CAPITULO 2

AUTOINCOMPATIBILIDADE DE ACAO TARDIA E POLINIZACOES

MISTAS EM TABEBUIA AUREA (BIGNONIACEAE)
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RESUMO

Espécies que apresentam autoincompatibilidade & tagdia (AIT) podem apresentar uma
flexibilidade neste sistema quando ocorrem polgdea mistas (graos de polen proprios +
graos de podlen cruzados), de forma que sementefeecundadas possam ser formadas.
Tabebuia aureaparece apresentar AIT, no entanto, estudos malexsulverificaram a
ocorréncia de progénie oriunda de autofecundacdaum@ populacdo desta espécie. Os
objetivos deste estudo foram tentar corroborar @réocia do ATl na espécie, além de
verificar a formacéo de frutos e sementes autofdmias a partir de polinizacdes mistas. Para
tal, foram realizadas autopolinizagbes, polinizacdgruzadas e polinizacdes mistas
controladas em duas populacdeddaurea Os eventos pos-polinizacdo foram analisados em
ovulos de todos os tratamentos e um teste de mdmfoi realizado nas progénies oriundas
de polinizagbes mistas. Apenas uma populacdo forfnaios por polinizagbes mistas,
entretanto, a taxa de frutificacdo foi cerca deo oiezes menor que a observada em
polinizagBes cruzadas. N&o foram formados frutasapopoliniza¢des. Os tubos polinicos
de polinizagbes cruzadas cresceram e atingiramaocowais rapidamente do que os de
autopolinizagdo. No entanto, algum tipo de intevagdtre estes tubos polinicos deve ocorrer
no caso de polinizagdes mistas, levando a uma npamatracdo e fecundacdo dos ovulos, a
qual levaria a uma pequena proporcdo de Ovulosnfletlos e ndo permitiria o
desenvolvimento dos pistilos, causando seu abexplicando assim a baixa frutificacéo
verificada em polinizagdes mistas. Os o6vulos quenfo fecundados no tratamento de
polinizagBes mistas apresentaram o endosperma st&die de desenvolvimento similar ao
observado em 6vulos de pistilos submetidos asipalifies cruzadas, enquanto o endosperma
de 6vulos de pistilos autopolinizados foi mais deatn seu desenvolvimento inicial. Estes
resultados corroboram outros estudos que indicavnoaréncia do AIT enT. aurea Nao

foram detectadas plantulas de autofecundacao pemten de polinizagcdes mistas nos testes
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de paternidade, indicando que este seja um evexdiarie raro na espécie. Embora este
estudo ndo tenha confirmado a flexibilidade do &M T. aurea a elevada proporgéao de
progénie de autofecundacéo encontrada em outrdeestum marcadores moleculares pode
ser resultante de individuos que apresentem unwme@upatibilidade parcial, os quais nao

teriam sido amostrados no presente trabalho.

Palavras-chave:caraiba, desenvolvimento do endosperma, interagéte &ubos polinicos,

sistema reprodutivo
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Introducao

A maioria das plantas apresenta flores perfeitagjumis recebem, frequentemente,
graos de pélen de outros individuos (pdlen cruzaddaamente com o gréo de pdélen préprio
(autopolen) no estigma caracterizando a ocorréfeipolinizacdo mista (Kalisz et al. 2004,
Bianchi et al. 2005, Goodwillie et al. 2005). Esf® de polinizacdo € comum na natureza,
devido ao comportamento dos polinizadores que paddansferir os dois tipos de graos de
pélen para o estigma (Kalisz et al. 2004).

A polinizagédo e fecundagédo cruzadas sao importapéea que haja uma maior
variabilidade genética na populacdo, no entantde mzorrer uma plasticidade nos sistemas
de autoincompatibilidade, levando a planta a privdisanbém sementes provenientes de
autofecundacéo (Lipow & Wyatt 2000, Stephenson |et2@00). A autocompatibilidade
parcial pode assegurar a reprodugcao por meio d@éeauhdacédo, sendo um importante fator
em condi¢cdes desfavoraveis, como: a baixa densigagelacional, limitacdo do podlen
cruzado e a auséncia do polinizador, levando unizi@®ecia de polinizagbes cruzadas
(Stephenson et al. 2000).

Quando a reproducéo ocorre tanto por autofecundfigato por fecundacao cruzada,
0 sistema reprodutivo é considerado misto, comxa e frutificacdo proveniente de
autopolinizagéo variavel de acordo com a espécigrgski et al. 1994, Rausher & Chang
1999, Goodwillie et al. 2005). Algumas espéciessateradas autoincompativeis, com agéo
de um sistema de autoincompatibilidade tardia (Al&presentaram uma proporcao
significativa de sementes autofecundadas em fprmduzidos através de polinizagfes mistas
(Bertin et al. 1989, Gribel et al. 1999, Gribel &8s 2002). Uma possivel explicacdo para
que ocorra a formacdo de sementes por autofecumé@agdspécies com AIT € que quando
ocorre a polinizacdo mista e a maioria dos ovulfecendado por gametas oriundos de poélen

cruzado, estes atraem recursos maternos, permitjndoo pistilo se desenvolva em fruto,
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mesmo com alguns évulos autofecundados (Bertin lBv&n 1988, Bertin et al. 1989, Gibbs
et al. 2004).

A autoincompatibilidade de acédo tardia difere dositras sistemas de
autoincompatibilidade, pois pode ndo ocorrer unjeig@& imediata do pdlen ou dos tubos
polinicos de autopolinizagdo, sendo que estes erestté o ovario e podem penetrar e
fecundar os 6vulos (De Nettancourt 1977, Seaveyafd 1986, Sage et al. 1994), o que
permitiria a formacdo de sementes autofecundadasmbitos casos, a AIT é confundida
com a acdo precoce da depressdo endogamica, gaaséda pela expressao de alelos
recessivos deletérios (Seavey & Bawa 1986, Huff&dHamrick 2003). Apesar da
dificuldade de se identificar a AIT, a observac@oteimpo necessario para a abscisdo dos
pistilos autopolinizados juntamente aos estudo®lbgicos dos eventos pos-polinizagédo
podem ajudar a elucidar que tipo de rejeicao est®maendo (Seavey & Bawa 1986, Gibbs &
Bianchi 1999, Bittencourt Jr. & Semir 2005, Gandiolf Bittencourt Jr. 2010).

Estudando o sistema reprodutivoTBbebuia auregManso) Benth. & Hook. f. ex S.
Moore foi constatada a presenca do AIT por meicadélises do crescimento dos tubos
polinicos, os quais estes chegavam até o ovariecanflavam os o6vulos em pistilos
autopolinizados e o posterior aborto uniforme depistilos (Gibbs & Bianchi 1993, Barros
2001). Além disso, foi observado o desenvolvimenioial normal do endosperma e do
zigoto nos Ovulos destes pistilos antes de suasdos(Gibbs & Bianchi 1993). Entretanto,
Braga & Collevatti (2011) realizaram um trabalho gnotipagem em outra populagdo da
mesma espécie e encontraram taxas elevadas detssipevenientes de autofecundacéo em
frutos desenvolvidos naturalmente. Estes achad@nt@ram a hipotese de que a espécie
apresentaria um sistema reprodutivo misto.

Para esclarecer a estratégia reprodutivdat®ebuia aureaos objetivos deste estudo

foram: (1) investigar se ocorre a formacao de &uaecorrentes de polinizagcdo mista, e (2) se
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sementes provenientes de autofecundacdo se desmmvokstes frutos. Além disso, (3)

verificar se existem indicios da agéo do AIT poiama andlise dos eventos pds-polinizacao.

Material e métodos
Espécie estudada e areas de estudo

O estudo conTabebuia auredoi conduzido em areas de cerrado sentido restrito
Duas populac¢des nativas foram estudadas, senddogalzada na cidade de Luziania, Goias
(16°14°'36”S 47°54'20.4”"W), onde foram estudadog individuos em 2012. E outra
localizada na Estac&o Ecoldgica de Aguas Emend&SSCAE), Planaltina, Distrito Federal
(15°35'41.07”’S 47°40'34.80"W), onde foram estudad4 individuos em 2013, sendo esta a
mesma populacao utilizada por Braga & Collevafil(®), onde foram encontradas progénies
oriundas de autofecundacdo. O material testemurstd depositado nadHerbarium
Uberlandenseda Universidade Federal de Uberlandia, com os rasnée registro HUFU
68146 para a populacéo de LuzidgaiHUFU 68092 para a populacdo de ESECAE

Tabebuia aurea uma espécie arbdérea bastante comum no Cerrasdambém pode
ser encontrada em outros biomas (Lorenzi 20023r&cterizada por apresentar folhas com 3-
7 foliolos coriaceos de margem lisa; flores concedue apresenta tricomas peltados, sésseis
e corola de coloracdo amarela (Gentry 1992). Adlapresentam antese diurna e duram
aproximadamente por cinco dias, sendo as abelhagralede porte seus principais
polinizadores (Barros 2001). A floracdo ocorre dteaa estacdo seca por cerca de quatro
semanas, sendo do tipo cornucopia, e a frutificac@ore no final da estacdo seca e inicio da
estacdo chuvosa (Barros 200Iabebuia aurea considerada uma espécie autoestéril com

autoincompatibilidade de acao tardia (Gibbs & Brari®93, Barros 2001).

Polinizagbes experimentais
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Nas duas populacdes foram realizados tratamentpslogzacdes experimentais, em
que botdes florais foram ensacados com sacos dezagara evitar o contato com visitantes
florais. As polinizacdes experimentais foram real@s com no minimo 100 flores de
primeiro dia de antese. Na polinizacdo cruzadasgd#o polen de individuos localizados a
mais de 10 metros de distancia foram depositadastigma das flores de outros individuos.
Na autopolinizacdo os gréos de polen foram demmstao estigma da mesma flor de que
foram retirados. Na polinizagdo mista gréos derpédirados de uma teca da antera de uma
mesma flor (autopdlen) e de uma teca da anteréoddd outro individuo localizado a mais
de 10 metros de distancia (pdlen cruzado), forasturdados em um placa na proporgdo de
1:1 e depositados no estigma da flor. Apds as igalides controladas as flores foram
marcadas com linhas coloridas para a identificatgigada tratamento, re-ensacadas com o
saco de organza e acompanhadas até a maturag@modou a abscisao da flor.

As analises dos frutos maduros foram realizadasstama populacdo que formou
frutos em mais de um tratamento de polinizacéo.frO®s maduros foram coletados e
registrou-se o tamanho, o nimero de sementes por déra porcentagem de sementes por
fruto que néo apresentava embrido (sementes vaziesm embrido pouco desenvolvido). A
normalidade dos dados foi avaliada pelo testeefdts. Para verificar se houve diferenga
entre os tratamentos de polinizagcdo em relacapaé@snetros analisados, foi realizado o teste
de Mann-Whitney utilizando o software BioEstat &@res et al. 2007).

A fim de estabelecer a porcentagem de 6vulos gaenfeconvertidos em sementes, 30
ovarios coletados em pelo menos cinco individutesetites na populagdo de Luziania foram
dissecados sob microscopio estereoscépico Olym@de ara a contagem do numero de
ovulos. Para o célculo da conversédo de ovulos enerses dividiu-se 0 numero médio de
sementes por fruto de cada tratamento pelo nimédionde évulos por ovario, e o total foi

multiplicado por 100.
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Para avaliar o crescimento dos tubos polinicosmade observar o tempo em que
estes levam para alcancar o ovario, foram realizadeopolinizag6es e polinizacdes cruzadas
adicionais em cinco individuos na populacdo da ESEGoram coletados cinco pistilos de
cada tratamento e intervalo apds a polinizacdo6(F e 12 horas apls as polinizagbes
experimentais) nos diferentes individuos, totalitad0 pistilos. Apds a coleta, os pistilos
foram armazenados em etanol 70%. Os pistilos fomamlecidos em solugcdo aquosa de
NaOH 9N em estufa de 54 a 56 °C por 15 minutosgtepormente, foram lavados em agua
corrente. Estes foram, entdo, colocados sobre #&ministoldgicas, corados com solucéo
aquosa de Azul de Anilina e esmagados com lamifMiartin 1959). Foi utilizado o
microscoépio optico Olympus BX51® com aparato ddlepiescéncia e durante as analises
foi registrado para cada pistilo se havia tubodnpms percorrendo o estilete, mas nao
atingiram o ovario, ou se havia tubos polinicosadando o ovario.

Para avaliacdo do comprimento e da largura dosasvaos diferentes tratamentos de
polinizacdo experimental e em diferentes intervaldes tempo apds as polinizacdes na
populacdo de Luziania, os pistilos foram coletaglfikados em solucéo de glutaraldeido 1%
e formaldeido 4% (Mc Dowell & Trump 1976) em tamgdasfato de sédio 0,1M, pH 7,2.
Foram analisados ovarios de pistilos coletados seguintes intervalos de tempo: 24
(cruzada: n=7, auto: n=6, mista: n=6); 48 (n= @ilps de cada tratamento); 72 (cruzada n=7,
auto: n=5, mista=5); 96 (cruzada n=5, auto n =6tam5); 120 (cruzada n=7, auto n=5, mista
n=6); 144 (cruzada n=6, auto n=5, mista n=3) haga®s as polinizacdes. As medi¢cdes de
cada ovario foram realizadas com auxilio de um jmagtro digital Digimess®.

Para testar se houve diferenca entre os tratamet¢ogolinizacdo cruzada,
autopolinizagdo e polinizacdo mista em relacdo @aopcimento e largura dos ovarios nos
diferentes intervalos apo6s as polinizacdes, a natatke dos residuos foi avaliada pelo teste

de Lilliefors e, posteriormente, foi realizado steede analise de variancia (ANOVA dois
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fatores) no programa Sisvar 5.3 (Ferreira 2010)tr&@amentos e os horarios de coleta foram
considerados variaveis categoéricas, e o comprimenta largura dos ovarios foram
consideradas as variaveis numéricas. Foram reaBzad testepost hocde Tukey, Scott-

Knott e de Regresséo linear, utilizando o progr&msaar 5.3 (Ferreira 2010).

Andlise de paternidade

As sementes formadas a partir de polinizagbes snistgpopulacao de Luziania foram
armazenadas em sacos de papel e mantidas em gelaaleirés semanas até serem colocadas
para germinar. Todas as sementes com embrido foodwnadas para germinar em caixas
Gerbox® forradas com algodao e papel filtro sobrlatural e temperatura ambiente. Apos a
emissdo da radicula as sementes foram transplanpada bandejas de poliestireno forradas
com substrato comercial tipo Bioplant® e mantidas easa de vegetacdo até o
desenvolvimento das plantulas.

As folhas dos onze individuos adultos (parentaaspapulacdo de Luziania e as folhas
das progénies oriundas de polinizacbes mistas foraletadas e o DNA foi extraido
utilizando o protocolo CTAB 2% (Doyle & Doyle 198Rara a quantificacdo do DNA foi
realizada eletroforese em gel de agarose 3% jumtameom amostras de DNA em
diferentes concentragdes (20, 50 e 100 ng). O DBlAadia amostra foi diluido em TE (Tris-
HCI 20 pl pH8) para atingir uma concentracdo foeaB ng/pl.

Os individuos adultos e as progénies foram genddgaitilizando-se novprimers
microssatélites (Tau 12, Tau 13, Tau 14, Tau 16,25 Tau 24, Tau 27, Tau 28 e Tau 31)
desenvolvidos por Braga et al. (2007). Qmers forward estavam marcados com trés
corantes fluorescentes (6-FAM, HEX e NED) (Invieoge Applied Biosystems). Para a
reacao de PCRPplymerase Chain Reactipatilizou-se uma solugdo com volume total de 10

ul contendo 9 ng de DNA, 2,65 pl de agua mili-q,l Heprimer, 0,9 ul de DNTP, 0,15 pl de
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tagDNA polimerase, 1 ul de tampéo e 1,3 pl de BS#a as reacdes de PCR foi utilizado o
termociclador GeneAmp PCR System 9600 (Applied ¥tmms), sob as seguintes

condic¢des: 95 °C por 5 min, 35 ciclos de 94 °Clporin , 56 °C por 1 min, 72 °C durante 1

min e extensdo final a 72 °C por 30 min. Os praalde PCR foram submetidos a eletroforese
em sequenciador automético ABI 3500 (Applied Bitsyss).

Para testar a presenca de sementes autofecundadasutes provenientes de
polinizacdo mista, foi realizado o teste de patle (Marshall et al. 1998) para verificar
qual o provavel doador de poélen, através do softvzervus 3.0 (Kalinowski et al. 2007).
Para encontrar o doador de pdlen mais provavehemamdo-se a mae, foi realizada uma
simulagéo considerando que todos os pais foramteados (onze individuos), com 10000
ciclos, com uma proporcéo de 0,01 de erro e obtendalor critico deA com confianca de

99,99% (nivel restrito) e 90% (nivel relaxado).

Andlise histoldgica de eventos pés-polinizacao

Trés pistilos de cada tratamento foram coletadesimervalos de 24, 48, 72, 96,
120 e 144 horas apés a polinizagdo. Os pistilaaridixados em solugéo de gluteraldeido
1% e formaldeido 4% (Mc Dowell & Trump 1976) em {#n de fosfato de sédio 0,1M,
pH 7,2. Os ovéarios foram dissecados, mantendo ak®\presos ao septo. Os oOvulos
foram desidratados em série etilica e passadosneanseérie de etanol:cloroférmio (3:1,
1:1, 3:1) para a retirada de ceras epicuticuld&esteriormente, os 6vulos foram incluidos
em hidroxietilmetacrilato (Gerrits & Smid 1983).r&m realizados cortes seriados de 3um
de espessura em micrétomo de rotacdo Leica® madt36 equipado com navalha de
vidro de 8 mm. Os cortes foram corados com AzullTdridina O 0,05% em tampao

benzoato, pH 4,4 (Feder & O’Brien 1968) e as lamifmmam montadas com Permount®.
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As analises foram realizadas em microscépio 6pfionpus BX51®, sendo o material
documentado com auxilio de camera fotogréafica OlysripP70.

Todos os Ovulos dos trés pistilos de cada tratamentle cada intervalo foram
analisados totalizando 2.668 évulos de 54 ovafisscritérios utilizados para a andlise de
cada ovulo foramdvulos penetradosdvulo em que o tubo polinico penetrou a miceajpilo
entanto, nenhuma sinérgide foi penetradaulos fecundados presenca de uma das
sinérgides penetrada, o que é evidenciado pel@®@datcitoplasmatico densendosperma
em desenvolvimentgresenca de duas ou mais células do endosperma.

As andlises estatisticas que comparam os diferestadios apds a polinizagédo entre
os trés tratamentos foram realizadas atraves t® desqui-quadradg?) e do teste exato de

Fisher utilizando o programa BioEstat 5.0.

Resultados
Sistema Reprodutivo

Registrou-se a formacao de frutos resultantes ap@maolinizacdo cruzada em oito
individuos e de polinizacdo mista em quatro indie&lna populagédo de Luziania (Tabela 1).
J& para a populacdo da ESECAE foram formados serfremds provenientes de polinizacao
cruzada em nove individuos diferentes (Tabela 1).

O comprimento médio dos frutos formados atravéspodinizacdes cruzadas na
populacdo de Luziania foi de 17,9+4,4 cm (médiaesvib padrdo) (n=42 frutos), estes
continham, em média, 63,0+11,1 sementes por frot89), sendo que 11,9+16,2% das
sementes nao apresentavam embridao desenvolvidoutds formados por polinizacao mista
apresentaram, em média, 16,1+ 6,7cm de comprin{eatofrutos), com 58,5+11,2 sementes
por fruto (n=4 frutos), sendo que 8,6+4,7% das sd@%e Ndo apresentavam embriao

desenvolvido. N&o houve diferencga significativaeots tratamentos de polinizagdo cruzada e
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Tabela 1. Porcentagem de frutos desenvolvidos (n=numerdadesfnimero de

frutos) 30 dias apds os tratamentos de polinizag&perimental em duas
populacdes deTabebuia aurea(Manso) Benth. & Hook. f. ex S. Moore
localizadas em areas de cerrado sentido restritbezi@nia, Goias e na Estacéo
Ecoldgica de Aguas Emendadas (ESECAE), DistriteeFad

Tratamentos de polinizacao Populacéo de LuziaRiapulacdo de ESECAE
Polinizacdo cruzada 26,25% (n=160/42) 10,7% (n=131/
Autopolinizacdo 0% (n=171/0) 0% (n=135/0)
Polinizacdo mista 3,05% (n=164/5) 0% (n=118/0)
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polinizagdo mista em relacdo ao comprimento do®drgU=96,5, p=0,384), ao numero de
sementes formadas (U=52,5, p=0,157) e a porcentageaia de sementes que nhao
apresentavam embrido desenvolvido (U=63, p=0,288)opulacdo de Luziania apresentou,
em média, 66+7,1 6vulos por ovario, sendo que ¥argdo de Ovulos em sementes foi de
95,5% nos frutos de polinizag&o cruzada e 88,6%rnuss de polinizacdo mista.

A analise do crescimento de tubos polinicos preargss de polinizacdo cruzada
mostrou que os mesmos alcancaram o ovario 6 h@és as polinizagbes em 40% dos
pistilos analisados. Nos intervalos de 9 e 12 hamss a polinizacdo os tubos polinicos
atingiram o ovario 60% e 20% dos pistilos analisad¥s restantes dos pistilos analisados de
polinizagdo cruzada apresentavam apenas tubosqoglipercorrendo o estilete. Ja 80% dos
pistilos autopolinizados analisados apresentavdrostypolinicos percorrendo o estilete em
todos os horarios observados. Apenas em um daegpighalisados (20%) os tubos polinicos
chegaram ao ovério 9 horas ap0s a polinizacao.

Houve interacdo entre os tratamentos e os inten\zglos as polinizacdes em relagdo a
largura dos ovarios (Fs+~ 2,471, p=0,0121). Os pistilos submetidos a podigiio cruzada
apresentaram ovarios mais largos que os pistilégpalinizados e pistilos submetidos a
polinizagdo mista no intervalo de 144 horas appsliaizacéo (teste Tukey, p<0,05) (Figura
1A). Apenas os pistilos submetidos a polinizacdeada e mista seguiram um modelo de
regressao linear ao longo dos intervalos apéslaszagdes (Figura 1A).

Para o comprimento dos ovarios ndo houve interagfice os tratamentos e 0s
intervalos apds as polinizacdes§=0,772, p=0,655). Houve diferenca entre os intexval
apos as polinizagbes (p<0,001), seguindo o modelaedresséo linear (Figura 1B). Os
pistilos submetidos a polinizagdo cruzada apressEmt@varios com comprimento maior em

relacdo aos outros tratamentos (teste Scott-kmet),05).
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Figura 1. (A) largura dos ovarios de pistilos submetidos @ratamentos de polinizacéo
cruzada, autopolinizagéo e polinizagcdo mista. Ap@satratamentos de polinizagéo cruzada e
de polinizacdo mista seguiram um modelo de regoegsdar. (B) comprimento dos ovarios
em diferentes intervalos apds as polinizacdes epeliidaa aurea (Manso) Benth. & Hook. f.
ex S. Moore, localizada em Luziania, Goias.
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Andlise de Paternidade

Dos cinco frutos formados a partir de polinizacoestas na populagéo de Luziania,
dois estavam se degenerando e ndo foram aproveitBds 192 sementes retiradas dos trés
frutos bem formados, apenas as sementes com emf@#aB) foram colocadas para
germinar.

Devido a qualidade do DNA de algumas plantulasnap@9 plantulas oriundas de um
anico fruto foram analisadas. A analise de patedgdmostrou que os provaveis doadores de
pélen foram individuos distintos da planta mAecfitico = 0,00 com intervalo de confianca

de 90%), ou seja, nenhuma plantula oriunda de exutotiacéo foi detectada.

Andlise dos eventos pos- polinizacéo
Caracterizacao do 6vulo, dupla fecundacao e inflbalesenvolvimento do endosperma

Os Ovulos sao anatropos, unitegumentados e o sawao|ério € do tipd?olygonum
(Figuras 2A-C). Um conjunto de células diferencgada regido calazal, as quais apresentam
células de paredes espessas, pode ser consideradapdstase (Figura 2A).

Independente dos tipos de tratamento de polinizagdo 6vulos apresentaram
caracteristicas semelhantes nos diferentes intervapds as polinizagbes. Apds o tubo
polinico penetrar pela micrépila e descarregar w cmnteludo citoplasmatico na sinérgide,
esta passou a apresentar uma coloracdo bastamt@ €5gguras 2C, D). Observou-se a
formacdo de uma alga citoplasmatica na sinérgideetpeda, a qual apresenta aspecto
granular e envolve o tubo pré-embribnico em suaeextlade calazal (Figuras 2D-F). A
presenca do nucleo primario do endosperma pbédebservada 24 horas ap0s a polinizacéo
(Figuras 2C, D) e as antipodas ainda permanecegrast no inicio do desenvolvimento do

endosperma (Figura 2G).
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Figura 2. Seccdes longitudinais dos oOvulos de pistilos cdiea24 horas apds as
polinizacbes enTabebuia auregManso) Benth. & Hook. f. ex. S. Moore. (A) Aspedferal

do saco embrionario de pistilo submetido & polighzamista. (B) Saco embrionério de pistilo
submetido a polinizacdo mista com duas sinérgidespenetradas, oosfera e célula média
aparente. (C) Pistilo submetido a autopolinizagaddemciando o tubo polinico atravessando a
micropila e descarregando o0 seu conteldo citoplésma@m uma das sinérgides. (D) Pistilo
submetido a polinizacdo cruzada evidenciando um@rgide penetrada, sua alca
citoplasmatica e o nucleo primario do endosperia.Pistilo submetido a autopolinizacédo
evidenciando a alca citoplasmatica granular. (FYilBi submetido a polinizagdo cruzada
evidenciando a alca citoplasméatica de uma sinénggaetrada envolvendo a oosfera/zigoto.
(G) Pistilo submetido a autopolinizacéo evidenctaad antipodas e as células diferenciadas
da hipostase. Legendas: An= Antipoda(s); AC= Algmplasmatica; CM= Célula Média;
Hi= Hipostase; NPE= Nucleo Primario do Endosper®m=;Oosfera; SE= Saco Embrionario;
SN= Sinérgide Ndo Penetrada; SP= Sinérgide Pemetlfdk Tubo Polinico. Barras=25um
(A-F) e 50 pm (G).
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A partir de 48 horas apds as polinizagbes obseseoa-primeira divisdo do nucleo
primario do endosperma nos 6vulos de pistilos stidioea todos os tratamentos (Tabela 2).
A cariocinese foi seguida de citocinese, sendo staeira divisdo transversal, com uma
célula voltada para regido calazal e outra par@aemicropilar, originando um endosperma
bicelular (Figura 3A). O segundo ciclo mitético, rgenente longitudinal, também foi
observado a partir deste intervalo, em que asdigipodem ocorrer simultaneamente ou nao
nas células das camaras micropilar e calazal dospedma. As divisbes podem ser
assincrbnicas, formando um endosperma com trédaséllrigura 3B), ou sincrdnicas,
originando o endosperma com quatro células (Figaja

O terceiro ciclo mitético foi observado principaime a partir de 72 horas apés as
polinizagbes, e geralmente ocorreu no par de Eld& regido micropilar originando o
endosperma de seis células (Tabela 2). Neste albenbservou-se o tubo pré-embridnico
adquirindo uma forma tubular, expandindo-se em raei@ndosperma em dire¢do a regido
calazal (Figuras 3D, E). As proximas divisdes ddosperma também sdo transversais e
ocorrem nos pares centrais de células do endosg€iquaas 3D, F). A partir do intervalo de
96 horas apés as poliniza¢des as duas célulascalaimais do endosperma tornam-se bastante
alongadas e adquirem um citoplasma denso, comstitud haustério calazal do endosperma

(Figura 3G).

Comparacéo dos eventos pos-polinizagédo entre esetlifes tratamentos de polinizacao

Em 24 horas apo0s as polinizacfes os pistilos jaésaptavam ovulos penetrados e
fecundados independentemente do tratamento (TahelNo entanto, a incidéncia de 6vulos
penetrados e fecundados foi maior nos pistilos stidos & polinizacdo cruzada que nos
outros dois tratamentos (Tabelas 2 e 3). No interda 48 horas apds as polinizacdes, os

pistilos de autopolinizacdo apresentaram mais éwedon endosperma do que os pistilos
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Tabela 2 Numero e porcentagem de 6vulos ndo penetradostrpdos, fecundados e com endosperma em difeesttetios de desenvolvimento em
pistilos coletados de 24 a 144 horas ap0s as patiGes experimentais em uma populacadatebuia auregManso) Benth. & Hook. f. ex S. Moore

localizada em Luziania, Goias. Legendas: Cruz3pssubmetidos a polinizagdo cruzada; Auto=pisslasmetidos a autopolinizacdo; Mista=pistilos
submetidos a polinizacdo mista; N Pen=0vulos naeetpedos; Pen=6vulos penetrados; Fec=6vulos fedasgdd&=6vulos com endosperma. Os

nameros que seguem o E representam o numero dascdlu endosperma. Foram utilizados trés pistibrs gada tratamento e intervalo apos as
polinizacdes.

Intervalos ap6s as polinizacdes

24 h 48 h 72 h 96 h 120 h 144 h
Cruz Auto Mista Cruz Auto Mista Cruz Auto Mista QCru Auto Mista Cruz Auto Mista Cruz Auto Mista
N Pen 74 (43%) 91 (66%) 134 (87,6%) 75(45,5%) 17 (10,1%6 (50,8%) 34 (23,6%) 35 (28,5%) 177 (95,2%) 10 (5,6%}5 (7,8%) 81 (55,8%) 55 (40,7%) 6 (4,2%) 14 (7,8%) R 52 (42,3%) 52 (43,3%)
Pen 7 (4,0%) 2 (1,4%) 0 2 (1,2%) 5 (3%) 2 (1,5%) 1(0,7%) 0 0 1 (0,6%) 1 (0,5%) 2 (1,4%) 2(1,4%) 1(0,7%) 0 1 (0.7%) (0,8%) 2 (1,7%)
Fec 91 (53%) 45 (32,6%) 19 (12,4%) 38 (23%)  43(25,4%) (819%) 10 (6,9%) 11 (8,9%) 5 (2,6%) 4 (2,3%) 5(2,6%) 28%) 1(0,7%) 1(0,7%) 1 (0,6%) 0 1 (0,8%) 0
E2 0 0 0 10 (6,1%) 103 (60,9%) 25(19,2%) 31 (21,5%) 2%6@&3 2 (1,1%) 11 (6%) 3 (1,5%) 8 (5,5%) 6 (4,4%) 3(2,1%) 3(1,7%) 2 (1,5%) 0 0
E3 0 0 0 20 (12,1%) 1(0,6%) 18(13,8%) 11 (7,7%) 9 (7,3%) (1,2%) 5(2,8) 13 (6,7%) 0 0 0 6 (3,3%) 0 0 0
E4 0 0 0 20 (12,1%) 0 6 (4,6%) 16 (11,1%) 25 (20,3%) 0 551() 53 (27,5%) 26(17,9%) 18(13,3%) 65 (45,1%) 24349, 12(8,9%) 3 (2,5%) 11 (9,2%)
E5 0 0 0 0 0 0 0 6 (4,9%) 0 7 (4%) 5 (2,6%) 0 1(0,7%) 2(1,4%) (2,8%) 0 0 0
E6 0 0 0 0 0 2 (1,6%) 35(24,3%) 8 (6,5%) 0 58 (32,8%) 83 (#3921 (14,5%) 27 (20%) 32 (22,2%) 69 (38,3%) 41 (30,4%)(3BL3%) 29 (24,2%)
E8 0 0 0 0 0 0 6 (4,2%) 0 0 24 (13,6%) 15 (7,8%) 3(2,1%) 17606} 27 (18,7%) 46 (25,6%) 35(25,9%) 23 (18, 7%) 18%3,
E10 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 (0,6%) 0 0 4(3%) 6 (4,2%) 7 (3,9%) 5 (3,79 (1,6%) 13 (10,8%)
E12 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 (0,6%) 0 0 4(3%) 1(0,7%) 5 (2,7%) 537% 0 2 (1,7%)
E14 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 3 (2,2%) 0 0
E16 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 (0,8%)
Total de 6vulos 172 138 153 165 169 130 144 123 186 177 193 145 135 144 180 135 123 120
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Figura 3. Seccéo longitudinal de évulos e sementeS aeebuia auregManso) Benth. &
Hook. f. ex S. Moore localizada em Luziania, Gams intervalos de 48 horas (A-C), 72
horas (D-F) e 96 horas (G) ap6és as polinizacdesP{gtilo submetido a polinizacao cruzada
evidenciando a sinérgide penetrada, o tubo pro@mba inicial e o endosperma com duas
células. (B) Pistilo submetido a polinizacdo mistédenciando a sinérgide penetrada e trés
células do endosperma. (C) Pistilo submetido anjza@i¢do mista evidenciando o endosperma
com quatro células. (DPistilo submetido a polinizacdo cruzada com 9 aélutlo
endosperma e o tubo proembribnico. (Bgtalhe da figura D evidenciando o tubo
proembridnico. (FPistilo submetido a polinizacdo cruzada, onde seta-presenca de duas
células com placa metafasica (*). (E¥tilo submetido a polinizagédo cruzada evidenaeamsl
duas células do haustorio calazal. Legendas: Antipéda(s); En= Células do Endosperma;
HC= Haustorio Calazal; Hi= Hipostase, SP= Sinérgi@enetrada;, TPE= Tubo
Proembridnico. Barras= 25um.
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Tabela 3.Valores do testg2 e do teste Exato de Fisher (valor do p bilatephl=para as comparacfes dos estadios de desengntei do Ovulo que apresentaram
resultados significativos entre os tratamentos aleipacdo cruzada, autopolinizagdo e polinizagastanpara cada intervalo apés as polinizagbes stilogi
coletados ddabebuia auregManso) Benth & Hook. f. ex S. Moore em Luziar@ias. ns = ndo significativo.

Polinizagdo cruzada Polinizagédo cruzada  Autopolinizagao

Intervalos apos as polinizacdes e estadios de desdmimentos X X X
Autopolinizacdo  Polinizagdo mista Polinizagdo mista

24 h Ovulos nédo penetrades. 6vulos penetrados e fecundados ¥2 =16, 2, p<0,0001 %2 = 69,8, p<0,0001 y2 = 19,4, p<0,0001
48 h Ovulos fecundadogs. 6vulos com endosperma ¥2=4,7,p<0,05 y2=10, 7, p<0,001 ns

Ovulos com endosperma de duas célutaévulos com endosperma de trés células

ou estadios posteriores x2 = 107,9, p<0,0001 ns x2 =59,515, p<0,0001
72 h Ovulos com endosperma de até quatro cékdadvulos com endosperma com

mais de quatro células x2 = 10,9, p<0,001 pb=0,0016 ns
96 h Ovulos com endosperma com menos de seis célslésulos com endosperma

com seis células ou estadios posteriores ns ns x2 = 4,2, p<0,05
120 h Ovulos com endosperma com menos de seis célslésulos com endosperma de

seis células ou estadios posteriores x2 =9, 6, p<0,005 ns ¥2 =26,2, p<0,0001
144 h Ovulos com endosperma de oito céluiasivulos com endosperma com mais de

oito células ns x2 =8,4, p<0,05 x2 =15,99, p<0,005

Ovulos com endosperma de dez célum$vulos com endosperma com mais de
dez células ns pb < 0,05 ns
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tratados por polinizagdo cruzada e por polinizag@a (Tabelas 2 e 3). Entretanto, a maioria
dos 6vulos de pistilos submetidos a polinizacazanta e polinizacdo mista apresentava de
trés a quatro células do endosperma, enquanto @8%\dilos com endosperma de pistilos
autopolinizados ainda estavam com duas célulamdosperma (Tabelas 2 e 3) (Figuras 4A-
C).

No intervalo de 72 horas apés as polinizagBesjlgassubmetidos a polinizagao
cruzada apresentavam mais 6vulos com endospermmamets de quatro células que os dos
outros tratamentos (Tabelas 2 e 3) (Figuras 4AR@}ilos de polinizagao cruzada chegaram a
apresentar ovulos com endosperma de até 8 cébkrgsianto que os de autopolinizagcdo
apresentavam ovulos com endosperma de até 6 c@fidgasas 4A, B).

Embora ndo tenha encontrado diferenca significagvdre os tratamentos de
polinizagéo cruzada e autopolinizacdo em 96 hqgués as poliniza¢gdes, os évulos de pistilos
submetidos & polinizacdo cruzada chegaram a apaesat® 12 células do endosperma,
enquanto que poucos ovulos de pistilos autopoliliga de pistilos submetidos a polinizagéo
mista apresentavam no maximo 8 células do endosp@rabela 2) (Figuras 4A-C).

A partir de 120 horas apds a polinizacdo os ovudestodos os tratamentos
apresentavam até 12 células do endosperma (TaheEnRetanto, pistilos submetidos a
polinizagdo cruzada e a polinizacdo mista apregamtanais 6vulos com seis ou mais células
do endosperma do que os évulos de pistilos autopatios (Tabela 3) (Figuras 4A-C).

No dultimo intervalo monitorado, 144 horas apés adinjzacbes, o0s pistilos
submetidos as polinizagbes cruzadas e mistas apmgaen Ovulos de até 14-16 células do
endosperma e pistilos de autopolinizacdo apresamtawulos com no maximo 8 células do
endosperma (Tabela 2). Embora ndo tenha havideed@e significativa entre o nimero de
células do endosperma nos 6vulos de pistilos suthosed polinizagdo cruzada e de pistilos

autopolinizados, cerca de 50% dos 6vulos com erdwspde pistilos de polinizagédo cruzada
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Figura 4. Porcentagem de Ovulos com endosperma em sucessitamios de desenvolvimento
ao longo de diferentes intervalos apos as polideagia populagdo de Luziania Tabebuia
aurea(Manso) Benth & Hook. f. ex S. Moore. (A) pistilssbmetidos a polinizacao cruzada, (B)
pistilos submetidos a autopolinizacdo e (C) pistdabmetidos a polinizacdo mista. Os numeros
seguidos pela C sobre as linhas indicam o nimeceldi&as do endosperma.
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apresentavam oito ou mais células, enquanto quea@b% dos 6vulos com endosperma de
pistilos autopolinizados apresentavam oito ou roélslas (Tabela 2) (Figuras 4A, B). Os
pistilos submetidos a polinizacdo mista apresemanweis 6vulos com oito ou mais células

do endosperma do que os pistilos dos outros trattanéTlabela 3) (Figuras 4A-C).

Discussao
Sistema reprodutivo

Tabebuia auresse mostrou autoestéril em ambas as populacdes cerificado em
outros estudos de polinizagédo experimental (GibbBi&nchi 1993, Barros 2001) e como
verificado para a maioria das espécies de Bigneamc(Bittencourt Jr. et al. 2003,
Bittencourt Jr. & Semir 2005, Maués et al. 2008n&Aphi & Bittencourt Jr. 2010). Embora
tenha-se observado uma taxa de formacéo de fretosififerior em polinizagdes mistas do
que em polinizagbes cruzadas na populacdo de Liazi@o houve diferenca em relagdo ao
tamanho dos frutos, o nimero de sementes por &udoporcentagem de sementes com
embrido entre estes tratamentos.

Um numero elevado de abortos em pistilos proveesemte polinizagbes mistas
também foi encontrado para outras espécies queeiaen AlIT, como na Bignoniaceae,
Campsis radicans(Bertin & Sullivan 1988), e nas Malvaceae-Bombdear Ceiba
pentandra(Gribel et al. 1999) @seudobombax mungul{&ribel & Gibbs 2002). Nestas
espécies observou-se que os tubos polinicos penvesi de autopolinizagbes chegavam ao
ovario e penetravam os 6vulos ao mesmo tempo enogtebos polinicos provenientes de
polinizagbes cruzadas. Logo, a maioria dos Ovutmiepa ter sido penetrada por autopdlen,
levando a abscisdo destes pistilos, o que jugidica baixa formacdo de frutos de

polinizagBes mistas nestas espécies.
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Entretanto, era de se esperar quantidades senedhaet frutos formados por
polinizagBes mistas em relacdo ao numero de fifiotosados por polinizacdes cruzadas em
T. aurea j& que as analises de crescimento dos tubosiqgadinevelaram que os tubos de
polinizagdo cruzada atingiram o ovario mais cede g8 tubos de autopolinizagbes na
populacdo de ESECAE. Além disso, houve uma maicdé&mcia de évulos penetrados e
fecundados em 24 horas apos as polinizacdes pos fudlinicos de polinizacdo cruzada que
por tubos de autopoliniza¢des na populagédo de hizi&m outra espécie com AlCeiba
chodatii (Malvaceae-Bombacoideae), os tubos polinicos dmipacdes cruzadas também
foram mais velozes, no entanto, observou-se um meinmero de sementes formadas em
frutos de polinizacbes mistas em relacdo ao nurdersementes de frutos de polinizagdes
cruzadas (Gibbs et al. 2004).

A baixa taxa de frutificacdo por polinizacdo mistecontrada pard. aureapoderia
ser explicada pela interagdo entre os tubos poBnmompativeis e incompativeis, que
segundo Gibbs et al. (2004), os tubos polinicognmativeis (autopdlen), que geralmente sao
mais lentos, teriam a taxa de crescimento aprinapmds tubos compativeis (pdlen cruzado),
geralmente mais rapidos, teriam a taxa de crestinpgrjudicada, o que levaria a penetracao
de varios 6vulos por tubos polinicos incompati@bs et al. 2004). Ou, no caso e
aureaesta interacao entre os tubos polinicos prejudicotescimento de ambos os tubos, no
qual poucos conseguiram penetrar e fecundar oo%val assim levando ao aborto destes
pistilos.

Os ovérios de pistilos de polinizacdes cruzadassgmtaram maior comprimento em
relacdo aos ovarios de pistilos autopolinizadossglgs submetidos a polinizagdes mistas,
bem como maior largura a partir de 144 horas apgmhnizacdes. Indicando que os efeitos
do sistema de autoincompatibilidade foram verifoisaca partir do quinto dia apds a

polinizagcdo e acarretando a abscisdo destes pjstiomo também foi observado em
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Tabebuia roseo alba(Gandolphi & Bittencourt Jr. 2010) &€ybistax antisyphilitica
(Bittencourt Jr. et al. 2011). Como os pistilospddéinizagdo mista se comportam como os de
autopolinizagdo quanto a este aspecto, € possieelip maior numero de 6vulos néo foi

fecundado, impedindo que os ovarios crescessemdaanto os de poliniza¢do cruzada.

Andlise de paternidade

O teste de paternidade revelou que as progéniessaates foram oriundas de
fecundacgéo cruzada. No entanto, a extrapolacd@essultados deve ser analisada com
cautela, devido ao baixo numero de progénies adas Também deve-se levar em
consideracdo que as sementes que ndo germinaraerigmodser oriundas de o6vulos
autofecundados, como encontrado p@eayocar brasiliense(Caryocaraceae), em que as
sementes abortadas de frutos produzidos por patia natural eram provenientes de
autofecundacéo (Collevatti et al. 2009).

A flexibilidade no sistema de autoincompatibilidaglea tendéncia de um possivel
sistema reprodutivo misto foram encontradas enmasé&spécies que apresentam AIT, com
taxas variaveis de progénies resultantes de autudecdo. Em Campsis radicans
(Bignoniaceae) os autores encontraram em frutosraeaes de polinizagdo mista até 33% de
sementes autofecundadas viaveis (Bertin & Sullive®88). ParaCeiba pentranda
(Malvaceae-Bombacoideae) a taxa de sementes autofsdas foi menor que 2% em frutos
decorrentes de polinizacdo mista (Gribel et al. 999%m Pseudobombaxmunguba
(Malvaceae-Bombacoideae) os autores encontraram tawe variavel de 0 a 22% de
sementes autofecundadas viaveis (Gribel & Gibbs2R0®ara T. aurea (ESECAE)
proporgcdes de 20 a 42,5% de progénies oriundasitdéeaundacdo foram encontradas em
frutos formados por polinizagGes naturais (Brag@devatti 2011). Como foram detectadas

progénies oriundas de autofecundacéo na popula&SECAE (Braga & Collevatti 2011),
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no entanto neste estudo os tratamentos de polg@zaexperimentais ndo desenvolveram
nenhum fruto por polinizacdo mista é provavel qai@fertilidade criptica ndo ocorra desta

populacao.

Andlises histologicas dos eventos pds-polinizacao

Tabebuia aureapresentou 6vulos com caracteristicas comunsos tosl tratamentos
de polinizacdes no que se refere a penetracdmdacéo e desenvolvimento do endosperma.
A endospermogénese € do tipo celular como relatpai@a as outras Bignoniaceae
investigadas (Gibbs & Bianchi 1993, Bittencourt elr al. 2003, Sampaio et al. 2007,
Gandolphi & Bittencourt Jr. 2010, Sampaio et all20

Uma alta propor¢do de 6vulos de pistilos submetiégmlinizagcdo mista que nao
estavam penetrados nos intervalos apés as poli@gzaexceto para 96 e 120 horas apos as
polinizagbes) foi observada. Neste caso, a interagére os tubos polinicos em pistilos
submetidos a polinizagdo mista poderia ser a eagdic mais plausivel para ter limitado a
fecundacdo nestes Ovulos. Nos intervalos de 48,e12@4 horas apds as polinizagbes os
pistilos submetidos a polinizacdo cruzada e a E@lgdo mista apresentaram maiores
semelhancas quanto ao numero de células do endwspgadicando que a maioria dos évulos
de pistilos submetidos a polinizacdo mista podsitkr penetrada por polen cruzado.

Ao longo dos intervalos ap0s as polinizacdes, asilgs de polinizagdo cruzada
apresentaram mais Ovulos em estadios adiantaddesemvolvimento do endosperma do que
0s Ovulos de pistilos submetidos a autopolinizagdodesenvolvimento mais lento do
endosperma em O6vulos oriundos de autofecundacdeme sinais de malformacgfes séo
evidencias de que um sistema de autoincompatitididie acdo tardia deva estar atuando em
detrimento a presenca de depressdo endogamican@®ittrt Jr. et al. 2003). Diferente do

encontrado para as espécies que apresentam a Aé€pressdo endogamica pode ocorrer em
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diferentes fases ap6s a fecundagdo, podendo seraespwlformacdes durante o
desenvolvimento das sementes e também pelo baio gas progénies (Chang & Rausher
1998, Hufford & Hamrick 2003, Goodwillie & KnightOD6).

Os resultados encontrados neste estudo confirmgrenT. aureaé uma espécie
autoestéril, e as andlises da populacdo de Luzi@owfirmaram a ocorréncia da
autoincompatibilidade de acao tardia, indicandoajfecundacgéo cruzada € a principal forma
de reproducédo desta espécie. A flexibilidade do pd@ie ocorrer em alguns casos, formando
frutos com uma proporcao baixa de sementes praviesiede autofecundacéo (Bertin &
Sullivan 1989, Gibbs et al. 1999, Bianchi et al020Braga & Collevatti 2011), no entanto,
no presente estudo ndo foi possivel confirmar #stabilidade no sistema de AIT na
populacao de Luziania.

Os tratamentos de polinizagdo mista na populagdbudé&nia juntamente com as
analises do desenvolvimento do endosperma e dodegtaternidade indicaram que os graos
de pdlen de polinizacdes cruzadas sdo mais efigadsrmacado de frutos vidveis. J& na
populacdo da ESECAE as progénies oriundas de autafacdo detectadas em outro estudo
(Braga & Collevatti 2011) devem estar relacionadgsresenca de alguns individuos com
autocompatibilidade parcial em meio a uma populag#oestéril, mas que ndo parecem ter

sido amostrados no presente estudo.
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CONSIDERACOES FINAIS

Os dados obtidos neste estudo mostraram que asspésies sdo autoestéreis com
autoincompatibilidade de acao tardia, como relagmooutros trabalhos (Gibbs & Bianchi
1993, Barros 2001, Sampaio 2010). As espécies adagdformaram frutos decorrentes de
polinizagdo mista, como encontrado para outrascespéom AIT (Bertin & Sullivan 1988,
Gribel & Gibbs 2002, Gibbs et al. 2004). No entadaxa de frutificacdo por este tipo de
polinizag&o foi relativamente baixa quando compaadrutificacdo por polinizagdo cruzada
nas trés espécies.

A menor germinabilidade das sementes de polinizagdistas emAdenocalymma
peregrinumindica a presenca de sementes autofecundadasiaes eptariam sofrendo os
efeitos da depressdo endogamica. Esses dadosnindjeca embora possa haver alguma
flexibilidade do AIT, permitindo a formagcdo de senss autofecundadas, a depressao
endogamica parece evitar que estas sementes diegm @ plantulas viaveis e capazes de se
estabelecer.

Como os tubos polinicos de autopolinizagéo e pragéo cruzada ef platyphyllae
A. peregrinumparecem apresentar a mesma velocidade de crescipam atingir o ovario
(Sampaio 2010), a grande proporcdo de ovulos autofiados levaria a uma maior taxa de
aborto dos pistilos de polinizacdo mista nestaa@spPor outro lado, andlises do crescimento
de tubos polinicos mostraram que os tubos de paljib cruzada chegam mais cedo ao
ovario que os de autopolinizagdo €ém aurea Provavelmente, os frutos resultantes de
polinizagdo mista que se desenvolveram e chegaraatw@idade devem apresentar um maior
namero de sementes oriundas de fecundacdo cruzadgue € corroborado pelo
desenvolvimento inicial mais rapido do endospermala analise de paternidade. Embora os

tubos de polinizagdo cruzada sejam mais velozes pfingir o ovario, algum tipo de
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interacdo entre os tubos dos diferentes tratamep&wsce prejudicar a penetracdo e
fecundacéo dos 6vulos como um todo Enaurea de forma que o baixo niumero de 6vulos
fecundados nestes pistilos submetidos a polinizagdia seria responsavel pelo seu aborto.
A ocorréncia de polinizagbes mistas, a qual devebastante frequente na natureza
(Bianchi et al. 2005), pode ser uma das causasacta frutificacdo natural nas espécies de
Bignoniaceae. O que poderia ocorrer tanto pelaadieyproporcdo de 6vulos autofecundados,
quanto pela interacao entre tubos polinicos quedinia a fecundacdo da maioria dos évulos,
em que ambas as situacdes levariam ao aborto stdepsubmetidos a polinizacdo mista.
Embora a flexibilidade do AIT diante de polinizagaristas tenha sido verificada em
algumas espécies (Bertin & Sullivan 1988, Gribelakt 1999), a polinizacdo mista em
propor¢des de 1:1, mostrou-se pouco eficiente odugdo de frutos vidveis e sementes
autofecundadas el aurea Dessa forma, a autofertilidade criptica nest@&@spmao parece
ser o principal fator que possa explicar a presedagaelevada taxa de plantulas

autofecundadas encontradas na populacao de ESE@AILEte0 estudo.
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