido com a acdo da depressdao endogamica, a qual se expressa através de
alelos recessivos deletérios que, quando em homozigose, podem levar ao aborto de pistilos
autopolinizados em diferentes estadios de desenvolvimento (Gibbs & Bianchi 1999;
Bittencourt et al. 2011).

Embora conceitualmente a discriminacdo entre LSI e depressdo endogamica seja
simples, experimentalmente pode ser dificil. Assim, alguns critérios vém sendo utilizados
para determinar se o aborto do pistilo autopolinizado é decorrente do LSI ou da acdo da
depressdo endogamica. Em plantas com LSI observa-se que os pistilos sofrem um aborto
uniforme pouco tempo ap6s a autopolinizacdo e que ndo ha malformacgdes do zigoto e/ou do
endosperma, além da ndo producdo ou baixa producdo de sementes pela maioria dos
individuos da populagdo (Seavy & Bawa 1986). Uma menor velocidade do crescimento de
tubos polinicos em pistilos autopolinizados quando comparado a pistilos de polinizagdo
cruzada e, consequentemente, um atraso na penetracao dos évulos, bem como um atraso no

desenvolvimento inicial do endosperma, também foram caracteristicas que apontam para a
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ocorréncia de LSI em Bignoniaceae (Gibbs & Bianchi 1993, Bittencourt et al. 2003;
Bittencourt & Semir 2005; Gandolphi & Bittencourt 2010). J& na depressdo endogamica,
existe uma variagdo no tempo em que ocorre 0 aborto, podendo ocorrer em diferentes estadios
da vida da planta. Além disso, o zigoto e/ou o endosperma podem apresentar malformacdes
quando ocorrem autofecundacfes e uma variabilidade na producdo de sementes resultantes de
autopolinizacdes entre individuos seria observada (Seavy & Bawa 1986).

A poliploidia é associada a quebra do sistema de autoincompatibilidade gametofitico —
GSI (Richards 1986; de Nettancourt 1997). Como todas as espécies poliploides e apomiticas
da familia que tiveram o sistema reprodutivo investigado se mostraram auto-férteis
(Bittencourt & Moraes 2010; Sampaio et al. 2013a, b), seria possivel que a poliploidia
também fosse capaz de quebrar o LSI. Entretanto, a investigacdo de uma populacéo
hexapldide e supostamente ndo apomitica (ndo poliembridnica) de Handroanthus serratifolius
evidenciou a ocorréncia de autoesterilidade (Alves et al. 2013), indicando que a poliploidia
ndo foi capaz de gerar autofertilidade em H. serratifolius.

A probabilidade da depressdo endogamica agir sobre espécies polipldides € menor do
gue em espécies diploides, especialmente quando se trata de alopolipldides (Husband et al.
2008), mas essa possibilidade ndo deve ser excluida. No caso da atuacdo da depressdo
endogamica sobre os individuos hexaploides de H. serratifolius (Alves et al. 2013), poderia se
considerar a possibilidade da poliploidia também ser capaz de quebrar os LSI e dos pistilos
ndo formarem frutos gracas a atuacdo da depressdo endogamica.

Dessa forma, o objetivo do presente trabalho foi investigar os eventos pds-polinizagédo
em individuos auto-estéreis e monoembridnicos de H. serratifolius, a fim de obter indicios da
atuacdo de um LSI ou da depressdo endogamica nos pistilos autopolinizados, permitindo

definir os efeitos da poliploidia sobre o sistema reprodutivo da espécie.
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Material e Métodos

Espécie estudada e areas de estudo- Handroanthus serratifolius, conhecida como ipé
amarelo, é uma arvore de grande porte que apresenta uma grande variabilidade morfoldgica,
mas em geral é representada por plantas com folhas compostas de margem serrilhada, corola
tubular amarelo-limao, fruto do tipo capsula linear glabra com diversos nectarios extraflorais
e estrias longitudinais (Gentry 1992). A espécie apresenta floracdo macica que ocorre por
cerca de um més e meio e os frutos levam de 30 dias para maturacdo. Handroanthus
serratifolius é reportada como hexapldide, apresentando 2n=120 cromossomos. Possui
populacdes poliembribnicas, apomiticas esporofiticas e auto-férteis (Mendes-Rodrigues et al.
2012; Capitulo 1) e populacGes monoembridnicas e auto-estéreis (Alves et al. 2013).

As plantas estudadas sdo auto-estéreis e monoembridnicas, ou seja, supostamente ndo
apomiticas (Alves et al. 2013). As polinizacdes experimentais foram realizadas em quatro
arvores cultivadas localizadas no municipio de Uberlandia, MG (18°58°25.11”S,
48°17°26.10”"W; 18°53°15.03S, 48°15°37.35”W; ¢ 18°55°01.09”S, 48°14°58.13”W), nos
anos de 2010 e 2013 e em duas arvores cultivadas localizadas no municipio de Uberaba, MG
(19°39°51.27’S, 47°58°05.40”W) no ano de 2010. Os espécimes foram depositados no
Herbarium Uberlandense da Universidade Federal de Uberlandia (Uberaba HUFU 60075;

Uberlandia HUFU 5286, 52590, 52591).

Analises histolégicas dos eventos pés-polinizacao- Foram realizadas autopolinizacfes
manuais (o polen foi retirado da antera e colocado no estigma da mesma flor) e polinizagdes
manuais cruzadas (o0 polen foi retirado de anteras de flores de um individuo e colocado no
estigma de flores de individuos diferentes). Quatro pistilos provenientes de autopolinizacdes e

quatro provenientes de polinizagdes cruzadas foram coletados 24, 48, 72, 96 e 120 horas apds
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as polinizacOes, exceto para o intervalo de 72 horas apés as autopolinizacGes, quando foram
coletados 3 pistilos.

Os pistilos foram fixados em solucdo de gluteraldeido 1% e formaldeido 4% (Mc
Dowell & Trump 1976) em tampéo de fosfato de sédio 0,1M, pH 7,2. Os ovarios tiveram suas
paredes retiradas com auxilio de pingas e bisturi sob microscopio estereoscopico Olympus
SZX12, de forma a expor os 6vulos presos ao septo. Os ovulos foram desidratados em serie
etilica e passaram por uma série de etanol:cloroférmio (3:1, 1:1, 3:1) para a retirada de ceras
epicuticulares. A inclusdo foi realizada em hidroxietilmetacrilato (Gerrits & Smid 1983).
Cortes seriados de 3 um de espessura foram obtidos em micrétomo de rotacdo (RM2135,
Leica) equipado com navalha de vidro de 8 mm. O material foi corado com Azul de Toluidina
O 0,05% em tampdo benzoato de sodio, pH 4,4 (Feder & O’Brien 1968) e as laminas
montadas com Permount®. As laminas foram analisadas em microscépio optico Olympus

BX40 e fotografadas com auxilio de camera digital Olympus DP70.

Analises estatisticas- O teste do qui-quadrado foi utilizado para comparar 0 numero de
ovulos penetrados, fecundados e de dvulos com endosperma em diferentes estadios do
desenvolvimento entre pistilos autopolinizados e submetidos a polinizacdo cruzada,

utilizando-se o programa BioEstat (Ayres 2007).

Resultados

Handroanthus serratifolius apresenta saco embrionario do tipo Polygunum, com duas
sinérgides, oosfera, uma célula média com dois nucleos polares e trés antipodas (Figuras 1A,
B). Ap0s penetrar o dvulo, o tubo polinico descarrega seu contetdo citoplasmatico em uma
das sinérgides, que passa a apresentar citoplasma de coloracéo densa (Figuras 1B, C, D). Nao

foi possivel observar a movimentacdo dos gametas masculinos e sua fusdo ao nucleo
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Figura 1. Fotomicrografias de 6vulos e sementes jovens de Handroanthus serratifolius em secgdo longitudinal. A. Saco embrionario
apresentando sinérgides ndo penetradas e ndcleos polares nao fusionados em évulo de pistilo coletado 24h ap6s a polinizagdo cruzada. B.
Saco embriondrio apresentando sinérgide penetrada pelo tubo polinico em 6vulo de pistilo coletado 24h apés a autopolinizagdo. Os
nlcleos polares ainda ndo se fusionaram. C. Alca citoplasmatica da sinérgide penetrada, zigoto e célula primaria do endosperma em
cariocinese, com placa metafésica evidente 48h apds a polinizagdo cruzada. D. Sinérgide penetrada, zigoto e endosperma com duas
células em pistilo coletado 48h apds a polinizagdo cruzada. E. Sinérgide penetrada, zigoto e endosperma com quatro células em pistilo
coletado 72h ap6s a polinizacdo cruzada. F. Zigoto e endosperma com 10 células 96h ap6s a polinizagdo cruzada. G. Tubo proembridnico
e endosperma com 16 células 120h apés a autopolinizagdo. Células da camara calazal diferenciadas em haustério calazal do endosperma.
H. Duas sinérgides penetradas e zigoto em pistilo coletado 48h apés a polinizagdo cruzada. AC: alga citoplasmaética; AT: antipodas; ED:
endosperma; H: hip6stase; HC: haustério calazal; O: oosfera; NP: nucleos polares; S: sinérgide; SP: sinérgide penetrada; TP: tubo
proembridnico; Z: zigoto. Barras= 20um.
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da oosfera e da célula média, assim, foram considerados fecundados dvulos com sinérgide
penetrada e/ou aqueles que apresentaram uma alca citoplasmatica entre a célula média e o
polo calazal da oosfera (Figura 1C).

Ap0s a fusdo tripla, o endosperma passa por uma cariocinese seguida por citocinese.
Essa primeira divisao é transversal originando uma célula na camara micropilar e uma na
camara calazal (Figura 1C, D). A segunda divisdo do endosperma, na maioria das vezes, é
longitudinal, podendo ocorrer simultaneamente nas células da camara calazal e micropilar,
originando um endosperma com quatro células (Figura 1E), mas também pode ocorrer de
forma assincronica, originando um endosperma de trés células (figura ndo apresentada).

A terceira divisdo do endosperma € transversal e ocorre nas células da camara
micropilar, originado um endosperma com seis células. As células do endosperma podem
apresentar-se binucleadas e até mesmo trinucleadas (Figuras 1D, E, F). Do estadio de seis
células até os ultimos estadios da endospermogénese analisados, com 24 células (120 horas
apos a polinizacdo), a divisdo nas células do endosperma foi transversal, exceto as duas
células calazais que ndo se dividem mais, e 0 mesmo permaneceu bisseriado em todos 0s
intervalos analisados (Figuras 1F, G). Depois do quarto dia apds a polinizacdo (96h)
observou-se a diferenciacdo das duas células da regido calazal do endosperma, que passa
apresentar citoplasma denso, adquirindo caracteristicas de haustério calazal (Figuras 1F, G).
Foram observadas as duas sinérgides penetradas pelo tubo polinico em menos de 1% (2 de
2.307 dos 6vulos analisados) (Figura 1H).

Em 24 horas apds a polinizacdo os pistilos provenientes de autopolinizacao
apresentaram mais Ovulos penetrados ou em estadios posteriores do que pistilos de
polinizagdo cruzada (x*=3,96, p=0,0465). No entanto, 48 horas apés a polinizacéo, pistilos de
polinizacdo cruzada apresentaram mais Ovulos fecundados e em estadios posteriores do que

pistilos de autopolinizacdo (x*=22,616, p<0,0001), bem como mais évulos com endosperma
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de duas ou mais células que 6vulos de pistilos autopolinizados (x?=10,06, p=0,0011) (Tabela
1). Nos demais intervalos apés a polinizacdo (72 a 120 horas), de 30 a 60% dos 6vulos ndo
foram penetrados (Tabela 1).

No intervalo de 72 horas apds a polinizacdo, ndo houve diferenca no numero de
células do endosperma entre pistilos autopolinizados e submetidos a polinizacdo cruzada.
Porém, um ovulo proveniente de polinizacdo cruzada apresentou 10 células no endosperma,
enquanto em ovulos de pistilos autopolinizados foram encontradas no maximo oito células do
endosperma (Tabela 1).

Em 96 horas ap6s a polinizacdo, observou-se que pistilos de polinizacdo cruzada
apresentam mais dévulos com oito ou mais células do endosperma do que pistilos
autopolinizados (x?=5,46, p=0,0194) (Tabela 1). Fica claro que neste intervalo pistilos de
autopolinizacdo ainda apresentam a maioria dos 6vulos nos estadios de 3-4 ou 5-6 células do
endosperma, enquanto os de polinizacdo cruzada apresentam a maioria dos Ovulos nos
estadios de 7-8 células do endosperma (Figuras 2A, B). Em 120 horas ap06s a polinizacgéo,
pistilos autopolinizados apresentam mais 6vulos com endospermas de 12 ou mais células que
6vulos de pistilos de polinizacdo cruzada (x*=15,13, p<0,0001) (Tabela 1), no entanto, em
todos os pistilos de autopolinizacdo foram observados 6vulos em degeneracdo, o que néo foi
observado em pistilos de polinizacéo cruzada.

Células volumosas foram encontradas na regido da hipéstase (10 células em 10 dvulos
de 2.307 analisados). Estas células se alongaram para o interior do saco embrionario (Figuras
3A-C) tanto em évulos fecundados (Figura 3D) quanto em Ovulos de pistilos que foram
polinizados, porém ndo foram penetrados e fecundados (Figuras 3A, B, C). Estas células
foram consideradas células precursoras de embrido adventicio (PEA) por se assemelharem

muito as encontradas em plantas apomiticas esporofiticas e poliembridnica
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Tabela 1. Numero e porcentagem média de Ovulos ndo penetrados, penetrados, fecundados e em diferentes estddios de desenvolvimento do
endosperma em pistilos coletados 24, 48, 72, 96 e 120 horas apds as polinizaces experimentais em plantas auto-estéreis de Handroanthus
serratifolius (Vahl) S. Grose. Foram considerados dvulos penetrados aqueles penetrados pelo tubo polinico, mas que ndo tiveram uma das sinérgides
penetrada. Foram considerados dvulos fecundados aqueles com uma das sinérgides penetrada pelo tubo polinico, sem que houvesse o
desenvolvimento do endosperma. Auto=autopoliniza¢do; Cruz=poliniza¢do cruzada; E=6vulos com endosperma; Fec=6vulos fecundados; N
Pen=4vulos ndo penetrados; Pen=dvulos penetrados. Os nimeros apos a letra E nos diferentes estadios indicam o nimero de células do endosperma.
Os nimeros entre parénteses ao lado de cada tratamento de polinizagdo indicam o nimero de pistilos analisados.

Estadio 24 horas (%) 48 horas (%) 72 horas (%) 96 horas (%) 120 horas (%)

Auto (4) Cruz (4) Auto (4) Cruz (4) Auto (3) Cruz (4) Auto (4) Cruz (4) Auto (4) Cruz (4)

N Pen 258(91.5%) 246(95.7%) 173(69.2%) 110(47.8%) 103(42.4%) 140(59.3%) 141(59.0%) 54(31.0%) 51(39.5%) 148(55.4%)

Pen 2(0.7%)  2(0.8%) 1 (0.4%) 0 0 2(0.8%) 2 (0.8%) 0 0 0
Fec 20 (7.1%) 7(2.7%) 16(6.4%) 77(335%) 11(45%) 5(2.1%) 12(5.0%) 4(2.3%) 6(4.7%) 9 (3.4%)
E2 2(0.7%) 2(0.8%) 30 (12%) 35(15.2%) 20(8.2%) 10(4.2%) 11 (4.6%) 0 3(23%) 7(2.6%)
E3 0 0 13(5.2%)  2(0.9%) 10 (4.1%) 7(3.0%) 10(4.2%) 6(3.4%) 1(0.8%) 12 (4.5%)
E4 0 0 17 (6.8%) 6(2.6%) 33 (13.6%) 22(9.3%) 19(7.9%) 16(9.2%) 3(2.3%) 10 (3.7%)
= 0 0 0 0 19 (7.8%) 11 (4.7%) 3(1.3%) 7(4.1%) 1(0.8%) 11 (4.1%)
E6 0 0 0 0 27 (11.1%) 21(8.9%) 16 (6.7%) 26(14.9%) 5(3.8%) 17 (6.4%)
E7 0 0 0 0 14 (5.8%) 9(3.8%) 1(0.4%) 9(5.2%) 2(1.6%) 2 (0.7%)
ES 0 0 0 0 6(25%) 8(3.4%) 17 (7.1%) 33(19.0%) 7 (5.4%) 7 (2.6%)
E9 0 0 0 0 0 0 2(0.8%) 6(3.4%) 4(3.1%) 5 (1.9%)
E10 0 0 0 0 0 1(0.4%) 4 (L7%) 13(7.5%) 7(5.4%) 15 (5.6%)
E11 0 0 0 0 0 0 1 (0.4%) 0 5(3.8%) 2 (0.8%)
E12 0 0 0 0 0 0 0 0 11 (85%) 11 (4.1%)
E13 0 0 0 0 0 0 0 0 2(1.6%) 1(0.4%)
E14 0 0 0 0 0 0 0 0 5(3.9%) 8 (3.0%)
E15 0 0 0 0 0 0 0 0 1(0.8%) 1 (0.4%)
E16 0 0 0 0 0 0 0 0 3 (2.3%) 0
E17 0 0 0 0 0 0 0 0 2 (1.6%) 0
E18 0 0 0 0 0 0 0 0 5(3.8%) 1(0.4%)
E20 0 0 0 0 0 0 0 0 2 (1.6%) 0
E21 0 0 0 0 0 0 0 0 2 (1.6%) 0
E24 0 0 0 0 0 0 0 0 1 (0.8%) 0
N° Ovulos 282 257 250 230 243 236 239 174 129 267
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Figura 2. Porcentagem media de 6vulos com endosperma em diferentes estadios
de desenvolvimento provenientes de pistilos coletados nos intervalos de 24 a
120h ap6s a polinizacdo em Handroanthus serratifolius.  A. pistilos
autopolinizados. B. Pistilos de polinizacdo cruzada. Os numeros seguidos pela
letra ¢ indicam o nimero de células do endosperma.
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Figura 3. Fotomicrografias de dvulos e sementes jovens de Handroanthus serratifolius em
seccdo longitudinal. A-C. Ovulos ndo penetrados ou fecundados. A. Célula precursora de
embrido adventicio (PEA) com origem na hipdstase alongando-se para o interior do saco
embrionario em 6vulo de pistilo coletado 72h ap6s a autopolinizagdo. B. PEA alongando-se
para o interior do saco embrionario em pistilo coletado 72h apés a polinizagdo cruzada. C.
PEA alongando-se para o interior do saco embrionario de um pistilo coletado 120h apés a
autopolinizagdo, com 6vulos em processo degenerativo. D. PEA alongando-se para o interior
do saco embrionario de um 6vulo com endosperma de trés células coletado 48h ap6s a
autopolinizagdo. E. F. Cortes sequenciais de um dvulo de pistilo coletado 72h apds a
polinizacdo cruzada. Nota-se a presenca de um megagametofito maduro, de um
megagametofito provavelmente em estadio tetranucleado, e de um terceiro o qual ndo se
pode definir o estadio de desenvolvimento. ED: endosperma; H: hipdstase; O: oosfera; NP:
nlcleos polares; S: sinérgide. * indicam células precursoras de embrido adventicio. Setas
indicam o megagametofito em estadio tetranucleado. Barras= 20um.
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As PEA foram encontradas em ovulos de pistilos coletados 48 (n=1 évulo), 96 (n=3
ovulos) 120 (n=1 6vulo) horas apds a autopolinizagéo e 24 (n=2 6vulos), 48 (n=2 dvulos), 72
(n=1 o6vulo) horas apds a polinizacdo cruzada. Também foi observado um 6vulo apresentando
trés megagametofitos, sendo um maduro, um provavelmente em estadio tetranucleado e outro

em que ndo foi possivel identificar o estadio de desenvolvimento (Figuras 3E, F).

Discussao

O fato de os dvulos provenientes de autofecundacBes ndo apresentarem malformacdes
do endosperma ou do zigoto, além de terem a fecundacdo e um desenvolvimento do
endosperma mais lento em 48, 72 e 96 horas ap6s a polinizacdo, indicam que o aborto dos
pistilos autopolinizados em Handroanthus serratifolius ndo esteja relacionado a ocorréncia de
depressdo endogamica, mas sim a acdo de um sistema de autoincompatibilidade de acdo tardia
— LSI, como nas demais Bignoniaceae investigadas até o momento quanto a este carater
(Gibbs & Bianchi 1993; 1999; Bittencourt et al. 2003; 2011; Gandolphi & Bittencourt 2010).
O aborto dos pistilos autopolinizados verificado entre 6 e 13 dias apds a polinizacdo (Alves et
al. 2013) também é um fator que corrobora a presenca de um LSI. A presenca de PEA,
mesmo que tenham aparecido apenas ocasionalmente, indica um potencial para expressdo da
apomixia esporofitica, como verificado para populacdes poliembriénicas desta e de outras
espécies de Bignoniaceae (Costa et al. 2004; Bittencourt & Moraes 2010; Sampaio et al.
2013b, Capitulo 1). Entretanto, neste trabalho a presenga de PEA ndo resulta em sementes
poliembridnicas, sendo as plantas estudadas j& descritas como exclusivamente
monoembriodnicas (Alves et al 2013).

A fecundacdo e o desenvolvimento do endosperma em H. serratifolius foram similares
ao observado em outras espécies de Bignoniaceae (Govindu 1950; Bittencourt et al. 2003;

Bittencourt & Semir 2005; Sampaio et al. 2007; Bittencourt & Moraes 2010; Gandolphi &
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Bittencourt 2010). O endosperma € celular, apresentando haustério calazal nos estadios
iniciais de desenvolvimento, e se enquadrando no tipo Catalpa (Mauritzon 1935).

Em 24 horas apds a polinizacdo, pistilos autopolinizados apresentaram mais Ovulos
penetrados do que pistilos de polinizacdo cruzada, situacdo que foi invertida 48 horas apds a
polinizacdo, o que demonstra ndo haver acdo do LSI durante o crescimento dos tubos
polinicos. Em Tabebuia roseo-alba foi verificada uma situacdo similar na qual 24 horas ap6s
polinizacdo, o numero de Ovulos penetrados e fecundados foi maior em pistilos
autopolinizados, no entanto, nos demais intervalos analisados, os pistilos submetidos a
polinizacdo cruzada sempre apresentaram maior numero de dvulos fecundados quando
comprados a pistilos autopolinizados (Gandolphi & Bittencourt 2010).

Este resultado foi diferente do encontrado para Dolichandra cynanchoides (Gibbs &
Bianchi 1999), Tabebuia nodosa (Gibbs & Bianchi 1999), Spathodea campanulata
(Bittencourt et al. 2003), Zeyheria montana (Bittencourt & Semir 2004), Handroanthus
umbellatus, H. impetiginosus, H. vellosoi (Bittencourt & Semir 2005), Jacaranda racemosa
(Bittencourt & Semir 2006) e Cybistax antisyphilitica (Bittencourt et al. 2011), espécies auto-
estéreis que apresentaram maior incidéncia de penetracdo e fecundacdo em pistilos de
polinizacdo cruzada quando comparados a pistilos autopolinizados. E provavel que o LSI
comece agir mais precocemente nestas espécies, interferindo no crescimento de tubos
polinicos provenientes de autopolinizagoes.

As andlises histolégicas mostraram que de 30 a 60% dos 6vulos ndo foram penetrados
por tubos polinicos até o intervalo de 120 horas, o que poderia explicar o menor nimero de
sementes em relacdo ao numero de ovulos encontrado por Alves et al. (2013). Handroanthus
serratifolius apresentou 204.27 + 18.33 dvulos por ovario e 147.3 £ 59.6 sementes em frutos
desenvolvidos naturalmente nos mesmos individuos aqui avaliados (Alves et al. 2013), ou

seja, cerca de 70% dos dvulos sdo convertidos em sementes.
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Embora os 6vulos de pistilos autopolinizados tenham apresentado um maior nimero de
células do endosperma do que os de pistilos de polinizacdo cruzada 120 horas apds a
polinizacdo, todos os pistilos de autopolinizacdo analisados neste intervalo possuiam 6Gvulos
com células de aspecto degenerativo. Tal aspecto degenerativo indica o processo de aborto
dos pistilos autopolinizados que seria acarretado por determinada quantidade de 6vulos
autofecundados enviarem um tipo de sinal hormonal a planta mée, provocando a rejei¢édo do
pistilo (Gibbs & Bianchi 1993).

Células precursoras de embrido adventicio (PEA) foram observadas em &vulos
fecundados e ndo fecundados provenientes de pistilos de autopolinizacdo e polinizacédo
cruzada. A presenca destas PEA, mesmo que ocasionalmente, indica que mesmo apresentando
sementes monoembridnicas os individuos estudados parecem apresentar um potencial para a
expressao da apomixia esporofitica.

Acredita-se que a autofertilidade observada nas espécies apomiticas esporofiticas de
Bignoniaceae e Malvaceae-Bombacoideae seja ocasionada pela presenca de embrides
adventicios, a qual evitaria a queda dos pistilos autopolinizados (Oliveira et al. 1992;
Bittencourt & Semir 2005; Bittencourt & Moraes 2010; Sampaio et al. 2013b). Dessa forma,
a Unica explicacdo para que os individuos estudados ndo apresentem autofertilidade, seria fato
de poucas PEA se diferenciarem e delas ndo se desenvolverem em embrides em tempo habil
para a manutencdo dos pistilos autopolinizados. O fato de dois frutos (1,8% das flores
autopolinizadas) terem sido formados em tratamentos de autopoliniza¢do no ano de 2010, os
quais apresentaram tamanho reduzido e sementes pequenas, degeneradas e sem embrido
desenvolvido (Alves et al. 2013) podem ter sido mantidos nas plantas devido a ocorréncia de
PEA que ndo foram capazes de se desenvolver em embrides. N&o tendo relacdo com a agédo da

depressdo endogamica como hipotetizado anteriormente (Alves et al. 2013).
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Nossos resultados apontam que a poliploidia tem uma relacéo direta com a expressédo da
apomixia esporofitica. Entretanto, nem sempre a presenca desse tipo de apomixia levaria a
autofertilidade como sugerido em outros trabalhos com espécies de Bignoniaceae (Bittencourt
& Moraes 2010; Sampaio et al. 2013a), ja que a manutencdo dos pistilos autopolinizados
parece ser dependente do desenvolvimento de embrides adventicios a partir das PEA. Assim,
H. serratifolius parece manter o LS| predominante dentre as Bignoniaceae, como observado
para Anemopaegma acutifolium (Sampaio et al. 2013b), que tambeém apresentou o
desenvolvimento inicial do endosperma de pistilos autopolinizados mais lento que o

observado em pistilos de polinizagéo cruzada.
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CONSIDERACOES FINAIS

Handroanthus serratifolius apresentou uma variacdo interpopulacional quanto ao
sistema reprodutivo: uma populacdo hexaploide, monoembribnica e auto-estéril (Alves et al.
2013) e uma populacdo hexapléide, poliembribnica e auto-fertil (Capitulo 1).

A populacdo hexaploide e poliembribnica de H. serratifolius apresenta
megaesporogénese e megagametogénese regular, originando um saco embrionario reduzido
como nas demais espécies estudadas até o momento (Govindu 1950; Bittencourt & Mariah
2002a e b). As células precursoras de embrido adventicio tiveram origem na hipostase e em
células do tegumento da regido micropilar, caracterizando a presenca de apomixia esporofitica
em H. serratifolius. Além disso, os tratamentos de polinizacdo experimental indicaram que a
populacdo poliembribnica analisada é auto-fértil.

A populacdo monoembridnica de H. serratifolius apresenta-se auto-estéril, diferente
de todas as espécies polipléides de Bignoniaceae investigadas até 0 momento. As analises
histologicas dos eventos posteriores a polinizacdo apresentam evidéncias da acdo de um
sistema de autoincompatibilidade de acdo tardia, ja que o zigoto e endosperma ndo
apresentaram malformacdo em Ovulos de pistilos autofecundados. Além disso, 6vulos
provenientes de autopolinizagfes apresentaram o inicio do desenvolvimento do endosperma
mais lento quando comparados aos de fecundagdo cruzada na maioria dos casos. O que €
reforcado pelo registro do aborto uniforme dos pistilos autopolinizados (Alves et al. 2013).
Embora a populacdo estudada seja monoembridnica, a presenca de células precursoras de
embrido adventicio foi observada, indicando um potencial para a expressdo da apomixia
esporofitica na populacao.

A poliploidia parece estar intimamente relacionada a expressdo da apomixia em

Bignoniaceae (Costa et al. 2004; Bittencourt & Moraes 2010; Sampaio et al. 2013b),
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entretanto, ndo parece ser a principal causa para a autofertilidade nestas espécies apomiticas,
mas sim o desenvolvimento de embriGes adventicios (Oliveira et al. 1992; Bittencourt &
Semir 2005; Bittencourt & Moraes 2010; Sampaio et al. 2013b). A andlise histoldgica de
frutos em desenvolvimento de populacbes hexaploides e monoembridnicas de H. serratifolius
poderia confirmar que as PEA nédo se desenvolvem ou ainda uma possivel degeneracéo dos
embrides adventicios.

Estes resultados séo relevantes, pois ajudam a entender quais os efeitos a poliploidia e
a apomixia esporofitica podem causar no sistema reprodutivo de uma espécie auto-estéril com
LSI. Além disso, as diferencas encontradas quanto ao sistema reprodutivo nas populacdes de
H. serratifolius, sdo Uteis para a compreensdo da causa da autofertilidade em algumas

espécies de Bignoniaceae.
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