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Resumo: Araujo, N. A. V. Poliembrionia em Inga laurina (Sw.) Willd (Fabaceae —
Mimosoideae). Dissertacdo de Mestrado em Biologia VVegetal. Universidade Federal de
Uberlandia — MG. 108p. A sistematica das Leguminosas € um tema bastante discutido, e
alguns autores admitem trés subfamilias que s&o distintas principalmente pela morfologia
floral. Porém dados polinicos e embrioldgicos também auxiliam no posicionamento
sistematico de grupos vegetais, especialmente os ndo monofiléticos como a tribo Ingeae.
Dentre as espécies da tribo Ingeae, as do género Inga sdo caracterizadas por apresentar
flores pequenas com numerosos estames que atraem os polinizadores. Apesar de essas
caracteristicas florais influenciarem o fluxo de pdlen na polinizacdo, muitas espécies
apresentam sistemas de autoincompatibilidade para evitar ou reduzir a autofertilidade e
posterior formacdo de frutos com sementes viaveis, dentre essas algumas do género Inga.
Inga laurina é uma arvore comum na regido do Cerrado, possui frutos do tipo legume com
sementes poliembriénicas. Em muitas espécies do Cerrado, a poliembrionia estd associada a
eventos de poliploidia e também a apomixia, que é a reproducdo assexuada via semente,
influenciando a biologia da espécie. Além de varios embrides, essas sementes podem
apresentar compostos fenolicos que auxiliam na protecdo contra patégenos. Os objetivos
deste trabalho foram descrever a ontogénese da antera e dos 6vulos de I. laurina, verificar o
sistema reprodutivo da espécie, descrever a origem e o desenvolvimento dos seus embrides,
e quantificar a presenca de compostos fendlicos nas sementes. O estudo foi realizado na
area urbana de Uberlandia, MG, Brasil. Botdes florais, flores e frutos em diferentes estagios
de desenvolvimento foram coletados e fixados para analise anatémica e, sendo os ultimos,
também utilizados para andlise quimica. Em 1. laurina, a formacdo da parede do
microsporangio (endotécio, camada média e tapete) enquadra-se dentro do desenvolvimento
do tipo Dicotileddneo. Quatro células-mée de microsporo sdo formadas dando origem a
poliades de 16 grdos de polen cada. Os dvulos sdo anatropos, bitegumentados, e o
desenvolvimento do gametdéfito feminino é do tipo Polygonum. Apesar do desenvolvimento
embriolégico aparentemente normal, os dados mostram que I. laurina € uma espécie
apomitica e pseudogdmica. Os embrides adventicios originam-se de células nucelares e se
desenvolvem rapidamente podendo suprimir o embrido zigético devido a competicdo por
nutrientes. Os dados moleculares confirmam essa caracteristica, mas evidenciam que
embrides de origem sexuada podem eventualmente estar presentes na semente madura. A
presenca e a quantidade de compostos fendlicos na sarcotesta e nos embrides favorecem a
protecdo destes contra fungos e patdgenos do ambiente, sua germinacgdo e o estabelecimento
das plantulas. O acimulo de compostos fendlicos parece estar mais associado ao tamanho
dos embrides do que com sua origem. Os resultados apresentados suportam o
posicionamento mais derivado do género Inga dentro da tribo Ingeae, especialmente em
relacdo as caracteristicas polinicas, podendo assim contribuir o estudo da taxondémica da
tribo. A ocorréncia da apomixia e da poliembrionia podem ser consideradas estratégias para
melhorar o sucesso reprodutivo, estabelecimento e ocupacdo do ambiente. Além disso, a
presenca dos compostos fendlicos nas sementes promovem a protecdo destas favorecendo o
processo de germinacéo e dispersao.

Palavras chave: Apomixia, Inga, ontogénese, poliembrionia, compostos fendlicos.
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Abstract: Araudjo, N. A. V. Polyembryony in Inga laurina (Sw.) Willd. (Fabaceae:
Mimosoideae. Master's dissertation. Universidade Federal de Uberlandia — Minas
Gerais, Brazil. 108p. The systematics of Leguminosae is a very discussed topic. Some
authors admit three subfamilies that can be distinguished mainly by floral morphology,
however, the pollen and embryological data may be important to define the systematic
position of a plant group, especially non-clearly monophyletic ones as the Ingeae tribe.
Amongst Ingeae, the genus Inga species are characterized by having small flowers with
numerous stamens that attract pollinators. Although these floral characteristics influence
pollen flow in pollination, many species have self-incompatibility systems to prevent or
reduce the self-fertilization and subsequent formation of fruits with viable seeds, among
these, some of Inga genus. Inga laurina is a common tree in the Cerrado, which bears
legume fruits with polyembryonic seeds. In many species of the Cerrado, polyembryony is
associated with polyploidy events and also to apomixis, the asexual reproduction by seed,
which influencing the biology of the species. In addition to several embryos, these seeds
can produce phenolic compounds that protect them from pathogens. The objectives of this
study were to describe the anther and ovule ontogeny of I. laurina, check the breeding
system of this species, describe the embryos origin and development, and quantify the
presence of phenolic compounds in the seeds. The study was carried out at an urban area in
Uberlandia, Minas Gerais, Brazil. Floral buds, flowers and fruits at initial development
stages were collected and fixed for anatomical analysis, and the later also used for chemical
analysis. In I. laurina the microsporangium wall formation (endothecium, middle layer and
tapetum) falls within the development of Dicotyledonous type. Four pollen mother cells
were formed that remained together to form a polyad with 16 grains. The ovules are
anatropus, bitegmic and the gametophyte develops into a Polygonum type embryo sac.
Despite the apparently normal early embryology, the data show that I. laurina is a
pseudogamic and apomictic species. The adventitious embryos are nucellar and seem to
develop more quickly and can suppress the zygotic embryo due to competition for nutrients.
Molecular analyses seem to confirm this characteristic, although also indicated that sexual
embryos may also develop in the mature seed. The presence and amount of phenolic
compounds in embryos and sarcotesta can promote protection against fungi and
environmental pathogens, the germination and the seedling establishment. Phenolic
compounds seem to be associated with the size of the embryo and not with its origin. The
results support a derived position of the Inga genus in Ingeae tribe, especially in relation to
pollen characteristics, and this may contribute to the tribe taxonomic studies. The
occurrence of apomixis and adventitious embryony can be considered a strategy to improve
the reproductive success, establishment and occupation of the environment. Furthermore,
the presence of phenolic compounds in seeds promotes their protection and favors the
germination process and dispersion.

Key words: Apomixis, Inga, ontogeny, phenolic compounds and polyembryony.



Introducéo geral

A familia Leguminosae (Fabaceae) compreende aproximadamente 19.325
espécies e 727 géneros (Lewis et al. 2005; Souza & Lorenzi 2012) de distribuicdo
geografica mundial (Lorenzi 1998), sendo sua monofilia reconhecida por dados
morfoldgicos e moleculares (Chappil 1995; Kajita et al. 2001; APG 2003; Lewis et al.
2005).

A organizagdo taxonémica das Leguminosas é um tema bastante discutido e
alguns autores como Lewis (1987), Judd et al. (1999), Smith et al. (2004) e Simpson
(2006), admitem trés subfamilias: Caesalpinioideae, Papilionoideae (Faboideae) e
Mimosoideae, que podem ser distintas principalmente pela morfologia floral. Aléem dos
caracteres morfologicos, a embriologia das espécies, abrangendo a investigacdo dos
eventos relevantes a reproducédo sexual (Pereira-Junior 2011) também pode diferir entre
0S grupos vegetais e é tida como um bom critério taxondémico (Barros et al 2013;
Martins-da-Silva et al. 2014).

Mimosoideae é a segunda maior subfamilia de Leguminosae, com 3.270
espécies e 70 géneros distribuidos nas tribos Mimoseae, Mimozygantheae, Acacieae e
Ingeae (Lewis et al. 2005). Suas espécies sdo encontradas nas regides tropicas e
subtropicais (Lorenzi 1998). O grupo € caracterizado por apresentar nectarios
extraflorais, flores com numerosos estames (Lewis et al. 2005).

Ingeae se distingue das demais tribos do grupo por apresentar especies com
caracteres morfologicos similares e exclusivos, como numero e fusdo de estames
(Judd et al. 2009; Souza & Lorenzi 2012; Martins-da-Silva et al. 2014). Tais espécies
apresentam também gréos de polen reunidos em poliades (Davis 1966; Johri 1984; Seijo

& Neffa 2004; Teppner 2007; Martins-da-Silva et al. 2014).



Porém, tais caracteristicas ndo sustentam a monofilia da tribo (Souza 2007), e
alguns estudos ndo reconheceram metade das espécies até entdo posicionadas nessa
tribo (Pennington 1997; Luckow et al. 2000; Luckow et al. 2003).

Inga Miller é um dos géneros com maior numero de espécies da tribo Ingeae,
aproximadamente 300, de distribuicdo neotropical (Pennington 1997; Lorenzi 1998) e
corresponde a aproximadamente 1,7% das leguminosas (Pennington 1997; Lorenzi
1998). Ele se destaca por apresentar flores reunidas em inflorescéncia do tipo espiga
(Koptur 1983; Pennington 1997; Cruz-Neto et al. 2007; Judd 2009) e por ter sementes
recobertas por uma polpa branca, adocicada e comestivel (Corner 1976; Barroso et al.
1984; Poncy 1984) denominada sarcotesta (Oliveira & Beltrati 1993). Essa polpa que
envolve as sementes confere a Inga um padrdo estrutural ndo encontrado em qualquer
outro género de Mimosoideae (Poncy 1985).

A espécie Inga laurina (Sw.) Willd, objeto desse estudo, ocorre desde a América
Central até a América do Sul. No Brasil, estd presente nos biomas cerrado, floresta
amazobnica, formacdes florestais do dominio da mata atlantica e restinga, em
fitofisionomias campestres e mata ciliar (Filardil et al. 2007). Esta é uma espécie
arbdrea, com pequenas flores esbranquicadas e frutos com sementes poliembridnicas
(Mendes-Rodrigues et al. 2005), como pode ser verificado na Figura 1.

A grande diversidade morfologica observada nas neguminosas origina uma série
de problemas taxonémicos que tornam ramos, folhas e flores, objetos da Sistematica
tradicional, insuficientes para soluciona-los (Oliveira 1999). Estudos dos 6rgados
reprodutivos das espécies dessa familia vém sendo utilizados com grande eficiéncia
para esse fim (Oliveira 1999), permitindo o esclarecimento de processos filogenéticos,

evolutivos, ontogenéticos e ecoldgicos (Benthan 1876; Pennington 1997).



Teppner (2007) e Martins-da-Silva et al. (2014) ressaltaram a importancia dos
caracteres polinicos para os estudos taxondmicos. Analisando espécies do grupo das
Mimosoideae, estes autores observaram a presenca de grdos de pdlen reunidos em
poliades e a classificaram como principal unidade de dispersdo dessas espécies, sendo
comum a heterogeneidade no tamanho dos grdos de pdlen e nos padrdes de
ornamentacdo (Barth & Yoneshigue 1965; Guinet 1981; Buril et al. 2010). Essa
diversidade polinica é de grande valor taxonémico para a distincdo das tribos e dos
géneros da subfamilia Mimosoideae (Teppner 2007; Buril et al. 2010; Martins-da-Silva
et al. 2014).

Caracteristicas morfoldgicas das poliades foram descritas para algumas espécies
do género Inga (Mimosoideae — Ingeae), como Inga striata (Cruz-Neto et al. 2007),
Inga feuillei (Teppner 2007) e Inga vera subsp. Affinis (Buril et al. 2010). A formagéo
das poliades e a quantidade de grdos de polen presente variam de uma espécie para
outra (Teppner 2007, Buril et al. 2010).

Além dos estudos palinoldgicos, as investigacdes morfolégicas e embriologicas
podem auxiliar no esclarecimento do posicionamento sistematico de um grupo vegetal
(Shivaramiah 1998). Lima (1985) estudou os frutos e sementes dos géneros da tribo
Mimoseae (Mimosoideae) e enfatizou a estrutura do embrido como carater de grande
valor taxonémico para solucionar possiveis problemas de posicionamento das espécies
dentro do grupo.

Além disso, o conhecimento do ciclo reprodutivo das espécies também pode
contribuir para a classificacdo e a definicdo das relacbes filogenéticas de géneros e
familias (Palser 1975; Bhojwani & Bhatnagar 1981). Os trabalhos de biologia

reprodutiva vém auxiliando na caracterizacdo da reproducdo sexual dos vegetais (Gibbs



& Bianchi 1993), relacionando tradicionalmente aspectos funcionais das interacGes
polen/estigma e sistemas de incompatibilidade (Gibbs 1990; 2014).

Os sistemas de autoincompatibilidade (SI) sdo sistemas genéticos que tém como
objetivo evitar o processo de autofecundacdo (Seavy & Bawa 1986; Gibbs 2014).
Normalmente sdo controlados por um unico locus génico, com diferentes alelos, os
quais sdo responsaveis pelo reconhecimento do pdlen ou do tubo polinico da mesma
planta ou de plantas com alelos similares, impedindo sua germinagdo e crescimento
(Richards 1986; Nettancourt 1997; Gibbs 2014).

No sistema de autoincompatibilidade de acdo tardia (LSI), o grdo de pdlen
germina e o tubo polinico cresce ao longo do estilete, atingindo o ovario, podendo
penetrar os Ovulos e realizar a dupla fecundagdo (Richards 1986; Allen & Hiscock
2008; Gibbs 2014), porém, o aborto do pistilo autopolinizado ocorre pouco tempo apos
a autopolinizacdo (Seavy & Bawa 1986; Richards 1986). Neste sistema, 0
reconhecimento e a rejeicdo do material genético do polen parecem ser controlados
geneticamente no 6vulo (Gibbs & Bianchi 1999; Gibbs 2014).

Em algumas espécies de Inga foi verificada a autoincompatibilidade (Koptur
1984, Cruz-Neto 2007, Barros et al. 2013). A partir de estudos de polinizacGes
controladas e do crescimento de tubos polinicos em espécies do género em regibes
neotropicais, 0s autores constataram que embora os tubos polinicos provenientes de
autopolinizacbes penetrem na micropila dos évulos, esses sdo abortados posteriormente
(Koptur 1984, Cruz-Neto et al. 2007, Barros et al. 2013).

Embora a ocorréncia de processo sexual de reproducdo via semente seja
predominante entre os vegetais, a reproducdo assexuada via semente, conhecida como
apomixia, vem sendo cada vez mais documentada entre as espécies (Costa et al. 2004;

Bittencourt Jr. & Semir 2005; Mendes- Rodrigues et al. 2005; Mendes-Rodrigues 2010;



Sampaio 2010). Em algumas espécies apomiticas, também foi verificada a presenca de
mais de um embrido por semente, fendmeno chamado de poliembrionia (Costa et al.
2004; Bittencourt Jr. & Semir 2005; Mendes- Rodrigues et al. 2005).

A poliembrionia é definida pela formagdo de dois ou mais embrides numa
mesma semente (Maheshwari 1950; Bhojwani & Bhatnagar 1986; Carman 1997),
fendmeno comum nas Angiospermas (Johri et al. 1992; Uma Shaanker & Ganeshaiah
1996). Multiplos embrides podem ser formados sexuada ou assexuadamente (Johri et
al. 1992). Nos processos de reproducdo sexuada, além do embrido zigético, embrides
podem se originar a partir de outras células do gametéfito, como antipodas e sinérgides,
ou por clivagem do zigoto ou suspensor (Koltunow 1993; Batygina & Vinogradova
2007). Assexuadamente, os embriGes podem ser formados a partir de células do nucelo
ou dos tegumentos, sem haver fecundacéo, caracterizando o processo de apomixia por
embrionia adventicia (Lakshmanan & Ambegaokar 1984; Koltunow 1993; Batygina &
Vinogradova 2007; Mendes-Rodrigues 2010).

Nos sistemas de reproducdo apomiticos, os embrides podem ser formados a
partir de células ndo reduzidas do saco embrionario (gametofito), caracterizando a
apomixia gametofitica, enquanto na esporofitica, os embrides sdo formados a partir de
células somaticas da planta-mée (esporofito adulto) ou do embrido e suspensor
(esporofito jovem) (Koltunow 1993; Mendes-Rodrigues 2010). Espécies com apomixia
esporofitica, como Eriotheca pubescens (Oliveira et al. 1992) e Bombacopsis glabra
(Baker 1960; Duncan 1970), necessitam da fertilizacdo e formacdo de endosperma para
o desenvolvimento dos embrifes adventicios, caracterizando a apomixia pseudogamica
(Mintzing 1928; Goldenberg & Sheperd 1998).

A formacdo de embrides apomiticos € considerada uma vantagem para 0

estabelecimento e colonizacdo de algumas espécies em ambientes indspitos como o



Cerrado (Goldenberg & Shepherd 1998; Goldenberg & Werpachowski 2004). Allem
(2004) sugeriu que a associacao entre os fendbmenos da poliembrionia e da apomixia é
uma forma de persisténcia para plantas submetidas a pressdes de perturbacfes naturais
ou antropicas (Klink & Machado 2005). Além disso, a poliembrionia pode ser
considerada também como uma tentativa de compensar a reducdo da progénie
ocasionada pela competigdo por recursos e espaco dentro do mesmo fruto (Bawa et al.
1989; Uma Shannker & Ganeshaiah 1996; 1997). No entanto, pode levar a formacao de
embrides de tamanho reduzido com problemas de estabelecimento, como observado em
Eriotheca pubescens (Mendes-Rodrigues et al. 2005; Mendes-Rodrigues 2010).

No Cerrado, a poliembrionia € descrita para algumas familias importantes como
Vochysiaceae (Carmo-Oliveira 1998; Custodio 2008), Asteraceae (Goldenberg &
Weroachowski 2004) e em Leguminosae, que inclui espécies lenhosas como dos
géneros Hymenaea, Copaifera e Acacia (Salomédo & Allem 2001). Salomédo & Allem
(2001) verificaram a presenca de poliembrionia em 14 espécies de leguminosas
lenhosas do Cerrado e da Caatinga e sugeriram que a apomixia adventicia pode ser
comum em espécies desse bioma, o que foi corroborado por Mendes-Rodrigues et al.
(2005) para Eriotheca pubescens (Malvaceae) e por Costa et al. (2004) para Tabebuia
ochracea (Bignociaceae).

Porém, em espécies das familias Vochysiaceae, algumas Leguminoseae e
Bombacaceae, a presenca de poliembrionia ndo estd relacionada com a ocorréncia
obrigatéria dos mecanismos de apomixia (Carmo-Oliveiral998; 2000a; 2000b; Martins
& Oliveira 2003; Custdodio 2008; Mendes-Rodrigues 2010), indicando que ndo hd uma
relacdo obrigatdria entre tais fenémenos.

Dentre as Leguminosae, além das citadas anteriormente, a presenca de

poliembrionia foi verificada nos géneros Mora, Cynometra, Peltogyne, Macrolobium,



Crudia, Swartzia, Dalbergia, Pentaclethra, Pithecellobium, Zygia e Inga (Moreira &
Moreira 1996). No género Inga as espécies Inga fagifolia (Oliveira & Beltrati 1993),
Inga uruguensis, Inga vera e Inga laurina (Mendes-Rodrigues et al. 2005) também
apresentaram tal fendmeno.

Apesar de conhecida a presenca da poliembrionia dentre as espécies de Cerrado
e formacdo de Mata, os dados até entdo conhecidos, ndo descrevem 0s processos de
desenvolvimento dos varios embrides e, raramente, relatam a frequéncia de formacéo de
sementes poliembriénicas em grupos como as Leguminosae. Esse conhecimento podera
esclarecer o papel dos embrifes supranumerarios no sucesso reprodutivo dessas plantas
e contribuir com os estudos sobre a reproducéo de plantas do Cerrado.

Alem da formag&o de varios embries nas sementes de Inga laurina, verificou-
se também a presenca de compostos fenolicos nestas (Aradjo 2012), assim como
observado em Inga fagifolia (Oliveira & Beltrati 1993, 1994).

Estes compostos constituem um dos mais disseminados e diversificados grupos
de metabdlitos secundarios das plantas, com mais de 8000 compostos ja detectados
(Brand-Williams et al. 1995). Sua presenca no vegetal é superada apenas pelos
carboidratos (Pridham 1965). Eles podem ser pigmentos, que dao a aparéncia colorida
ao 0rgdo, ou produtos do metabolismo secundario, normalmente derivado de reagdes de
defesa das plantas contra agress6es do ambiente (Brand-Williams et al. 1995).

Os compostos fenodlicos podem ainda atuar no sistema enzimatico (Henderson &
Nitsch 1962), influenciando crescimento do vegetal e também 0s processos biologicos
das sementes (Lodhi 1982). Sua presenca também € registrada em processos de
interacdes como revelado por Soares et al. (2000), em que altas concentracdes destes

compostos nas folhas de Rollinia laurifolia Schdtl. (Annonaceae) pode favorecer a



formacdo de galhas por Coccoidea (Brachyscelidae), que dependem de tais compostos
para completarem seu ciclo de vida.

Diante deste conhecimento descrito para a familia e para o género consideramos
que dados sobre a embriologia, descrevendo o desenvolvimento das anteras e do évulo
bem como a formacdo dos gametdfitos masculinos e femininos, sobre o sistema
reprodutivo, o desenvolvimento dos multiplos embriGes e a presenca dos compostos
fendlicos serdo de grande importancia para o conhecimento e as caracteristicas

reprodutivas na espécie Inga laurina.

Objetivos da Dissertacéo

- Descrever a ontogenia da antera de Inga laurina, a formacao das suas poliades
e caracterizar o desenvolvimento do évulo dessa espécie. Tais informacbes poderdo
contribuir, junto aos dados existentes, para estudos taxonémicos da tribo Ingeae e da
subfamilia Mimosoideae.

- Verificar o sistema reprodutivo Inga laurina contribuindo assim, para 0s
conhecimentos da reproducao da especie, da familia Leguminosae e de plantas arboreas
do bioma Cerrado.

- Descrever a origem e 0s processos de desenvolvimento dos varios embrides
presentes nas sementes de Inga laurina, por meio de analises histologicas e
moleculares.

- Verificar e quantificar a presenca de compostos fendlicos nos embrifes dessas
sementes.

Tais estudos contribuirdo com informacGes para o estudo da familia
Leguminosae e somardo aqueles ja encontrados, ampliando o conhecimento da

poliembrionia em plantas no Bioma Cerrado.



Estrutura da Dissertacdo

A dissertacdo foi dividida em trés capitulos, com os seguintes enfoques:

e Capitulo I: Ontogénese da antera e dos Ovulos de Inga laurina (Sw.) Willd
(Fabaceae - Mimosoideae) — Para auxiliar no esclarecimento das relagdes taxondmicas
da tribo Ingeae, estudou-se o desenvolvimento dos 6rgdos reprodutivos de Inga
laurina, iniciando pela ontogenia da antera, a formacdo das suas poliades e o

desenvolvimento do dvulo dessa espécie.

e Capitulo II: Sistema reprodutivo em Inga laurina (Sw.) Willd. (Fabaceae -
Mimosoideae) — Para verificar a ocorréncia da apomixia, o trabalho analisou o sistema
reprodutivo Inga laurina. Tais dados poderdo contribuir para os conhecimentos da

reproducdo da espécie, familia e de plantas arbdreas do bioma Cerrado.

e Capitulo Ill: Poliembrionia e Apomixia em Inga laurina (Sw.) Willd (Fabaceae -
Mimosoideae) - A partir de uma avaliacdo da ocorréncia da poliembrionia em Inga
laurina, este trabalho descreveu a origem e 0s processos de desenvolvimento dos varios
embrides presentes nas sementes dessa espécie, por meio de andlises histologicas e
moleculares, verificou e quantificou a presenca de compostos fendlicos nos embrides

dessas sementes.
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Figura 1: Inga laurina Sw. (Willd). A- Habito. B. Botdes em pré antese. C- Inflorescéncia
em espiga. D- Fruto aberto com a presenca de quatro sementes envolvidas pela sarcotesta.
E- Sementes poliembribnicas isoladas, removida a sarcotesta (ponta de seta: embrifes).
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RESUMO: (Ontogenia da antera e dos dévulos de Inga laurina (Sw.) Willd.). A
sistematica das Leguminosas € um tema bastante discutido, e alguns autores admitem
trés subfamilias que sdo distintas principalmente pela morfologia floral. Porém dados
polinicos e embrioldgicos também auxiliam no posicionamento sistematico de grupos
vegetais, especialmente os ndo monofiléticos como a tribo Ingeae. Dentre as espécies da
tribo Ingeae, as do género Inga séo caracterizadas por apresentar flores pequenas com
numerosos estames e graos de pélen reunidos em poliades, classificada como a sua
principal unidade de disperséo. Juntamente com dados moleculares, os caracteres
palinoldgicos e embrioldgicos podem ser usados para reconstruir a historia evolutiva
das Angiospermas, em especial do grupo das Mimosoideae, além de auxiliar no
conhecimento sobre o sistema reprodutivo e a formacdo de sementes. Assim, 0S
objetivos desse trabalho sdo descrever a ontogenia da antera de Inga laurina até a
formacdo das poliades e caracterizar o desenvolvimento do dGvulo, em especial do
gametofito feminino dessa espécie. O estudo foi realizado na area urbana de Uberlandia,
MG, Brasil. Para o estudo da microsporogénese e da microgametogénese foram
coletados bot6es florais e flores em diferentes fases de desenvolvimento e fixados para
analise histoldgica. Flores em antese foram abertas e suas anteras isoladas para
determinagdo do nimero de grdos de pdlen e de poliades por antera. Em 1. laurina, a
formacdo da parede do microsporangio (endotécio, camada média e tapete) enquadra-se
dentro do desenvolvimento do tipo Dicotiledéneo. Quatro células-mée de micrésporo
sdo formadas dando origem a poliades de 16 grdos de polen cada. Os Ovulos de 1.
laurina sdo anatropos, crassinucelados, bitegumentados, e o desenvolvimento do
gametofito feminino é do tipo Polygonum. As analises da ontogenia dos gametéfitos
masculino e feminino revelam que ndo ha anomalias durante o desenvolvimento
embrioldgico inicial. Os resultados apresentados suportam o posicionamento mais
derivado do género Inga dentro da tribo Ingeae, especialmente em relagdo as caracteristicas

polinicas, podendo assim contribuir o estudo da taxondmica da tribo.

Palavras chave: Inga, Leguminosae e poliades.
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ABSTRACT: (Ovule and anther ontogeny of Inga laurina (Sw) Willd.). The
systematics of Leguminosae is a very discussed topic. Some authors admit three
subfamilies that can be distinguished mainly by floral morphology, however, the pollen
and embryological data may be important to define the systematic position of a plant
group, especially non-clearly monophyletic ones as the Ingeae tribe. Amongst Ingeae,
the genus Inga species are characterized by having small flowers with numerous
stamens and pollen gathered in polyads, ranked the main unit dispersion. Along with
molecular data, palynological and embryological characters can be used to reconstruct
the evolutionary history of angiosperms, especially the group of Mimosoideae, and
assist in the understanding of the system reproductive and seeds formation. The
objectives of this study are to describe the anther ontogeny of Inga laurina, until the
formation of polyads, and characterize the development of the ovule, especially the
female gametophyte of this species. The study was carried out at an urban area in
Uberlandia, Minas Gerais, Brazil. To study the Microsporogenesis and
Microgametogenesis, flower buds and flowers in different stages of development were
collected and fixed for histological analysis. Flowers in anthesis were opened and their
anthers was isolated to determine the number of pollen grains per anther and polyads. In
I. laurina the microsporangium wall formation (endothecium, middle layer and
tapetum) falls within the development of Dicotyledonous type. Four pollen mother cells
were formed that remained together to form a polyad with 16 grains. The ovules are
anatropus, crassinucelate, bitegmic and the gametophyte develops into a Polygonum
type embryo sac. The analysis of the ontogeny of male and female gametophytes reveal
no abnormalities during early embryogenesis. The results support a derived position of
the Inga genus in Ingeae tribe, especially in relation to pollen characteristics, and this

may contribute to the tribe taxonomic studies.

Key words: Inga, Leguminosae and polyads.
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Introducéo

A familia Leguminosae (Fabaceae) compreende aproximadamente 727 géneros e
19.325 espécies de distribuicdo geografica mundial (Lewis et al. 2005; Souza & Lorenzi
2012), sendo sua monofilia confirmada por dados morfolégicos e moleculares (Chappil
1995; Kajita et al. 2001; APG 2003; Lewis et al. 2005).

A organizagdo taxon6mica das Leguminosas € um tema bastante discutido e
alguns autores como Lewis (1987), Judd et al. (1999), Smith et al. (2004) e Simpson
(2006), admitem trés subfamilias: Caesalpinioideae, Papilionoideae (Faboideae) e
Mimosoideae, que podem ser distintas principalmente pela morfologia floral. Além dos
caracteres morfologicos, a embriologia das espécies, abrangendo a investigacdo dos
eventos relevantes a reproducéao sexual (Pereira-Junior 2011), também pode diferir entre
0S grupos vegetais e é tida como um bom critério taxonémico (Barros et al. 2013;
Martins-da-Silva et al. 2014).

Teppner (2007) e Martins-da-Silva et al. (2014) ressaltaram a importancia dos
caracteres polinicos para os estudos taxondmicos. Analisando espécies do grupo das
Mimosoideae, estes autores observaram a presenca de grdos de pdlen reunidos em
poliades e a classificaram como principal unidade de dispersdo dessas espécies, sendo
comum a heterogeneidade no tamanho dos grdos de pdlen e nos padrées de
ornamentacao (Guinet 1981). Essa diversidade polinica é de grande valor taxonémico
para a distin¢do das tribos e dos géneros da subfamilia Mimosoideae (Teppner 2007;
Buril et al. 2010; Martins-da-Silva et al. 2014).

Ingeae (Mimosoideae) se distingue das demais tribos do grupo por apresentar
espécies com caracteres morfologicos similares e exclusivos, como nimero e fusdo de
estames (Judd et al. 2009; Souza & Lorenzi 2012; Martins-da-Silva et al. 2014).

Porém, tais caracteristicas ndo sustentam a monofilia da tribo (Souza 2007). Novos
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estudos ndo reconheceram metade das espécies até entdo posicionadas nessa tribo
(Pennington 1997; Luckow et al. 2000; Luckow et al. 2003), ressaltando a importancia
de estudos embrioldgicos e reprodutivos que possam colaborar com a identificacdo e

com o esclarecimento das relacdes dentro da tribo Ingeae e do grupo das Mimosoideae.

Caracteristicas morfolégicas das poliades foram descritas para algumas espécies
do género Inga (Mimosoideae — Ingeae), como Inga striata (Cruz-Neto et al. 2007),
Inga feuillei (Teppner 2007) e Inga vera subsp. Affinis (Buril et al. 2010). A formagéo
das poliades e a quantidade de grdos de pdlen presente variam de uma espécie para
outra (Teppner 2007, Buril et al. 2010), e essa heterogeneidade observada auxilia na

organizacgdo taxondmica das especies de Mimosoideae (Buril et al 2010).

Além das analises palinolégicas, estudos embriologicos podem contribuir para o
entendimento do sistema de reproducdo predominante nas especies (Shivaramiah 1998).
Andlises dos frutos e sementes dos géneros da tribo Mimoseae (Mimosoideae)
enfatizaram a estrutura do embrido como carater de grande valor para solucionar
possiveis problemas taxonémicos dentro do grupo (Lima 1985). Além disso, anomalias
no processo embrioldgico, gerando inviabilidade polinica ou poliembrionia tém sido
associadas a ocorréncia de apomixia, que é a reproducdo assexuada via semente
(Koltunow 1993; Goldenberg & Shepherd 1998; Mendes-Rodrigues et al. 2005). A
poliembrionia e possivel apomixia tém sido relatadas para espécies de Inga (Aradjo &
Carmo-Oliveira, dados ndo publicados) e os estudos embriolégicos podem permitir
entender a origem destes processos.

A espécie objeto deste estudo, Inga laurina (Sw.) Wild. ocorre desde a América
Central até a América do Sul. No Brasil esta presente nos biomas Cerrado, Floresta
Amazodnica, formacdes florestais do dominio da Mata Atlantica e Restinga, em

fitofisionomias Campestres e Mata Ciliar (Filardil et al. 2007). Esta é uma espécie
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arborea, com pequenas flores esbranquicadas reunidas em inflorescéncia, seu fruto do
tipo legume é indeiscente (Koptur 1983; Cruz-Neto et al. 2007) com sementes
poliembridnicas (Mendes-Rodrigues et al. 2005). A formacdo de mais de um embrido
por semente foi descrita e quantificada para a espécie e averiguar a embriologia basica
pode ajudar a entender a origem destes processos (Araujo & Carmo-Oliveira, dados ndo
publicados).

Juntamente com dados moleculares, caracteres palinoldgicos e embrioldgicos
podem ser usados para reconstruir a historia evolutiva das Angiospermas (Plachno &
Swiatek 2009), em especial do grupo das Mimosoideae (Buril et al. 2010), além de
auxiliar no conhecimento sobre o sistema reprodutivo e a formacao de sementes. Assim,
0s objetivos desse trabalho s@o descrever a ontogenia da antera de Inga laurina até a
formacdo das poliades e caracterizar o desenvolvimento do 6vulo, em especial do
gametdfito feminino dessa espécie. Tais dados poderdo contribuir para as analises com
relacdo ao posicionamento da tribo Ingeae nas Mimosoideae, bem como oferecer

informac0es relacionadas a biologia reprodutiva da espécie.

Material e Métodos

O estudo foi realizado nos anos de 2013 e 2014 e o material boténico foi
coletado de oito individuos situados na area urbana da cidade, sendo quatro destes no
Parque do Sabid em Uberlandia situado na coordenada 18°54°52”S e 48°14°02”W e
altitude de 890m (Vieira 2008). O fragmento de vegetacdo florestal do Parque
corresponde uma area com cerca de 30 hectares compostos por matas de galeria,
mesofila e cerraddo (Guilherme et al. 1998). Os outros quatro individuos estdo no Praia
Clube de Uberlandia, que possui aproximadamente 300 mil m2 de extensao, localizado

as margens do Rio Uberabinha (18°93°45” S - 48°29°15” W) e encontra-se numa
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altitude aproximada de 775,29 m (Secretaria de Estado de Meio Ambiente e
Desenvolvimento Sustentavel 2008). O fragmento de vegetacdo no clube corresponde a
uma é&rea de mata ciliar, com aproximadamente 78mil m?, composta por 95 espécies
vegetais sendo 15 nativas do bioma Cerrado (Secretaria de Estado de Meio Ambiente e
Desenvolvimento Sustentavel 2008), dentre estas Inga laurina. A mata ciliar apresenta
remanescentes alterados, empregada nas areas marginais ao leito do rio Uberabinha

(Secretaria de Estado de Meio Ambiente e Desenvolvimento Sustentavel 2008).

Para o estudo da microsporogénese e da microgametogénese foram coletados
botBes florais em fases iniciais de desenvolvimento (1,0 - 5,0 mm), em pré-antese (5,5
mm) e flores abertas (6,0 mm) e posteriormente foram fixados em FGAA (Lertsten &
Curtis 1988). As amostras foram submetidas a desidratacdo em serie etanolica (Kraus &
Arduin 1997), passaram por uma serie de etanol:cloroformio (3:1, 1:1, 1:3, 1:1) para a
retirada de cera epicuticular e incluidas em 2-hidroxietil-metacrilato (Leica Historesin
Embedding Kit) (Feder & O’Brien 1968). As séries de seccles transversais e
longitudinais foram montadas em laminas de vidro e submetidas a coloragdo com azul
de toluidina (O’Brien et al. 1964). Algumas destas laminas foram separadas para
realizacdo de testes histoquimicos com Lugol (Kraus & Arduin 1997), observadas em
luz polarizada para verificar a presenca de grdos de amido e em outras foram realizados
testes com sulfato ferroso 2 % (Jensen 1962) para verificar a presenca de compostos
fendlicos.

Foi mensurado o diametro da flor (da base do calice ao estigma) (Tabela 1),
estimado o nimero de poliades e de gréos de pdlen por antera e também o nimero de
6vulos por flor (Tabela 2) (Kearns & Inouye 1993). Para mensurar o diametro, para
contagem das poliades e dos grdos de pdlen foram isoladas anteras de 10 flores de

inflorescéncias distintas. As anteras foram colocadas em laminas de vidro e abertas com
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auxilio de pingcas em estereomicroscopio, posteriormente foram observadas em
microscopio para contagem das poliades e dos grdos de polen. O nimero de gréos de
polen por flor foi estimado através da multiplicacdo do nimero médio de grdos de pdélen
por antera pelo nimero médio de anteras por flor (Silva-Souza et al. 2004). A razdo
polen/dvulo (P/O) foi determinada através da divisdo do numero médio de grdos de
pélen por flor pelo nimero médio de 6vulos por flor (Cruden 1977).

Os resultados foram registrados por meio de imagens obtidas em microscépio
Axioplan Zeiss com luz polarizada utilizando-se camera fotografica modelo DP70 e o
programa DPController.

O material boténico foi depositado no Herbarium Uberlandense (HUFU), do

Instituto de Biologia, UFU — Uberlandia, sob o nimero de registro HUFU 60.327.

Resultados
Ontogénese da Antera

Inga laurina apresenta inflorescéncia em espiga com aproximadamente 70 flores
esbranquicadas com 1,35t 0,05 cm de comprimento (Figura 1.A). As flores séo
perfeitas com androceu formado por cerca de 35 estames com anteras bitecas com
deiscéncia longitudinal, localizada na porcéao terminal do filete.

O processo de diferenciacdo da antera e dos microsporangio se inicia juntamente
com a diferenciacdo dos botdes florais e, em bot6es de 1,0-2,0 mm observa-se o
contorno bilobado da antera e a presenca do conectivo bem desenvolvido (Figura 1.B)
que separa as duas tecas.

Nos botdes em fases iniciais de desenvolvimento (1,0 - 2,0 mm), a antera biteca
consiste da protoderme que reveste os grupos de células arquesporiais, do lado ventral, e

do lado dorsal o conectivo (Figura 1.B). Com o desenvolvimento deste primérdio de
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antera, em cada teca da antera se diferenciam quatro microporangios separados por
parénquima, caracterizando a antera como poliesporangiada.

Nos estdgios seguintes, ocorrem as divisdes periclinais nas células
subepidérmicas que ddo origem a camada parietal primaria e as células do tecido
esporogeno. A camada parietal priméria se divide e d& origem a duas camadas parietais
secundarias, uma externa e outra interna (Figura 1.C). A camada parietal secundaria
externa se divide, dando origem ao endotécio e a camada média, enquanto que a camada
interna se diferencia diretamente em tapete (Figura 1.D). Com as divisGes das células
espordgenas e nas de origem parietal, a antera aumenta de volume.

Em botdes com aproximadamente 3,0 mm, observa-se que as células
epidérmicas encontram-se achatadas acompanhando o eixo de expansdo da antera
(Figura 1.D), e ao longo da maturacdo dos gréos de polen estas células se apresentam
comprimidas. As células que revestem a regido do conectivo apresentam citoplasma
corado fortemente pelo Azul de toluidina e em preto quando tratadas com sulfato
ferroso, indicando a presencga de compostos fendlicos.

Nos botdes com 3,5 mm as células subepidérmicas ja sofreram divisdes
periclinais (Figura 1.E). No préximo estagio (botdes com 4,0 mm) foi possivel observar
0 endotecio. As celulas desta camada unicelular, durante o desenvolvimento da antera,
aumentam o seu volume tornando-se alongadas anticlinalmente, e em botbées com 5,0
mm ja apresentam o espessamento nas paredes anticlinais em forma de barras que
partem da parede periclinal interna para externa (Figura 1.F). Na regido entre as tecas,
as células do endotécio se apresentam levemente achatadas (Figura 1.F).

As células da camada média se diferenciam a partir das células do estrato
parietal secundario externo. Sdo células radialmente curtas que com o crescimento do

botdo elas sdo comprimidas e, a medida que a antera se expande, estas células vao sendo
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colapsadas, como observado em botées com 5,0 mm (Figura 1.F) e em pré-antese (5,5
mm).

As primeiras divisdes que dardo origem ao tapete podem ser observadas em
botdes com aproximadamente 3,0 mm (Figura 1.D). Sua diferenciacdo forma um
conjunto de células entre as células-méae de micrésporo (CMMi) e as células da camada
média. O tapete se desenvolve como um tecido glandular, com células radialmente
dispostas e uninucleadas (Figura 1.E).

Ontogénese da Poliade

O desenvolvimento do gametéfito masculino se inicia em botdes com cerca de
1,5 a 2,0 mm . Nesta fase observa-se que as células do tecido espordgeno primario
sofrem divisdo e posteriormente se diferenciam em CMMi (Figura 2.A). Estas se
distinguem das demais por ocupar a porcdo central do esporangio, pelo seu tamanho,
paredes delgadas, citoplasma denso e ndcleo proeminente. Uma UGnica célula
arquesporial se diferencia e divide mitéticamente formando primeiramente duas CMMi
(Figura 2.B), que posteriormente sofrem outra divisdo mitotica formando quatro CMMi
(Figura 2.C).

Cada CMMi se divide por meiose (Figura 2.D), resultando na formacdo de
quatro células, formando assim uma poliade com dezesseis micrésporos cada, que
permanecem unidos e envolvidos pela camada de calose, até o processo de dispersao
dos gréos (Figura 2.E).

Em botdes em pré-antese (5,5 mm) tem-se o gametofito masculino formado por
uma célula maior, a vegetativa, e outra menor, a geradora (Figura 2.F). A célula
vegetativa, nesta fase, apresenta um grande vaclolo e em posicdo mais central, e
frequentemente se observa a presenca de dois nucléolos (Figura 2.F), enquanto a célula

geradora apresenta-se na lateral do grdo de polen, comprimida pela célula vegetativa,
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com nucleo comparativamente menor, de forma esférica, cromatina condensada e com
nucléolo distinto. Nesta fase, cada grdo de polen maduro bicelular, da poliade,
apresenta-se preenchido por gréos de amido (Figura 3.A).

Na antera madura, as células do conectivo se mostram totalmente preenchidas
pelos compostos fendlicos. (Figura 3.B). Em cada teca observou-se a presencga de oito
poliades por antera (Figura 3.C), totalizando assim cerca de 128 grdos de pdlen por
antera e 4.480 grdos de pdlen por flor. Nessa fase, as células epidérmicas de ambos os
lados do sitio de ruptura sdo diferenciadas em células estomiais, proximo a regido de
deiscéncia da antera (Figura 3.D). A liberacdo dos grdos de p6len maltiplos das poliades
se da através da abertura da teca por uma fenda longitudinal, caracterizando a deiscéncia
do tipo longitudinal (Figura 3.D).

Ontogénese do 6vulo

O ovario de Inga laurina é sUpero e revestido por tricomas. Apresenta-se
formado por um carpelo, unilocular e com cerca de 10,35 + 1,03 6vulos dispostos em
fileira, com a placenta disposta na margem do ovario, caracterizando placentacdo
sutural marginal (Figura 4.A). Na flor aberta observou-se que a regido da placenta do
ovario é revestida por um tecido glandular continuo com o tecido transmissor, definido
como obturador placentario (Figura 4.A).

Nas fases iniciais de desenvolvimento (botbes com 2,0-3,0 mm) observa-se 0
inicio da curvatura do 6vulo. O aumento no nimero de células da regido entre o
funiculo e a base dos tegumentos leva a uma curvatura que resulta num 6vulo anatropo,
mas sua curvatura ndo completa os 180° como em um tipico 6vulo anatropo (Figura
4.A).

Os 6vulos de Inga laurina sdo bitegumentados (Figura 4.A). Os tegumentos

externo e interno se formam a partir de divises das células da epiderme nucelar, sendo
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a diferenciacdo do externo anterior a do interno. Durante o crescimento do 6vulo, o
tegumento externo ultrapassa o interno e a micropila se forma apenas pelo tegumento
externo e se apresenta voltada para a regido do obturador placentério (Figura 4.A).

Os 6vulos maduros apresentam o tegumento externo formado por trés a quatro
camadas de células, com epiderme unisseriada, com células cubdides de tamanho
irregular (Figura 4.A). O tegumento interno é formado por duas camadas e ndo reveste
a porc¢do apical do nucelo. Durante o desenvolvimento dos dvulos observa-se que as
células da epiderme externa do tegumento externo aumentam de tamanho e tornam-se
preenchidas por compostos fendlicos que se coram fortemente pelo Azul de toluidina
(Figura 4.A) e tambem em estes com sulfato ferroso.

A presenga de amido foi observada no nucelo e no gametofito ja diferenciado,
em flores apds antese (Figura 4.B).

O arquesporio € simples, com uma unica célula espordgena que se diferenciara
em célula-mde de megasporo (CMMg) (Figura 4.C). As divisdes nas celulas
arquesporiais primarias subepidérmicas formam até cinco camadas células nucelares
caracterizando um ovulo crassinucelado (Figura 4.C), e essas camadas se mantém
durante o desenvolvimento do évulo.

Ontogénese do gametdfito feminino

Nos botdes com cerca de 3,0 mm, observa-se a célula esporégena, que apresenta
citoplasma denso e nucleo proeminente. No estagio seguinte ela se diferencia em
CMMg (Figura 4.C). Esta se encontra imersa ao tecido nucelar e se diferencia das
demais do nucelo pelo tamanho e por apresentar contetdo denso, revelando um

arquespario simples.

Em botbes com 4,0 mm observa-se a diade de megéasporo (Figura 4.D) resultante

da primeira fase da divisdo meidtica da célula-mae de megasporo. A segunda fase da



32

divisdo meiotica da origem a uma tétrade linear de megéasporos. O megasporo calazal se
torna funcional e é possivel observar os resquicios dos demais megéasporos da tétrade

(Figura 4.E).

Em botdes com 5,0 mm, em pré-antese, ja se tem o estagio tetranuclear do
gametofito feminino, totalmente diferenciado e organizado com duas sinérgides, uma
oosfera, a célula media binucleada e as trés antipodas, caracterizando um
desenvolvimento do tipo Polygonum (Figura 4.F).

O nimero médio de 6vulos, de grdos de pdlen e de anteras por flor, grdos de
polen por poliades e poliade por antera e a razéo (P/O) de Inga laurina estdo resumidos

na Tabela 1.

Discusséo

A organizacdo de numerosas flores com muitos estames em inflorencéncias,
observado em Inga laurina, ilustram as caracteristicas florais apresentadas pelas
espécies de Mimosoideae (Souza et al. 2011). Arroyo (1981) considera que a unidade
basica de reproducdo das Mimosoiedeae sdo as inflorescéncias e ndo as flores
individuais, pois as flores tendem a ser pequenas e formam uma estrutura compacta que
muitas vezes € pouco atrativa aos polinizadores. Como nas outras Mimosoideae, 0s
estames sdo a parte mais atrativa das flores, sendo a corola relativamente pequena e
inconspicua (Lewis 1987; Judd et al. 1999; Smith et al. 2004; Simpson 2006; Cruz-Neto

et al 2007).

Inga laurina apresenta antera multiesporangiada, epiderme com células
achatadas e persistentes, endotécio fibroso e tapete glandular persistente, caracteristicas
comuns ao descrito para espécies das subfamilias de Leguminosae (Davis 1966; Johri

1992). Os grdos de pdlen compactados e dispersos em poliades também séo
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caracteristicos do género Inga (Barth & Yoneshigue 1965; Seijo & Neffa 2004; Buril et

al. 2010), assim como a formac&o de 16 gréos por poliade (Buril et al. 2010).

A formacdo da parede da antera (endotécio, camada média e tapete), enquadra-se
dentro do desenvolvimento do tipo Dicotileddneo proposta do Davis (1966), como
descrito para o grupo das Mimosoideae pelo autor e por Johri et al. (1992) e Watson &
Dallwitz (1992). Ja para o género Inga, ndo ha relatos prévios quanto ao
desenvolvimento do microsporangio ou da microsporogénese, mas descri¢cfes quanto a
formacdo das poliades com base em estudos citogenéticos em Acacia (Newman 1933),
Mimosa bimucronata (Seijo & Neffa 2004), e em outras espécies de Inga como Inga
edulis, Inga letiscifolia, Inga marginata Willd. (Barth & Yoneshigue 1965), Inga

feuillei (Teppner 2007) e Inga vera (Buril et al. 2010).

A presenca da epiderme com células achatadas e do endotecio do tipo fibroso
com uma camada de células grandes e com espessamento em forma de barras,
caracterizando o tipo radial de espessamento (Manning 1996), também coincidem com
0 descrito para as Mimosoideae (Corner 1951; Davis 1966; Johri 1992; Manning 1996).
A persisténcia de algumas células epidérmicas na regido de deiscéncia da antera sugere
que estas também podem estar envolvidas na sua abertura, como no caso da Tabebuia
pulcherrima (Mariath et al. 2006). A presenca de compostos fenolicos na células do
conectivo ndo € registrada para outras espécies género ou mesmo para a tribo Ingeae e
para a subfamilia. Considerando a funcdo de protecdo contra patdgenos, atribuida aos
compostos fendlicos (Henderson & Nitsch 1962; Brand-Williams et al. 1995), a
presenca destes na regido do conectivo pode conferir tal funcdo e pode, até mesmo,
sugerir uma protecao contra a predacdo da estrutura da antera como um todo incluindo

as poliades.
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O endotécio é tido como o promotor na ruptura do estémio, levando a abertura
da antera (Johri 1984; Manning 1996). O espessamento do endotécio ¢ uma adaptacdo
significativa para esse processo e é amplamente distribuido dentro das Angiospermas e
no grupo das Mimosoideae (Davis 1966; Manning 1996). O padréo de espessamento do
endotécio pode ou ndo variar dentro das familias, que podem ser caracterizadas por
apenas um tipo ou por varios (Davis 1966; Johri 1984; Manning 1966); porém, em se
tratando de género, o espessamento do endotécio € usualmente conservado (Manning
1996).

A presenca de uma Unica camada média na parede da antera € uma caracteristica
de espécies mais derivadas e sua degeneracdo, durante o desenvolvimento da antera, é
comum para esse tipo de tecido (Johri et al. 1992; Batygina & Vinogradova 2007; Buril
et al. 2010). Tal caracteristica € descrita para a subfamilia Mimosoideae e seu carater
conservador (Bhandari 1984) sugere a possibilidade desta ser uma caracteristica

presente no género Inga.

As células do tapete das anteras de Inga laurina sdo uninucleadas, uma
caracteristica comum para Angiospermas e para as espécies de Mimosoideae (Davis
1966; Johri 1984; Pacini 1997; Buril et al. 2010). Johri (1984) e Pacini & Franchi
(1997) descrevem que a funcdo principal do tapete de fornecer nutrientes para o
desenvolvimento do pdélen ocorre tanto em tapetes binucleados quanto em uninucleados,

sendo esta ultima considerada uma caracteristica mais derivada (Buril et al. 2010).

As células do tapete permanecem adjacentes a parede do I6culo, circundando-o,
e se mantém integras até a maturacdo da antera, sendo assim classificado como tecido
glandular (Maheshwari 1963; Rutishauser 1969; Johri 1984; Pancini & Franchi 1997).

O tipo secretor aqui descrito é o tipo mais simples de tapete e € predominante na
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maioria das plantas terrestres e em Angiospermas basais (Johri 1984; Pacini & Franchi

1997).

Em todo o desenvolvimento da antera observou-se a presenca de quatro
esporangios, distintos, por teca. Em cada esporangio, uma célula arquesporial, apos dois
ciclos mitoticos, forma quatro células-mée de micrdsporo, garantindo a formacao de
quatro poliades por teca. Em seus estudos com Inga feuillei, Teppner (2007) verificou a
presenca de varios ciclos mitdticos nas células esporégenas que resultam em varias

CMMi e a formacdo de varias poliades por esporangio.

A presenca de uma unica célula esporogena que darad origem a quatro CMMi,
como observado em Inga laurina, ndo é registrada para outras espécies de Inga ou
mesmo para outros géneros de Ingeae. Para as espécies da subfamilia Mimosoidae, tem-
se 0 registro de vérias celulas esporogenas que dariam origem a varias CMMi como
observado em Acacia (Newman 1933; Kenrick & Knox, 1979), Mimosa bimucronata
(Seijo & Neffa 2004) e Inga feuillei (Teppner 2007). O namero de grdos de polen por
poliades € determinado pelo nimero de CMMi em cada esporangio (Newman 1933,
Kenrick & Knox 1979; Seijo &Neffa 2004; Teppner 2007; Buril et al 2010). Em Inga
laurina, a formacéo de quatro CMMi produziu poliade de 16 gréos de polen, totalizando
128 grdos de pdlen por antera, assim como observado em Pithecelobium diversifolium
(Buril et al. 2010); ja em espécies de Mimosa, foram observadas poliades com oito ou
16 grédos (Sorsa 1969), em Acacia o nimero de grdos de pdlen na poliade pode variar de
oito a 32 grdos (Seijo & Neffa 2004) e, em Mimosa arenosa, elas sdo formadas por oito

grdos de pélen cada.

Grdos de polen formados em estruturas compostas como no género Inga,

ocorrem somente em 52 familias vegetais (Guinet & Le Thomas 1973; Grant et al.
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1994; Seijo & Neffa 2004), porém a formacdo de poliades com 16 ou mais graos de
polen é comum a outros géneros da tribo Ingeae (Niezgoda et al. 1983; Caccavari &
Dome 2000). Estudos relacionados a morfologia polinica demonstraram que 0s graos de
p6len menos derivados sdo aqueles com monades tricolpadas e mais derivados aqueles
com poliades (Buril et al. 2010).

A transferéncia de pdlen por meio de poliades apresenta vantagens e
desvantagens, quando comparada aos sistemas mais basais de polinizagdo, com graos de
polen isolados (Seijo & Neffa 2004; Buril et al. 2010). A vantagem é que uma Unica
poliade vidvel é capaz de fecundar todos os 6vulos, porque no ovario o nimero de
Ovulos € igual ou inferior ao numero total de graos de pdlen (Newman 1933; Seijo &
Neffa 2004; Teppner 2007). No caso de Inga laurina, sdo dez 6vulos por ovario e
dezesseis gréos de polen em cada poliade, sendo assim considerada uma caracteristica
evolutiva importante para solucionar a baixa eficiéncia da polinizacdo natural no grupo
(Newman 1933; Teppner 2007; Barros et al. 2013).

A desvantagem, segundo 0s autores supracitados, seria em razao da presenca de
autoincompatibilidade, jA& que a maioria das espécies estudadas até entdo sdo
autoincompativeis (Teppner 2007; Barros et al 2013). Porém, vale ressaltar que a
presenca de outros mecanismos como a apomixia (Koltunow 1993), pode ocorrer em
espécies com poliades e favorecer a ocorréncia de autocompatibilidade (Koptur 1984;
Mendes-Rodrigues 2010; Barros et al. 2013).

Alguns autores demonstraram que, frequentemente, o nimero de grdos de pélen
que compdem uma poliade € igual ou superior ao de 6vulos no ovario (Bernhardt et al.
1984). A razdo entre o numero de graos de pélen e de 6évulos (P/O) em Inga laurina é
de 437,7 £ 42,98 grdos/dvulo. Essa baixa razdo P/O também foi observada em outras

espécies que agrupam seus microsporos em poliades, como no caso de Calliandra
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Benth. e Asclepias L. (Cruden 1977), na maioria das espécies do género Inga (Koptur
1984; Barros et al 2013) . Isto sugere que as poliades possuem consideravel vantagem
seletiva, sendo uma unidade altamente eficiente (Teppner 2007; Barros et al 2013).

Outra caracteristica frequente dentro do grupo das plantas é a presenca de gréos
de amido no grdo de p6len maduro, que s&o hidrolisados pela célula vegetativa durante
a maturacdo e germinacdo do grdo de poélen (Maheshwari 1950; Johri 1984; Souza &
Silva 1992). O processo de desenvolvimento do grdo de pdlen requer energia para
favorecer seu crescimento, e o acumulo desses grdos é elevado durante o
desenvolvimento do bot&o floral até a antese (Souza & Silva 1992).

Durante todo o desenvolvimento do ovario de Inga laurina foi possivel observar
tricomas o revestindo, como observado por Lewis & Elias (1981) para espécies de
Mimosoideae, em Inga fagifolia Oliveira & Beltrati (1993). A presenca e tipos de
tricomas no ovario e fruto podem auxiliar no esclarecimento do posicionamento
taxonémico dos grupos vegetais (Pate & Kuo 1981), podendo assessorar o delineamento
das especies da tribo Ingeae.

A presenca de um unico carpelo com 10 oOvulos dispostos em fileira e
placentacdo sutural marginal sdo caracteristicas descritas para as Leguminosae (Joly
1976; Johri et al. 1992; Judd 1999).

Em Inga laurina o obturador de origem placentaria da continuidade do tecido
transmissor do estilete. A presenca deste tecido é frequente nas Euphorbiaceae,
Rosaceae, Liliaceae (Tilton & Horner 1980), Vochysiaceae (Carmo-Oliveira 1998) e
Leguminosae (Owens 1986). Como observado na espécie estudada, o obturador
placentario esta relacionado com a nutricdo e direcionamento do tubo polinico durante o
seu crescimento. Sua origem varia entre 0s grupos, podendo ser a partir da placenta, do

funiculo ou dos tegumentos (Carmelllo-Guerreiro & Paoli 1999; Tilton & Horner1980).
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Os dvulos anatropos observados em Inga laurina sdo comuns para 0 género e
para a subfamilia Mimosoideae (Corner 1951; Davis 1966; Johri et al. 1992). A
curvatura do évulo ndo completa totalmente 180°, diferenciando-o dos Ovulos
tipicamente anatropo (Johri et al. 1992). Oliveira & Beltrati (1993) observaram essa
mesma caracteristica nos évulos de Inga fagifolia, e consideram que estes possuem uma
leve tendéncia a campilotropia, mas ndo o suficiente para que sejam classificados como
campilétropos.

A condicdo bitegumentada dos évulos de Inga laurina é considerada um carater
mais primitivo dentro das Angiospermas, assim como a presenca de tegumentos
multisseriados (Palser 1975). Oliveira & Beltrati (1993) também observaram a presenca
de dois tegumentos em Inga fagifolia e Davis (1966) descreveu esta como uma
caracteristica do grupo das Mimosoideae. O tegumento externo com epiderme
unisseriada, formada por células cuboides de tamanho irregular preenchidas por
compostos fenolicos, observada em Inga laurina, também é semelhante ao descrito para
Inga fagifolia, (Oliveira & Beltrati 1993; 1994).

A micropila € formada apenas pelo tegumento externo, como em Inga fagifolia
(Oliveira & Beltrati 1993). Johri et al. (1992) observaram que a micrépila formada por
um tegumento é considerada por alguns autores como derivada, apesar de néo
considerarem essa caracteristica consistente para delimitar um grupo vegetal.

O desenvolvimento de apenas uma célula-mae de megasporo (CMMg)
caracterizando um arquesporio simples é a condicdo mais comum entre as
Angiospermas (Maheshwari 1950). Em Inga laurina foi observado que a CMMg se
encontra separada da epiderme nucelar por cerca de cinco camadas células,
caracterizando o 6vulo como crassinucelado, frequente dentre as Mimosoideae (Davis

1966; Johri 1984).
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Durante o desenvolvimento do megagametofito, observou-se a presenca de gréos
de amido no interior do saco embrionério e tambem no nucelo, o0 que comumente ocorre
nas especies de Fabaceae (Oliveira & Beltrati 1993). O amido desempenha um
importante papel no processo reprodutivo, pois influenciam no desenvolvimento das
estruturas ovulares, do gametofito feminino e no desenvolvimento do embrido (Arbeloa
& Herrero 1991; Johri 1992; Herrero & Hormanza 1996).

Os dados apresentados neste trabalho mostram que Inga laurina apresenta
caracteristicas que, somadas as de outras espécies de Inga, podem auxiliar no
esclarecimento do posicionamento mais derivado do género na tribo Ingeae. A
formacdo da parede do microsporangio com desenvolvimento do tipo Dicotileddneo, a
presenca de uma unica camada média que se degenera durante 0 amadurecimento da
antera, os caracteres polinicos, como gréos de polen agrupados em poliades, comuns
entre as especies do género e a micrdpila formada apenas pelo tegumento externo séo
critérios frequentemente utilizados no esclarecimento do posicionamento taxondémico

das especies (Wojciechowski et al. 2004).

E por fim, os dados apresentados sobre a ontogenia dos gametofitos masculino e
feminino, revelam que, apesar de Inga laurina ser um espécie poliembriénica e

apomitica, ndo ha anomalias durante o desenvolvimento embrioldgico inicial.
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Figura 1: Ontogénese da antera de Inga laurina. A- Inflorescéncia em espiga com aproximadamente 70
flores esbranquicadas com média de 1,3 cm cada. B-. Corte transversal da antera de botdo floral com
1,5 mm evidenciando contorno bilobado e conectivo ja bem desenvolvendo. A antera biteca consiste de
uma protoderme que reveste os grupos de células arquesporiais. C- Corte transversal da antera de botio
floral com 2,0 mm evidenciando divisGes periclinais nas células subepidérmicas (setas). D- Corte
transversal da teca da antera de botdo floral com 3,0 mm evidenciando divisdo periclinal da camada
parietal secundaria extema (seta) e anticlinal da camada parietal secundaria intema (ponta de sef).
Observa-se também duas células-mde de micrésporos em cada esporangio e as células da epiderme
achatadas acompanhado o eixo de expansdo da antera. E- Detalhe evidenciando a organizagdo da
parede da antera caracterizando o desenvolvimento do tipo Dicotileddneo. Observa-se as células
binucleadas do tapete (setas). F- Corte transversal da teca de botfo floral com 5,0 mm evidenciando
espessamento nas paredes do endotécio em forma de barras. (ca: células arquesporiais; cmmi: célula-
mae de microésporo; e: epiderme; em: endotécio; cm: camada média; p: protoderme; t: tapete).
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Figura 2: Ontogénese da poliade de Inga laurina. A- Corte transversal de um esporangio de botio
com 1,5 mm evidenciando célula-méae de microsporo. . B-. Corte transversal da antera evidenciando a
formacédo de duas célilas-mae de microsporo na regido central de cada esporangio. C- Detalhe do
esporangio evidenciando a formacdo de quatro células-mde de micrdsporo.. D- Detalhe do
esporangio evidenciando divisdes das células-mae de microsporo (seta) que resultardo na formagao
das poliades. Observa-se também & calose, em azul claro, envolta dos gréos de p6len E- Detalhe da
antera e poliade, evidenciando a disposicéo circular dos gréos de polén, estes envoltos por camada de
calose. F- Detalhe da poliade evidenciando disposicdo dos grdos de pdlen em quatro graos centrais e
dois laterais, envoltos por camada de calose. Observa-se dentro do gréo de polén uma célula maior, a
vegetativa, que frequentemente apresenta dois nucléolos (seta), e outra menor, a geradora (a: célula
arquesporial; cg: célulageradora; co: conectivo; cv: célula vegetativa).
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Figura 3: Resultados dos testes histoquimicos e antera madura de Inga laurina. A- Corte transversal
da teca evidenciando a presenca de grdos de amido, corados em preto, nos grdos de polén da
poliade. B-. Corte transversal da antera evidenciando as células do conectivo e da epiderme
proxima a regido de abertura, totalmente preenchidas por compostos fen6licos, evidenciados pela
coloracdo enegrecida resultante do teste com sulfato ferroso. C- Corte transversal da antera madura
evidenciando a disposicdo das poliades. D- Detalhe da antera evidenciado quatro poliades.
Observa-se também as células epidémicas de ambos os lados do sitio de abertura da antera
diferenciadas em células estomiais (setas). (co: conectivo; e: epuderme. ga: grdos de amido).
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Figura 4: Ontogénese do 6vulo e do gametdfito de Inga laurina. A- Corte longitudinal do ovario
evidenciando 6vulo com placentacdo sutural marginal, o tecido obturador placentario, os tegumentos
extemo e intemo, a curvatura do 6vulo e as células epidérmicas do tegumento externo coradas
fortemente em azul de toluidina. B- Detalhe de 6vulo de flores em pds antese evidenciando a
presenca de grdos de amido no nucelo e no gametofito ja diferenciado. C- Corte de 6vulo
evidenciando o arquesporio simples, com uma Unica célula-mae de megasporo. Observa-se divisdo
das células arquesporiais primarias subepidérmicas (seta). D- . Detalhe do nucelo do dvulo
evidenciando a diade de megasporo. E- Defalhe do nucelo evidenciando o megasporo calazal que se
toma funcional. E possivel observar também resquicios dos demais megéasporos F- Detalhe do 6vulo
evidenciando o gametéfito feminino, organizado com duas sinérgides, uma oosfera e as trés
antipodas, caracterizando um desenvolvimento do tipo Polygonum. (a: antipodas; cmmg: célula-mae
de megasporo; d: diade de megasporos; ga: graos de amido; mc: megasporo calazal; o: oosfera; ob:
obturador placentario; s: sinérgides; te: tegumento externo; ti: tegumento interno).
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Tabela 1: Numero de inflorescéncias coletadas, flores isoladas e tamanho médio dessas
flores de Inga laurina.

n Tamanho médio
Espécie inflorescéncias n flores (cm)
Inga laurina 10 10 1,35+ 0,05

Tabela 2: Numero médio de grdos de pélen por flor, anteras por flor, poliades por
antera, graos de pdlen por poliade, 6vulos por flor e razdo polen/6vulo em Inga laurina.

Polen/ Antera/ Poliades/  Gréos/ Ovulos/
Espécie n flor flor Antera  Poliade flor P/O
Inga
laurina 10 4480 35 8 16 10,35+ 1,03 437,7 +42,98
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RESUMO: (Sistema reprodutivo em Inga laurina (Sw.) Willd. (Fabaceae-
Mimosoideae)). Nas angiospermas a reproducdo sexuada depende do transporte de
polén por vetores comumente bidticos. As caracteristicas florais influenciam o fluxo de
polen na polinizagdo, e muitas espécies apresentam sistemas de autoincompatibilidade
para evitar ou reduzir a autofertilidade e posterior formacdo de frutos com sementes
viaveis. No sistema de autoincompatibilidade de acdo tardia, observado em algumas
espécies de Inga, o gréo de polen germina e o tubo polinico cresce ao longo do estilete
podendo penetrar e realizar a dupla fecundacdo, porém, o aborto desse pistilo ocorre
pouco tempo apds a autopolinizacdo. A presenca de fendmenos como a poliploidia e a
poliembrionia podem induzir a quebra desses sistemas de autoincompatibilidade,
permitindo a formacdo de frutos autopolinizados. Inga laurina, objeto desse estudo, é
uma espécie poliploide e apresenta elevada taxa de sementes poliembridnicas. Diante
disso, o objetivo deste estudo foi verificar o sistema reprodutivo da espécie contribuindo
assim, para os conhecimentos quanto a sua reproducdo. O estudo foi realizado na area
urbana de Uberlandia, MG, Brasil. Foram realizados tratamentos de polinizacéo
controlada, e algumas das flores tratadas foram coletadas para evidenciar o
desenvolvimento dos tudos polinicos. As flores de I. laurina sdo pequenas, estdo
reunidas em inflorescéncias com numerosos estames. A analise dos pistilos em
microscopia de fluorescéncia permitiu observar tubos polinicos germinando e crescendo
24 horas apds os tratamentos no estilete de flores de polinizacdo aberta, autopolinizacéo
manual e polinizacdo cruzada. A penetracdo dos 6vulos ocorreu 24 horas apds antese no
controle e em polinizagdo cruzada, ja em autopolinizacdo manual, a penetracdo ocorreu
apenas apds 48 horas. Pistilos de polinizacdo cruzada e autopolinizacdo espontanea
formaram frutos que atingiram a maturidade e sementes viaveis, indicando
autofertilidade na espécie. Estes resultados sugerem que I. laurina, uma espécie
poliploide e que apresenta poliembrionia adventicia, seja também uma espécie
apomitica, semelhante ao verificado em outras espécies apomiticas esporofiticas, e se
contrapBem aos resultados para espécies congenéricas autoincompativeis. Este parece
ser um caminho evolutivamente mais vantajoso, pois se essas espécies fossem
autoestéreis ndo poderiam usufruir das vantagens da apomixia no caso de precariedade

de polinizadores, popula¢bes pequenas ou geneticamente empobrecidas.

Palavras chave: Apomixia, Inga e poliembrionia.
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ABSTRACT: (System reproductive in Inga laurina (Sw ) Willd ( Fabaceae —
Mimosoideae)). In angiosperms sexual reproduction depends on the transport of pollen
by commonly biotic vectors. The floral characteristics influence pollen flow in
pollination, and many species have self-incompatibility systems to prevent or reduce the
autofertilidade and subsequent formation of fruits with viable seeds. In the late-acting
self-incompatibility mechanism, observed in some species of Inga, the pollen grain
germinates and the pollen tube grows along the stylus may enter and perform the double
fertilization, however, that abortion pistil occurs shortly after self-pollination. The
presence of phenomena such as polyploidy and polyembryony can induce the self-
incompatibility of these systems, allowing the formation of fruit of self-pollination. Inga
laurina, object of this study, is a polyploid species and has a high rate of
polyembryonic. Thus, the aim of this study was to evaluate the reproductive system of
the species thus contributing to the knowledge about reproduction. The study was
carried out at an urban area in Uberlandia, Minas Gerais, Brazil. Controlled pollination
treatments were used, and some of the treated flowers were collected to evidence the
development of pollen studies. 1. laurina flowers are small, are gathered in
inflorescences with numerous stamens. The analysis of the pistils in fluorescence
microscopy allowed to observe pollen tubes germinating and growing 24 hours after the
treatments in the style of open-pollinated control flowers, self and cross-pollination. The
penetration of the ovule 24 hours after anthesis occurred in control and cross-
pollination, in self-pollination, the penetration occurred only after 48 hours. Pistils of
cross-pollination and spontaneous self-pollination fructification, which have reached
maturity and viable seeds, indicating self-fertility in this species. These results suggest
that 1. laurina, a polyploid species that has polyembriony adventitia, is also an
apomictic species, similar to that seen in other sporophytic apomictic species and the
results are opposed to self-compatible congeneric species. This seems like a way more
evolutionarily advantageous because if those species were self-incompatible could not
take advantage of apomixis of benefits if precariousness of pollinators, small

populations or genetically impoverished.

Key words: Apomixis, Inga and polyembriony.
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Introducéo

Nas Angiospermas a reproducdo sexuada depende do transporte de polén por
vetores comumente bidticos, como insetos e outros grupos de animais (Raven et al
2001). Apesar das caracteristicas florais influenciarem no fluxo de polen e na qualidade
da polinizacdo, muitas espécies vao apresentar mecanismos fisiolégicos que permitem
evitar ou reduzir a autopolinizacdo (Richards 1986, Tabla & Bullock 2002). Este
conjunto de mecanismos é parte do sistema reprodutivo da planta e sdo chamados de
sistemas de autoincompatibilidade (Arroyo 1981; Gibbs 1990; Oliveira e Marayuma
2014; Gibbs 2014).

A familia Leguminosae (Fabaceae) compreende aproximadamente 727 géneros,
19.325 especies (Lewis et al. 2005) e comumente é dividida em trés subfamilias:
Caesalpinioideae, Papilionoideae (Faboideae) e Mimosoideae, distintas principalmente
pela morfologia floral (Lewis 1987; Judd et al. 1999; Smith et al. 2004; Simpson 2006).
A autoincompatibilidade dentro das Leguminosae é mais frenquente em espécies
arbéreas e com grande numero de flores (Arroyo 1981). Para a mesma autora, tal
fendmeno surgiu em resposta a geitonogamia excessiva.

Os sistemas de autoincompatibilidade (SI) sdo mecanismos controlados
geneticamente que tém como objetivo evitar o processo de autofecundacdo (Seavey &
Bawa 1986, Gibbs 2014; Oliveira e Marayuma 2014). Normalmente sdo controlados por
um anico locus génico, com diferentes alelos, os quais sdo responsaveis pelo
reconhecimento do pdlen ou do tubo polinico da mesma planta ou de plantas com alelos
similares, impedindo sua germinacdo e crescimento (Richards 1986; Nettancourt 1997,
Gibbs 2014; Oliveira & Marayuma 2014).

No sistema de autoincompatibilidade de acdo tardia (LSI), o grdo de poélen

germina e o tubo polinico cresce ao longo do estilete, atingindo o ovario, podendo
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penetrar 0s Ovulos e realizar a dupla fecundacdo (Richards 1986; Allen & Hiscock
2008; Gibbs 2014; Oliveira & Marayuma 2014), porém, o aborto do npistilo
autopolinizado ocorre pouco tempo ap06s a autopolinizacdo (Seavey & Bawa 1986;
Richards 1986). Neste sistema, também o reconhecimento e a rejeicdo do material
genético do pdlen parecem ser controlados geneticamente no évulo (Gibbs & Bianchi
1999; Gibbs 2014).

Dentre as espécies da tribo Ingeae (Mimosoideae), muitas do género Inga sao
autoincompativeis (Koptur 1984, Cruz-Neto et al. 2007, Barros et al. 2013). A partir de
poliniza¢bes controladas e do crescimento de tubos polinicos em espécies do género
Inga de regiGes neotropicais, 0s autores constataram que embora os tubos polinicos
provenientes de autopolinizacdes penetrem na micrépila dos ovulos, esses sdo abortados
posteriormente (Koptur 1984, Cruz-Neto et al. 2007, Barros et al. 2013).

O género Inga Miller (Leguminosae - Mimosoideae) possui cerca de 300
espécies, com distribuicdo neotropical (Pennington 1997; Lorenzi 1998) e corresponde a
aproximadamente 1,7% das leguminosas (Pennington 1997; Lorenzi 1998). Muitas
espécies de Inga apresentam flores com numerosos estames reunidas em inflorescéncias
do tipo espiga (Koptur 1983; Cruz-Neto et al. 2007).

Considerando que a maioria das espécies do género, até o0 momento estudadas,
sdo autoincompativeis, Koptur (1984) considerou que um bom polinizador para Inga é
aquele com tamanho grande o suficiente para tocar os verticilos reprodutivos enquanto
coleta néctar, e que apresente comportamento de forrageio e tendéncia de se locomover
entre arvores diferentes. Cruz-Neto et al. (2007) e Amorim (2012) registraram visitas
por esfingideos e morcegos durante a noite, bem como beija-flores durante o dia em

espécies do género Inga. Johnson & Steiner (2000) verificaram que espécies com
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sindromes de esfingofilia ou quiropterofilia ocupam posicdo extrema no espectro de
especializacdo-generalizagdo no sistema planta-polinizador.

A presenca de polinizadores mais eficientes que garantam a polinizagao cruzada
e todo um controle genético impedindo a ocorréncia do processo da autofecundagéo
podem garantir fluxo de pdlen e alogamia. Por outro lado, fendmenos como a
multiplicacdo cromossomica, poliploidia, pode induzir a quebra desse sistema de
autoincompatibilidade (Richards 1986; Igic et al. 2008, Husband et al. 2008). Estudos
mostraram que em espécies nas quais ocorre a poliploidia, o grdo de p6len parece ndo
expressar 0 fenotipo que provoca sua rejeicdo no pistilo, podendo ocorrer germinacgao
em direcdo ao 6vulo e autofecundacdo (Richards 1986).

A poliploidia, em algumas espécies, pode ainda estar associada ao fendmeno da
apomixia (Whitton et al. 2008; Hérandl 2010). A apomixia, por sua vez esta usualmente
relacionada com a formacao de embrides adventicios (Asker & Jerling 1992; Koltunow
1993; Whitton et al. 2008). A formacdo de embrides clonais podem se dar a partir de
células do gametdfito feminino ou entdo do tecido somatico do 6vulo, como do nucelo
e/ou dos tegumentos (Koltunow 1993; Whitton et al. 2008). Para algumas espécies a
formacdo de embrides somaticos depende da polinizacdo e fecundacdo do dvulo, com a
formacdo do zigoto e endosperma que ird nutrir os embrides adventicios e sexuados
durante seu desenvolvimento. Estas espécies sdo denominadas de pseudogamicas, ou
seja, necessitam da polinizacdo e da fecundacdo (Richards 2003; Whitton et al. 2008;
Horandl 2010).

Estudos em Bignoniaceae revelaram que as espécies poliploides estudadas séo
autoférteis e apresentaram apomixia esporofitica, a qual resulta em elevadas taxas de

sementes poliembridnicas (Costa et al. 2004; Bittencourt & Moraes 2010; Firetti-
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Leggieri et al. 2013; Sampaio et al. 2013), revelando que pode haver uma associacéo
entre tais fendmenos.

Andlises citotaxondmicas realizadas em espécies de Inga no nordeste brasileiro
confirmaram a ocorréncia da poliploidia, verificada inicialmente por Hanson (1995).
Enquanto o nimero cromossdmico basico de Inga é n=13, os estudos encontraram
naimeros bem mais altos, até 2n=52 em Inga laurina Sw. (Willd), o que caracteriza a
espécie como poliploide (Mata 2009). Hanson (1995) estudou 17 espécies do género
Inga e verificou que 15 destas eram dipléides com 2n=26 e duas tetrapldides, incluindo
Inga laurina.

Inga laurina é uma espécie polipldide (Mata 2009) e apresenta elevada taxa de
sementes poliembrionicas (Mendes-Rodrigues et al. 2007). Além disso, analises
histoldgicas revelaram a presenca de embrifes originados a partir do nucelo (Araldjo &
Carmo-Olivera, dados ndo publicados), indicando a presenca da apomixia esporofitica.
Diante disso, o objetivo deste estudo € verificar o sistema reprodutivo da espécie
contribuindo assim, para 0s conhecimentos da reproducdo da espécie, da familia

Fabaceae e de plantas arbdreas do bioma Cerrado.

Material e Métodos

O estudo foi realizado nos anos de 2013 e 2014 e o material botanico foi
coletado de cinco individuos situados no Praia Clube de Uberlandia. O clube possui
aproximadamente 300 mil m2 de extensdo, localizado as margens do Rio Uberabinha
entre as coordenadas 18°93°45” S — 48°29°15” W e encontra-se numa altitude
aproximada de 775,29 m (Secretaria de Estado de Meio Ambiente e Desenvolvimento
Sustentavel 2008). O fragmento de vegetacdo neste corresponde a uma area de mata

ciliar, com aproximadamente 78 mil m?, composta por 95 espécies vegetais sendo 15
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nativas do bioma Cerrado (Secretaria de Estado de Meio Ambiente e Desenvolvimento
Sustentavel 2008), dentre estas a espécie Inga laurina. A mata ciliar apresenta
remanescentes alterado, empregada nas areas marginais ao leito do rio Uberabinha
(Secretaria de Estado de Meio Ambiente e Desenvolvimento Sustentavel 2008). O clima
da regido é tipo Aw Megatérmico de acordo com a classificacdo de Kdppen, e apresenta
duas estacGes bem definidas, o verdo € quente e chuvoso e o inverno é frio e seco
(Vieira 2008).

Para 0 estudo do sistema reprodutivo foram realizados tratamentos de
polinizagbes controladas em cinco individuos. 85 inflorescéncias em em pré-antese
foram ensacadas com sacos de organza para evitar 0 contato com possiveis visitantes
florais. Em flores de primeiro dia foram realizados testes de autopolinizacdo manual (o
polen foi retirado da antera e colocado no estigma da mesma flor) e polinizagédo manual
cruzada (o polen foi retirado de anteras de flores de um individuo e colocado no estigma
de flores de individuos diferentes). Para cada tratamento foram isoladas 25
inflorescéncias. 10 inflorescéncias em pré antese foram ensacadas para verificar a
ocorréncia de autopolinizacdo espontanea. Para registrar a eficiéncia da polinizacao
natural, 25 inflorescéncias em pré-antese foram marcadas e ndo ensacadas (controle).
As flores utilizadas nos tratamentos de polinizacdo experimental foram acompanhadas e
coletadas até a maturacdo do fruto ou a queda da corola.

As flores dos tratamentos de polinizacdo foram coletadas com 24, 48, 72, 96 e
120 horas ap0s a realizacdo dos tratamentos. Os pistilos dessas flores foram isolados
com auxilio de pincas e esteromicroscépio e colocados em placas de petri com NaOH
8N e, posteriormente, em estufa a 25 °C por 15 minutos. Os pistilos foram lavados com
agua destilada por trés vezes e mantidos na agua até a sua transferéncia para uma lamina

com uma gota de solugdo de azul de anilina 0,1% em K3PO4 (0,1M) (Martin 1959). As
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laminas foram analisadas em microscopio optico Olympus BX40 e fotografadas com
auxilio de camera digital Olympus DP70.

Os frutos formados a partir dos tratamentos realizados foram marcados com
auxilio de fitas coloridas e observados até a maturacdo. Nesta fase, estes foram medidos
e suas sementes isoladas com auxilio de laminas de ago.

O material boténico testemunho foi depositado no Herbarium Uberlandense
(HUFU), do Instituto de Biologia, UFU — Uberlandia, sob o nimero de registro HUFU

— com numero de registro 60.327.

Resultados

Inga laurina apresenta inflorescéncia em espiga com aproximadamente 70 flores
esbranquicadas, e cada uma destas com cerca de 1,35+ 0,05 cm de comprimento (Figura
1.A). As flores sdo perfeitas com androceu formado por cerca de 35 estames com
anteras bitecas localizadas na porcao terminal do filete e com deiscéncia longitudinal e
gréos de polen reunidos em poliades (Figura 1.B). O gineceu € unicarpelar, unilocular e
ovario apresenta cerca de 10 6vulos dispostos em fileira. As primeiras flores a abrirem
sdo as da base da inflorescéncia, seguidas das flores do apice. A antese se inicia por
volta das 12 horas finalizando por volta das 14 horas, com todas as flores abertas. Os
frutos sdo do tipo legume, com sementes poliembrinicas envoltas por uma sarcotesta
(Figura 1.C).

Observou-se que a conversdo de flores em frutos é pequena e, 72 horas apds
antese, muitos pistilos caem. Abelhas e insetos foram observados visitando as flores
principalmente por volta das 15 horas, logo ap6s a sua abertura.

A analise dos pistilos em microscopia de fluorescéncia permitiu observar tubos

polinicos germinando e crescendo no estilete de flores de polinizacéo aberta (controle)
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(Figura 1.D-E), autopolinizagdo manual (Figura 1.F) e polinizagcdo cruzada (Figura
1.G). Tubos polinicos de polinizacdo cruzada e autopolinizagdo manual apresentaram
crescimento semelhante.

Tanto em flores de polinizacGes aberta (controle) e flores de polinizacdo cruzada
observou-se a presenga de uma poliade por estigma com grdos de p6len germinando 24
horas ap6s a antese (Figuras 1.E e 1.G). As andlises dos pistilos dessas flores em
fluorescéncia revelaram o crescimento e a chegada dos tubos polinicos ao ovario e a
penetracdo destes nos dvulos 24 horas ap6s antese (detalhe Figura 1.E) As analises dos
pistilos autopolinizados, vistos sob fluorescéncia revelaram o crescimento e a chegada
dos tubos polinicos ao ovario 24 horas apds antese, mas a penetracdo destes nos ovulos
ocorreu apenas 48 horas apds a antese.

Em 24 horas apds a polinizacdo, os pistilos provenientes de polinizacéo aberta e
polinizacdo cruzada apresentaram mais Ovulos penetrados do que pistilos de
autopolinizacdo. Em 48 horas ap0s a polinizacdo este resultado também se manteve,
porém, houve maior numero de ovulos penetrados em pistilos oriundos de polinizacdo
aberta. Nos pistilos de tratamento de autopolinizacdo manual foram observados 6vulos
penetrados somente 48 horas apos a polinizacdo e com 72 horas ap0s o tratamento estes
cairam. Em algumas flores ndo foi possivel observar poliades depositadas no estigma.

Os tratamentos foram acompanhados até o desenvolvimento dos frutos, 105 dias
apos as polinizacbes (Tabela 1). A partir das 25 inflorescéncias marcadas para
polinizacOes abertas, observou-se a formacgédo de oito frutos maduros (Figura 2.A) com
tamanho médio de 5,5 cm, assimétricos, com poucas sementes e as sarcotestas que as
envolvem tiveram seu desenvolvimento comprometido devido a presenca de galhas

(Figuras 2.B e D).
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Das 25 inflorescéncias manipuladas para o tratamento de polinizagdo cruzada
observou-se a formacéo de cinco frutos maduros (Figura 2.A) com tamanho médio de
3,3 cm, assimétricos e com poucas e pequenas sementes. Nestes frutos também se
verificou que a sarcotesta teve seu desenvolvimento comprometido devido a presenca
de galhas (Figura 2.C).

As 10 inflorescéncias isoladas para verificar a ocorréncia de autopolinizagédo
espontanea foram mantidas ensacadas até que os frutos estivessem maduros (Figura
2.A). Estes tiveram tamanho médio de 7,4 cm, simétricos, com maior numero de
sementes quando comparado aos frutos dos outros tratamentos. Estas apresentavam

sarcotesta sadia e bem desenvolvida (Figura 2.D).

Discusséo

A ocorréncia de flores com abertura em tempo variado, tanto no mesmo
individuo quanto numa mesma inflorescéncia, também foi verificada em outras espécies
de Inga (Koptur 1984) e de Acacia (Tybirk 1997). Essa caracteristica pode aumentar as
chances de polinizacdo durante o dia (Koptur 1984), especialmente em espécies em que
ha um fluxo restrito de polen, ‘pollen limitation” (Horvitz & Schemske 1988; Amorim
2012), devido a escassez de polinizadores, como ocorre em espéecies de Inga (Koptur
1984; Cruz-Neto et al. 2007).

A unificacdo do polen em poliades maximiza a eficiéncia de coleta transporte (e
coleta) pelos visitantes (Koptur 1983), como observado em Acacia mearnsii Willd.
(Stiehl-Alves & Martins 2008) e em Piptadenia moniliformis Benth (Amorim 2012).
Isso torna as espécies de Mimosoideae interessantes para estudos de diferentes aspectos

relacionados a biologia reprodutiva de leguminosas (Amorim 2012).
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Pistilos de polinizagcdo cruzada e autopolinizacdo espontanea formaram frutos
que atingiram a maturidade e sementes viaveis, indicando autofertilidade na espécie.
Como Inga laurina é poliploide e apresenta poliembrionia adventicia, estes resultados
sdo semelhantes aqueles encontrados para espécies apomiticas esporofiticas como
Handroanthus serratifolius, H. chrysotrichus e H. ochraceus (Bittencourt & Semir
2005; Bittencourt & Moraes 2010), e se contrapbem aos resultados para espécies
congenéricas autoincompativeis como Inga vera, Inga striata e Inga ingoides (Cruz-
Neto et al. 2007).

Os frutos formados a partir de flores dos experimentos de autopolinizacéo
espontanea eram mais Vvistosos, maiores e sem a presenca de insetos galhadores. O
sucesso no desenvolvimento desses frutos pode ser explicado pelo fato destes terem
sido mantidos ensacados desde o periodo de pré antese das flores, evitando o contato
com agentes externos. Talvez esta exposicdo e, eventualmente, falhas durante a
manipulacdo possam explicar a auséncia de frutos nas inflorescéncias submetidas a
autopolinizacdo manual. As flores de Inga laurina séo pequenas e encontram em grande
nimero em uma Unica inflorescéncia (Cruz-Neto et al. 2007), dificultando as
manipulacdes experimentais e, a0 mesmo tempo, atraindo predadores.

A formacdo de frutos nos tratamentos citados anteriormente sugere que Inga
laurina seja uma espécie autocompativel. Sabe-se que a poliploidia esta associada a
quebra dos mecanismos de autoincompatibilidade (Nettancourt 1977; Richards 1986),
permitindo, assim, a formacdo de frutos oriundos dos tratamentos de autopolinizacéo.
Nas espécies poliploides o grdo de polen pode ndo expressar o fendtipo que provocaria a
sua rejeicdo, permitindo o crescimento dos tubos polinicos de autopolinizacbes
(Richards 1986) e a formacdo de frutos. Num certo sentido, isto poderia ser facilitado

pela autoincompatibilidade de acdo tardia, comum no género Inga (Amorim et al.
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2012). Nestas espécies 0s tubos polinicos se desenvolvem até os Ovulos,
independentemente do tipo de polinizacdo, e a reacdo de incompatibilidade ocorre
comumente apo6s a fertilizacdo, com restricbes ao desenvolvimento dos pistilos
autopolinizados (Gibbs 2014, Sampaio et al. 2010).

Outra hipGtese que explicaria a quebra da autoincompatibilidade seria presenca
dos embrides adventicios. Estes podem ser responsaveis por permitir o desenvolvimento
de pistilos autopolinizados, uma vez que 0s embrides adventicios compensariam as
restricoes ao desenvolvimento de embrides sexuados impostas pelos mecanismos de
autoincompatibilidade tardia (Oliveira et al. 1992; Bittencourt & Semir 2005;
Bittencourt & Moraes 2010). Deste modo, tanto a poliploidia quanto o desenvolvimento
de embrides adventicios poderiam promover o desenvolvimento de frutos de
autopolinizacéo (Oliveira 1992; Whitton et al. 2008; Bittencourt & Moraes 2010).

Espécies poliploides de Bignoniaceae investigadas até o0 momento quanto ao
sistema reprodutivo foram consideradas autoférteis (Bittencourt & Moraes 2010,
Sampaio et al. 2013a), com excec¢do de Handroanthus serratifolius (Alves et al. 2013).
Além disso, todas as espécies poliploides e autoférteis estudadas apresentam apomixia
esporofitica, a qual resulta em elevadas taxas de sementes poliembriénicas (Costa et al.
2004; Bittencourt & Moraes 2010; Firetti-Leggieri et al. 2013; Sampaio et al. 2013b),
como observado em Inga laurina.

A autofertilidade, a poliploidia e presenca da poliembrionia adventicia com
embrides formados a partir do tecido somatico do o6vulo (nucelo), corroboram o
encontrado para outras espécies poliploides e poliembridnicas (Koltunow 1993;
Mendes-Rodrigues et al 2007). Estes dados confirmam a possibilidade de correlacéo

entre a ampla distribuicdo geografica, poliploidia e apomixia (Mendes-Rodrigues 2010).
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Assim, sugere-se que Inga laurina, espécie poliploide e com alto indice de
poliembrionia, seja também uma espécie pseudogadmica e apomitica esporofitica,
corroborando as analises histologicas quanto a origem nucelar dos embribes
supranumerarios (Araujo & Carmo-Oliveira, dados ndo publicados). A correlagdo entre
os fendbmenos citados anteriormente parece ser um caminho evolutivamente mais
vantajoso, pois se essas espécies fossem autoestéreis ndo poderiam usufruir das
vantagens da apomixia no caso de precariedade de polinizadores, populacdes pequenas

ou geneticamente empobrecidas (Hérandl 2010).
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Figura 1: Inflorescéncia, antera, poliade e fruto de Inga laurina. Germinacio e crescimento do tubo
polinico. A- Inflorescéncia com aproximadamente 70 flores esbranquicadas com média de 1,3 cm
cada. B- Foto da antera em fluorescéncia, evidenciando as quatro poliades por teca e detalhe dos
grdos de polén da poliade madura. C- Fruto aberto evidenciando as sementes recobertas pela
sarcotesta e em detalhe sementes isoladas evidenciando os vérios embribes. (setas).D— Foto
evidenciando poliade germinando em estigma de flor mantida como controle (polinizagdo aberta) 24
horas apds antese. E- Tubos polinicos crescendo em direcdo aos 6vulos 24 horas apds antese de
flores de polinizagéo aberta, evidenciados pela fluorescéncia. Em detalhe o tubo polinico penetrando
Ovulo 48 horas ap6s antese. F Tubo polinicos no ovario de flor de autopolinizacdo manual 24 horas
apoés o tratamento. G- Tubo polinico no ovéario de flor de polinizacdo cruzada 24 horas apds o
tratamento. (gp: grdo de pélen; p: poliade)
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Figura 2: Frutos e sementes de Inga laurina. A- Frutos formados a partir dos tratamentos de
polinizagdo controlada. O primeiro, a esquerda, foi resultado de polinizacdo aberta (controle).
Observa-se que este apresenta tamanho irregular e com peguenos pontos escuros resultado da
perfuracdo do ovopositor do galhador. O segundo fruto, do meio, foi resultado de polinizagéo
cruzada. Este apresenta tamanho reduzido e as cicatrizes (pontos escuros) da perfuracdo do
ovopositor do galhador. O ultimo fruto, da direita, foi resultado de autopolinizagdo espontanea. Este
€ maior que os demais , simétrico e ndo foram observadas cicatrizes das perfuracdes do ovopositor
do galhador. B- Fruto aberto da esquerda: resultado da autopolinizacdo espontanea. Evidencia-se
sementes grandes recobertas por sarcotesta sadia.Fruto aberto da direita: resultado da polinizagdo
aberta. Evidencia-se sementes pequenas recobertas por sarcotesta com desenvolvimento afetado
pela presenca do galhador. C- Sarcotestas isoladas de sementes de frutos galhados, evidenciando
coloracdo escura e 0 comprometimento do seu desenvolvimento, e também o tamanho reduzido das
améndoas. D- Sarcotestas isoladas de sementes de frutos sadios, com coloragdo mais clara e
améndoas maiores.
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Tabela 1: Dados referentes aos resultados dos tratamentos de polinizacéo.

Tratamento de NGmero NUmero de Nimero de Sementes Sementes
polinizacéo inflorescéncias  frutos maduros sementes poliembriénicas ~ monoembridnicas
formadas

(~70 flores cd)

Polinizacdo cruzada 25 5 12 75%

25%
Autpolinizagdo manual 25 0 0 0 0
Autopolinizacio
10 7 35 83% 17%
espontanea
78% 22%

Controle 25 8 28
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RESUMO: (Poliembrionia e Apomixia em Inga laurina (Sw.) Willd (Fabaceae:
Mimosoideae)). A presenca de poliembrionia em espécies do Cerrado é descrita em
importantes familias como as Leguminosae, e também no género Inga. Inga laurina é
uma leguminosa arborea do Cerrado, com pequenas flores brancas e frutos indeiscentes,
com até oito sementes recobertas por uma sarcotesta. Os objetivos deste trabalho foram
verificar a poliembrionia em Inga laurina, analisar a origem e o desenvolvimento dos
embribes por meio de andlises histoldgicas e moleculares, verificar e quantificar a
presenca de compostos fendlicos nos embrifes dessas sementes, visando contribuir com
informagdes sobre aspectos reprodutivos da familia no bioma Cerrado. O estudo foi
realizado na &rea urbana de Uberlandia, MG, Brasil. Flores e frutos em diferentes
estagios de desenvolvimento foram coletados e fixados para andlise histologica.
Sementes foram retiradas dos frutos maduros, contadas e dissecadas de modo a obter o
namero de embrides. Outras sementes foram utilizadas nas analises de progénie e
também para verificacdo de compostos fendlicos. A espécie apresentou 80,9% de
sementes poliembridnicas, e a maioria delas com dois embrides. Os dados mostram que
Inga laurina é uma espécie apomitica e pseudogamica. Os embrides adventicios sdo de
origem nucelar e se desenvolvem mais rapidamente podendo suprimir o embrido
zigotico devido a competicdo pelos nutrientes do endosperma, e em sementes maduras é
rara a presenca destes. Os dados moleculares, preliminares, parecem confirmar essa
caracteristica. A presenca e a quantidade de compostos fendlicos na sarcotesta e nos
embrides favorecem a protecdo destes contra fungos e patdgenos do ambiente, sua
germinacdo e o estabelecimento das plantulas. A poliembrionia em Inga laurina pode
ser considerada uma estratégia para melhorar o sucesso reprodutivo, estabelecimento e

ocupacdo do ambiente, ja que a espécie esta bem representada em areas de Cerrado.

Palavras chave: Compostos fendlicos, embrionia adventicia, Leguminosae, sementes.
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ABSTRACT: (Polyembryony and Apomixis in Inga laurina (Sw.) Willd.
(Fabaceae: Mimosoideae)). The presence of polyembryony in Cerrado species have
been described for some important plant families including the Leguminosae and in the
genus Inga. Inga laurina is a Cerrado tree with small whitish flowers and indehiscent
fruits, with up to eight seeds surrounded by a fleshy sarcotesta. The objectives of this
work were to verify the polyembryony in Inga laurina, analyzing the origin and
development of embryos by histological and molecular analysis, to verify and quantify
the presence of phenolic compounds in the embryos of the seed. Furthermore, we aimed
to contribute with information on the reproductive aspects of the family in the Cerrado
Biome. The study was carried out at an urban area in Uberlandia, Minas Gerais, Brazil.
Flowers and fruits at different stages of development were collected and fixed for
histological analysis. Seeds were removed from mature fruits, counted and dissected in
order to obtain the embryo number. Other seeds were used in progeny tests and also to
check phenolic compounds. The species presented 80.9 % of polyembryonic, and most
of them with two embryos. The data show that Inga laurina is a pseudogamic apomictic
species. The adventitious embryos are nucellar and may develop more quickly and they
can suppress the zygotic embryo due to competition for nutrients endosperm. In mature
seeds is rare the presence of these, and early molecular analysis seem to confirm this
characteristic. The presence and amount of phenolic compounds in embryos and
sarcotesta can promote protection against fungi and environmental pathogens, the
germination and the seedling establishment. The presence of adventitious embryony in
Inga laurina can be considered a strategy to improve the reproductive success,
establishment and occupation of the environment, since the species is well represented
in Cerrado areas.

Key words: Embryony adventitia, Fabaceae, phenolic compounds and seeds.
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Introducéo

O estudo das sementes € um tema que vem sendo muito abordado, e a maioria
das estudadas até entdo apresentam apenas um embrido, as chamadas monoembri6nicas
(Maheshwari 1963; Carman 1997; Goldenberg & Shepherd 1998). Porém, em algumas
sementes pode ocorrer a formacdo de mais de um embrido originando o fen6meno da
poliembrionia (Maheshwari 1950; Bhojwani & Bhatnagar 1986; Carman 1997).

Esses mdltiplos embrifes podem ser formados sexuada ou assexuadamente
(Koltunow 1993). Nos processos de reproducdo sexuada, além do embrido zigotico,
embribes podem se formar a partir da fecundacdo de outras células do gametofito
(Koltunow 1993; Batygina & Vinogradova 2007). Assexuadamente, os embribes
podem ser formados a partir de células do nucelo, 6vulo ou dos tegumentos, sem haver
a fecundacéo, caracterizando um processo de apomixia (Lakshmanan & Ambegaokar
1984; Koltunow 1993; Batygina & Vinogradova 2007). Esse processo apomitico nao €
exclusivo, podendo ocorrer juntamente com a fecundacdo da oosfera formando
sementes sexuadas e assexuadas (Asker & Jerling 1992).

A apomixia pode ser classificada em gametofitica, quando os embrifes sao
formados a partir de células ndo reduzidas do saco embrionario (gametofito), e
esporofitica, quando os embrifes sdo formados a partir de células somaticas da planta
mée (esporofito adulto) ou do embrido e suspensor (esporofito jovem) (Johri 1992;
Koltunow 1993; Mendes-Rodrigues 2010). Espécies com apomixia esporofitica, como
Eriotheca pubescens (Oliveira et al. 1992) e Bombacopsis glabra (Baker 1960; Duncan
1970), necessitam da fertilizacdo e formacdo de endosperma para que haja
desenvolvimento dos embrides adventicios, caracterizando a apomixia pseudogamica

(Mintzing 1928; Goldenberg & Sheperd 1998).
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A formacdo de embrides apomiticos é considerada uma vantagem para o
estabelecimento e colonizagdo de algumas espécies em ambientes indspitos como o
Cerrado (Goldenberg & Shepherd 1998; Goldenberg & Werpachowski 2004). Allem
(2004) sugeriu que a associagdo entre os fendmenos da poliembrionia e da apomixia,
que para Klink & Machado (2005) seria uma forma de persisténcia para plantas
submetidas a pressdes de perturbagbes naturais ou antropicas. Além disso, a
poliembrionia pode ser considerada também como uma tentativa de compensar a
reducdo da progénie ocasionada pela competicdo por recursos e espaco dentro do
mesmo fruto (Bawa et al. 1989; Uma Shannker & Ganeshaiah 1996; 1997), que pode
levar a formagdo de embrifes de tamanho reduzido com problemas de estabelecimento,
como observado em Eriotheca pubescens (Mendes-Rodrigues et al. 2005; Mendes-
Rodrigues 2010).

Apesar da presenca da poliembrionia estar usualmente relacionada aos sistemas
de reproducdo apomiticos em plantas lenhosas do Cerrado, nas Vochysiaceae, em
algumas Leguminoseae e Bombacaceaea, a poliembrionia ndo esta relacionada com a
ocorréncia obrigatéria dos mecanismos de apomixia (Carmo-Oliveira 1998; 2000a;
2000b; Martins & Oliveira 2003; Custodio 2008; Mendes-Rodrigues 2010).

A familia Leguminosae (Fabaceae) compreende aproximadamente 19.325
espécies e 727 géneros (Lewis et al. 2005; Souza & Lorenzi 2012) de distribuicdo
geografica mundial (Lorenzi 2008). Dentre as Leguminosae lenhosas do Cerrado, a
presenca de poliembrionia foi verificada em espécies com Hymenaea, Copaifera e
Acacia (Salomdo & Allem 2001), e em outros géneros como Mora, Cynometra,
Peltogyne, Macrolobium, e Inga (Moreira & Moreira 1996).

O género Inga (Leguminosae, Mimosoideae), que ocorre desde o México até o

sul do Brasil (Lorenzi 1998), destaca-se por apresentar flores reunidas em inflorescéncia
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do tipo espiga (Koptur 1983; Pennington 1997; Cruz-Neto et al 2007; Judd 2009), gréos
de pdlen reunidos em poliades (Koptur 1983) e por ter sementes recobertas por uma
polpa branca, adocicada e comestivel (Corner 1976; Barroso et al 1984; Poncy 1984)
denominada sarcotesta (Oliveira & Beltrati 1993). Essa polpa que envolve as sementes
confere a Inga um padrdo estrutural ndo encontrado em qualquer outro género de
Mimosoideae (Poncy 1985).

Dentro do género Inga as espécies Inga fagifolia (Oliveira & Beltrati 1994),
Inga uruguensis Hook. & Arn, Inga vera Willd. subsp. affinis e Inga laurina (Sw.)
Willd (Mendes-Rodrigues et al. 2007, 2008) foram registradas como poliembribnicas. A
espécie Inga laurina, objeto desse estudo, ocorre em diversos biomas brasileiros, dentre
eles o Cerrado (Filardil et al. 2007). E uma espécie arbdrea, com pequenas flores
esbranquicadas e seu fruto do tipo legume é indeiscente (Koptur 1983; Cruz-Neto et al.
2007; Judd 2009). Estudos sobre a germinacdo de sementes em espécies
poliembribnicas de Inga mostraram taxas de germinacao acima de 90% para Inga affinis
(Lieberg & Joly 1993) e 75% de emergéncia de plantulas em Inga laurina (Zamith &
Scarano 2004; Mendes-Rodrigues et al. 2007).

Oliveira & Beltrati (1993, 1994) chamaram a atencdo para a presenca de
compostos fendlicos nos embrides em Inga fagifolia, como foi observado também por
Aradjo & Carmo-Oliveira (dados ndo publicados) em Inga laurina. Estes compostos
constituem um dos mais disseminados e diversificados grupos de metabdlitos
secundarios das plantas, com mais de 8000 compostos ja detectados (Brand-Williams et
al. 1995). Sua presenca no vegetal € superada apenas pelos carboidratos (Pridham
1965). Eles podem ser pigmentos, que dao a aparéncia colorida aos 6rgdos, ou produtos
do metabolismo secundario, normalmente derivado de reacdes de defesa das plantas

contra agressoes do ambiente (Brand-Williams et al. 1995).
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Os compostos fendlicos podem ainda atuar no sistema enzimatico (Henderson &
Nitsch 1962), influenciando crescimento do vegetal e também os processos bioldgicos
das sementes (Lodhi 1982). Sua presenca também ¢é registrada em processos de
interacdes como revelado por Soares et al. (2000), em que altas concentracdes destes
compostos nas folhas de Rollinia laurifolia Schdtl. (Annonaceae) pode favorecer a
formacdo de galhas por Coccoidea (Brachyscelidae), que dependem de tais compostos
para completarem seu ciclo de vida.

Diante do exposto sobre a ocorréncia de poliembrionia, sua importancia e
relacdo com os sistemas de reproducdo em espécies do Cerrado, este trabalho tem por
objetivos descrever a origem e 0s processos de desenvolvimento dos varios embrides
presentes nas sementes de Inga laurina (Leguminosae), por meio de analises
histoldgicas e moleculares, e, bem como verificar e quantificar a presenca de compostos

fendlicos nos embrides dessas sementes.

Material e Métodos

O estudo foi realizado nos anos de 2013 e 2014 e o material boténico foi
coletado de oito individuos situados na area urbana da cidade, sendo quatro destes no
Parque do Sabid em Uberlandia, situado na coordenada 18°54°52”S ¢ 48°14°02”W e
altitude de 890 m (Vieira 2008). O fragmento de vegetacdo florestal do Parque
corresponde uma area com cerca de 30 hectares compostos por matas de galeria,
mesofila e cerraddo (Guilherme et al. 1998). Os outros quatro individuos estdo no Praia
Clube de Uberlandia. O clube possui aproximadamente 300 mil m2 de extensdo,
localizado as margens do Rio Uberabinha na coordenada 18°93°45” S — 48°29°15” W e
encontra-se numa altitude aproximada de 775,29 m (Secretaria de Estado de Meio

Ambiente e Desenvolvimento Sustentavel 2008). O fragmento de vegetacdo neste
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corresponde a uma érea de mata ciliar, com aproximadamente 78 mil m?, composta por
95 espécies vegetais sendo 15 nativas do bioma Cerrado (Secretaria de Estado de Meio
Ambiente e Desenvolvimento Sustentavel 2008), dentre estas a espécie Inga laurina. O
clima da regido € tipo Aw Megatérmico de acordo com a classificacdo de Kdppen, e
apresenta duas estacdes bem definidas, o verdo é quente e chuvoso e o inverno € frio e
seco (Vieira 2008).
Contagem dos embrides

A contagem do nimero de embrides foi realizada em 120 frutos maduros, com
13 semanas ap0s antese, coletados de quatro plantas adultas localizadas no Parque do
Sabia. Estes foram abertos, suas sementes retiradas e dissecadas para o isolamento do
aglomerado de embrifes encontrado em cada uma. Foi apurado o nimero de sementes
que apresentaram mais de um embrido. Estes foram separados, identificados pelo eixo
de insercdo dos cotilédones (Oliveira & Beltrati 1993) e, posteriormente, contados
separadamente.
Analises histologicas

Para o estudo da origem e do desenvolvimento dos embrides foram coletados
flores e frutos em diferentes estagios de desenvolvimento. As sementes foram isoladas e
tiveram parte da testa retirada para posteriormente serem fixadas em FGAA Lertsten &
Curtis 1988). As amostras foram submetidas a desidratacdo em série etandlica (Kraus
& Arduin 1997), passaram por uma série de etanol:cloroférmio (3:1, 1:1, 3:1) para a
retirada de cera epicuticular e incluidas em 2-hidroxietil-metacrilato (Leica Historesin
Embedding Kit) (Feder & O’Brien 1968). As séries de seccbes transversais e
longitudinais foram montadas em laminas de vidro e submetidas a coloragdo com azul

de toluidina (O’Brien et al.1964).
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Testes histoquimicos foram realizados com Lugol para detectar a presenca de
gréos de amido (Johansen (1940), e com sulfato ferroso 2% para verificar a presenca de
compostos fendlicos (Jensen 1962).

Anélises moleculares

De modo a caracterizar a variabilidade genética e origem da progénie, 25
sementes maduras de Inga laurina tiveram seus embrides isolados para serem
submetidos a analises utilizando marcadores moleculares tipo ISSR (Inter Simple
Sequence Repeated) (Reddy et al. 2002). Foram utilizadas inicialmente cinco destas
sementes, sendo extraidos e isolados um total de 19 embrides (por limitacGes logisticas
os embrides das outras sementes foram extraidos e estocados para posterior analise).
Estes foram macerados, separadamente, com auxilio de nitrogénio para extracdo de
DNA, seguindo o protocolo Doyle & Doyle (1987). O mesmo processo de maceragdo
foi feito para folhas da planta mde. Aos macerados produzidos anteriormente, foi
adicionado tampdo de extracdo CTAB 2% (CTAB 2%, 1,4M NaCL, 100mM Tris-HCI
pH 8,20mM EDTA pH 8 ¢ 2,5 % PVP) e 2% de B-mercaptoetanol. Apos a extragéo o
DNA foi diluido em 130 puL de TE (10 mM Tris-HCI, 1ImM EDTA), e foi utilizado o kit
de extracdo DNeasyPlant (Qiagen), sequindo recomendacg6es do fabricante.

A qualidade e concentracdo do DNA foram verificadas em gel de agarose 0,8%
corado com brometo de etidio. A diluicdo ideal do DNA para amplificacdo dos
fragmentos ISSR foi determinada a partir de testes de diluicdo (1:10; 1:50; 1:100). A
diluicdo foi testada em funcdo da qualidade da amplificacdo, sendo que a diluicdo de

1:50 apresentou melhores resultados.
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Amplificacdo dos fragmentos ISSR (Inter simple sequence repeat)

Dentre os oito primers ISSR testados, cinco foram escolhidos (MAO, Omar,
840, John e Manny) por gerarem a menor quantidade de bandas inespecificas e maior
quantidade de bandas polimoérficas. As temperaturas de anelamento dos primers foram
otimizadas para cada l6cus ISSR.

Os fragmentos obtidos por amplificacdo foram avaliados quanto a presenca e
auséncia de bandas, e as bandas inespecificas foram descartadas das analises. As
analises de progénie foram realizadas no Laboratério de Genética (Labgen) da
Universidade Federal de Uberlandia, MG, Brasil.

Quantificacdo dos compostos fenolicos

Para verificar e quantificar os compostos fenolicos totais foram utilizados
embribes de 150 sementes de frutos em diferentes fases de desenvolvimento, divididos
em classes. Classe I: frutos com 4-6 cm com sementes cujos embrides, em fase inicial
de desenvolvimento, ainda ndo podem ser separados; classe I1: frutos com 7-8 cm cujas
sementes possuem embrides maiores que podem ser isolados; e classe Il1: frutos com 9-
10 cm, com sementes maduras e embribes desenvolvidos, de facil separacdo. Os
embribes das sementes da classe | tiveram a testa da semente retirada e foram
macerados em nitrogénio liquido formando um p6 fino. Os embrides das sementes das
classes Il e Il foram separados e em seguida agrupados por semelhanca da coloracao
(embribes mais escuros e embribes mais claros). Os macerados das classes Il e IlI
resultaram em quatro diferentes amostras, A: embrifes escuros da classe Il; B: embrides
claros da classe Il; C: embriGes escuros da classe 111 e amostra D: embriGes claros da
classe Ill. Tais amostras foram liofilizadas, para a producdo dos extratos brutos,
mantidos estocados em congelamento a -20 °C, para posterior quantificacéo utilizando o

método colorimétrico de Folin-Ciocalteau (Folin & Ciocalteau 1927), que utiliza como
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padrdo o &cido galico. A quantificacdo de fenois totais também foi feita para as
sarcotestas das sementes maduras utilizando os mesmos procedimentos. Estas analises
foram realizadas no Laboratério de Quimica Organica da Universidade Federal de
Uberlandia, MG, Brasil.

Para avaliar o percentual de germinagdo e desenvolvimento dos embrides 50
sementes maduras foram colocadas para germinar em laborat6rio, em gerbox com uma
fina camada de algoddo e papel filtro. Outras 50 sementes foram colocadas para
germinar em terra comum para jardinagem, sem adicdo de substratos, em estufa de
vegetacao.

Os resultados foram registrados por meio de imagens obtidas em microscépio
Axioplan Zeiss com luz polarizada, microscépio Olympus com fluorescéncia,
utilizando-se camera fotografica modelo DP70 e o programa DPController, cAmeras
digitais Sony DSC-S50 e Sony W30.

O material botanico testemunho foi depositado no Herbarium Uberlandense
(HUFU), do Instituto de Biologia, UFU — Uberlandia, sob o nimero de registro HUFU-

60.327.

Resultados

Os frutos de Inga laurina séo do tipo legume e apresentam em média 5,3 cm de
comprimento. As sementes estdo dispostas em fileira, sendo as mais préximas da base
do fruto, junto a regido do peciolo, maiores que as da regido apical. Em alguns frutos
verificou-se que nesta regido apical ndo houve formacao de sementes (Figura 1.A).

Nos 120 frutos analisados foram encontradas 373 sementes, resultando numa
média de 3,13 sementes por fruto. O nimero médio de sementes por fruto variou de

acordo com o tamanho dos frutos e observou-se que as sementes com maior nimero de
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embrides se encontravam nos frutos menores, com menos sementes. Considerando que
sdo encontrados cerca de 10 Ovulos por ovéario, os resultados mostraram uma
porcentagem de conversao de 6vulos em sementes de 31,34% + 2,64 (Tabela 1).

Devido & origem e desenvolvimento assincronicos dos varios embrides, na
semente madura estes se dispdem entrelagados formando um aglomerado (Figura 1.B).
Das 373 sementes dissecadas, 302 apresentaram mais de um embrido, totalizando um
percentual de 80,9% de sementes poliembriénicas e uma maior frequéncia de sementes
com dois embrides (Tabela 1).

As andlises histologicas mostraram, nos 6vulos de ovarios com 72 horas apés a
antese, a presenca do tubo polinico descarregando o material genético na regido das
sinérgides e o nucleo endospérmico primario (Figura 1.C). Nesta fase, observa-se
grande quantidade de gréos de amido no citoplasma da célula média.

Em sementes jovens, de frutos com duas semanas poOs antese, tem-se as
primeiras divisdes do embrido zigdtico, na regido micropilar (Figura 1.D). Nesta fase
observou-se também a presenca do endosperma ja em fase nuclear. Algumas células
nucelares, proximas da micropila, se apresentam em processo de divisao celular (Figura
1.D). Tais células dardo origem aos embriGes nucelares que em sementes jovens, com
quatro semanas, se apresentam com varias células que comecam a se organizar em
forma globular (Figura 1.E). Estes se desenvolvem rapidamente, ocupando a regido
central em meio ao endosperma (Figura 2.A).

Em varias sementes desta fase e nas sequenciais, observou-se uma
desorganizacdo celular na regido micropilar (Figura 2.B), na qual se encontrava o
embrido zigotico. A presenca de um espaco nesta regido, que foi observada em varias
seccdes analisadas, nos sugere que o embrido zigético pode se degenerar enquanto que

0s embrides nucelares continuam seu desenvolvimento.
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A formagdo de novos embrides nucelares ocorre com o desenvolvimento das
diferentes sementes do fruto, sendo possivel observar em uma mesma semente embrifes
mais desenvolvidos que outros (Figuras 2.B e 2.C).

As andlises utilizando marcadores moleculares tipo ISSR mostraram que, dos 19
embribes analisados, 18 ndo apresentaram variabilidade genética, sendo aparentemente
idénticos a planta-mae, apenas um embrido mostrou diferenca genética em relacdo a
planta-mée e aos outros embrides. Este era 0 maior embrido da semente e apresentava
coloracdo verde intensa.

Nas sementes maduras, 0s embrides maiores apresentam uma coloragdo verde
intensa e 0S menores, que se encontram proximos a regido micropilar, sdo verdes mais
claros (Figuras 1.B e 2.D). Tal coloracdo esta relacionada com a concentracdo de
compostos fendlicos presentes nos embrides, que foram identificados por meio do
sulfato ferroso (Figura 2.E). Testes com Lugol verificaram também a presenca de graos
de amido nos embrides (Figura 2.F).

As analises das sementes submetidas a extracdo de fendis totais mostraram que
hd diferenca na quantidade destes compostos nos embribes durante o seu
desenvolvimento. Os embrides em estagio inicial de desenvolvimento ja apresentam
fendis. Em fases mais avancadas do desenvolvimento dos embrides, esta quantidade
aumenta gradativamente e observa-se diferenca expressiva da concentracdo de fendis
nos embriGes maiores e mais escuros quando comparados com 0s menores e mais claros
(Tabela 2).

Os fendis, detectados pelo azul intenso na coloragdo com Azul de toluidina e em
negro ou marrom escuro nas preparagdes com sulfato ferroso, estdo presentes nas
células da camada externa do tegumento externo dos dvulos maduros (Figura 2.G) e na

testa das sementes maduras (Figura 3.A).
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Em algumas sementes maduras observou-se também a presenca de galhas na
regido da sarcotesta (Figuras 3.B e C). A quantificagdo dos fendis nessa estrutura
mostrou que sarcotestas galhadas apresentam maior concentragdo de compostos
fendlicos quando comparadas as sarcotestas sadias (Tabela 2).

O estudo da emergéncia das sementes de Inga laurina mostrou que mais de uma
plantula pode se desenvolver por semente (Figura 3.D). Os embrifes maiores, de
coloracdo mais acentuada e que apresentam maior concentracdo de compostos fendlicos
cresceram mais rapidamente, trés dias apds as sementes terem sido colocadas para
germinar. Alguns embrides menores, de coloracdo mais clara e com menor
concentracdo de compostos fenolicos demoraram até dois meses para manifestar algum
crescimento (Figura 3.D). Esse longo tempo de exposicdo ao ambiente natural, ou
mesmo no laboratério, possibilitou o desenvolvimento de fungos que, muitas vezes,

impediram o desenvolvimento destes.

Discusséo

Em Inga laurina, o nimero de sementes por fruto maduro, em média 3,10,
revela que ha uma reducdo na conversdo de Gvulos em sementes, como verificado em
outras espécies poliembriénicas (Mendes-da-Gléria et al. 2001; Custodio 2008). Esta
reducdo pode ser resultado de diversos fatores, desde a acdo de agentes polinizadores
(Wiens et al. 1987) até a competicdo por recursos limitados dentro de um mesmo fruto
(Bawa et al. 1989; Uma Shaanker & Ganeshaiah 1988). Como em outras leguminosas
que apresentam frutos do tipo legume, as sementes de Inga laurina sdo submetidas a
uma competicdo por recursos (Bawa et al. 1989; Uma Shaanker & Ganeshaiah 1988). A
disposicdo dos 6vulos em uma Unica fileira possibilita, aqueles que se encontram mais

proximos da base do fruto, receberem primeiro os recursos (Bawa et al. 1989),
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limitando o repasse nutricional as sementes do &pice, que muitas vezes tém seu
desenvolvimento comprometido (Bawa et al. 1989).

A ocorréncia de poliembrionia entre as Angiospermas é registrada para grande
nimero de espécies (Uma Shaanker & Ganeshaiah 1996; Salomdo & Allem 2001;
Mendes-Rodrigues 2010). No bioma Cerrado, Salomé&o & Allem (2001) revelaram que
18,67% das espécies estudadas apresentam poliembrionia. Dados recentes (Mendes-
Rodrigues 2010) apontam até 30,3% de espécies poliembridnicas entre as espécies de
Cerrado, confirmando a alta frequéncia de embrides multiplos. Dentre estas, Salomédo &
Allem (2001) verificaram a presenca de poliembrionia em 14 espécies de leguminosas
lenhosas, incluindo Hymenaea, Copaifera e Acacia. Tais dados indicam ser esse
fendbmeno uma caracteristica reprodutiva importante entre as Angiospermas
(Goldenberg & Shepherd 1998; Saloméo & Allem 2001; Klink & Machado 2005).

A poliembrionia em espécies de Inga ja é conhecida entre aquelas que ocorrem
tanto em matas (Oliveira & Beltrati 1994; Moreira & Moreira 1996) como em
formacdes de Cerrado (Salomdo & Allem 2001; Mendes-Rodrigues et al. 2007), mas
ainda ndo havia dados quanto a frequéncia de sementes poliembriénicas em espécies do
género. Essa alta frequéncia de sementes com mais de um embrido deixa clara a
importancia da poliembrionia para a biologia da espécie em estudo, como observado por
Saloméao & Allem (2001) em espécies do Cerrado.

Em Inga laurina, 80% das sementes maduras apresentam pelo menos dois
embrides, 0 que sugere gue a planta-mée consegue compensar, na sua progénie, a perda
na taxa de conversdo de 6vulos em sementes, que foi de apenas de 31,34% nos frutos
analisados.

Com relacdo a origem dos embriGes, as analises histoldgicas evidenciaram a

ocorréncia do processo da fecundacdo com a formacdo do embrido zigotico, do
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endosperma, além de embrifes de origem nucelar. A formacdo de maltiplos embriGes
adventicios em uma semente, caracterizada como apomixia, pode estar relacionada ao
processo de reproducdo assexuada, onde ndo ha fecundacdo da oosfera (Lakshmanan &
Ambegaokar 1984; Koltunow 1993; Batygina & Vinogradova 2007), ou sexuada, onde
mesmo com a formacdo de um zigoto hd formacdo de embrides de origem somatica
(Koltunow 1993; Batygina & Vinogradova 2007). Tais embrides se formam devido ao
forte potencial embriogénico do tecido nucelar para originar multiplos embrides
geneticamente idénticos a planta-mée, junto do embrido sexual (Koltunow 1993; Johri
1984; Uma Shaanker & Ganeshaiah 1996, Rodrigues et al. 1999).

Em Inga laurina, a apomixia pode ser caracterizada como esporofitica e
pseudogamica, em que ha fecundacédo para a formacdo do endosperma e dos embrides
adventicios (Koltunow 1993; Mendes-Rodrigues 2010), visto que os resultados dos
tratamentos de polinizacdo revelaram a formacdo de sementes em todos os tipos de
cruzamentos (Araujo & Carmo-Oliveira, dados ndo publicados). A apomixia
esporofitica pseudogamica também é encontrada em outras espécies de Cerrado como
Eriotheca pubescens (Mendes-Rodrigues et al. 2005), no género Tabebuia
(Bignociaceae) (Bittencourt & Semir 2005) e em Anemopaegma acutifolium DC
(Sampaio et al. 2013).

A formacdo e o desenvolvimento do endosperma nuclear em Inga laurina
corroboram os dados para as leguminosas (Davis 1966; Johri 1984) e para Inga, como
observado por Oliveira & Beltrati (1993). O endosperma, embora transitorio, garante o
desenvolvimento dos embrides, gaméticos e adventicios, formados na semente como
observado em espécies com sementes poliembridnicas (Bacchi 1944; Koltunow 1993;

Mendes-Rodrigues 2010; Sampaio et al. 2013).
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Usualmente a poliembrionia € relacionada a mecanismos de apomixia (Allem
2004) o que seria uma forma de persisténcia a0 ambiente para plantas submetidas a
pressbes de perturbagdes naturais ou antropicas (Allem 2004), sendo, portanto,
alternativas reprodutivas importantes em ambientes inospitos e transformados pela
agricultura como o Cerrado (Klink & Machado 2005). Salomdo & Allem (2001)
verificaram que, das 75 espécies estudadas por eles, ocorrentes nos biomas Cerrado e
Caatinga, 18,67% apresentavam poliembrionia e possivelmente apomixia, indicando
que esses fendmenos sdo mais frequentes do que se supunha (Mendes-Rodrigues 2010).

Apesar da presenca da fecundacdo e formacdo do embrido zigético, em Inga
laurina, os embrides que se desenvolvem com mais vigor sdo 0s apomiticos, haja vista
que as andlises histologicas mostraram que em varias sementes 0 zigoto embrionario,
formado na regido micropilar, tem seu desenvolvimento comprometido apés o inicio do
desenvolvimento dos embrifes nucelares. Isso pode ser indicado pela desorganizacéo de
células na regido da micropila, verificada nas sementes com mais de quatro semanas. A
partir desta fase, apenas os embrides de origem nucelar podem ser observados nas
analises histologicas. Ao contrario, em espécies das familias Bombacaceae (Baker
1960), Melastomataceae (Goldenberg 2000), e Bignoniaceae (Sampaio et al. 2013), 0s
embrides zigodticos se desenvolvem até a maturidade, mas os embrides apomiticos
formados ao redor sdo mais vigorosos e se desenvolvem mais rapidamente. E sugerido
que estes assimilam mais nutrientes e competem pelo espago dentro da semente,
podendo assim inibir o desenvolvimento do embrido sexuado (Baker 1960;; Soares
Filho et al. 2000; Mendes-Rodrigues et al. 2005).

Em Inga laurina, os indicios de falha no desenvolvimento do embrido zigético

também podem ser reconhecidas pelas analises moleculares, que revelaram a presenca
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de apenas um embrido com diferenca genética em relagdo a planta mée e aos outros
embriGes em toda amostra estudada.

Como a espécie é apomitica pseudogamica, os embrides sexuados, que seriam 0s
menos vigorosos, podem ter sido formados a partir de um grédo de p6len com menor
viabilidade que resultaria em ma formagdo do zigoto e consequente falha no
desenvolvimento, o que explicaria 0s poucos embrides zigoticos encontrados na
semente madura (Soares Filho et al. 2000; Mendes-Rodrigues 2010), como verificado
nas andlises de progénie de Inga laurina. Neste contexto, o desenvolvimento dos
embribes apomiticos em Inga laurina poderia superar o crescimento do embrido
zigotico, favorecendo o crescimento dos primeiros pela captacdo de recursos do
endosperma. Tem-se ainda, para a espécie a formacdo dos embrides adventicios em
diferentes fases do desenvolvimento da semente, inclusive na regido micropilar apds a
degeneracdo do embrido zigotico, o que resulta na presenca de embrifes de distintos
tamanhos na semente madura, como observado também em outras espécies
poliembriénicas como Glycine max (L.) Merrill (Fernando 1999), Vitis spp (Passos et
al. 1999) e em Citrus sinensis (L.) Osbeck (Mendes-da-Gloria et al. 2001).

O resultado da analise molecular, apesar de ainda pouco conclusivo, que revelou
um Unico embrido zigotico, na amostra de embrides clonais bem desenvolvidos, indica
que a pseudogamia pode levar a formacdo de embribes zigoticos com potencial para se
estabelecerem e garantir a variabilidade genética na espécie.

Dados mais conclusivos sobre o tipo de sistema de reproducdo da espécie e
moleculares poderdo esclarecer melhor a origem e o desenvolvimento dos tipos de
embrides encontrados nas sementes de Inga laurina.

O vigor dos embriGes maiores nas sementes parece estar associado a maior

quantidade de fendis totais encontrado nestes. As andlises histoquimicas e a
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quantificacdo de fendis evidenciaram um acréscimo de compostos fendlicos durante o
crescimento do embrido. Nas fases iniciais de desenvolvimento ndo foi observada
diferenca expressiva entre as concentracdes de compostos fenélicos dos varios embrides
de Inga laurina.

Na semente madura, ttm-se os embrides nucelares que se formaram primeiro,
maiores e com maior concentracdo de fendis totais, e por isto, uma coloracdo verde
intensa a olho nu. Ja os embrides formados mais tardiamente e aquele originado ap6s o
embrido zigdtico ter se degenerado, sdo menores, mais membranaceos e apresentam
menor concentracdo de fendis totais e, por isto, uma coloracdo mais clara. Os poucos
embrides zigoticos que conseguem atingir a maturidade, provavelmente também
apresentam estas caracteristicas de tamanho e concentracdo de compostos fenolicos
tornando assim, dificil a sua diferenciagio dos demais.

Os compostos fendlicos, dentre os fenois totais, estdo intimamente associados as
estratégias de defesa das plantas (Pridham 1965; Nass 2007). Estes podem ser
encontrados em diferentes estruturas da semente, como nos tegumentos e nos embrides,
no angico-vermelho (Piptadenia macrocarpa) e no jacaranda caviuna (Dalbergia nigra)
(Maciel et al. 1992), da familia Leguminosae, e sua atuacdo nas sementes € variavel de
acordo com sua localizacdo nesta estrutura, conferindo protecdo quando encontrados
nos tegumentos e nos embrides (Maciel et al. 1992).

Em Inga laurina, a presenca de compostos fendlicos nos tegumentos e, na
maturidade, na sarcotesta, como verificado também em Inga fagifolia (Oliveira &
Beltrati 1994), indica a relacdo destes com a protecdo das estruturas da semente bem
como do embrido durante o desenvolvimento do fruto.

Os embrides das sementes de Inga laurina que sdo maiores e com maior

concentracdo de fendis germinam mais rapidamente que os embrides menores e com
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menor concentracdo destes compostos. As plantulas resultantes destes embrides
menores se mostraram menos resistentes aos fungos e patégenos encontrados no
ambiente de germinacdo. Esse fato corrobora os dados que demonstram que os fendis
tém grande influéncia na protecéo da semente favorecendo o processo da germinacao e
0 estabelecimento das plantulas. Henderson & Nitsch (1962), Einhelling et al. (1982),
Lodhi (1982) e Brand-Williams et al.(1995) verificaram os efeitos sinergisticos dos
fendis no alongamento de radicelas, crescimento de plantulas e germinacdo de
sementes, evidenciando que esses fendmenos sofrem, em diferentes graus, a influéncia
desses compostos.

Os dados sobre a ontogénese e desenvolvimento dos poliembrides em Inga
laurina, apresentados neste trabalho, somados aqueles sobre os sistemas de polinizacéo
(Araujo & Carmo-Oliveira, dados ndo publicados), nos revelam que a espécie apresenta
apomixia pseudogamica. Os embrides adventicios sdo de origem nucelar e se
desenvolvem mais rapidamente e vigorosamente, 0 que suprimi 0 embrido zigotico na
competicdo pelos nutrientes do endosperma (Baker 1960; Goldenberg 2000; Soares
Filho et al. 2000; Mendes-Rodrigues et al. 2005). A provavel degeneracdo do embrido
zig6tico, observada em varias sementes jovens ou a competicdo por nutrientes, podem
explicar a rara presenca destes embrides nas sementes maduras. Os dados moleculares
parecem confirmar essa caracteristica.

Tais dados somam-se a informac6es sobre a biologia reprodutiva ja encontrada
para 0 grupo das leguminosas e para as espécies do Cerrado bem como apresentam
dados relativos a relacdo da presenca de fenois totais e o desenvolvimento dos embrifes

e das sementes de uma espécie deste Bioma.
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Figura 1: Frutos, sementes e desenvolvimento dos embrifes de Inga laurina. A- Primeiro fruto, a
esquerda, sadio e com varias sementes. Fruto aberto mostrados as sementes envolvidas pela
sarcotesta. Terceiro fruto, da direita, observa-se proxima ao &pice do fruto uma regido onde nédo
houve formagdo de sementes. B- Sementes de frutos maduros evidenciando o aglomerado de
embrides (setas). C- Corte longitudinal de 6vulo de ovario com 72 hotas ap6s antese evidenciando a
presenca do tubo polinico, corado em rosa, e 0 nlcleo endospérmico primario. D- Semente jovem
de fruto com duas semanas. Observa-se as primeiras divisdes do embrido zigético na regido
micropilar, o endosperma nuclear e células nucelares proximas a micréplia em processo de divisdo
(setas). E- Corte longitudinal de sementes com quatro semanas, evidenciando embries nucelares
em formato globular. ( em: embrido nucelar; ez: embrido zig6tico; ne: nlcleo endospérmico
primario; tp: tubo polinico)
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Figura 2: Desenvolvimento dos embrifes de Inga laurina e testes histoquimicos para verificar a
presenca de compostos fendlicos A- Corte longitudinal de semente evidenciando embries nucelares
ocupando a regido central em meio ao endosperma. B- Corte longitudinal de semente evidenciando
desorganizagdo celular na regido micropilar (estrela). Observa-se também embrides nucelares na
regido central em meio ao endosperma. C- Corte longitudinal de semente evidenciando a presenca de
varios embrides nucelares com diferentes tamanhos. Observa-se também a desorganizacio celular na
regido micropilar (estrela). D- Sementes maduras evidenciando embrides menores de coloragdo
verde claro (setas) e embrifes maiores verde intensa. (traco) . E- Corte transversal de semente
madura fixada em sulfato ferroso, evidenciando a testa da semente com coloracdo mais enegrecida,
indicando a presenca de compostos fenélicos. F- Corte do cotilédone evidenciando a presenca de
grdos de amido corados por Lugol. G- Detalhe de ovulo evidenciando a presenca de compostos
fendlicos, de coloracdo marrom escuro, na camada externa do tegumento extemno. (en: embrido
nucelar; t: testa)
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Figura 3: Sarcotesta da semente de Inga laurina evidenciando a presenca de compostos
fendlicos, galhas na sarcotesta e germinagdo das sementes. A- Corte evidenciando a presenca de
compostos fendlicos na testa da semente madura fixada com sulfato ferroso. B- Corte
longitudinal de semente evidenciando a fase inicial de desenvolvimento da galha. C- Corte de
semente evidenciando galhas somente na regido da sarcotesta da semente. D- Germinagdo das
sementes. Na primeira semente, a esquerda, observa-se duas plantulas se desenvolvendo em uma
Unica semente. Esta apresenta maior concentracdo de compostos fendlicos e plantulas mais
desenvolvidas. Na segunda semente, a direita, observa-se uma plantula se desenvolvendo por
semente. Esta apresenta menor concentracdo de compostos fendlicos e é menor, quando
comparadaa anterior. (c: cotilédone; g: galha)
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Tabela 1: Dados evidenciando a quantidade e o tamanho de frutos analisados para a
contagem de sementes poliembribnicas e o0 nimero médio de embrides formados por
semente.

Quantidade de Tamanho Ndmero de NUmero de Médiado nimero de
frutos analisados  médio dos sementes sementes embribes por
(por classe) frutos(cm) encontradas  poliembridnicas semente
A: 40 frutos 3,31 53 42 3,45
B: 40 frutos 4,62 205 164 2,58
C: 40 frutos 5,88 115 96 2,26

Tabela 2: Dados evidenciando a concentragdo de compostos fendlicos nas diferentes fases
de desenvolvimento das sementes de Inga laurina. Comparativo utilizando o equivalente de
acido galico (EAG) por grama de extrato.

Desvio padrao (EAG/g de

Média (EAG/q de extrato) extrato)
Embrides escuros (jovens) 7,2 0,5
Embrides claros (jovens) 54 0,7
Embrides escuros (intermediarios) 6,0 0,2
Embrides claros (intermediarios) 5,8 0,0
Embrides escuros (maduros) 14,9 0,8
Embrides claros (maduros) 13,5 0,1
Sarcotesta (com galha) 38,3 0,7

Sarcotesta (sadia) 5,2 0,3
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Consideracdes Finais

Os dados sobre a ontogénese e desenvolvimento dos poliembrides em Inga
laurina, apresentados neste trabalho, somados aqueles sobre os sistemas de polinizacao,
nos revelam que a espécie apresenta apomixia pseudogamica. Os embrifes adventicios
sdo de origem nucelar e se desenvolvem mais rapidamente e vigorosamente, 0 que
suprimi o embrido zigotico na competicdo pelos nutrientes do endosperma. A provavel
degeneracdo do embrido zigdtico, observada em vérias sementes jovens ou a
competicdo por nutrientes, podem explicar a rara presenca destes embrides nas sementes

maduras. Os dados moleculares parecem confirmar essa caracteristica.

Apesar de Inga laurina ser uma espécie poliembribnica, e possivelmente
apomitica, ndo ha anomalias durante o desenvolvimento embrioldgico inicial. Além
disso, observou-se maior concentragdo de compostos fendlicos nos embrides mais

desenvolvidos, podendo star relacionado a protecdo da semente.

Tais dados somam-se a informacGes sobre a biologia reprodutiva ja encontrada
para 0 grupo das leguminosas e para as espécies do Cerrado bem como apresentam
dados relativos a relacdo da presenca de fenois totais e o desenvolvimento dos embrides

e das sementes de uma espécie deste Bioma.



