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Resumo DA TESE

Estudos reprodutivos em Leguminosae s8o escassos e restritos principalmente a
espécies de importéncia agricola e as encontradas em regides temperadas. As informacdes
disponiveis mostram uma alta incidéncia de aborio de flores e frutos na familia, fenémeno
também cobservado nas duas especies brasiieiras de Dahistedtia Malme. O objstivo deste
trabalho foi caracterizar a ocorréneia de aborto nos representantes de D. pinnata e D.
pentaphviia &, para tal, procurou-se: 1. investigar o desenvolvimento da flor, do gréo de
polen, do ovulo e dos primeiros estadios da semente, compardlo ac de oulros
representantes de Papilionoideae e, entdo, verificar a ocorréncia de anomalias no decorrer
do processo; 2. verificar o comportamento e a contagem dos cromossomos meidticos, e a
normalidade das télrades para avaliar se o grio de pdlen pode ser considerado um fator
imitante nos eventos de ferilizacdo; 3. verificar a relacdo entre o aboric 2 a posicéo das
fioresffrutos na inflorescéncia/planta e dos dvulosisementes no ovériofiruto e, 4. levantar a
distribuic@o geografica, os periodos de fioracae e frulificac@o e verificar a possibilidade de
fertilizacdo interespecifica, 2 fim de relacionar seus efeitos nc processo reprodutive das
espécies e, juntamente aos resultados de morfologia externa e interna, esclarecer melhor &
delimitacdc entre elas. Botbes, flores fertilizadas e ndo feriiizadas, frutos e sementes em
vérios estadios de desenvolvimento foram utilizados em anélises cito-histolégicas e em
testes da estratégia reprodutiva adotada pelas plantas. As caracteristicas encontradas no
desenvolvimento floral so comuns a subfamilia Papilionoideae. Anomalias e supresséo de
drgéos florais néo foram enconirados. Diferengas em niveis taxondmicos infragenéricos séo
raras nos primeiros estadios da ontogénese; entretanto as espécies diferiram na distribuicéc
de cavidades secretoras nos orgéos florais. O nimero cromossdmico encontrado foin = 11,
contagem inédita para as espécies. Como o estudo citoldgico abrangeu todas as espécies
do género, conclui-se que o numero basico € igual a 11. D. penfaphylla é uma espécie
meicticamente estavel e os gréos de pdélen ndo sho limitantes da fertilizacdo. Ja D. pinnata
apresenta regularidade meidtica menor, resultande num maior nimero de gréos de pdlen
estéreis e, tal dado, juntamenie com cobservacbes de grande nimero de rebrotas nas
plantas, pode indicar que a propagacio vegetativa tem maior importéncia no processo
reprodutive desta espécie. O desenvoivimento do dvulo € do tipo «Polygonum» e o do
endosperma Nuclear. N&o foram encontradas diferencas entre a autopolinizagéo e a
polinizacéo cruzada quanto & germinacdo do polen, ao crescimento do tubo polinico, &
megagamstogénese, a dupla fertilizago e & embriogénese. Em todos os tratamentos foram



observados a refragdo e © espessamenio prematuros das paredes celulares dos
tegumentos e da placenta, seguidos de colapsos do saco embrionario (6vulo) ou do zigoto e
do endosperma (semente). As espécies séo autocompativeis, ndo tendo sido observados
mecanismos pré- ou pés-zigdticos atuande como barreiras & autofertiizacgo. Em D
peniaphylla ngc hé diferencas na polinizagBio de flores e na formacgdo de fruios em
determinada regido da inflorescéncia. Néo se encontrou também relacdo entre o actmulo
de calose ne évuio & sua posicio no ovario, bem como entre semente em desenvolvimento
& sua posigao no fruto. © aborto nas espécies esté mais relacionado 2 limitacdo de recursos
maternos ao nivel do fruto e ao nivel do embrigo, devido aos altos custos da frutificacso e
maturacéo das sementes, 0 que pode ser confirmade pela presenca de caracteristicas
abortivas ocorrendo primeiro nos tecidos maternos dos dvulos e sementes e depois nos
embriogénicos. As duas espécies apresentam distribuicdo restrita 3s dreas de Fioresta
Atiéntica, mas nao se observou scbreposicio geogréfica. Plantas de D. pinnafa podem ser
encontradas nos Estados do Rio de Jansirc & de S&o Paulo e de D. pentaphyila nos
Estados de S&o Paulo, Parana e Santa Catarina. Néo se observou a formacao de embrides
apds os cruzamentos interespecificos. A fertilizacéo em D. pinnata foi evitada pela presenca
de uma secregéo micropilar densa e em grande gquantidade, impedindo a penetracio do
tubo polinico. As espécies nio estdo isoladas sazonaimente, mas estdo geograficamente
separadas. Provavelmente, n&o trocam pdlen na natureza e, se trocassem, ndo haveria
formacao de sementes.
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ABSTRACT

Flowers, fruits and seed abortion was studied in two Brazilian species: Dahistediia
pinnata e D. peniaphylia (Leguminosae, Papilioncideas). Such a study was developed
through investigations of. 1. floral development, microsporogenesis, ovule and early seed
development following open, self- and cross-pollination, in order to compare the resulis {o
other papilioncids and to verify the occurrence of abnormaliies in the process; 2.
chromosome number, meiotic behavior and meiotic index, in order {o verify if pollen grains
can limit the fertilization events; 3. fruiting paftern related with position within the
inflorescence and ovule degeneration and seed development reiated with position within
ovaries and fruits; 4. geographical distribution, flowering and fruiting, gene flow possibility
and their effects in the raproductive process and delimitation of the species. Buds, fertilized
and unfertiized flowers, fruits and seeds in several developmental stages were ulilized in
histological studies and in tests of the reproductive strategies adopted by plants. D. pinnata
and D. pentaphylla shared common developmental pathways in flower formation of cther
papilionoids. Anomalies and suppression of floral organs were not found. Differences in
characters expressed in early stages of ontogeny in infrageneric taxa are scarce; however,
species differed in the distribution of secretory cavities on floral crgans. Both species have n
= 411 and such a chromosome number has not been reporied before. The basic number is
also 11, because cyiological observations inciuded all species in Dahistedfia. Plants of D.
pentaphylla are meiotically stable and pollen grains do not limit ferilization. . pinnata
showed lower meiotic index, and a high number of adventitious shoots, which can indicate
that vegeiative propagation has a great importance in that species. Embryc sac
development is of the «Polygonum» type and endosperm development follows the
«Nuclear type. No differences were observed between cross- and self-pollination in pollen
germination, pollen tube growth, megagametogenesis, double fertilization and
embrycgenesis. In all treatments premature thickening and retraction of cell walls were
observed in the integuments and piacenia, foliowed by embryo sac collapse (ovule) or
endosperm and zygote failures (seed). Species are self-compatible, with no occurrence of
pre- or post-zygotic mechanisms as barriers to selfing. in D. pentaphylla no differences were
found in flower poliination and in fruit production according to the region in the inflorescence,
or in degenerating ovule and developing seed according to their position within ovary and
fruit. Seed abortion is mostly related 1o the imited matermnal resource at fruit and embryo
levels rather than the high degree of seif-pollination, which can be confirmed by the
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occurrence of abortive characteristics first in maternal tissues and later in the offspring. Both
species present distribution restrict to Atlantic Forest, but are geographically isolated in State
of S840 Paulo. There are reports for D. pinnata plants in State of Rio de Janeiro and Sso
Paulo, and for D. penfaphylla in State of S&o Paulo, Parand and Sants Catarina. No
embryos were cbserved after interspecific crossing. Fertilization in D. pinnata was avoided
by a dense secretion occupying all micropilar cavity, obstructing the pollen tube enter. |

Species are not sazonally isolated, but geographically, and i seems that there is not gens
flow between speciss.
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INTRODUCAC GERAL

Leguminosae Adans. compreende 650 géneros e mais de 18000 espécies
represeniando uma das maiores familias de Angiospermas, superada apenas em numero ds
espécies pelas familas Orchidaceae e Composiiae. Estd amplamenie distribuids,
apreseniando represeniantes em varias formagdes vegetacionais, além de possuir grande
importancia econdmica. Diversas caracteristicas de sua biologia 1m contribuido para seu
sucesso ecologico e evolutivo; entre elas, os mecanismos de polinizacio e a coevolugéo
com Hymenoptera, cuiminando com a presenca de flores papilionadas (Polhill ef al. 1981).

O género Dahlstedtia Malme estd subordinado a familia Leguminosae, subfamiiia
Papilioncideae, iribo Milletlieae, sendo constituido por duas espécies: D. pinnafa (Benth.)
Malme (espécie-lipo) e D. penfaphylla (Taub.) Burkart {Geesink 1984). Os representantes
das especies s&c arbustivo-arblreas, apresentam flores vislosas e polinizadas por beija-
flores, numa tribo em que, segundo Sousa & Sousa (1981) as oulras espécies sdo geralments
polinizada por abeihas. As espécies de Dahistediia s&o diferenciadas pela cor da corola, pink
em D. pinnata e vermelha em D. penfaphyliz e pela ocorréncia de ienticelas nos ramos
fiorais e de cavidades secretoras nas folhas de D. pentaphylla (Teixeira 1998). Sua
distribuig@o é restrita as regides de Floresta Atiantica brasileira, sendo D. pinnata registrada
nos Estados do Rio de Janeiro e Sao Pauio e D. pentaphylla nos Estados de Sdo Pauio,
Parana e Santa Catarina.

Observacbes pessoais registraram uma baixa producéo de frutos e de sementes
por individuo de D. pinnata e D. pentaphylla, embora haja um grande ndmero de flores por
inflorescéncia. O processo de aborto de fiores, frutos @ sementes néo é exclusivo de
Leguminosae. Em varias familias de Angiospermae sementes vidveis sdo formadas de
pequena proporcéo de Svulos; os demais dvulos ndo se desenvolvem pela auséncia de
fertilizacéo, ou, se s&o fertilizados, os embries sdo abortados durante o desenvolvimento
{Sedgley 1980, Bawa & Webb 1984, Queller 1985). Pouco se conhece sobre as causas e
implicactes da mortalidade entre a fertilizagio e a maturidade da semente (Lioyd 1980,
Lioyd ef al. 1980, Stephenson 1981, Udovic & Aker 1981). Para explicar a ocorréncia de
abortos existem varias hipdleses, como a de selecBo sexual, atribuindo os abortos 2
otimizag@o do sucesso reprodutive masculino e feminino (Lioyd 1980), a que envolve a
paternidade do zigoto (Janzen 1977) e a combinacéo de gens letais (Martin & Lee 1993).



infrodusic Beral

O conhecimento do sistema reprodutive das espécies é fundamental na
investigacdo das causas de ocorréncia de aborto (Bawa 1978). A utilizacdo conjunta de
dados de anatomia e de ecologia reprodutiva pode acrescentar informacSes ac
conhecimento das possivels causas e conseqléncias dos abortos, direcionando pesguisas
tanto de produtividade de sementes como de perspectivas evolutivas (Sedgley 1980, Bawa
& Webb 1984, Ebadi ef &/, 1998). No entanto, pouco se lem estudado a respeiic das
modificagBes histoldgicas gue ocorrem desde ¢ desenvolviments dos orgéos florais até a
maturagac da semente. Ha regisiros de evidéncias citoldgicas de aborto de dvulos apds a
fertiizacéo para Medicago sativa e Pisum sativum (Brink & Cooper 1947, Linck 1961} &
dados anatdmicos de frutos e flores abortados em Persea americana (Sedgley 1980).

A importancia do presente trabalho reside em estudar espécies nativas de uma
floresta tropical, ecossistema carente de informages sobre reprodugso, apreseniando,
quase sempre, informacgbes inicials sobre o sistema reprodutive das espécies {Brazier ef a/,
1976, Hawkes 1976). Para as espécies de Dahistedfia, os dnicos dades reprodutivos
existentes referem-se & morfologia do pélen de D. pinnata, que foi analisada e comparads 2
de outras especies de Papilioncideae (Ferguson & Skvarla 1982). Além disso, dados iniciais de
fitossociologia obtidos na Mata Atiantica em Picinguaba, Ubatuba, SP, revelaram uma baixa
densidade de individuos de D. pinnate, sugerindo uma tendéncia & raridade para a espécie
(Takahasi 1997, comunicacac pessoal).

No decorrer deste trabalho pretendeu-se estudar a embriologia (sensu Johri et al.
1892), o sistema reprodutivo e a biossistemética de Dahistedtia e identificar as provaveis
deficiéncias encontradas no processo reprodutivo das duas espécies que compbem ©
género. Para isio, aigumas proposices foram formuladas:

1. Anormalidades existentes no decorrer do desenvolvimento dos érgdos florais estariam
acarretando o aborto das flores (¢f. Tucker 1987, 1990, 1993 e 1994). (Capituio 1)

2. Anormalidades existentes no decorrer da microsporogénese, principaimente no processo
meidtico, bem como nos tecidos da antera, estariam limitando a viabilidade e a capacidade
competitiva dos graos de polen e, portanto, impedindo a fertilizag&c ou originando embrides
pouco vigorosos & propensos ao aborte (cf. Kronestedi-Robards & Rowley 1989, Loukides
et al. 1995, Peel et al. 1997). (Capitulo 2)

3. As especies seriam autocompativeis, como esperado para aquelas de distribuigéo
restrita (cf. Kaye 1999), e estariam abortando seletivamente, devido: (Capitulo 3 e 4)
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a limitac@o dos recursos matemnos, acarretando competicdo entre os Svulos ou
sementes, estando em desvantagem os mais distantes do pedinculo; da mesma
forma os frutoe formados em posicbes mails distantes do pedinculc da
inflorescéncia teriam menos chance de se desenvolver (¢f. Bawa & Buckiey 1989).

& néo fertiiizacéo dos dvulos devido a insuficiéncia no namero de gréos de pdlen,
sendo que 08 posicionados nas regies mais distantes do estilete estariam em
desvantagem (cf. Mogensen 1978).

g fertllizacio do dvulc por um gréo de pdlen geneticamente inferior, gerando
embriGes propensos a serem abortados. Gréos de pélen mais competitivos e
rapidos efetuam a fertilizagdc primeiro que os oulros, & os embrifes podem se
desenvolver antes que a planta inicie o processo de absciséo do fruto (cf. Janzen
1977, Niesenbaum 1888).

4. As sspécies seriam auto-incompativeis & a plania estaria produzindo poucos frutos {(cf.
Dorken & Husband 1988, Sage et al. 19989) porque: (Capitulos 3 2 4)

@

A deposicéo de gréos de pdlen incompativeis é alta (auséncia de barreira espacial
ou temporal enire anteras e estigma, proximidade de individuos geneticamente
semelhantes, auséncia de polinizador), ndo ocasionande a fertilizacdo dos dvulos
devido & presenca de barreiras pré-zigéticas no estigma ou nos tecidos do estilete.

A deposicido de graos de pélen incompativeis é alta e a sua entrada no ovéario no
permite que os dvulos completem seu desenvolvimento (auséncia de alongamenio
do saco embrionario e de fusdo dos nicleos polares), a auséncia de secrecio na
micrépila ou a degeneracéc de tecidos ovarianos, enire outros eventos. Neste caso
as barreiras pre-zigoticas estariam atuando ao nivel do ovario (cf. Sage st al. 1899).
A deposicéo de grios de pdlen incompativeis é alta, ha fertilizacio, mas ¢ aborio
ocorreria antes do desenvolvimento completo da semente. Neste caso existiriam
barreiras pos-zigdticas ou mesmo depressdo endogamica, dois fendmenos de dificil
disting@o sem que se estude a embriogénese (cf. Gibbs & Sassaki 1988).

5. As espécies seriam auto-incompativeis e o aborio de frutos e sementes poderia estar
ocorrende por alguma das causas citadas em 4, mas também pelas citadas em 3, o que

seria de difici distincdo, ou seja, se as espécies forem autocompativeis, os gradientes

existentes no ovério poderiam explicar o aborto, mas se forem auto-incompativeis, tanto as

causa genéticas como as de alocacio de recursos poderiam estar ocorrendo.
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Algumas perguntas foram formuladas no decorer do trabalho; 1) As espécies
poderiam trocar polen na natureza? Sua distribuicio & disjunta? Os graos de pdlen de uma
espeécie sdo capazes de germinar e penetrar ¢ dvuloc da outra espécie? 2) Que caracteres

poderiam awdliar na delimitacdo das espécies, um tanio controversa na lteratura? {Capitule
5}
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CAPITULO I “DESENVOLVIMENTO FLORAL E SEUS EFEITOS NO PROCESSO REPRODUTIVO DE
DAHLSTEDTIA PINNATA E D. PENTAPHYLLA (LEGUMINOSAE, PAPILIONOIDEAE)”

RESUMO

Estudos de reproducdo em Leguminosae demonstram uma alta ocorrénecia de aborto
de flores e frutos na familia, fendmeno observado nas duas espécies de Dahlstediia
{Leguminosae). O desenvolvimento floral em Dahistediis pinnata e D. pentaphylia, espécies
tipicas de Floresta Alléntica, com distribuicéo restrita as regides sudeste e sul do Brasi|, foi
investigado e comparado a outras espécies de Papilionoideae. A presenca de anomalias que
possam acaretar ¢ aborio de flores e frutos também foi verificada. Caracteristicas
morfoldgicas que possam auxiliar no entendimento dos mecanismos de polinizagao & do
sistema reprodutivo e na delimitacdo das espécies foram ressaltadas. Botdes em varias
fases de desenvolvimento e flores em pré-antese foram coletados, fixados, sendo os drgdos
florais observados em Microscopia Eletrdnica de Varredura e em se¢les seriadas. A ordem
de iniciacéo das flores na inflorescéncia & dos verticilos na flor das duas espécies & acropets;
em cada verticilo, os érgdos s@o iniciados unidirecionaimente, a partir da face abaxial; a
fissura do carpeio € adaxial;, o estandarte desenvolve-se mais que as demais pétalas,
cobrindo as quilhas e o tubo de filetes, dando origem ac formato tubulosc da flor ja no
estadio intermediario. © tubo de filetes € formado no Ultimo estadio, logo apés a formacao do
segundo verticilo de estames. As caracteristicas encontradas no desenvoivimento floral em
Dahistedtia s@c comuns & subfamilia Papilionoideae, e principaimente as espécies das tribos
Phaseoleae e Sophoreae. N&c ocorrem processos de supressdo, perda e mesmo
anormalidades na ordem de aparecimento e na estrutura dos primérdios dos drgéos nestas
espécies, o que resultaria na mé-formagéo dos érgéos e, conseqgilentemente, no aborto de
flores e frutos. Diferencas infragenéricas nos primeiros estadios da ontogénese sdo raras;
entretanto as espécies de Dahistedfia diferiram na distribuiclo de cavidades secretoras nos
drgéos florais,

PALAVRAS-CHAVE: Leguminosae, Dahistedfia, Desenvolvimenic Floral, Sistema
Reprodutivo, Polinizacéo, Cavidades Secretoras.
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INTRODUCAC

Dahistedfia Maime estd subordinado & familia Leguminosae, subfamilia
Papilionoideae, tribo Milletlieae, sendo constituido por duas espécies: D. pinnata (Benth.)
Maime (espécie-lipo) e D. penfaphylla {Taub.) Burkart (Geesink 1984). E um género
neotropical, com registros de coleta para a Floresta Atlantica brasileira (Malme 1905), cujas
espécies ocorrem em baixas densidades em dreas de planicie & encosta das regides
sudeste e sul.

As especies séo arbustivo-arbbreas, apresentam flores papilionaceas vistosas e
foram caracterizadas na sindrome de omitofilia por Arroyo (1981) e Sousa & Sousa (1981) em
seus trabalhos de revis&o na familia Leguminosae, embora o género esteja posicionado numa
tribo essencialments melitoila (Sousa & Sousa 1981). Segundo Polhill et al. (1981), os géneros
Dahistedfia, Miletia e Fiscidia em Milletieae e algumas espécies da iibo Phaseolas e
Sophoreae s8¢ os Unicos citados como omitéfilos em Papilioncideae e, de acordo com
estudos filogenéticos recentes, ndo séc estrelamente relacionados, estando Dahlstedtia mais
préximo acs representantes de Lonchocarpinae (Millettieae).

Observacbes de campo mostraram a ocorréncia de uma baixa produgéo de frutos
nas espécies de Dahistedtia, geralmente um por inflorescéncia, em detrimento de uma atta
producéo de flores. Além disso, os frutos, muitas vezes, foram abortados ou abortaram as
sementes. A maioria dos trabalhos tratando da taxa de aborio de flores, friios & sementes
tem investigado a sobrevivéncia das plantas em populacdes naturais. Pouco se tem
estudado a respeito das modificagbes histoldgicas que ocorrem desde ¢ desenvolvimento
dos 6rgdos florais aié a maturagde da semente (Lloyd 1980, Lioyd ef afl. 1980, Stephenson
1981, Udovic & Aker 1981).

A ontogenia, de uma forma mais abrangente, é conceituada como o desenvolvimento
atual de uma planta ou de um dos seus drgdos, tecidos ou células componentes, iratando
dos varios estadios que resultam na formaclio dos 6Grgdos florais: os iniciais ou
organogenéticos, os intermediarios ou de formacgéo e os finais ou de diferenciacdo. Esses
mesmos estadios também podem ser utilizados no estudo do desenvolvimento da
inflorescéncia. A utilizacdo de estudos de ontogénese em discussdes filogenéticas &
bastante comum, j& que, de acordo com a Teocria da Recapitulacdo, a ontogenia de um
organismo iende, de forma abreviada, a repetir ou recapitular sua histéria evolutiva.
Entretanto, deve ser vista com cuidado neste caso, pois a historia ontogendtica de uma
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estrutura pode ser muito abreviada e, portanto, de pequenc ou nenhum valor em guestdes
flogenéticas (Foster & Gifford 1974, Fahn 1992).

Por outro lado, estudos ontogenéticos podem revelar as bases para vérios aspecios
da diversidade de um grupo de planias, sendo essenciais na solucdo de muitos problemas
morfoldgicos. A ontogenia de Srgdos foliares, por exemplo, tem auxliado na interpretacgo
estrutural de estipulas, bracieas e, parlicularmente de Srgaos fiorals (Foster & Gifford 1874,
Tucker 1997) e também na solugéo de problemas de estruturas consideradas enigméticas e
de homologias incerias. Aspectos da arquitetura, simetria, ordem de iniciacéo, fusdo, perda
ou adicgo de orgéos ém sido muito utilizados tanto numa mesma flor come entre as flores
de uma inflorescéncia (Tucker 1987, 1990, 1993, 1994). Tais estudos evoluiram muito apds
as publicacbes de Tucker (Hufford & Diggle 1997), nas quais a utilizacdo da microscopia
sietrénica de varredurs tfornou-se um método usual, por ser rapido & simples no
acompanhamento do crescimento, da diferenciaco e do alargamento dos Orgéos florais,
processos que puderam, entdo, ser observados externamente (Tucker 1897},

A partir de vérios estudos de desenvolvimenio floral, principalimente em
Leguminosae, uma hipStese aliando a taxonomia aos véaros estadios de formacéc dos
brgdos florais foi proposta por Tucker {ver Tucker 1997). Caracteres encontrados nos
primeiros estadios da ontogenia florai, como por exempio simetria floral, nimero e posicéo de
orgaos, seriam mais estaveis e, assim, ulilizados na delimitacBo de taxa supra-genéricos.
Por outro lado, caracteres encontrados nos altimos estadios, tais como fuséo de drgéos,
heterogeneidade num verticiio, s80 mais varidveis e considerades adaptativos, podendo ser
utilizados na delimitacéo de taxa genéricos e infragenéricos.

O desenvolvimento da inflorescéncia e da flor em Dahistedlia pentaphylla e D.
pinnata foi investigado e comparado a ouiras espécies de Papilioncideae e, entdo,
verificada a ocorréncia de anomailias que possam levar ac aborto de flores e frutos.
Caracteristicas morfolégicas que possam auxiliar no entendimento dos mecanismos de

polinizacéo e do sistema reprodutivo e na delimitacéo das espécies foram ressaitadas.

MATERIAIS E METODOS

O material de Dahistedltia pentaphylfa foi coletade de dois individuos cultivados no
Campus da ESALQ, Piracicaba, quatro cultivados no CATI, Campinas, SP e quatro
ocorrendo naturalmente na Fazenda Intervales, SP. O material de D. pinnaia foi coletado de
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dois individuos cultivados no IAC, Campinas, SP e de sete ocorrendo naturaimente no
Parque Estadual da Serra do Mar, em Picinguaba, SP. O material testemunho das duas
espécies esi@d depositado no herbario UEC (Universidade Estadual de Campinas,
Campinas, SP) sob 0s nimeros 300, 17936, 28637, 28746, 1082686, 109267,

O processo de desenvolvimenio das inflorescéncias e das flores foi acompanhado no
campo semanaimente, no periodo de agosto/88 a dezembro/98, em quatro individuos de D.
pentaphyila e em dois de D, pinnafa, cultivados em Campinas.

Flores frescas ou conservadas em édlcool 70% foram observadas em
estereomicroscopio para os estudos de morfologia extema. Os esquemas florais foram
obtidos em microscopic acoplado a cdmara clara e as escalas nas mesmas condicdes
épticas, A colorag@o dada as pegas florais seguiu o indice de cores de Smithe (1975).

Os estudos de desenvolvimento floral foram realizados através de observaches em
Microscopia Elefrbnica de Varredura e de cortes histoldgicos seriados. Para 1al, fiores e botdes
florais foram coletados em vérios estédios de desenvolvimento e fixados em solucBo de
Kamovsky (Karnovsky 1985).

Para Microscopia Elefrénica de Varredura os materiais foram dissecados em dicool
95%, desidratados em série acetona-etilica (Tucker 1993), submetidos ac ponto criico em um
aparethc Balzers CPD 030, montados em suportes metdlicos, colados sobre fita adesiva de
Carbono e, entdo, cobertos com Ouro em um Balzers SCD 050 sputter coater por 280s. As
cbservacbes foram efetuadas em um Microscépio Eletrbnico de Varredura DSM 240 A
(Zeiss) em 5 kv, sendo as fotomicrografias obtidas em uma cémera Sinar 67.

Para Microscopia de Luz os materiais foram incluidos em historresina “Basic Resin®
apos desidratac@c em sere etilica (Gerrits 1991) e em “paraplast” apds desidratacdo em
série butilica terciaria, seccionados transversal e iongitudinalmente (4 a 6um de espessura)
em micrétome rotativo, e corados com Safranina e Azul de Astra (“paraplast’) cu em Azul
de Toluidina (historresina) (Gerlach 1969). As fotomicrografias foram registradas em um
fotomicroscopic Olympus BX 40 e as escalas obtidas nas mesmas condicdes dpticas.

RESULTADOS

O desenvolvimento floral serd descrito conjuntamente para as duas espécies, sendo
apenas ressaltadas as diferencas que surgirem.

ORGANOGRAFIA ~
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A inflorescéncia & do tipo pseudo-racemo; a de 0. pinnata é congesta e eretae ade D.
pentaphylla pénduia e menos congesta. Apresentam caulifloria, sendo que em alguns
individuos as inflorescéncias ocorrem no fronco, préximas ac solo. O nimers de flores por
inflorescéncia varia de 12 a 50 para . pinnafa e de ofio a 35 para D. penfaphviia. As flores sdo
papilionéceas (figs. 1, 2B,F), muito vistosas e de conformacio fubulosa, sendo o estandarie o
responsavel por tai conformacéo. O estandarte, as asas e quithas apresentam guias de néciar
brancos em suas faces adeaxiais. A filotaxda € verlicilada. O calice € gamossépalo, 5-lobado. Em
D. pinnata a corola & «pink» (fig. 1A) @ em D. peniaphyila, vermelha (fig. 1B). Os dez estames
formam um tubo de fiietes, fenesirado na base (figs. 2D.H) no lado oposto & insergdo do
estandarte. As anteras s8o dorsifixas, com deiscéncia longitudinal. O ovério é sipero, a
placentag@o € submarginal, com os Svulos distribuidos linearmente (fig. 6G). O estigma é
puntforme. Um disco nectariferc esté presente na regio entre a base dotubo de filetes e a
base do ovario (igs. 20,6).

Um individuo cultivado (CAT!, Campinas, SP) de D. pentaphvila apresentou aigumas
flores com dois pistilos.

A deiscéncia das anteras j& ocorre nos botSes em pré-antese. Embora o estigma e as
anteras estejam posicionados na mesma altura e mantidos préximos pelas quilhas, ndo ha
retencéo de pdlen na regido subestigmatica do botdo em pré-antese ou da flor em antese. O
movimento suposio para que ocoma polinizagic deve envolver o abaixamenio da quitha
juntamente com o tubo de filetes e pistilo, ficando o estandarte flexionado para cima, para que
o polinizador aicance a regi&o fenestrada do tubo de filetes e, assim, colete néctar. Os graos de
pdlen sao liberados apds ocorrer movimentacdo da quilha e devem aderir & regifo ventral do
corpo do polinizador.

DESENVOLVIMENTO DA INFLORESCENCIA -

Os apices florais séo formados em ordem acrdpeta, de trés em trés & originando flores
sucessivamente (fig. 6A,B). Cada triade de 4pices florais localiza-se na axila de um par de
practeas (fig. 6A). Os éapices florais sé0 achatados @ compietam seu desenvolvimento em
cerca de 60 dias. Cada apice floral produz um par de bractéolas lateralmente (fig. 6C).
Bracteas e bractéolas ndc permanecem até o final do desenvolvimento e nac foram
observadas apds os botdes atingirem cerca de 1,5cm de comprimento. A zona de
revestimento do apice floral € constituida por duas camadas de células densamente coradas
(fig. 8C), que se dividem anticinalimente. As células localizadas logo abaixo da zona de
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revestimento, no centro do 4pice, apresentam nlcleos evidentes (fig. 6C) e intensa atividade
mitdtica, sendo que as divisbes ocorrem nos planos anticlinal e periciinal.

ONTOGENIA FLORAL -

Estadios iniciais (organogénese): Os primérdios dos érgdos florais sdo formados a
partir de divisbes anticlinais da protoderme e, apos, por divisdes anticlinais e periclinais de
células situadas abaixo da protoderme no épice fioral. A ordem de niciacao dos verlicilos é
acropeta: sepalas (5), petalas (5), carpelo (1) e estames antessépaios (8) &, por GHtimo,
estames aniepétaios (8). A ordem de iniclacdo das sépalas & unidirecional (fig. 4B), sendo o
primeiro e segundo primdrdios abaxiais, um par de primérdios laterais e o (litimo adaxial:
apds a iniciag&o, os primérdios desenvolvemn-se simultaneamente formando o tubo do célice
{figs. 3A-B, 4C). O primeiro primérdic de péiala surge apds a formagdo de todos os
primdrdios de sépalas; a ordem de iniciacdo € unidirecional a partir da face abaxial. O
carpelo inicia-se na regido mediana, como uma coluna arredondada (figs. 3A, 4C, 8D-E). A
ordem de iniciacdo dos estames antessépalos & unidirecional, formando ¢ ciclo externc (fig.
5A); os estames antepétaios iniciam sua formacéo na base do carpelo (figs. 5B, 8E), em
ordem unidirecional a partir da face abaxial, formando o ciclo intemo (figs. 4B, 58, 6D).

Estadios intermediarios: As pétalas se diferenciam pelc tamanho & pela forma em
estandarte, asas e quilhas (figs. 3D-E, 5D-E) e tornam-se imbricadas. O carpelc apresenta
tricomas néo glandulares em sua base (figs. 3E, 5D-E), fenda adaxial (figs. 3C, 5C), estilete
curvo (figs. 2A,E), um feixe vascular central e dois feixes néo fundidos na regido da sutura.
Os dvulos (fig. 6F) iniclam seu desenvolvimento na regido préxima as margens do carpelo
e antes da fusdo marginal.

Estadios finais: as sépalas se unem por crescimenio lateral, o estandarte torna-se
muito alargado, caracterizando a zigomorfia, € cobre as outras pétalas, funcionando como
um tubo para a corola. Os 10 filetes unem-se em um tubo, e formam duas aberturas em
sua base. O estilete torna-se ereto e o estigma puntiforme apresenta coloracéo amarelada.
O crescimentc do estiiete & anterior ao do tubo de filetes, mas, no final do

desenvolvimento, o estigma e as anteras estao posicionados na mesma altura.
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ESTRUTURAS BECRETORAS NAS PECAS FLORAIS -

Tricomas glandulares, cavidades secretoras, epiderme secretora e nectario foram
catalogados nas pecas florais (fig. 7)

Tricomas secretores ocorrem nas bractéolas e nas sépslas {fig. 7A-B). O inicio do
seu desenvolvimenio ocorre nos primeiros estadios, guando os primérdios de sépaias e de
pétalas estdo sendo formados. Sao pedunculados (2 a 3 células em aliura) e possuem uma
cabeca mullisserada (fig. 7A-B), na gual as células apresentam niclec grande e
densamente corado. '

Cavidades secretoras (fig. 7C) ocorrem no calice, nas asas e nas quithas (fig. 8); em
D. pinnata ainda ocorrem nas bractéolas e no estandarte (fig. 8). Em D. pentaphyiia, as
cavidades secretoras foram registradas apenas para a regifc basal do célice, enquanto gue
em D. pinnata as cavidades foram catalogadas em toda a extenséo deste. O aparacimenio
das cavidades secretoras acompanha a ordem de formacio de cada peca floral: primeiro
nas bractéolas, depois nas sépalas e por uliimo nas pélalas modificadas (estandarte, asas e
quilhas). Tais estruturas iniciam seu desenvolvimento concomitante 2 formacdo da fenda
carpelar, &, portanto, nos estadios intermediarios do desenvolvimento da flor. Estéo
completamente diferenciadas ne inicio do desenvolvimento do dvulo e da antera, O epitélic
que delimita o lume & unisseriado, as células epiteliais apresentam ndcleo e citoplasma
densamente corados e ndcleo grande em relacio ao tamanheo celular. Algumas células
formam trabéculas que atravessam o lume de um lado a outro. As cavidades sado
isodiameétricas, mas em algumas pecas florais podem ocorrer estruturas mais alongadas
guando observadas em cortes longitudinais.

O nectario esta presente na base da flor, ao redor do ovéno (figs. 2C,G), sendo do
tipo epitelial, toral anular, segundo a classificacido de Fahn (1992). O inicic do seu
desenvolvimento ocorre quando o estigma estda completamente diferenciado e, portanto,
nos estadios finais do desenvolvimento floral. As células epidérmicas estfo dispostas em
palicada, apresentam citoplasma granulosc e nlcleo densamente corado. As céluias
parenquimaticas localizadas abaixo da epiderme possuem citoplasma densamente corado.
Varios feixes vasculares chegam aié o tecido nectarifero (fig. 7D), sendo contituidos por
elementos do floema e do xilema. As células do nectario apresentam coloragdo mais
evidente no citoplasma ne periodo de pré-antese da flor. J& héd secrecéo de néctar em
botbes com cerca de 2,5cm de comprimento. O néctar é transparente e produzido em
grande quantidade, sendo armazenado na regifo entre o ginéforo e o tubo de filetes. E
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iberado em golas através das duas aberluras presentes na base do tubo de filetes, na
regido oposta a insercéo do estandarte.

No estadio final do desenvolvimento das pétalas foi observada uma epiderme
secretora disposta em paligada, constituida por células densamente coradas, com niclecs
evidentes, citoplasma granuloso e parede sspessa (fig. 7E-F). Tal estnutura estd localizada

no épice das quilhas, asas e do estandarte e, a secrecso, em forma de gotas, cora em
vermelho pela Safranina {(fig. 7F).

Discussio

CONSIDERACOES MORFOLOGICAS

As especies de Dabhistedlia ndo apresentaram multas diferencas entre os apices
reprodutivo & vegetativo (Teixeira & Gabrielli 2000). Segundo estes autores, o &pice
vegetativc apresenta forma cOnica, tlnica bisseriada, corpo constituido por céluias
densamente citoplasmaticas e regifio central com células vacuoladas e maiores que as
demais. A organizacdo tinica-corpc ndo € evidente nos éapices reprodutivos de D.
pentaphylla e D. pinnata, fato de comum ocorréncia em Angiospermae (Fahn 1892), mas,
pode-se perceber que a zona de revestimento € bisseriada, da mesma forma que a tinica do
apice vegetativo destas espécies. A auséncia de uma regido com caracteristicas de um
«méeristeme d'attente» (sensu Gifford 1954), bem como a presenca de células em intensa
atividade mitética, localizadas abaixo da zona de revestimento, mostram que em Dahistedtia
o meristema floral apresenta crescimento determinado, ou seja o meristema floral produz
todo o conjunte de drgéos florals, cuiminando com a completa diferenciacéo do carpelo e,
entdo cessa sua fungdo (Tucker 1997).

As inflorescéncias pseudo-racemosas das espécies de Dahistedtia, fipo comum em
cinco das 32 tribos de Papilionoideae (Tucker 1997), apreseniam os apices reprodutivos em
grupos de trés, originando apenas triades florais, o que caracteriza um &pice ndo
persistente. O apice reprodutivo, se persistente, pode produzir até mais duas triades
(Tucker 1887). © tipc de inflorescéncia apresentado por uma espécie é a expressac da
ordem em que as flores s&o iniciadas (acropeta em Dahistedtia) tanto pele meristema apical
como pelos meristemas presentes nas axilas das bracteas (Fahn 1992).

Em Dalstedtia pentaphylia e em D. pinnata a filotaxia verticilada e a zigomorfia das
flores expressam-se, respectivamente, nos primeiros e nos liimos estadios de
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desenvolvimenic (em que ocorre ¢ alargamento das pétalas), padrio j& encontrado para
outras espécies de lLeguminosae com flores zigomdrficas (Tucker 1997). Entretanto,
segundo 2 mesma autora, a filolaxia e a simetria florais sd0, no geral, determinadas nos
primeiros estadios do desenvolvimento fioral.

O ovaric slpero e unicarpelar nas espécies de Dahlisiedliz originou-se de um
primordio localizado ceniraimente e este apresenta estrutura diferente da enconirada no
épice floral, contrariando a idéia de que remanescenies das células meristematicas do
apice estariam relacionados & formagéo do carpelo (Fahn 1992, Tucker 1997). Ha apenas
um individuo com registro de flor com dois carpelos em Dehistedtia pentaphyfla, uma
condicdo certamente teratoldgica, e compartilhada por outros representantes unicarpelarss
de Leguminosae, como Amherstia nobilis e Albizia lophania, espécies nas quais foram
encontradas divisbes nas regides laterais do apice floral (Derstine & Tucker 1991).

A fus@o do célice, a formacao do tubo de filetes e o imbricamento das pélalas em 0
pentaphylia e D. pinnafa resultam do crescimento lateral destes 6rgéos e como ocorrem
nos Ultimos estddios do desenvolvimenio, e n&c nos primeiros, s8o processes
considerados pés-génitos (Fahn 1992). O estudo da vascularizacio de estames e sépalas
& considerado um bom indicador da maneira como se deu a fuso; entretanto, a posicéo
ocupada pelos vasos estd mais direcionada para a fisiclogia funcional e ontogenética
destes 6rgaos que para sua histdria evolutiva. A fuséo de érgéos possibilita um rearranjo da
estrutura floral e, assim, uma variabilidade de formas que representa maneiras novas e
facultativas de ocupacdo de ambientes pela progénie. Familias numerosas em espécies,
como Orchidaceae ¢ Compositae e mesmo Leguminosae, apreseniam esta variabilidade
gerada pela fusde de 6rgdos (Robinson 1685).

Em Dahlistedtia, os primérdios ovulares so iniciados antes da fuséo carpelar e
proximos a fissura marginal, © gue caracteriza ontogénese precoce do carpelo e placentagéo
submarginai, diferente da maioria dos representantes de Leguminosae, nos quais os
primbrdios ovulares sdo iniciados apos a fusdc das margens (Tucker 1997). Gineceu
unicarpelar com ovulos dispostos em placenta submarginal ja haviam sido registrados para

os representantes de L eguminosae, sendo excecbes as espécies de Affonsea e de Swartzia
{Barrosc et al. 1999)

ONTOGENIA X SISTEMA REPRODUTIVO X POLINIZAGAD
Estudos sobre a polinizacdo das flores em Dahistedtia pinnata e D. pentaphylia ndo
foram encontrados na iiteratura, apesar de terem side consideradas ornitdfilas por Arroyo
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(1981) e Sousa & Sousa (1981). Estas espécies apresentam as chamadas «flores com
quithas» e, segundo Westerkamp (1996), 99% das espécies com tais flores sao polinizadas
por abelhas. Caracteristicas relacionadas & polinizacdo por beija-flores, citadas por Tucker
(1984) e encontradas nas flores das espécies de Dahistedtia, como por exemplo o nectaric
intra-estaminal, as aberturas na base do tubo de filetes & o imbricamenic das pétalas,
também s&0 encontradas nas «flores com quithas» polinizadas por abelhas em cutras
espécies de Papilionoideae. De todas as caracteristicas citadas como adaptacdes &
ornitofilia (Tucker 1894), como flores grandes, sstames exsertos, auséncia de esculiura nas
asas e hipanto profunde, apenas o posicionamenio ndo flexionado do estandarte nas flores
de Dahistedlia, néo proporcionando, assim, o apoio necessario para que o visitante mova as
asas e movimenie a quilha, indica que o provavel polinizador seja um péssaro, j& tendo sido
observadas visitas de beija-flores (Rhamphodon naevius - Phaeriorninae).

A apresentac8@o do pélen em Dahisfedtia é priméria e o mecanismo envolvido &
semelhante 20 valvar, no qual a movimentac8o da quilha é a responsével pela liberacio de
grande parte dos gréos de pdlen pelas anteras. Nas «flores com quilha» o tubo de filetes e ©
pistiio encontram-se encobertos pelas asas e quilhas, havendo, porianto, 2 necessidade da
apresentagéo do pdien ao polinizador (Howell et al. 1993, Westerkamp & Weber 1999). A
liberag@o do pdlen ja em botdes em pré-antese e a prépria morfologia floral em Dahistedtia
sugerem a atuacao do mecanismo de apresentacio secundaria, e apesar de pouco
observadc em flores polinizadas por passaros, ocorre em Clianthus puniceus e em algumas
aspécies de Phaseolus (Yeo 1993). Entretanto, nao foram observados fricomas na regiao
subestigmatica, nem um pistio («rostro») na extremidade da quitha em Dahistedtia,
estruturas citadas para os dois mecanismos de apresentagio secundaria do pdlen em
Papilionoideae (Howell et al. 1993, Westerkamp & Weber 1999). A auséncia de graos de
polen aderidos ao estilete na fior em antese e o tipo de movimenio da quitha na liberagdo do
pdlen indicam que as «flores com quilha» de Dahlstedtia possuem apresentacéc primaria de
pdlen associada ac mecanismo valvar, ja citado para Papilionoideae (Westerkamp & Weber
1999). As flores de Dahisfedfia apresentam muitas similaridades com flores de espécies
polinizadas por abelhas, come por exempio o estandarte vistoso, a presenca de pecas florais
moveis e fixas, o amazenamento de néctar, a presenca de guias de néctar e a protecio ao
pdlen e, mesmo a conformacio tubulosa da fior conferida pelo estandarte em Dahistedtia foi
observada em espécies de Polygalaceae por Westerkamp & Weber {1999} e citada como
um elementc que ampiia o espectro de polinizadores da fior.
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A presencga da epiderme secretora nas pétalas pode estar relacionada a atracdo de
polinizadores, mas € provével que néo represente uma atracéo olfativa, como observado em
espécies de Rosa & em Viola odorate, nas quais a secrecéo das pétalas & constituida por
terpenos de baixo peso molecular e outras substancias arométicas derivadas (Buvat 1989).
Jé foram catalogados dleos essenciais, balsamos, resinas, mucilagem, sais minerais,
polissacarideos e substéncias lipofiiicas na secreclo de epidemes secretoras (Buvat 1989).
Testes hisioquimicos devem ser realizados nas pélalas de Dahistedtia pentaphylla & D,
pinnata, a fim de se deteciar o tipo de substéncia secretada e, assim, prover indicios para a
funcéo desempenhada pela epiderme secretora na flor.

Caracteristicas consideradas adaptativas & polinizacdo aparecem nos Gitimos
estadios da ontogénese floral, segundo os trabalhos de Tucker (1993, 1994), o gue também
demenstra similaridade das espécies de Dahlstedtia com outras espécies polinizadas por
péssaros, como Castanospermun australe, Miroxyion balsamum (Tucker 1993) ¢ espécies
de Sophora {(Tucker 1994),

As espécies de Dahistedlia s&o consideradas autocompativeis (capitulo 3), o que
pbde ser corroborado peio estude de sua oniogenia floral. O desenvolvimento carpelar
precoce, caracterizado pela iniciagdo do primérdio carpelar antes do estaminal e pela
iniciag@o dos primordios ovulares anterior a fus&o da fenda carpelar, o términc do
desenvolvimento do dSvulo e do pdlen e a deiscéncia da antera anteriores & antese séc
caracteristicas que propiciam a autopolinizacdo em espécies de Dahistedtia. Em espécies de
Agalinis foram encontradas caracteristicas que indicam a presenga de um sistema
reprodutivo misto, tais como: desenvolvimento precoce do dvulo, do pélen (anterior a
formacéo do estilete} e do estigma {anierior ao alongamento do estilete), deiscéncia da
antera anterior 8 antese, a germinacéo do grio de pdlen e o inicio da receptividade do
estigma posteriores a antese, permanéncia da corola na flor por um periodo longo, posicéo
paralela das anteras em relagdo aos filetes, curvatura dos lobos da corola na regi&o entre a
antera & o estigma, presenca de tricomas na base do estigma {Stewart & Canne-Hilliker
1998). Eniretanio, em Dahlstedfia, ndo ha caracteristicas que atestem a presenca de
hercogamia e dicogamia como observado em Agalinis. Apesar das plantas de Dahistediia
apresentarem alta longevidade da corola (cerca de dois dias), proporcionando tempo para
que haja deposicio de polen proveniente flores de outros individuos, a germinagéc dos
gracs de pélen provenientes de autopolinizacio é répida (cerca de 6h), do que se pode
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constatar que a auséncia de frulos deve-se mais ceriamente a problemas nos tecidos
ovuiares, ocorrendo antes ou mesmo apds 3 fertilizacéo (ver capitulo 3).

AMNOMALIAS E SUPRESSAD DE ORGACSE — PROBLEMAS BEM DAM STEDTIAR

A partir dos resuitados de ontogenia floral em Dahistedtia pentaphyila e D. pinnata,
comparados a outros j& realizados em Leguminosae por Tucker (1988a, 1988b, 1980, 1991,
1992, 1897, 1998), constata-se que nic ocomem processoes de supressio, perds e mesmo
anormalidades na ordem de aparecimento & na estrutura dos primérdios dos drgdos nestas
espécies, o que resultaria na ma-formaco dos drgéos e, conseglentemente, no aborio de
flores e frutos.

O estudc da ontogenia floral em Dahisfedtia baseou-se em trabalhos cujos principais
objetivos estavam relacionados a taxonomia de grupos de delimitacdo confusa e até arificial,
como em Cassia, Chamaecrista e Senna (Tucker 1897). Além disso, hé estudos de
anomalias e supress@o de Orgos florais nas trés subfamilias de Leguminosae, com a
finglidade de se estabelscer relagbes svolutivas entre os taxa (Tucker 1990, 1991, 1898) ¢
de verificar o funcionamento do sistema sexual das espécies (Tucker 1988a, 1988b, 1992).

Segundo a Teoria da Morfogénese Floral estabelecida por Heslop-Harrison (1964), os
orgéos florais em desenvolvimento nos sucessivos verticilos interagem especificamente, de
forma que a remogac ou supress@o de uma édrea, como por exemplo, o local onde se
iniciaro os primdrdios das sépalas, suprime completamente a formacéo do préximo verticilo,
no case, o das pétalas.

A supress@c e a perda de fungdo de drgdos florais, principalmente de verticilos
estaminais, j@ foram correlacionadas ac aumento da esterilidade em Leguminosae, sendo
estudadas detaihadamente em Dialium, Labichea e Petalostylis (Tucker 1998). As plantas
destes géneros ainda carecem de informacbes sobre o sistema sexual, j& que s supresséo
de estames também pode ser explicada funcionalmente, como no caso do desenvolvimento
diferencial das flores unissexuais e hermafroditas em Nepfunia pubescens (Tucker 1988a) e
Ceratonia siliqua (Tucker 1992).

Em linhagens estéreis de Licopersycon, os primérdios estaminais apresentam
caracteristicas carpeldides e os estames s&o mais tarde substituidos por estruturas anormais
nas quais surgem ovulos externos. Tal anomalia esté provavelmente relacionada as baixas
concentragbes de acido giberélico, pois experimentos em que ocoria a sua aplicacdo nos

primeiros estadios ontogenéticos resuitam em estames normais. A comparacio de linhagens
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ferteis e 0s experimentos com horménios mostram que os primdrdios estaminais normais e
anormais s6 s&o distinguiveis nos Ultimos estadios da ontogenia floral, mas que j& sdo
determinados no inicio do processo (Steeves & Sussex 1989).

CONSIDERAGOES TAXONOMICAS

As espécies de Dahistedlia assemelham-se a ouiras espécies de Papilionoideas
quanto 2 iniclacdo sucessiva das triades florais na inflorescéncia, 2 ordem de iniciacdo
unidirecional de sépalas, pétalas ¢ estames e & posicBo abaxial do surgimento do primeiro
primérdic de sépala (Tucker 1997). A ordem de iniciagdo dos érgdos florais — sépalas
seguidas das pétalas e, apds, dos estames - é comumente encontrada em Leguminosae,
sendo o pericdo da iniciagéo do primérdio carpelar variavel {Tucker 1997). Em Dahistedtis, o
primbrdic carpelar aparece juniamente com o primérdio do primeiro ciclo de estames
{(antessépaios), diferente de Casfanospermum austraie, Myroxylon baisamum (Tucker 1993)
e espécies de Sophora (Tucker 1984), estas iambém pertencenies & subfamilia
Papilioncideae, que apresentam o primdrdio carpelar aparecendo apds o do primeire ciclo de
estames.

Tricomas e cavidades secretores iniciam seu desenvolvimento nos primeiros estadios
florais & s&o caracteres considerados diagndsticos na delimitagao infragenérica (Fahn 1979),
como visto em Dabhlstedfia (Teixeira 1996, Teixeira & Gabrielii 2000) e em Lonchocarpus
(Teixeira et al. 2000). Entretanto, de acordo com a hipdtese proposta por Tucker (ver Tucker
1997), diferencas que podem separar espécies tendem a ser determinadas nos estadios
finais da ontogenia. Caracteres propostos como diagndsticos para espécies e que sdo
determinados no final da ontogenia inciuem pigmentacéo das pecas florais, distribuic@o e
quantidade de estruturas que constituem o indumento e outros caracteres quantitativos,
como por exemplo o tamanho dos érgdos (Tucker 1997). Nestes termos, as duas espécies
de Dahistedtia podem ser distinguidas pela colorac@o da corola (pink em D. pinnata e
vermelha em D. pentaphyila), pela diferenga nc tamanho (maiores em D. pinnata) e pela
distribuicio das cavidades secretoras nas pecas florais.

Embora diferengas em niveis taxondmicos infragenéricos n&o sejam comumente
encontradas nos primeiros estadios da ontogénese (Tucker 1993, 1997), as espécies de
Dahistedtia diferiram quanto & distribuicdo de cavidades secretoras nos érgaos florais. A
ocorréncia destas cavidades j& havia sido estudada na folha e no eixo vegetativo, sendo
encontradas diferencas para as duas espécies (Teixeira 1996, Teixeira & Gabrielii 2000). D.
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pentaphylia apresenta cavidades secretoras no caule, na folha, na base do cdlice, nas asas
e quilhas, enquanio que em D. pinnata tais estruturas ocorrem no caule, braciéolas, toda a
extensso do calice e em todas as pétalas modificadas, estando ausentes na folha,
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Figura 1. Flores papilionaceas. A. Dahlistedltia pinnata. Escala = 0,8cm. B. D. pentaphyila.
Escala = 0,5cm.
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Figura 2. Morfologia externa das flores papiliondceas de Dahistedtia. A-D. D. pinnata. E-H.
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D. pentaphylia, A, E. Botdes em estédic final de desenvolvimento. B, F. Flores em
antese mostrando que n&o ha exposicdo dos drgaos reprodutivos. C, G. Estigmas
puntiformes; ovarios superos; disco nectarifero na base dos ovarios. D, H. Tubos de

filetes (monadelfia), com aberturas na base, estigmas acima das anteras. Escalas =
iem.
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Figura 3. Desenvolvimento floral de Dahistedtia pinnata (Fotomicrografias de MEV). A-C.
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Organcgénese. A, B. Iniciacdo unidirecional das sépalas. C. Formacéc da fenda
carpelar voltada para o estandarte. D, E. Estadio intermediario de desenvolvimenio dos
érgéos. A seta em D indica a formagéo de um estame antepétalo. a - asa, ¢ — carpeio,
e — estame antessépalo, es — estandarte, g — quilha, s — sépala. O estandarte marca o
lado adaxial da flor. Sépalas removidas em C, D e E. Escalas = 50um.
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Figura 4. Desenvolvimento floral de Dahistediia pentaphylla (Fotomicrografias de MEV).
Organogénese. A. Seqiéncia de formacgéo das bractéolas. B. Formacao unidirecional
das sépalas. C. Aparecimento da coluna carpelar no centro do botdo com as sépalas j&
formadas. b — bractéola, s - sépala. Escalas = 50um.
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Figura 8. Desenvolvimento floral de Dahisfedfia pentaphyiia (Fotomicrografias de MEV). A.
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Estames antessépalos. B. Estames antepétalos; seta mostrando um dos estames. C.
Formagéo da fenda carpelar voltada para o estandarte. D. Vista lateral das pétalas,
estames e carpele em formagho. E. Vista polar das pétalas, estames e carpelo em
formacéo. Sépalas removidas de A a E. a - asa, ¢ - carpelo, & ~ estame antessépaio,
es - estandarte, g — quitha. Escalas = 50um.
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Figura 8. Dahisledlia pentaphylia. A-E, G. Cortes longitudinais. A. Formaco de trés apices
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florais na axila de um par de bracteas. Seta indica o inicio da formagéo da braciéola. B,
Vista lateral de uma triade de gemas florais. C. Detalhe de um apice floral, Seta indica ¢
primérdio de uma sépala. D. Formagéo unidirecional de estames antessépalos (setas).
E. Divisbes celulares nos primoérdios do carpelo e do estame. F. Corte fransversal.,
Formacao do dvulo (seta) anterior & fusfo da fenda carpelar. G. Disposicéo linear dos
vulos no ovaric. b — bréactea, br — bractéola, ¢ ~ primérdio do carpelo, g — gema fioral, o
— ovario, p — primérdic da pétala, pe- primérdio do estame, s — sépala. Escalas: fig. A,
C,F=43um; figs. B, D, G = 91um; fig. E = 22um.






Figura 7. Estruturas secretoras nas pecas florais em Dahistedtia pentaphylia. Cortes
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longitudinais. A. Tricoma secretor na sépala em estadio anterior & secrecdo. B. Tricoma
secretor na sépala em estadic posterior 4 secrec@o. C.Cavidade secretora na sépala.
D. Nectaric na base da fior. E. Epiderme secretora no épice da quilha em inicio do
processc de secrec@o. F. Epiderme secretora apds a secrecdo. Observe a secrecac
(seta) em forma de gotas e corada em vermelho pela Safranina. th - tecido nectarifero,
rv — regi@o vascular. Escalas: figs. A, B, E e F = 9,5um; fig. C = 43um; fig. D = 91um.






Figura 8. Cortes fransversais de botdes florais na aliura das anteras mostrando 3
distribuiclo das cavidades secreforas no célice e nas péialas em Dahlsfedlis. A D,

pinnata. B. D. peniaphylie. a - asa, ¢ - céiice, e - estandaris, ¢ — ovério, g - quiha.
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Carltuno I “NICROSPOROGENESE E CITOLOGIA DO GRAC DE POLEN BN DAHLETEDTIA PINNATA

E D, PENTAPHYLLA {LEGUMINDSAE, PAPILIONOIDEAE)”

RESUMG

O desenvolvimenio do grBo de polen, o comporiamento & & contagem dos
cromossomos meiclicos, & a normalidade das tétrades foram estudados nas duas espécies
do género Dahistedlia e, entéo, foi verificado se o gréo de pdlen pode ser considerado um
fator limitante nos eventos de fertiizagge. Para o estudo do desenvolvimenio do gréo de
polen botdes florais de varos tamanhos foram seccionados em série e corados em
Safranina-Azul de Astra ou em Azul de Toluidina. Para o sstudo dos cromossomos
meidticos & das iSirades anteras foram esmagadas & coradas em Carmin Acético. Apices

radiculares foram fYralados para ensfisar as célulss mitdlicas e reslizer 2 contagem

[

cromossomica. A aniera € telrassorangiada e apresenia delscénaia onghudinal anterior
antese de flor. Uelulas arquesoorals, em cada microsporngio. onginam as células
esporogénicas primérias e as células precursoras da parede da antera. O ilapele é
unisseriado, uninucleado e glandular. A citocinese € do tipo simuliéneo, Iresullando tétrades
polinicas tetraédncas ou decussadas. Us microsporos apresentam parsde espessa e
sinucsa, com peguenas projecbes. Us grBos de pélen maduros sfo ftricoipados 2
vicelulares. N&o foram registradas irreguisridades no comportamento dos cromossomos
meidlicos & nem em oulras fases do desenvolvimenio do gric de pdlen. O nimero
cromossdmico enconltrade para as duas sspécies fol n = 11 e as andlises mildlicas (em
metafase) mostraram a ocorréncia de 2n = 22, A contagem de cromossomos pars &8s
espécies de Dahistediia & inédita & como o estudo ciioldgico abrangeu todas as espéciss
do género, conclui-se que x = 11 (ndmero bésico). 0. pentaphylia apresentou Indices
meidticos mais alios & menor variagdo de valores entre individuos que D. pinnafa, sendo
congsiderada, poranto, meioticamente estavel; os grios de pdien ndo sdo limitanies da
fertilizacBo. J& em D pinnala, o grio de pdlen pode ser considerade um dos fatorss
imitantes da ferilizacao, pois esta espécie apresenta reguiaridade meibtica baixa. Tal dado,
juntaments com observagles de grande nGmero de rebrofas nas planias, pode estar
indicando gue a propagacdo vegetativa tem grande importéncia no processo reprodutivo
desiz espécie.

PALAVRAS-CHAVE: Leguminosae, Dehistedfia, Microsporogénese, Indice Meidtico, Nimero
Cromosstmico.
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Capitulo [ Micresporogéness & ciiogia 2o grdo de pdlen em Dahistedts

INTRODUGAC

Na impossibiidade de prover recursos para 2 maluracBo de fodos os frulos e
semanies. a5 planias shonam soueles de gualidade inferior (Janzen 1877, Stephenson
1881, Bawa & VWebb 1984). Frulcs e sementes produzidos apfs intensa compeligéo
polinica so mais aplos para a maturacao porgue o grée de pdlen genaticamenie suparior 2
que efetuzra a fertilizacéo (Janzen 1877). Niesenbaum (1999) constatou que a competicao
= ambiente polinico e a diversidade genélica do pdlen afelam tanio & germinagdo do grao
de pélen e o crescimento do tubo polinico quanto os padries de aborto no fruto.

O nimers de gréos de pdlen depositados no estigms também fol aponiads come
um fator importante na producio de frutos & sementes. Segundo Charlesworth (1888), com
o aumenio no niamers dos graocs de pdlen no estigma £ provavel due o2 recurscs malemos
sejamn dingidos para ¢ ovéric & os embribes se desenvolvam rapicamente. Por oulro lado,
ermbrifes mals vigoreses podem ser produzidos stravés da fertilizacao pelo gréo de pdlen
mais répide & compslitivo {Enow & Epira 15986, Nigsenbaum 1988). Tubos polinices com
crescimento mais rapide possibilitam um aumento na velocidade da fertilizacac e, assim, ©
embrido se desenvolve antes ds planta iniciar o processo de abscisdo, reduzingo o aborio
{Niessenbaum 1888}

O futuro sucesso reprodutive masculino de um {axon pode ser avaliado j& nas
orimeiras etapas do desenvolvimento do gréo de pdlen, atraves da caracterizacgo citolégica
da microsporogénese {Gibson & Diggle 1998, llarslan et al. 1988). Anormalidades podem
ser constatadas logo nas divisbes do fecido esporogénico e no processo meidlico, bem
somo na separacao das tétrades (Loukides st al. 1895, Gibson & Diggle 1998, llarsian et al.
1988). No processo de maturag&o do micrbsporo, eventos como & formacao da exina e da
intina podem acarretar o aborls dos graos {(Kronestedt-Robards & Rowley 1989, Gibson &
Diggle 1998). As céiulas do tapete, responsavels pela nulricdo do micréscoporo, parecem
rambém estar envolvidas no aborio, apresentando anormalidades em certas etapas do seu
ciclo (hiperatividade, desdiferenciac@o, mitose, hiperatividade novamente e deciinio). A
desintegracdo precoce destas células pode ser caraclerizads pela presencga de corpos
ipidicos e pelo aumenio da vacuolizac8o (Kronestedt-Robards & Rowiey 1989, Loukides &
al. 1995). llarsian st al (1999) descreveram a hiperirofia celular da camada parietal
acarrsiando o colapso das células do tapete e dos micrdsporos come um dos eventos do

processo abortivo. Em Ocotea teners, hé a formacéo de um tecide colunar subepidérmico
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ria regifo de deiscéncia da anters, constituido por células de paredes espessadas, sem, no
entanto, ccorrer abertura para a liberaclo dos graos de pbien (Gibson & Diggle 1998).

Baixa gualidade polinica tem suz origem mals comumente associads as
irregularidades gue podem ocorer no processo meidlico, coms 2 ndo disiuncio dos
SrOMOSSOMos, @ migracdo cromossdmica para um dos pdlos ou parz vérios, assinapsia,
resultando em micrésporos desbalanceados ou ndo reduzidos (Pesl et al, 18871

O chietivo deste trabalho é esludar & citologia do arfo de pdlen nas varias fases de
seu desenvolvimento e, entéo, verficar se sste pode ser considerado um fator limitante no
processc reprodulive de Dahisfedtia pinnafe (Benth)) Walme & D. pentaphyiia (T aub.}
Burkart {Leguminosae, Papllionoideae, Milletiege). Além disso, serfo ressaliadas as
caracleristicas que possam auxiliar 2 taxonomia destas espécies, cuja ocorréncia & restrita
& Fioresla Atlantica brasileira e cujos representantes apresentam bailxa producdo de fritos
¢ semertes em condicbes naturais. Para ta), prefende-se responder as seguinfes qussifes:
Come & o desenvolvimenio do gréo de pdlen? Sus maturacdo é concomitante 3 do dvuio?
Como € o comporiamento dos cromossomos meidlicos? As espécies 580 meicticamenie
estaveis? Como & quando ocorre a fiberacie dos gréos de pdlen? Hé anormalidades na
formacao do grao de pdlen ou nos tecidos da antera?

TERIAS B BETODOS

O materal de Dahfslediia pinnata fol colelado de individuos cultivados no AL,
Campinas, S5F e de individuos gus ocorrem naturaimente no Parque Estadual da Serra do
Mar em Picinguaba, SP. O material de Dahistediis pentaphyila foi coletado de individuos
cultivados no CATI e no Compilexo Botanico Monjolinho, em Campinas e no Campus da
Esalg, Piracicaba, SP e de individuos que ocorrem naturaimente na Fazenda Intervales,
50, © matenal lestemunho das duas espécies estd depositado no herbério UEC
{Universidade Estadual de Campinas, Campinas, SP) sob os nameros 300, 17928, 28837,
28748, 108285, 109286, 108287, 108535, 108538,

As diferentes fases de formacdo do gréo de pdlen (microsporogénese) e dos tecidos
da antera foram esludadas em corles histoldgicos de boiSas fiorais, em vérios esiadios de
desenvolvimenic. Us materiais foram fixados em soluglo de Karnovsky por 24h (Kamovsky
1965) e estocados em éicool 70%. Laminas permanantes foram obtidas apds desidratacan

gradual do material em alcool butliico tercidrio & incluséo em paraplast {Prakash 1986), e
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apos desidratacdo em série efilica & inclusio em historresing “Basic Resin” (Gerrits 1991,
seccionamento seriado longitudinal e transversal (4 a 6um de espessura), coloracdo com
Azul de Toluiding (historresing) (O'Brien et al. 1964 ou Safraning e Azul de Asira (parapiast)
& montagem em resina sintélica Epox (Gerlach 1988).

A morfologia exdema do grio de polen ol investigads siravés de Microscopis Eletrbnice
de Varredura, As anteras foram dissecadas em aicog! 958%, desidraiadas em sdde aceiong-
stitics {Tucker 1893} sendo o maleral submelito 2o ponto orftico em um aparetho Balzers
oD 030, montado em supores meldicos, oolado sobre fila adesiva de Cabong &, enido,
soberto com Curo em um Balzers SCD 050 sputter coater por 280s. As observacbes foram
efetuadas em um Microscopio Eletrdnico de Varredura DSM 940 A (Zeiss) em 5 kv, sendo
as fotomicrografias obtidas em umsa camera Sinar 67.

Para o sstudo do comporiameanto e a2 conlagem dos cromossomos meidticos & da
normaidade das ©lrades, boifes forgls de varos tamanhos foram coiglados em horarnios
difererdes do dis, Toados em Camoy (Glcodl etiico-goide seétics gacaldorofimio 8:1:3) por
24k e estocados em Scoo etiico 70%. Todas as anteras, de cata botdo, Toram dissscadas,
ssmagadas & montadas em Carmim Acélico (Meding & Conagin 1964). As [Bminas foram
chservadas imedialamente apfs 2 monlagem pars 2 verfficacis do esiadio das células,
Nuando em estadios meidlicos, o material fol aguecide para clarear o ciloplasma e pressionado
enire lBmina e laminuia pera espalhar as células e o8 CrOMOSSOMOos.

N&o ha regisiros de contagem cromossdmica para Danisfedla, informacss imporianis
na estuds do comporiamento dos cromossomos meidticos. Pordanio, para a determinacio do
atimero cromossémico, células mitdticas também foram observadas. Sementes foram
germinadas em laboratdnio e os apices radiculares foram excisados e pré-tratados com sciugéo
saturads de PDE {paradiciorcbenzenc) 2 15°C g firn de bicguesar o gicle mildlico em meldfase,
Apos, foram fxados em Camoy (dicocl efiico-acido acélico glacial-clorofdrmio 8:1.3) e
estocados em dicoot etilico 70%. As raizes foram digeridas em HO! SN por 20min, lavadas em
agua destilada, esmagadas em &cido acélico 45% e coradas com uma solugéo de Glemsa 2%
por 10min (Guerra 1983). As l@minas foram montadas em resing sintélica.

Tétrades foram analisadas em dez bolbes refirados de dez infliorescéngias (um botac
parg cada inflorescéncia) em quatro individuos de D. penfaphylis (rés cullivados & um
proveniente de populac@o nalural) & em 10 botbes refirados de 10 inflorescénclas (um botdo
para cada inflorescéncia) de quatre individuos de D, pinnafa (rés provenientes de populagéo

natural @ um culiivade). Aproxdimadamente 200 céiulas em estadio de formacdo de télrades por
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Capituie I Microsporogéness & sitnlogie do griio de pdlen em Dakisfadiio

botac foram contadas e avaliadas quanio 2 forma e a0 ndmeroe. Com base nastas contagens
fol calculado o indice meiblico de Love (1948), que indica & porcentagem de télrades normais
(M! = nimero de iétrades nomais x 100/nimerc tolal de células analisadas). O indice meidtico
das espédies foi comparado por anslise de vanancia aninhada (considerando 2 estruiuracae de
individuos dentro de cadz espede — Zar 1988) no orograma S-Plus 2000, Os valores de indice
meidtico foram fransformados pelo arcosseno da ralz guadrada, conforme sugerido por Zar
(1998), para dados em porceniagem, pols uma andlise prévia constalou que & distibuicio dos
residuos com dados transformados foram mals prddimos de uma normal,

BeEsul TADDS

MICROSPORDGENESE E MATURAGAC DO GRAD DE pOLEN (fig. 2):

A a@ntera € letrasporangiada, apresenta um feixe vascular mediano delimiade nor
células coradas em vermehho, cujo contedde é provavelmente fendlico (fig. 2F). O
desenvolvimento das anisras na flor ndo é sincronizado. Células arquesporiais em cada
microsporéngio originam as célules esporogénicas primédrias (fig. 2A) e as células
precursoras da parede da antera. As células esporogénicas apreseniam nicleo
proeminenie € ciloplasma densamente corado e divisSes nos dois planos, periclingl e

=

anticiinal (ig. 20), formando duas fileiras no ceniro do microsporangio (fig. 28). A formacio

do tapete, das camadas parietais e do endoiécio € posterior & formacfc das células
esporogénicas secundarias.

Células mée-do-micrésporo (microsporocites) (fig. 2D) séo originadas das divisbes
mithticas das células esporcgénicas secundarias. S0 vacuciadas, apresentam citoplasma
granuloso, nucleo proeminente e parede celular caldsica, O tapste € unisseriado (g 201
uninucleade e do tpo glandular, & nesta fase encontfra-se mulio vacuoiado, em
degeneracdo. juntamente com as céiulas das camadas pearietais. As céiulas mae-do-
micréspore entram em melose, formando télrades polinicas ielraédricas (fig. 2E) efou
decussadas, envolvidas por uma espessa parsde caldsica. A citocinese é do tipo
simulténeo. Us microsporos, apts serem liberados das iélrades, apresentam um aumenio
em tamanho & desenvolvem uma parede espessa & sinucsa, com peouenas projecies

(figs. 3D-E).

A antera na maturidade apresenta uma camada epidérmica ¢ o endotécic (fig. 2G),

cujas células apreseniam espassamentos constituidos por celulose, pecling e lignina. A
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Caviule i Mizrosporogdnese e cliolegla 496 gric de ndlen em Dehisladiia

deiscéncia da antera & longitudinal {figs. 3A-B} e anterior 2 anlese da flor. Na regido de
deiscéncia, o endotécio toma-se descontinuo, permanecendo apenss algumas células
epidérmicas, rompidas para & iiberag@o dos gréos de polen (figs. 2F-G). Os gréos de pdlen
maduros (figs. 50-E) sdo bicelulares, densamenie corados (g, 2H), envollss numa
secrecdo viscoss @ tricolpades, serddo os colpos mais aparentes em D pinnatla que em D,
pentaphylia. Os colpos nas duas especies s30 largos, rasos e ndo especislizados, A
esculiura da exing € densaments rugoss & na regifo poler toma-se liss (fig, 30-E)

A formacio das céiulas-mae do megasporo é concomitante a das células-mée do
micrgsporo. Entretanio, a maluracdo do grio de pdlen & anterior & do saco embrionario,

sendo que s deiscéncia da anters ocorre antes do alongamento deste.

ARALISE MEKDTICA DOS MICROSPORODITOS,

Variae fases ca meiose foram anziisadas (diaciness, meldfase | andfess | e ¢
nlmero cromossomica encontrade para as duas espécies fol n = 11 (fig. 4D). As observacdes
ngo demonsiraram a ocorréncie de iregularidades meidlicas. As andlises mitdlices (em
metafase) mostraram a ocoréncia de 2n = 22 cromossomos (iig. 4A-0),

As anormalidades mals freqlentes encontradas na contagem das téirades em
ambas as espécies foram iriades, péniades, iétrades vazias ou com uma das céiulas-fiha
reduzida.

Qs indices meidlicos esidc apresentados na figurs 1. D pinafe spreseniou maior
heterogeneidade nes valores individuais e entre os individuos. O individuo com menor variacio
(R3) & proveniente de cuillivo em &rea urbana. Os demais individuocs séc provenienies de
populacdes nalurals da regiéo de Plcinguaba. Us valores madimo & minimo encontrados foram
respectivamante 93,86 (ndividuo cullivado) e 34 97 {individuo de populacio natural). Trés dos
quatre individuos amostrados apresentaram 100% dos valores abaixo de 90 & apenas 25%
dos valores do individuo R3 foram iguals ou superiores a S0,

Dahistediia penfaphyila apreseniou  individuos com  indices meldlicos mais
homogénsos e, tambeém, menor variacio desies valores entre os individuos. O menor indice
enconirado pars 2 espécie Tol 83,80 & o malor 88,58, ambos em individuos cultivados. Trés dos
auatro individuos analisados apresentaram a maioria dos valores igual ou acima de 0. Apsnas
urmn individuc apreseniou 100% dos valorss sbaixo de 0. O dnice individuo V4) gue

apresentou 75% dos valores iguals ou superiores a 90 & proveniente de uma populacho natural
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encontrada em intervales. Os demals individuos encontram-se cullivados em regides urbanas
(fig. 1).

Ao se comparar as duas sspecies, tem-se gue [, penfaphyfia apresentou indice
meidtico (87 4 + 8.6, media & desvio padris) significativamente maior que . pinnata (75,1 &
14,1} {D. pentaphylia (n = 38 bolbes, 4 individuos), O. pinnata (n = 40 botdes, 4 individuos);
= = 31,997, p = 0,0000003],
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Figura 1. Indices meidticos em individuos de Dahistedtis pinnata (diagramas em preto) e D
pentaphyile (diagramas em szul). NiGmere de bofSss analissdosiindividus = 10,
Nimero de {étrades analisadas/botéo = 200. O reténgulo delimita 50% do nimere de
observagbes € o frago ceniral representa & mediana. As barras indicam os valores do
5° e do 95° percentis. Os simbolos abaixo e acima das barras indicam a amplitude
total. O simboie quadrado representa 2 média dos vaiores.

DiscUsSsAs

MICROSPOROGENESE!
A rricrosporogénese em Dahisfedlia penfaphyviia e em D. pinnata é bastante similar

4 de outras espécies de Papilionoidese, o que inclui antera tetrasporangiada, tapste do fipo
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glandular formado por células uninucleadas, cliocinese do tipo simuitaneo, resultando em
sirades tetraédricas, & graos de polen bicelulares (Johansan 1850}

NBo foram cobservadas anormalidades no desenvolvimento do felxe vascular das
anieras, o gue pressuple gue o transporte de nulrientes néo e um fator mitante para as
espécies de Dahistedlia. A corrslac@o estenlidade polinica - vascularizagde das anteras ol
reiatada nums linhagem esiérd de Befa, na qual s& observou que a deficiéndia nutricional
dee anteras resultava da alividads reduzida dos feixes vasculares. Em Sorghum e Thlicurm
também se observou uma reduco no desenvolvimenio dos feixes vasculares estaminais
ocasionando problemas no fransporie de nutrientes e no actmulo de amido nas camadas
médias da antera, no tapete & no endotécio. Os produtes resultantes da quebra do amido
s8c considerados sssenciais para 2 nulnicdo dos micrdsporos em desenvolvimento,
stuando como pracursores de carolendides, esporonoisning ¢ lpidios (Bhandar 1984}, No
antanio, nas especies de Dahistedtia, deve-se ressaltar a presanca de varias camadas de
células de contsddo desconhecido (possivelmente Tendiiog) delimiiando cada feixe vascular
n& antera. Apesar de ndo se ter observado gualquer lipe de biogueio dos elementos do
firema e do ¥lemsa, a quantidade e s proximidade daguelas células a0 sislema vascular
devern desempenhar algum papsl na senescéncia da flor. No sntanio, estudos adicionals
devem ser feitos para s obiencio de dados conclusivos sobire © pape! deslas células,

A presenca de espessamenios no endotécio em Dahistedlia e o falo da deiscéncia
das anierss ocomer (& nos bolbss em pré-antese indicam gue a liberacdo dos graos de
pélen ndo representa um problemsz para estas espécies, como relatado na Heralura para
espécies com esterilidade masculina (Gibson & Diggle 1988). Segundo estes autores, a
suséncia desies espessamentos ocasionaria 2 ndo lberacio dos grios de pdlen e
conseqientemente, acarmretaria esterilidade masculina. Em oulros representantes de
Leguminosae, assim como e Dabisfediia, € comum & presenca de espessamenios
fintosos nas células do endoiédio, constifuidos por lignina, além de peclinag & celulcse,
sendo relacionados ao Yoo longituding! de deiscéncla da anters (Prakash 19871

A partir de comparagbes da microsporogénese de Dahlsisdlia pentaphylia e D.
pinnata & de rabalhos com linhagens estéreis de planias como Capsicum, Lycopersicon,
Petunia, Phaseolus, Sorghum € Trticum, pode-se afirmar que as espécies de Dahistedtia
néo apresentaram problemas no desenvolvimento do gréo de pdlen, como observado nos
svenios simulifnecs de degeneracdc do tapele e das camadas panelas dg anters, de

dissolucéo da calose anies do término do processo meidtico e, ainda, a estruturacéo da
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parede do polen, pincipalmenie a escuiturz da exing, que se manteve conslante nos véros
materiais analisados. Comparacbes morfoidgicas, bioguimicas e fisioldgicas das eiapas da
microsporogénese em sspécies que ndo apresentam interesss econdmice ndo constam na
fergtura. For igso, trabalhos com linhagens feriels e estéreis de espécies com potencial
agricoles & ornamenial (Frankel et al. 1989, [zhar & Frankel 1871, Horner 1877, Knox 1984,
Gibson & Diggle 1888; foram utilizados aqui, para uma melhor compreensio das alteracbes
fipicas que levam 2 esterilidade polinica.

C tecido esporogenico, ne elaps meitica da microsoorogéness, iem sido relacionado
a0 tapete na maiona dos trabalhos, e estes stestam que as cédlulas do iapsie, alravés da
atteracéo de fatoras fisicos & fisioldgicos, &0 as responséveis pelo infdio do processo aborivo
do gréo de polen (Bhandari 1984). No processo nommal do desenvolvimenio do grio de pdlen,
a gesintegragao das camadas parielais da teca ¢ das células do tapete ocome somente aplis &
formacio das céiulas-mae do micrdspore, o gue ¢ de extrema importdndia pars © pIoCessn
tréfico do tecido esporogénico e para a formacio da infina e da exing do pdlen (Johr et al.
1587, Em inhagens esiéreis constatou-se que a degeneracic prematura tanto das céluias do
tapste como ¢as camadas parislals acareta z degeneragdo das células esporogénicas
(Llarslan ei al. 1592). Por oulro lade, a persisiéncia do tapete blogusia ¢ transporte de
nuirientes necessario para a formacic de grios de pdlen viaveis. A degeneracio dos
micrésporos também pode ser ocasionada por pressbes mecdnicas efefuadas pelo aumento
do volume das céiulas do lapets, cbservado pelo sumento na vacuciizacdo e pelz perda na
densidade citoplasmética destas células, causando obsirucio do saco polinico. Em Capsicum,
chservou-se & modificacdo do tapele do tpo glanduler pars olasmodial resultands na
assincronia meidlica dos microsporocitos (Bhandar 1984). Linhagens estérsis apresentam
grande cuantidade de écido sspériico, slanina e glicing e baixa quantidade de aminoécidos
ivres em relag80 as inhagens férteis. Tais variacfes resultam de alteracdes ciioplasmaticas ou
em organelas e, conseglentemente ocorre distirbio no balango enfre o tecido esporogénico e
o tapete, como visto em Hellanthus annuus (Homer 1877,

Estudos scbre a calose no processo meidtico em Pelunia & Tradescaniia mosiraram
que & sua dissolucio precoce esta relacionada ac aumento da afividade da calase sintetizada
no tapete (Frankel et al. 1969), que por sua vez & resultade do aumento do pH na anters,
levando ao ahorto do gréo de pdlen (Izhar & Franke! 19711,

Embora, na maioria dos casos de ssiernlidade masculina genética ou citoplasmatica,

T

as anormaiidades ocoram  mals  freglientemente nos  microsporociios, se o
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desenvoivimenio do gréo de ndien & Tol iniciado, a expresséo da esierlidade estard
relacionada ao tamanho glingldo pelo pdlen e/ou & estruturs da parede (Gibson & Diggle
1998). A esterilidade am Vigla, por exemplo, estd diretamente relacionada 2s alteragdes na
deposiclo de polissacaridecs na inling, incluinde 2 calese. U2 em Pheseolus, ocorre
reduco na escultura da exina. Cutras alteracBes podem ocorrer nos componentes
quimicos da &xna e também na bacula e no teto, camadas nas quals hé ragistro de
profiferacdc desorganizads em planias eslérsis (Knox 1984

EsTUDOS MEIOTICOS DOS MICROSPOROCITOS!

De acordo com Goldblatt (19813, & maior parte das espécies estudadas na familia
Leguminosae apresanta numero cromossbmico basico igual a 8 e na malor parte dos
géneros este namerc & igual & 11, como observade em Daklisfediia. A maiora dos
represeniantes tropicais da subfamilia Papllionoideas apressnia nimeros cromossomicos
hisicos entre 12 & 10 Apesar ce Paplionoideas goresentar o maior numers s aspecie
conhecidas quanis & coniagem cromossimica, g tibo Millstliese tem side muilc pouco
estudads e, por enquanto, esla ribo apresenia © mesmo numero basico da subfamilia
Deahlstadtia consta na lisis de Goldblat (1881 como um dos 280 géneros de Leguminosas
sem nenhuma informacdo citoldgica. Porlanto, as contagens cromossbmicas para
Dahistedtia pinnafa & D. pentaphyila efetuadas neste trabalhe séc inéditas.

Apesar da ocorréncia ge anormalidades nas téiradses, como por examplo & presanga
de trlades e péniades, sugerr emos na separaco dos bivalenies, & andlise das fases
meidticas em ambas as espécies de Dahfsiedlia mostrou que ndo ha ireguiaridades quanto
4 disjuncéo dos cromossomos @ nem ha formagéo de ponies entre eles, 0 gue acarretaria 2
formacéo de gréos de polen invidvels, como enconirade em Sesbania macrocarpa (Zadoo
1984) e nas espécies apomiticas Miconia fallax e M. stenostachys (Goldenberg & Shepherd
1988).

A malor paf”zé dos valores de indice meidtico observada em D. penfaphylia estéd em
tomo de 80%. Esta espécie, portanto, de acordo com Love (1949), pade ser considerada
maicticamente estavel,

(s valores de indices meidticos apresentados pelos individuos de D, pinnals séo
significativamente diferentes dos apreseniadeos por O penfaphylia € baldos, mesmo se
comparados aos apresentados por outras espécies de Papilionoideze: aproximadamente
87 para espécies de Vigna (Senfl et al. 1982, Senff et gl 1995), 100 para Arachis pintol,
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aproximadamente 85 para especies de Dasmodium (Senff et al. 1985) e acima de 95 pars

sspécies de Adesmie (Coslho & Batlistin 1998). Dahistediis pinnats, entdo, apresentaria
uma baixa estabilidade meidtica, acarretando um aumento no ndmers de gréos de pélen
estéreis, o que pode reflelir numa baixa producéo de semenies vigveis. Observactes de
campo desla espécie, realizadas no Parque Estaduzl ds Serra do Mar, am Ubatubs &

Picinguaba, t&m mostrado a baixa ocorréncia de frutos e sementes madures nas plantas,
gn mesmo tempt em que sio observadas alé mals de trés rebrotas por individuo
indicando que a propagacdo vegelalivae deve ser mals imporiante pars o processo
reprodutivo desta especie.

Os individuos amostrados para D. pinnafs séo cultivados ou provenientes de
populaches naturais. A menor variacdo de valores, bem comeo a maior porcentagem de
ingices meidticos (80 redor de 90}, ocomeram no individuo culiivado Resulizdos
semelhanies foram enconirados para Callisfernon cifinus (Myrtaceae), espécie em que os
gréos de pdlen de individuos cullivados apresentaram desenvolvimenio normal e aguelss
provenientes de populacies naturals spresentaram altc grau de esteriidade, com
anormalidades ocormende em varias fases do desepvolvimento, inclusive no processo
meidtico (Prakash 1989). Estudos sotve os efeitos das condigbes ambientais na
microsporogénese t&m demoenstrado que g herbivoria, a fertiidade do solo, & infecco por
micoinzas e mesmo as condicdes climaticas sfetam o nimero e a forma do grio de pdien,
a composiglo quimica da parede & mesmo os evenios relacionados & fertiizacdo, como a

velocidade de germinagéo do gréo de pdlen, o crescimento do tubo polinico & a habilidade
em ss efeiuar a dupla fecundac8o (Johannsson & Stephenson 1998). Pode-se inferi,
portanto, que & microsporogénese em D pinnala é afetada peias condicBes ambieniais em
gue se encentram os individuos anafisados; os individuos culivados estariam em locais
mais favoravels que aqueles enconirados em populacdes naturais (Floresta Atléntica, em
Piinguaba, SPL

Por cutro lade, em D, penfaphyila, o individuo cuia malor parte dos valores de indice
meidtice estava acima de 90 € provenienie de uma populagdo natural, o gus sugers gue g8
condigbes ambientals encontradas por esta espécie em Intervales, 8P (Floresta Atléntica)
seriam favordvels a microsporogénese. Entretanio, os vaiores apresentados peios demais
individuos s&c proximos ou superiores & 90 e, desia forma, ndo se pode associar a
microsporogénese a diferengas nas condicbes natural e de cultivo, como sncontradeo por
Prakash (1962) e por Johannssen & Stephenson (1998),

it
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Estudos co comportamento meictico ¥8m sido realizados 2 fim de se verificar o
potencial reprodutivo de espécies principalments agricolas. Espécies com altos indice
meidticos, como 0. penfaphvifa, s@c consideradas meicticamente estévels e
potenciaimente férleis, p@d%ﬁé@ ser uliizadas em programas de selecdo, oruzamenio &

oroducdo de sementes (Coelho & Baitistin 1698).

CONSIDERACOES TAXONOMICAS:

O némero cromossomico basico igual 2 11 encontrado nas espécies de Dahfstecta
& compardvel a0 de géneros proximos, como Lonchocarpus, Milleltia & Piscidia, cujas
espécies fambém apresentam n=11 (iab. 1) (Goldblatt 1881}, embora Mifleifia apresents
uma vanacdo entre 8 e 16 (Goldblatt & Johnson 1980, 1908). Segundo estudos de
Goldblatt (1881), ndo existe grande varagdo numérca ac nivel de tribo e, como o nimero
sromossémico € constants em mullos géneros e em grupos genéricos, deve-se uillizd-io
s conunio COm oUlros dados pars se delimilar grupcos cu ssiabelecer relacfes
filogengiicas.

Az especies de Dah/stedlis também se assemstham a Milleftis ovalfolis quanio ao
tapete unisseriado & gréo ce pdlen bicelular (iab. 1) (Prakash 1887). Quantc & morfoiogia
do grée de pdlen maduro, as espécies de Dahisfediia e Lonchocarpus jaxifiorus possuem o
mesmo fipe de escullura no teio da exina (iab. 1). Entretanio, o tipo de pdlen encontrado
em D. pinnata @ D. pentaphylie é considerado espedializado devido & estralificacdc da
exina, sendo mals proxdme so enconirade em espéoies de Endbring e Mucuns,
periencentas a iribo Phassoisae (Ferguson & Skvarls 1881). A especializacéo do gréo de
nélen € considerada exrema nos represenianies de FPhaseoieae, sendo que o
espessamento da endexing & & presenca de poros ac invés de colpos ocorrem em mulias
espécies de Ervifvina.

Caracteristicas reiacionadas aos poros & colpos & & estratificacdo da parede do gréo
de pblen s&o menos varidvels e, no caso das espécies de Dahistedlia, Ervihring e Mucuna,
nodem estar associadas a polinizacio por passaros. Jé & escultura da exina representa um
carater secundario em delimitacbes taxondmicas, pois ocorre muita variagdo dentro de
tribos & géneros (Ferguson & Skvarla 1981).

0 fato de Dahistedlia pinnate e D. pentaphyfla apresentarem o mesmo numero
cromosstmice (2n=22, n=11) deve reflelir 3 semelhance morioldcica desias sspécies

{Teixeira & Gabrelli 2000, Teixeirs et al. 2000), ao mesmo tempo em gue reafima o
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posicionamenic desle género na tibo Millsttiese (Gessink 1284). Conclui-se, enldo, que
estudos embriclogices, cioidgicos e morfolégicos do grao de pdlen podem prover
informacdes imporantes na tiibo Millettieas,

Tabela 1. Semelhancas enconiradas para o gréo de pdlen em aigumas espécies da
tribo Millsttiese.

Carater Espécies

. Dahistecfia pentaphvila
10 com escuitu R
Teto com escuitura Dahistediia pinnata

Morlologia exlemea
densamente rugossa ; e
; g Lonchocarpus laxiflorus

Dahlstedtia pentaphviia
Dahistediia pinnata

Citologia 8 =11 Lonchocarous laxiflorus
Miliettia peguensis
Fiscidia sp.

Dahistedtia pentaphyiia
Dahisteclliz pinnata
Milletia ovaliiolia

Tapete unisseriado

Embriclogia Grao de pdlen bicsiular
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Figura 2, Microsporegénese em Dahfsfedlia. Cones transversais. A, Células esporogénicas

LAy
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primérias em divisdo (%} e celulas precursoras da parade da antera (m). B, Anterz em
infcio de desenvolvimento, mostrando as células esporogénicas secunddrias (sets)
disposias em duas fileiras. C. Detalhe das células esporogénicas secundarias em
divisdo mitdtica. D, Células-mée do grio de pdlen delimitadas pelo tapete glandular
unisseriado & pelas camadas médias de anters. Observe que s8o vacuoladas e
apresentam nucleo proeminents. E. Tétrades em aranjo teiraédrico. F. Antera
tetrasporangiada com felxe vascular mediane delimitado por células provavelimenie
fendlicas (sela). G. Delscéncia da antera (seia) apds espessamento do endotécio. H
(Gracs de polen bicelulares. cmp — célule-mBe do grdo de pdlen, & - epiderme, en -
endotécio, m - camadas médias da antera, t - lapste, v — feixe vascular. Escalas: fig. A,
C-E, H=87um; fig. B, G=43um; fig. F = 91um
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Figura 3. Fotomicrografias de MEV em Dahlsiedtia. A-B. Delscéncia longitudingl da aniera.
. Gr2os de pllen deposilados no estigma. D, Grios de pélen de D, pinnata. E. Griocs
de polen de D penfaphviia. Escalas=100um.
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Figura 4. Observaclhes citologicas em Dafisfediia. A-B. Células em mitose de Daflstediia
pentaphylia (Zn = 22). C-D. D. pinnaia. G, WMitose (2n = 22). D. Meiose - Matafase |

{n = 11). Setas apontando a sobreposicio de dois cromossomos. Escalas = 8 7um.






CapiTuLD

{li: “DESENVOLVIMENTO DO OVULD E DOS PRIMEIROS ESTADIOS DA SEMENTE E SUA
RELACAC COM O ABORTO DE SEMENTES EM DAHLSTEDTIA BINNATA ED. PENTAPHYLLA
{LECUMINGSAE, PAPILIONDIDEAEY"

Hesimo

O desenvolvimenio do dvulo & dos primeiros estadios da semente apds polinizaces
controladas e absrta fol investigado nas duas espécies de Dahistedfia (Leguminosae) ¢
verficou-se se, duranie o desenvolvimento, haveram fatores acamrelando o aborio de
sementes. A germinagdo do gréo de pdlen & o crescimenio do twbo polinico foram
anaglisados ulilizando-se pistios clarificados em NaOH, corados em Azul de Aniling e
observados em Microscopia de Fluorescéneia A ferfiizacdo foi verficada uiiizando-se
Gvulos seccionados (Microscopla Folfnica) e clarificados em Fluido de Herr (Normarsky
DICY; o desenvolvimenic do évulo e da semente foram verificados por meio de secdes
seriadas. Néo foram encontradas grandes diferencas enire 2s espécies. O dwuic &
bitegumentado, crassinuceiado ¢ orfocampildtropo, O desenvolvimento do évulo # do fipo
«Polygonum», ¢ do endosperma € Nuclear e o do embrifio provaveimente € «Onagrads. A
dupia fertiizac@o € aparente 72h apds as poiinizaches controladas e 48h apds polinizacio
aberta. N&o foram enconiradas diferencas enire g auitopolinizacéo e & polinizacio cruzada
guanto & germinagéo do polen, ao crescimento do fubo polinics, & megagametogéness, &
dupla fertiizag8o & a embricgénese. Em lodos os tratamentios foram observados o
espessamenio & a relragdo prematuros das paredes celularss dos fegumentos e da
nlacenta, seguidos de degeneracde do saco embriondrio (Svule) ou do zigoto e do
endosperma (semente). As espécies sdo autocompstivels, ndo iendo sido observados
macanismos pré- ou pés-zigdlicos atuando como barrsiras & autofertilizacio. C aborto de
sementes esla mais relacionado 4 imilecdo de recursos malemos, o gue pdde ser
confirmado pels presenca de caracieristicas aborlivas nos tecidos matermnos anterior 2 nos
embriogénicos.

Paravras-CHAVE: Leguminosae, Dahistedfia, Aborto, Desenvolvimenio do  Ovulo,
Embriogénese, Restrigies Matemas.

* puplicado como: Teixeira 8P, Prakash N & Ranga NT. 2001. Ovule and early seed development related to

seed abortion in Dahisfediia pinnate and D. penfaphyiia (Leguminosas, Paplicnoideas). Phyiomorphoiogy §4:
861-70.
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Capiivio B Desenvolvimenio do dvuln & dos grimeiros esiddios da sements e Deifafedin

INTRODUGAD

Na maioria das Angiospermas poucas flores produzem fruics 2 sementes (Lioyd
1980, Stephenson 1981, Baws & Webb 1884). A rsgulacdc desis iaxa & Teilla alravés do
aborto de flores, dvulos e sementes, o que possibilia o ajuste no suprimento dos recursos
materncs pa™a a progenie, maximizando o sucesso reprodutivo da espécie. O aborio, no
sntanio, tem slde considerado uma anomalia & ndo um processe adaptativo, resullands
puma caréncia de estudos embrioldgicos a respeito (Briggs et al. 1887).

O estucoe da morfologia & do desenvolvimento do dvulo aniss, duranie & apés a
fertilizac@o, tem contribuido para o conhecimenic da expressio do aborio de fruics e
sementes nas Anglospermas. Plantas com allas laxas de abono  apresentam
anormalidades no desenvolvimenic do saco embrionario, do embrigo e do endosperma
(Pirnienta & Polilo 1983, Rim et ), 1890, Palupl & Owen 1887, Arathl el al. 1999, Sage el al.
1899), além de auséncia de secrecéo micropilar no momenio da penstracdoc do tubo
nolinico {Herrero & Arpeloa 1889 & mudangas em alguns tecidos ovulares, como por
exempio, deposicBo de calose e lignina na regifio vascular (Briggs et al. 1987, Vishnvakova
1981}

A auséncia de ferliizagéo do saco embrionaric acametands ¢ aborio de dvulos
também pode estar relacionada 2 esteriidade do gric de pdlen (Mogensen 1875), 2
reactes de incompaliblidade no estigma ou no estilets da fior (Seavey & Bawa 1986, Sage
st al. 1998), e mesmo, & posicdo ocupada pelo dvulo dentro do ovario, o qus tem side
ampiamente estudado em Leguminosae (Hossaert & Valero 1988, Bawa & Buckley 1989,
Martin & Lee 1983, Gibbs & Sassaki 1598).

0 desenvolvimento anormal do embride e do endosperma, por sua vez, pods ter
origem em restiigbes dos recursos matemnos 4 progénie & em mecanismos pos-zigdticos
que atuam como barreiras a autoferiizacao, conhecidos como auto-incompatibilidade tardia
{ou ovarigna) e depressdo endogamica. Tals mecanismos requerem esiudos dos eventos
que ocorrem duranie a ferlilizacdo, para que possam ser distinguidos na prética, apesar de
serem conceituaimente bem diferenciados. O aborio causado pelz aulc-incompatibliidade
tardia & mais comumeanie expresso num dnico esiadio de desenvolvimenio do embrigo, ac
passo gue a8 anormalidades resullantes da depressio endogémica sio observadas em

varios estadios apds a fertilizacgo (Seavey & Baws 1988).
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A auto-incompatibiidade & um fendmeno difundido em Leguminosas, sendo mals
comuments encontrado em Paplicncideas. Na ribo Millettieae encontrou-se irés espécies
auto-incompativeis, duas de Lonchocarpus ¢ uma de Piscidia [Arroyo 18871 Aulo
incompatiblidade tardia fol verificads em Lolus jacobasus, L. tenuis, L. uliginosus {(Seavey
& Bawa 19886) & em espéoles de Sesbania (Heering 1984). Ja em Dalbergia miscolobium, a
baixa taxa de produgéc de frutos resultantes de autopoiinizacso fol atribuida ao efeito de
ziglos recessivos lelals, nos vérios estadios de desenvolvimento do smbrigo {Gibbs &
Sassaki 1588). Reslricdes dos recursos matemos 2 progénie também podem ser
investigadas alravés de segles hisfoldgicas. U sborio, neste caso, £ iniciado e conirolado
nos tecides matemos (Briogs el sl 1987,

C género Dahlstedtiz Malme € exclusivamente brasileiro e constituido por duas
gspécies, D peniaphylla (Taub) Burkart e D pinnafa {Benth.) Malme. Os represenianies
desias especies ocarrem em dreas de Floresta Alldntica nas regides sudeste & sul
Observaches de campo mostraram uma baixa producéo de frulos e semenias, apesar da
grande quaniidade de fiores produzida pelos individuos de ambas as especies,

O objetivo deste estudo é caracierizar o desenvolvimenio do évulo e dos primeiros
estadios da semente e verificar a ocorréncia de anormalidades no processo resrodutive de
Dahistedfia pinnata & D. pentaphylia. Também seré verificado se iais anormalidades podem
ser atribuldas a restrigdes nos recursos maternos e/ou & mecanismos pré- ou nos-zigdiicos,
que atuam como barreiras & autcfertiizac@o. A fim de se testar as causas de aborto, foram
formuladas as seguintes quesides: Hé diferencas no crescimento do tubo polinico no pistilo
apds autopolinizacdo ou polinizacio cruzada? Ha diferencas no desenvolvimento do dvule
e da semente apts os iratamenios de autopolinizacio ou polinizacdio cruzada? As
zgnormalidades expressando o aborto estdo restritas a alguns tecidos?

iATERIAIS E MIETODOS

Para o estudo do desenvoivimento do évulo e da semente, botes florais e fruios
em varios estédios de desenvolvimenic de ambas as espécies foram coletados de
individuos cultivados em Campinas, SP, ¢ de individuos de populacSes naturais: de
Dahistedlia pinnata, no Parque Estadual da Serra do Mar em Picinguaba, Ubatuba e
Caraguatatubs, SP. e de Dahisfedlia penfaphyviia. na Fazenda intervales, SP. O material

testemunho das duas espécies estd depositado no herbéario UEC (Universidade Estadual
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Caniuio il Desenvolvimento do dvido e dos primeiros estédios da sements em Deisfadie

de Campinas, Campinas, SF) sob os nlmeros 300, 17938, 28837, 28748, 108265, 100266,
109287, 108535, 1085386,

Alem disso, pislios foram polinizados manuaimenie com gr8os de pdlen
provenisnies do mesmo indviduo ¢ de individuos de populacfes diferenies da masems
espécie e, coletados 6, 12, 24, 48, 72, 86, 120 e 144h spds a polinizacdo (seguindo s
recomendactss de Radiord et al. 1974;. Pistilos apenas marcados e ndo ensacados foram
coletados nos mesmos periodos {polinizacéo sberta).

Parte dos pistios fol darificada em NaOH e corada em Azul de Anilinzg pars
chservacdo de caracteristicas do crescimento do tubo polinico no estigma & no estiiste, por

eio de Microscopia de Fluorescéncia (Martin 1956).

A oulra pare dos pistiios, os boides e os frutos em varos esiadios de
desenvolvimenic foram fixados em soluco de Kamovsky por 24h (Kamovsky 1988) e
sstocados em alcool 70%. Apds, foram submetidos & desidratscio sicodica gradual,
inclusdo em parapiast (desidratacac bulllica) {Cerlach 1968) 2 em historresing “Basic Resin’
(desidratacdo etilica) (Gerits 1991), seccionamento serado (5 & Bum), coloracdo com Azul
de Toluiding (historresing) (U'Bren et 2l 1964) ou Safraning & Fast Green {paraplast) &
moniagem em resing sintética Epux (Gerach 1669).

COvulos dentro do ovério foram clarificados em Fluide de Herr (Her 1971) e
examinados em interferéncia por contraste diferencial de fase de Normarski, a fim de se
determinar o tempo de feriiiizacéo apds as polinizacdes coniroladas.

Fotormicrografias foram oblidas em folomicroscdpio Olvmpus BH2 & as escalas nas
mesmas condiches dplicas.

HESULTADCS

Os resullados serSc apreseniados para as duas espécies, sendo apenas
ressaliadas as diferencas quando ocoreram.

DESENVOLVIMENTO Do OVULO —

{ desenvolvimenio de fodos os dvulos € concomitanie. Células arquesporials
mittipias ocorrem em grupo, localizado na porgdo apical do nucelo (fig. 14). O megasporo
funcional (fig. 1B} € rodeado por uma espessa parede caldsica & apresenia ciioplasma rico

em gracs de amido e nucieo proeminente. O nicieo doc megéasporo divide-se originando
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Lapituio B Desanvolviments do dvulo e dos srimeiros estédios da semente em Dafistedis

dois ndcleos gue migram para pdlos opostos. Cada nicleo sofre duas divisbes mitdticas
originando offe nuciecs, sendo quatro em cada pdlo. Um nicles de cada pdio migra para o
ceniro originando a céluls central binucleada (fig. 1C). Os irés niclecs do polo micropilar
diferenciam-se em oosfera & em duas sinérgides e os Irds nlcleos do pdlo calazal em frés
antipodas. O desenvoivimento do saco embrionério € do tipo «Polygonumy. Cada sinérgide
apresenta um aparslo micropilar filforme, citoplasma densamente corado e nicieo
micropiiar proeminente. A oosfera apresenta nlicles calazal proeminente. As antipodas séo
efémeras. A celula central apresenta dois niclecs polares {fig. 1C) que se fundem para
formar o nicleo secundario.

No momenio em gue o saco embriongnio € 4-nucieads, os grios de pdlen 18 estio
diferenciados e ¢s tegumenics, airavés de divisbes anticiinais, 14 se expandiram am fomoe
do nucelo. O aiongamento 4o sace embrionarnc s6 ocorme apés a diferenciacso das suas
sefe células, periodo gue commesponde & antese £ ndo é homogénes nos dvulos num
OVaro.

MCRFOLOGIA DO OVULD NA ANTESE -

Os ovulos est@o aranjados linearmente na placenta, sendo 5-7 em 0. penfaphviia e
7-8 em D. pinnata. S&o bitegumentados, crassinucelados e oriocampilétropos, sendo que a
micrépila & & regi@o nucelar do saco embrionério formam um dngulc de 807 fig. 2C) e o
feixe vascular termina na regifo calazal do saco embrionéric. A micréplia é larga & exdensa,
e zig-zag e esté em esireiio contato com a placenta.

O tegumento exierno é massivo e o interno é 2-3-seriado, formando a protuberéncia
am direcdo & micropila (fig. 2A). A camada mals interna do tegumenio intemno assemeina-se
a um endotélio, sendo as células caraclerizadas por um ciloplasma densameanis corade &
nicieo prosminente. Tais células continuam se dividindo mesmo apés a formacio da
semente. As células epidérmicas do tegumenic externo em D. penfaphyila apreseniam
contelde provavelments fendiico, tomando o dvule escuro. Griics de amido proeminentes
ocorrem no ciioplasma das células nucelares e das células do tegumenio interno.

CRESCIMENTO DO TUBD POLINICO APOS AUTOPOLINIZACAC E POLINIZACAD CRUZADA — (figs. 3, 4)
NEo foram enconitradas diferencas na germminaco do gréo de pdlen & no
crescimento do tubo polinico apds aulopolinizacdo e polinizacéo cruzada. Os grios de

pblen germinam na superficie estigmética 6h apds a polinizacdo. Os fubos polinicos
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srescem adjacenties as células do cansl estilar e apds 12h atingem a reglo mediana do
esiilete. ApSs 24h s&o observados {anto na placenta como na micrépila. Em D. penfaphyile
alguns tubos polinicos desviaram de micrdpila apds aulopolinizaco, mas, neste caso, 03

2

dvuics estavam fluorescentes, indicando g presenca de calose nos tecidos.
DUpLA FPERTILIZAGAO APOS POLINIZACAD ABERTA -

& fertilizacio & porogdmics. O tubo polinico rompe a5 células nucelares. passs por
uma das sinérgides e atinge a oosfera, desorganizando o saco embricnario (fig. 200, Gracs
de amido ascumulam-se no vaciolo da célulz central, Nao fol encontrads evidéncia de
secrecio na micrcpiia antes da fertiizacéo. A tipls fusfo € anterior 2 singamia. O nicleo
endospérmico primario & proeminente & bem delimitado = formado antes da polinizacic Ha

uin aumenio no volums das células nucslares devido & intensa vacuciizacéo.

DurLa FERTILIZAGAC APOS AUTOROLINIZAGAD

E‘?F

POLINIZACAC CRUZADA-

Apenas aiguns dvulos, em cada ovario, foram ferliizados. A auséncia de ferilizacio
ol deduzida pela presenca das duas sinergides intactas e pela organizacdo do saco
embrionario. A dupla ferlilizacgs e aparente 72h apds autopolinizacdo (fig. BA) e polinizacio
cruzada e 48h apds polinizacle aberts, examinadsa em secles senadas & em Normarsky
OIC. O zigote e as divisbes do endosperma foram encontrados em fodos os tratamenios.
Lim pré-embrido fol observado 120h apds sutopolinizacdo, ulilizando-se Normarsky DIC (fig.
53 Graos de amido proeminentss estavam presentes nas células nucelares & no saco
embrionario.

Sinais de degeneracdo em slguns dvulos ndo fertilizados foram observados no
nucelo, nos fegumanios &, posteriormente, no saco embriondrio (figs. 28, C, D). ©
espessamento  premaiuro das parsdes penclinais exemas das células nucelares
representa um dos primeiros sinais da degeneracdo e ocorre 24h apds 2 polinizacio. Apds
SRh. as célules nucelzres lambém aumentam em volume, fomam-ge anucleadas & sem
contelido amiliferc. As paredes celulares dos fegumentos & da micrépila tormam-se
espessadas (fig. 2C), caldsicas e céiulas de contetido provaveimente fendlico aparecem na
regifio vascular (ig. 20) 72 e 120h apds s polinizacéo, respeciivaments. As células do
tegumento interno apresentam ciloplasma relraido e paredes sinuosas, Alguns dvulos

mitem fluorescéncia (Normarsky DIC) 96h apds a polinizacéo, Nos sacos embrionarios em

colapso, as sinergides apresentam-se refraldas & escuras e a célula ceniral ndo apresenta

o
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Canitule U Desenvolvimenio do dvulo & dos primeiros estadios da semenis em Dehisfedis

ciiopiasma transiicido e niclec distinto; os grios de amido nz cavidede do saco
embrionano estao precipitados.

DESENVOLVIMENTC DD ENDOSPERMA ~

0 desenvolvimenio do endosperma € do tipe Nuclear, O nicles endospénmico
primaric divide-se originando dols nlcleos livres. Apbs divisSes sucessivas, o3 ndcleos
iivres no clioplasma estdo distrbuides por toda a cavidade do saco embrionario, ao redor
do embrigo. O endosperma permanece nudlear no estagio globular fig, 1) do pré-embrigo.
A regido calazal funclona como um pequeno haustéric em "cascum” (fig. 1.J). Graos de
amido prosminantes esit8o presentes no citoplasma do endosperma. As células nucslares

da caiaza degeneram-se & medida que o endosperma se expandes.

DESENVOLVIMENTO DO EMBRIAD -

O zigoto © micropllar e polar, ou 2efa, o nicles prosminents e o dioplasms
densamente corado est8c em pdlos opostos (fig. 1E). A divisdo zigolica € fransversal
resuliando num pré-embrido bicelular (figs. 1F, G). A proxima divisdc parece ser
longitudingl. Um peguenc suspensor no pro-embrido (figs. 14, 1) é formado pels célula
basal. O desenvoivimenio do embrifo é provavelmenie do tino «Onagrady». No decorrer da
embriogénese ¢ conteGdo amilifero diminui nas células nucelares e aumentz no
endosperma. As células nucelares da regific micropliar apresentam hiperplasia & liss,

restando poucas na maturidade da sements.

Ccasionaimente, em ambas as espécies, fol enconirado uma célula mas do embrido
num local atipico da regido micropilar,
EnvOLTORIO DA SEMENTE. ESTADIOS INICIAIS -

O envoltéric da ssmente origina-se de vérias camadas celulares do tegumento
externo & de 2-3 camadas do tegumenio interno ffigs. 8 A-D).

Todas as células epidérmicas do fegumento externo apresentam conieddo de
aparéncia fendlica, levando & coloracdc castanha da semente madura. As outras células do
tegumento extemno apresentam paredes anticiinais retas, arranjadas em séries, nicleos
basals & 580 menos volumosas que as células do tegumento interno. Ocorrem divisBes
intensas nos plancs anticlinal, pericinal e obliquo nos tegurnentos na fase de pré-embrido

(fig. 6C). Quandoe o embriac apresenta-se globose, as céiulas do tegumento extermno
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Cagpituls i Deservolvirmento do dvulo o dos primeiros estadios da semanie o Debfsfedts

apresentarm espessamenios nos dngulos formados pelas paredes celularss ¢ o citoplasma
refrai-se proximo a parede (fig. 80},

As divisSes das células do tegumento intermno s8o mais freqlientss nafase emque o
rigolo inicia suas divisbes (Tg. B A8 Apds esla fase lome-ss cada ver mais comprimide
pele tegumenic exiens £ &s paredes ce suas celuias apresentam-se espessadas. A
abertura micropilar toma-se obstruida devido ao acimulo de calose @ as célules adjacentes
parecem acumuiar fendis.

EXPRESSAD DO ABORTD -

Em aliguns pistios submetidos sos tratamenios de aulopolinizacio ou polinizagho
cruzeda, observa-se o colapsc das células do sace embriondrio, que se fomam
snegrecidas & colabadas {figs. 2B, T, D). As células nucelsres apresentam ciloplasma
escuTc & nucies achalads & 08 grios de amido estéo ausenies. Ha deposicBo de caloss,

além de espessamento ¢ relracao prematuros das peredes celulares dos fecumentos, da

placenia e da regi@o vascular. Nos pisfllos ndo poiinizados manualimente (polinizacéo
sherta), as mesmas caracieristicas foram observadas nos mesmos periodos, © que
significa gue nac $80 provenientes de manipulacéo da for,

Caracieristicas que expressam o aborie também foram encontradas nos primeiros
estadios apbs = ferlilizacde, antes da formacdo do embrifc, Colapsos do zigolo e do
endosperma posteriores a compresséo pramatura dos tegumenios foram observados (figs.
2D, E).

DiscUsSsSAs

{ desenvolvimanio do ssco smbriondric & do endosperms das espécies de
Daklstediis segue © padrdc encontrado em Leguminosae. Similaridades também foram
enconiradas quanto a8 morfologia do dvuie, incluindo dvulo bitegumentado e crassinucsiado
e microplla em zZig-zag. Os rspresentanies da familia, apesar de poucoe sstudados,
apresentam alguns padres, como dvulo campildtropo com  algumas varacdes,
bitegumentado e crassinucelar, saco embricndrio do tipo "Polygonum” e desenvolvimanto
do endosperma do tipo nuciear (Rim et al. 1990, Ashrafunnisa & Pullalah 1994, 1988,
Prakash 1987}

O
o
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O desenvolvimento do embrigo em Dahistedtia € provaveiments do fipo «Onagrads
{Johansen 1850), comum em oulros representantes de Paplioncidese {Ashrafunnisa &
Pullaiah 1994, 19388). O tipo de embriogénese nfo pbde ser definido com cerlezs devido 2
auséncia de aigumas secdes nos estédios de desenvolvimento que levam ao estadic de
pro-embrio.

A presenca de uma célula mae do embri@io em iocal atipico da micropiiz em ambas
as espécies de Dahistedt, ia deve ser esty dada com mals detaihes, principalments devido 2o
registro de apomixia em algumas espécies de Leguminosae por Prakash (1587).

Nao foram noladas caracieristicas que levariam ao aborio nos primeiros estédios de
desenvolvimento do dvulo em Dahisfedfiz. Como o saco ernbrionario completa o seu
desenvolvimento ja no botdo em pré-anfese e, portanio, antes da polinizacBo, gréos de
palen provenientes de aulopolinizagio ndo poderiam ter efelto na megagamstogénase. Em

Prunnus duicls (Pimienta & Poliio 1983) & Narcissus mandrus {Sage et sl 1999 &

@8

versidade genslica do grio de pdlen interdere ns diferenciacio da celula-mie do
megasporo, sendo gue a polinizacdo por grios orundos da propria planta acarreta a
auséncia de fusdo dos ndcleos polares na célula central & de slongamento do saco
ambrionarnio.

Gvulos estéreis apresentam anormalidades nos estagios pré- & pos-meidticos do
desenvolvimento do saco embriondrio, como por exemplo, auséncia de megésporos,
MECESPOIOS MENnores que o8 nomals e em degeneracdo e a degeneracdo dos nicleos
apos as divisbes mildlicas. U saco embriondrio completamente diferenciado também pode
se degensrar, © GUS 8& comprova pela observagio da desintegragéo dos nlcleos caelulares,
pela compress&o dos tecidos nucelares & pelo aparecimenio de calose e ignina nas
paredes celulares do tegumento internc (Pimienta & Polito 1983, Rim et al, 1980},

Estudos histoldgicos caracterizando o processo aboriivo de dvulos e semenies
foram relatados para algumas espécies de Leguminosae (Briggs et al. 1987, O'Donoughue
& Grant 1988, Rim et al. 1980, Vishnyakova 1981}, Rosaceae (Pimienia & Politc 1583),
Brassicaceas, Poaceae e Solanacese (Vishnyakova 1881).

Em ovuios fertllizados & abortados podem ser verificadas 2 ausénciz de fusso dos

Gcleos polares, de alongamento do megagamelofito & de lise das células nucelares, =
h@@r@ggg dos tecides matermnos e a deposicdo de calose na regifc da hipbstase,
obsfruindo o fluxo de nutrientes {Pimienta & Polito 1883, Briggs ef al. 1887, Vishnvakova

1991). Em Pisum safivum os niclecs do endosperma sofrem hipertrofis e desintegram-se e
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a penetracdo haustonal € interrompida devide 2 presenca de calose na hipésiase, o que
acarrela @ expulsdc do hausiorio. Os ndcleos do embrific também se tornam hiperirofiados,
ré o aumento da vacuolizacie ceiular e & perda de turgor nas células do suspensor (Briggs
et 2l 19871

A fertilizac@o preferencial em determinada posicBo ocupada pelo dvule no ovéro
nao fol verificada nas espécies de Dahisfediia (cap. 4). O fato de que indos os dvulos
apresentam desenvolvimenio concomitanie sugere que a ocorréncia de fertiizacde pode
gsiar relacionada a performance do grio de pdlen, como por exemplo, 4 veiocidade de
srescimenio do Wwbo polinico. Em algumas especies de Lofus, o desenvolvimento
assincrénico dos dvules foi relacionade 4 alia longevidade floral & as visitas pouco
freqlientes dos polinizadores, o que garantiiia a ocorénecia de feriizacds (Bubar 1958).
Conclusdio similar Toi encontrada para Narcissus friandrus (Sage ef al. 1999), mas sm
Dahistedia s necessarias mais investigacdes sobre a biologia floral pare que se posss
esizhaelacer iais reiacles.

A maioria dos sacos embriondrios em Dahlsfediia ndo foi ferilizada, apesar de sua
completa diferenciac@o. Alguns pontos podem ser discutides, buscando explicar a auséncia
de fertilizacéo. Primeiro, os pistiics terlam sido coletados antes da feriilizacdo. Enirsfanio, 2
feriilizaclo fol observada 48h apds polinizacdo aberia & a coleta dos pistics foi feita até
144h, apts a polinizagéo. Segundo, fol observada a presenca de dvulos estéreis no ovério,
devido 20 espessamento e a refracdo das paredes das células dos tegumentos, da regido
vascular = da placenta, além de colapso do saco embriongric. Por oulro lado, tanio o
sspessamenio quanio a relregBo das paredes nos fecidos iambém podem fer sido
conseqiéncias da auséncla de fertilizacso, pressupondo um curio periode de viabilidade do
saco smbriondrio. Finalmente, comparando as polinizacfes confroladas 2 polinizacée
aberta, pode-se Conciuir qgue a o numero de gréos de pdlen depositados na superficie

stigmatica ndo fol um fator limitante pars a fertiizac8o, pois em fodos os tratamentos
somente alguns dvulos foram fertilizados, e nas polinizacdes controladas (manuais) ndo ha
limitac&o no numero de gréos de pélen depositados. A influéncia da performance do grao
de polen na maturagdo ou no aborto de frutos jovens e de sementes fol testada em Mirabilis
jalapa (Niesenbaum 1999, sendo que o ndmerc e a diversidade de grios de pdlen
depositados foram fatores importantes na determinacéo do aborio.
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Sinals de degeneragdo nos tecidos maternos e colapss do zigolo e endosnerma
foram encontrados iogo nos primelros estédios da embricgénese, o que indica que as
plantas estéo selecionando Gvulos/sementes a serem ferfilizados/maturadas,

Em Dahistediia, além de envolver o megasporo no decorrar das suss divisdes

. H

calose scumula-se prematuramenie ao redor do saco embricndrio, nos fegumenios, na

regido vascular e na placenia, logo nos primeiros momentos apts a polinizacdo, o que foi
observads apds ©dos o3 ralamenios, Aldm disso, fubos polinicos ndo penetram dvulos
observados emitindo fluorescéncia. Segqundo o estudo de Vishnyakova (1881), & amissio
de fluorescéncia indica a presenca de calose nos tecidos &, conseglientemente, ssterilidade
do dvulo. Em Dahistediia néo foi possivel confirmar se a deposicdo de calose seria causa
ou consegléncia do aboric, mas fol de grande ullidade na caracterizacio da expresséc do
aborto nas espécies,

A presenca de calose € usual nos primeiros estédios da megagametogénese,
principaimente em saco embricnarios do fipo "Polygonum”, mas tende a desaparecer nos
estddios pés-meidlicos (Pimienta & Polite 1983). A associacso da presenca de calose nos
tecidos matemos ao processo abortive foi amplamente discutida por Vishnyakova (1591).
Em seu arligo, a aulors discule a deposicdo de calose como consegliéncia da degeneracdo
de ovulos fertilizados, sugerindo que ssja uma resposta a uma mudanca metabdlica e gue
teria uma imporiante funcéo ne isclamento da drea em degeneracio do reslants da planta,
Resuliados similares foram encontrados por Sedgley (1977), Pimienta & Polio (1983) e
Briggs et al. (1987} Entrelanic, tais autores considersram a deposicBe de calose na
hipostase do ovulo fertilizado come causa da degeneracdo ovular, pois, ou a calose estara
obstruinds ¢ fuixo de nulrentes e causando z esiivaco dos elemenios embrionérios
(Pimienta & Polito 19883), ou estana impedindo a penetracdo haustorial do endosperma
(Briggs st al. 1887) Independenie de ser considerada caussz ou conseagléncia da
degeneracéo de dovulos & sementes, 2 presenca de calose constitui-se um instrumento Gt
na invesiigacio do aborio.

Dahistedia pinnate & . penifaphyiia apreseniam caracieristicas semealhanies as de
espécies autocompativeils. Grics de pdlen provenienies de sufopolinizacdc ou de
polinizagée cruzada germinaram em foda a superficie estigmética. Do mesmo modo, &
morfologia dos tubos polinicos em crescimento no estilete ndo é semelhante & encontrada
sm reacbes de avlo-incompatiblidede em anglospermas, com sistema ds incompatibiiidade

gametofitica (Richards 1987). A auséncia de fertilizac8o e a presenca de anormalidades no

e
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dessnvalvimento do embride e do endosperma ndo foram cbservadas preferencialmante
apbs autopolinizacac ou polinizaclo cruzada. Néo ha, portanto, mecanismos pré- ou pos-
zigdlicos atuando como barreiras & autofertilizacdo. Além disso, espécies com sauio-
incompatipilicade tardiz, cuando submetlidas sos tratamentos de polinizacde, enresentaram
resullados ndo enconirados em Dahfstedia, como: 1. desenvobvimento diferencial do dvulo
no ovario, 2. evidéndia de secrecio micropilar poucos dias apds 3 antese, 3. presenca de
urm mecanismo controlando a germinagle do pdlen no estigme e 4. anormalidades no
desenvalvimento do sace embrionanic apds sutopclinizacio (Bubar 1958, Pimienta & Folilc
1883, Kaul et al. 1988, Rim et al 1890, Dorken & Husband 1989, Bage st g 18%9).
Considerando que as espéciss de Dahisiedtia so sutocompativeis, sugere-se, da

maesma forma que em Plsum sativum (Briggs et al. 1887), que o aborlo de dvulos

ity

sementes estd mais reiacionado & limitacio de recursos maternos pare a progénie gque a0
aiic grau de auiopoinizacdo, o que phde ser confirmado pelas alleracdes morfolbgicas
observadas primeiro nos iecidos maierncs e, depois, nos tecidos embriogénicos, A
presenca de caracteristicas abortivas nos tegumentos e na regifo vascular, tanio dos
évulos como das sementes em inicio de desenvolvimento, estariam indicando gue o
fransporie de nutrientes para 0 embrido esté sendo blogueado e gue 3 «wlania-méex seria
selecionada para diminuir o cusic da producéo e maturacdo de semenies. Westoby & Rice
{1982) i@ haviam mencicnado o papel dos fegumentos como barreira no controle da
distribuicio de nuirientes para a progénie, apods a formaclo da céiuia-mée do megasporo, e
também apde a Terliizacdo; da mesma forma a presenca da hipdstase, um iecido formade
nor células espessadas locadzado na regido calazal do dvulo, é responsavel pela obstrucio
do transporie de nulflentes da regifio vascular do dvulo/semenie para © saco
embriongrio/embriac (Queller 1983}

Briggs et al. (1987) trabalharam na caracterizacio do aborto em sementes de Pisum
saltivum e encontraram alleracbes morfoldgicas nos tecidos maternos. A parlir da hipdlese
de Guslier {1983} concluiram que ¢ aborio nos primsiros estédios da embriogéness seria
devido aos conflitos existentes enire a “planta-més” e a progénie, havendo limitacdo dos
recursos matermnos, pols as primelras modificacies expressando o zborle de semenies
peorreram primeiro nos fecidos matemnos & mais tarde nos tecidos embricgénicos.

Queller {1283} propds que g feoria da Selecdo de Parentesco («kin selections) fosse
estendida para o processc de maturacdo de semente. Sua hipdlese admile que haja

pressées seletivas diferenies nos tecidos que compdem 2 semente em desenvolvimento,
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de acordo com © grau de parentesco entre eles, o que resulfaria em confliios no decorrer da
embricgénese. Desta forma, a plania-mae seria selecionada para encontrar um &timo ne
distribuicio de recursos para os diferentes embrifes em formacéo e, cads embriso, por sus
vez, estaria sendo selecionado para adguit mals nutrentes gue o endosperma poderna
prové-io e assim o endosperma, © gamelofiio e ¢ esporofiic sucessivamenie. Evidénsias da
tworia da selecdn de pareniesco podem ser cbservadas através da alla atividade
meiabolica de tecidos mais relacionados ao embrifo, da presenca, em grende paris das
Angiospermas, de expansSes haustoriais no endosperma ou mesmo no embrifo,
funcionandc como captadores de nutrientes dos iecidos vizinhos e, do armazenamenio de
nuirientes em fecidos mais relacionados ao embrio, como o endosperma & o eotiiédons,
Se o embri@o e o endosperma adguirem recursos além da distribuico 6tima matema,
podem ocorrer manffestactes morfoldgicas atuando como barreiras ao cresciments do
sndospermna ¢ do embriao.

InvesligagOes ecolbgicas & genéticas séo necessdrias pra avaliar se depresséc
endogémica também esiaria ocorrendo nas espécies de Dahistedtia, resultando numa aits
taxs de aborio de frulcs & semenies,
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Figura 1. A-C. Segbes longludineis da estrulura do dvuio em diferentes estadios de
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desenvolvimenio em Dabisiediia, A Células arquesporais miltinlas (seta), ocorrends
em grupo na regiéo apical do nucelo. Escala = 12um. B. Megaspore funcional (seta),
envolic pelo nucelo. BEscala = 12um. €. Saco embriondric organizedo. Célula central
binucleada (seta}. Escala = 20um. D-J. Embricgénese. D. Saco embrionéric
desorganizado apbs & entrada do tubo polinico (48h apbs polinizacdo aberia) em D.
pinnata. Escala = 20um. E. Zigoto (seta) na regifo micropilar, com nicleo proeminente
& citoplasma densamenie corado em pdlos opostos. Escala = 12um. £, Primeirs divisdo
zigética (seta), resultando em pré-embrifio bicelular. Escala = 12um. 8. Divisdo zigética
iransversal seguida de divisdo nuclear (seta). Escala = 12um. H. ProembriZo (seta) com
um peguenc suspensor presc s células nucelares. Escala = 12um. 1. Prosmbrific
globular (seta). Escala = Z0um. J. Haustdrio endospérmico calazal do tfipo “caecury
(sela). Escala = 20pm. m — micrdpila, % - nucelo, * - células nucelares da regifio
calazal s — sinérgide.
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Figura 2. Segdes longitudinais mostrando os fecidos ovulares apds os diferentes

g

wratemenios de polinizecio. A. Ovuic ngo feriizads 245 apts aulopolinizacds. |

:

tegumento intarno, m - micropila, n - nucelo, s - einérgide. Escala = 20um. B, Ovuls
colapsado 48h apos polinizacéo cruzada. m - micrépila, % - nucslo. Escala = 52um. C.
Ovulo colapsade 98h apds polinizac8o cruzada., Sets menor gponiando células
fendlicas na regidio vascular. Seta maior apontando espessamento do canal misropilar.
Escala = 52um. D. Hiperplasia & degeneragio do nucelo 120h apés polinizacio aberia,
m - micrépila, # - nucelo. Escala = 52um. E. Colapso do zigoto {2) & do endosperma
(seta) 144h 2pos polinizagdo absria. Escala = 12um. F. Semente aborada m -
ricropila. Escala = 52um.
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Figura 3. Germinacéo dos grios de pdlen e crescimento do tubo polinico em Dahistedtia
pinnata. A-B. Autopolinizag&o. A, CGrios de pdlen germinando no estigma. B. Tubos
polinicos na placenta. C-D. Polinizacfo cruzada. ©. Gréos de pdlen germinando no

estigma. D. Tubo polinice penetrando o dvulo airavés da micrépila. Escalas=70um.
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Figura 4. Germinag&o dos gréos de podlen e crescimento do tubo polinico em Dahlstedtia
pentaphylia. A-B. Autopolinizacdo. A. Grios de pélen germinando no estigma. B. Tubo
polinico penetrando o évulo. C-D. Polinizacéo cruzada. C. Gréos de pélen germinando
no estigma. D. Tubo polinico préximo ao 6vulo. Escalas=70um.
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Figura 5. Ovulos de Dahistedtia pentaphylla observados em Nomarski DIC. A. Divisdo
zigotica (seta) apds 72h de autopolinizag8io. B. Presenca do suspensor (seta) apds
120h de autopolinizacdo. Escalas=20um.
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Figura 6. Envoltdrio da semente: estadios iniciais do desenvolvimento. A. Fase apés a

88

fertlizag&o do ovuio. B. Fase da primeira divisdo zigética. A seta estd apontando
nucleos do endosperma. C. fase de pré-embrio. As células do tegumento externo
estdo em intensa diviséo. D. Fase em que o embrifo esta globoso. As células do
tegumente interno tornam-se alongadas no sentido longitudinal € comprimidas pelo

tegumento externo. e - tegumento extemo; i - tegumento interno; n - nucelo.
Escalas = 22um.






CapiTuLO [V: “EFEITO DOS COMPONENTES DE FECUNDIDADE NO PROCESSO REPRODUTIVO DE
DAHLSTEDTIA PENTAPHYLLA (LEGUMINOSAE, PAPILIONOIDEAE)”

RESUMO

Fatores acarretando o aborto seletivo de dvulos ou sementes, como a limitaggo do
nimero de graos de pélen depositados no estigma e a competicdo entre os évulos por
determinada quantidade de recursos exigida para a formacéo de sementes, podem ser mais
faciimente testados em ovérios e frutos que apresentam arranjo linear de 6vulos e sementes,
como & o caso de espécies de Leguminosae. Dahlstedtia pentaphylia (Leguminosae) é uma
espécie brasileira de distribuicio restrita & Floresta Atiéntica, cujos representantes
apresentam baixa produgdo de frutos e sementes. O efeito dos componentes de
fecundidade (Svulos por ovério, sementes por fruto, padrées de polinizacio e de formacao
de frutos e de sementes) no processo reprodutivo desta espécie foi investigado por meio de
anédlises das relagbes da posicdo das flores na inflorescéncia e dos 6vulos/sementes no
ovérioffruto com o aborto de flores, frutos e sementes. N3o hé diferencas na deposicio de
polen em flores e na formagéo de frutos de determinada regido da inflorescéncia. Nao se
encontrou também relacéo entre o acimulo de calose no évulo e sua posicao no ovario, bem
como entre semente em desenvolvimento e sua posicéo no fruto. A limitagcdo dos recursos
maternos em relacdo aos frutos e aos embrides, devido ao alto custo de formagao de frutos

e maturacdo das sementes, € um dos fatores responsaveis pelas altas taxas de aborto de
évulos, sementes e frutos em D. pentaphylla.

PALAVRAS-CHAVE: Leguminosae, Dahistedtia pentaphylla, 'Aborto, Selecdo de Parentesco,
Recursos Maternos.
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Capitulo 1V: Efeito dos componentes de fecundidade no processo reprodutive de Dahistedtia

INTRODUCAO

Em varias familias de Angiospermae sementes vidveis séo formadas de pequena
proporgéo de ovulos; alguns ovulos ndo se desenvolvem devido & auséncia de fertilizacéo e
outros, que s&o fertilizados, os embrides sdo abortados durante o desenvolvimento (Sedgley
1980, Bawa & Webb 1984). Portanto, o processo de aborto de sementes néo é exclusivo de
Leguminosae, mas € interessante notar que esta familia oferece facilidades nesta linha de
estudo, devido & disposicdo linear dos dvulos no ovéric e, consegiientemente, aos
gradientes lineares de formac&o das sementes (Hossaert & Valéro 1988).

Varios fatores, sem causa genética conhecida, podem acarretar o aborto de flores e
frutos (Lloyd 1980, Stephenson 1981, Bawa & Webb 1984). Um deles é a limitacdo do
numero de gréos de pdlen depositados no estigma, ndo permitindo a fertilizacéo de todos os
6vulos no ovario (Mogensen 19875). O outro fator € a competicdo entre os dvulos por
determinada quantidade de recursos exigida para a formagéo das sementes (Lloyd 1980).
Tal competicdo, em caso de limitacdo de recursos, levaria ao aborto seletivo de dvulos ou
sementes (Hossaert & Valéro 1988).

A situacao mais freqliente em Leguminosae é o aumento das taxas de aborto do
embrido, ocorrendo em direcio as posicbes mais distantes do estilete (Bawa & Buckley
1989). Ovulos basais seriam fertilizados pelos tubos polinicos com crescimento mais lento ou
com menor capacidade competitiva, resultando numa progénie menos vigorosa e, portanto,
mais propensa a ser abortada (Bawa & Buckley 1989, Martin & Lee 1993, Gibbs & Sassaki
1998). Por outro lado, a limitagcéo dos recursos maternos pode ocasionar o aborto dos 6vulos
fertilizados nas regides préximas ad estilete, o que daria uma vantagem espacial para os
ovulos basais. Tal padréo também foi encontrado em espécies de Leguminosae (Horovitz et
al. 1976, Heering, 1994).

Dahlstedtia pentaphylla (Taub.) Burkart (Leguminosae, Millettiecae) apresenta
ocorréncia restrita as regides de Floresta Atlantica brasileira dos Estados de Sao Paulo,
Paranéd e Santa Catarina. E arbustivo-arbérea, com flores papilionaceas dispostas em
inflorescéncias pseudo-racemosas. Os o6vulos, em numero de 5-7, estdo arranjados
linearmente ao longo da placenta. Os frutos séo secos e indeiscentes, contendo de uma a
trés sementes. A producdo de frutos e sementes por individuo é extremamente baixa,
apesar da producéo de grande nimero de flores por inflorescéncia (obs. pes.).
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O objetivo deste trabalho ¢ investigar o efeito dos componentes de fecundidade, ou
seja, évulos por ovario, sementes por fruto, padrées de polinizacdo e formacéo de frutos e
de sementes, no processo reprodutivo de Dahistedtia pentaphylla. Algumas questdes foram,
entdo, formuladas: Ha diferenca na deposicdo de pdlen (polinizagdo) em flores de
determinadas posigbes na inflorescéncia? Ha diferenca na fertiizacdo de évulos e no
desenvolvimento das sementes em determinadas posicdes no ovarioffruto? Estas diferencas

se expressam no favorecimento pelos recursos maternos ou pela habilidade competitiva do
gréo de polen?

MATERIAIS E METODOS

O material foi coletado de individuo cultivados no CATI, Campinas e no Campus da
Esalq, Piracicaba, SP e de individuo de populacdo natural, na Fazenda Intervales, SP e na
Serra da Graciosa, em Curitiba, PR. O material testemunho esté depositado no herbario UEC
(Universidade Estadual de Campinas, Campinas, SP) sob os nimeros 300, 17936, 28637,
28746, 109265, 109266, 109267, 109535, 109536.

Para avaliar a taxa de formacédo de frutos (polinizacdo aberta), todas as flores de
guatro individuos cultivados em Campinas foram contadas em agosto de 1998 e apds um,
dois e quatro meses, foram contados os nimeros de frutos em formacdo. Em agosto de
2000 foi feita uma nova contagem de frutos em cinco individuos cultivados em Campinas. A
caracterizagéo do tamanho de frutos e sementes maduros foi feita pelas medidas de seus
comprimentos € maiores larguras, em dois individuos. A contagem do ndmero de
6vulos/ovario foi realizada em 18 flores por planta e do nimero de sementes/frutc em todos
os 72 frutos amostrados em trés individuos.

Diferencas na polinizac&o em relacdo a posicdo da flor na inflorescéncia foram
investigadas pela contagem do numero de gros de pélen germinandofflor, sem que as
flores fossem submetidas a polinizacbes controladas. As flores foram coletadas no segundo
dia apés a antese, previamente separadas em trés classes, segundo sua posicdo na
inflorescéncia: apical, mediana e basal. O niimero utilizado foi 3 flores/posicao/inflorescéncia
em 3 inflorescéncias/planta em 3 individuos.

Diferencas na formac&o de frutos em determinada posicdo da inflorescéncia foiram
analisadas em trés individuos cultivados, sendo amostrados todos os frutos em
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desenvolvimento de cada planta e contados o nimero de frutos por posicéo (apical, mediana
e basal).

O numero de gréos de pdlen depositados no estigma e o nimero de frutos
produzidos em trés posicdes da inflorescéncia foram analisados por anélise de variancia (Zar
1996) no programa S-Plus 2000. Inicialmente foi analisado o delineamento experimental
considerando a estrutura hierarquica (posicio dentro de inflorescéncia e inflorescéncia
dentro de plantas amostradas). Como a estrutura hierédrquica ndo acrescentou informacéo
significativa ao modelo, as analises finais consideraram apenas a posi¢éo na inflorescéncia
sem a estrutura hierérquica. Os dados de contagem (nimero de gréos de pélen e de frutos)
foram transformados pela raiz quadrada de x + 0,5, visando corrigir desvios da distribuicéo
dos dados em relacéo & distribuicdo normal, como sugerido por Zar (1996).

A presenca e a posicdo de ovulos em degeneracdo dentro do ovario foram
verificadas através da clarificacdo dos d6vulos com o Fiuido de Herr (Herr 1971), usando
interferéncia por contraste diferencial de fase de Nomarski. Ovulos emitindo fluorescéncia
foram considerados degenerativos, indicados pela presenca de calose (Vishnyakova 1991).
Para tal, foram marcados 10 flores em antese/planta em cinco individuos e os ovérios foram
coletados apoés 72h (polinizacdo aberta), periodo necessario para que haja deposicio de
calose nos tecidos maternos em o6vulos fertilizados ou ndo (como ja observado no capitulo
3).

A posicéo de sementes abortadas e em desenvolvimento foi verificada em frutos
imaturos com cerca de 5,5 cm (nos estadios anteriores & ocorréncia de aborto) e registrada
em 10 frutos/planta, em 10 individuos.

As posicoes de Ovulos em degeneracdo no ovério e das sementes em
desenvolvimento no fruto foram analisadas graficamente comparando-se a freqiéncia
observada em determinada posicdo contra o intervalo de confianca de 95% da média da
frequiéncia da amostra total (Herrera 1999). Para uma melhor comparacéo na anélise das
sementes em desenvolvimento, o intervalo de confianca foi calculado apenas com os dados
das posicdes 1-5, que apresentaram, cada uma, 40 ou mais observacées.

As relacbes do acumulo de calose no évulo e a posicdo deste no ovério e a da
formacdo da semente e sua posicdo no fruto foram analisadas por regressdo logistica
(Hosmer & Lemeshow 1988) no programa Systat 9, utilizando como observagédo cada
6vulo/semente. Como a regressao logistica pode falhar em detectar associacbes caso a

relacéo de posicéo e formac&o de sementes (ou acimulo de calose) ndo seja monotbnica,
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ajustando um modelo com inclinagéo igual a zero, as freqiiéncias em cada posicao (tratadas
como néo ordenadas) foram também testadas para independéncia de valores pelo teste de
2 (Zar 1996) no programa Systat 9.

RESULTADOS

As inflorescéncias apresentam oito a 35 flores e estas tém duracéo de dois a trés
dias. A antese inicia-se na regifo basal da inflorescéncia, caracterizando o tipo acrépeto de
maturagc&o. O numero médio de flores produzidas é bem maior que o de frutos por planta
(tab. 1). O numero médio de évulos por ovario é maior que o de sementes por fruto (tab. 2).

A semente apresenta tamanho relativamente grande, como indicado juntamente com o
tamanho de fruto na tabela 3.

Tabela 1. NUmero de flores e frutos (média + desvio padrio) produzidos por individuo de
Dahistedtia pentaphylla, em 1998 (N=4 individuos) e de frutos, em 2000 (N=5 individuos).

Frutos
Ano Flores Inicio de Apés Apés
desenvolvimento 2 meses 4 meses
1998 530,3 £ 279,1 12,0+12,8 5545 0
2000 - 14,4 + 20,2 5325 0

Tabela 2. Numero de dvulos por ovério e de sementes (média £ desvio padrio) por fruto
em Dabhlstedtia pentaphylia. N=54 ovérios e 72 frutos (3 individuos).

ovulos/ovario sementes/fruto Semente/évulo
58+1,1 1,2+04 0,2

Tabela 3. Tamanho meédio do fruto e da semente madura (média + desvio padrio) em
Dahistedtia pentaphylla. N=8 frutos e 10 sementes (2 individuos).

Comprimento Maior largura

{cm) {cm)
fruto 10,1%£1,9 40+0,7
semente 23+£12 40+086
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N&o foram observadas diferencas significativas no nimero de gréos de pdlen
depositados nos estigmas das flores posicionadas na base, no apice ou na regido mediana
da inflorescéncia (N = 18 flores; F = 1,018; p = 0,368) (ver tab. 4).

Tabela 4. Média £ desvio padréo do nimero de graos de pélen depositados em estigmas de

flores de Dabhistedfia pentaphylla, em trés posicdes da inflorescéncia. Nimero de flores
analisadas em cada posicéo = 18.

Posicdo Graos de pdlen
apical 30,2+335

mediana 30,3+20,7
basal 38,0+228

N&o foram observadas diferencas significativas no numero de frutos produzidos nas
trés posicoes das inflorescéncias (N = 50 inflorescéncias; F = 0,885; p = 0,415) (tab. 5).

Tabela 5. Média £ desvio padrao do nimero de frutos produzidos em trés posicdes de
inflorescéncias de Dahlstedtia pentaphylla. NGmero de inflorescéncias analisadas = 50.

Posicédo Frutos
apical 0,5+0,8

mediana 0,7£0,8
basal 0,6+0,7

De 310 dvulos analisados em 50 ovarios de cinco individuos, 91% estavam em
degeneracdo, apresentando deposicio de calose nos tegumentos interno e extemo. A maior
proporgéo de ovulos com aciimulo de calose foi encontrada para a posi¢éo peduncular (basal)
do ovario, representada na fig. 1 pela Unica barra situada fora do intervalo de confianca da
média da amostra. Entretanto, as analises dos dados por regresséo logistica (tab. 6) e por teste
de igualdade de freqiéncias de acimulo de calose em tecidos matemos do évulo (Pearson 2
=2,471; gl. = 5; p = 0,781) mostraram que n&o ha relaco entre acimulo de calose e a posicéo
do évulo no ovario.
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1 2 3 4 5
Posicédo no oviéario

Proporcdo de 6vulos estéreis

Figura 1. Proporcéo de 6vulos em degeneracéo no ovério de Dahistedtia pentaphylia. As

Ta
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barras representam a proporgéoe de dvulos em degeneragéo em cada posicdo do ovario,
sendo que a posicéo 1 € a mais préxima ao estilete e a 6 a mais proxima ac peduncuio
da flor. Os numeros posicionados no topo de cada barra indicam o tamanho amostral.
As linhas pontilhadas horizontais delimitam o intervalo de confianca de 95% da média de
proporgéo de 6vulos em degeneracio na amostragem total.

bela 6. Regress&o logistica de posicéo (varidvel independente) e presenca de calose nos
tecidos maternos do ovulo (varidvel resposta). N = 310 6vulos (50 ovarios de 5
individuos).

«0Odds ratio» e intervalo
Pardmetro o s\:i?r'\g; o aE;r rg o t p de confianga {(95%)
P «ratio» inferior superior

Constante -1,979 0423 -4676 0,000
Posicdo  -0,091 0,120 -0,753 0,451 0913 0,722 1,166

*Log Likelihood = -96,022; G = 0,573; p = 0,449; ¢g.. = 1
*McFadden's Rho-quadrado = 0,003
*Decis de risco:
Pearson = 309,591; p = 0,464; g.l. = 308
Deviance = 192,043; p = 1.000; g.l. = 308
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De 253 sementes analisadas, 56% estavam abortadas, apresentando coloracéo
enegrecida, retrac@o dos tecidos e tamanho reduzido quando comparado ao das sementes
em desenvolvimento. A quarta posicéo no fruto apresentou maior proporgéo de sementes
em desenvolvimento (n&o abortadas), estando acima do intervalo de confianca da média da
espécie (fig. 2). Nota-se que as posicdes 6 e 8, mais préximas ao pedunculo, apresentaram
baixas proporgbes de formacéo de sementes, mas devido ao pequeno tamanho amostral,
estes valores n&o foram incluidos na andlise por intervalo de confianca e devem ser
considerados com cautela (fig. 2).

A anédlise dos dados por regresséo logistica mostrou que n&o héa relacdo entre a
semente em desenvolvimento e sua posicao no fruto (tab. 7). A freqiiéncia de sementes em
desenvolvimento também n&o mostrou relacdo com a posicéo no fruto, considerando tanto
as ofto (Pearson 2 = 7,336; g.l. = 7; p = 0,395) como as cinco primeiras posicbes com
tamanhos amostrais maiores ou iguais a 40 sementes (Pearson 42 = 3,050; gl. =4;p =
0,550).

10

1 2 3 4 5 & 7 8
Posiggdo da semente

Proporg8o de sementes em desenvolvimento

Figura 2. Proporcéo de sementes em desenvolvimento no fruto em Dahistedtia pentaphylla.
As posicbes 6, 7 e 8 (barras vazias) nao foram incluidas no célculo do intervalo de

confianca devido aos seus pequenos tamanhos amostrais. Ver figura 1 para
explicacdes.
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Tabela 7. RegressZo logistica de posicdo (variavel independente) e semente em
desenvolvimento no fruto (variavel resposta). N = 253 sementes (49 frutos de 5
individuos).

«Odds ratio» e intervalo
" Valor Erro
Parametro . t p de confianga (95%)
estimado padrio ga (35%
«ratio» inferior superior

Constante -0,106 0,272 -0,380 0,697
Posicéo -0,036 0069 -0515 0606 0,965 0,842 1,105

*Log Likelihood =-173,568; G = 0,266; p = 0,606; g.|. = 1
*McFadden's Rho-quadrado = 0,001
*Decis de risco:
Pearson = 252,987; p = 0,453; g.l. = 251
Deviance = 347,135; p = 0.000; g.l. = 251

DiscussAo

Em Dabhistedtia pentaphylla tanto a taxa de formacéo de frutos por flores como a de
sementes por 6vulos s&o extremamente baixas (tabelas 1 e 3), o que torna necesséria a
discussé&o do aborto em dois niveis: flores que nao originam frutos e évulos que nao originam
sementes. Tal distingéo deve ser feita porque o padrio de aborto de embrides dentro do
fruto € diferente do de frutos na planta. Ha espécies de Mimosoideae, por exemplo, em que a
taxa de producéo de frutos por flores & extremamente baixa, mas a de sementes por évulo é
alta; o inverso também pode ocorrer em muitas espécies (Bawa et al. 1989).

O alto numero de frutos abortados no inicio do desenvolvimento em D. pentaphylla
(tab. 1) sugere que a selecéo do fruto a ser desenvolvido esta ocorrendo em funcéo dos
custos de sua produg&o e da maturacio das sementes. Adiciona-se, ainda, o faio de que as
sementes desta espécie s&o grandes (tab. 2), exendospérmicas, com cotilédones bem
desenvolvidos, fotossintetizantes e camosos, ocupando toda a cavidade do fruto, e cujo
pericarpo deve ser rompido pela prépria semente para que ocorra germinacéo (obs. pes.).

Como néo ha diferencas significativas na formacso de frutos e deposicdo de pdlen
em flores de determinada regido da inflorescéncia (tabelas 4 e 5) e o nimero médio de
semente por fruto € baixo (préximo de um, tab. 3), as hipéteses de que o aborto dos frutos
estaria relacionado (1) & ordem de maturacdo das flores na inflorescéncia e,

consequentemente ao tempo de fertilizagdo, e (2) ao numero de sementesfiruto sdo

98



Capitulo IV: Efeito dos componentes de fecundidade no processo reprodutive de Dahistedtia

improvaveis. No caso da maturacéo floral acrépeta encontrada na maioria das espécies de
Leguminosae, inclusive em Dahlstedtia pentaphylla, tem-se que as flores localizadas na base
da inflorescéncia, por entrarem em antese antes que as demais, seriam as primeiras a
serem fertilizadas e os frutos produzidos teriam mais chances de se desenvolver (Arista et al.
1999) e, entre os frutos num mesmo estadio de desenvolvimento, aqueles com maior
nimero de sementes teriam vantagem sobre os demais (Nakamura 1986, Bawa et al. 1989).

Hé outros fatores que devem ser discutidos em relacéo & formacéo dos frutos ao
acaso na inflorescéncia em D. pentaphylia. A auséncia de diferencas significativas na
deposicio de gréos de pélen em flores de determinada posicéo na inflorescéncia sugere que
(1) ou a visita do polinizador € realizada ao acaso na inflorescéncia ou (2) a auséncia de
polinizadores nas areas estudadas e um alto grau de autopolinizacSes espontaneas estariam
atuando na frutificac&o. A predacao de frutos também é um fator fortemente relacionado ao
aborto de frutos (Arista et al. 1999). Entretanto, em D. pentaphylia foi observada a pilhagem
de flores por formigas, danificando as regibes do célice e do tubo de filetes proximas as
aberturas por onde o néctar é liberado. Tais danos s@o visiveis no célice que ainda
permanece no fruto em desenvolvimento, mas n&o hé impedimento da continuagéo deste
processo. Danos no préprio fruto néo foram observados.

A probabilidade de fertilizacdo do 6vulo em determinada posicéo do ovario em D.
pentaphylla néo foi levada em conta, pois 6vulos fertilizados e néo fertilizados podem ser
abortados, caracterizados pela deposicéo de calose e lignina ao redor do saco embrionario e
nos tegumentos (capitulo 3). A partir desta informacéo, a probabilidade de ocorrer deposicéo
de calose no dvulo em determinada posicéo do ovario foi analisada e verificou-se que o
acimulo de calose ndo esta relacionado a posicdo do 6vulo dentro do ovario (tab. 6). A
probabilidade de uma semente se desenvolver também n&o pdde ser relacionada a sua
posicéo no fruto (tab. 7), sendo que o aborto, em relagédo a posicéo, estaria ocorrendo ao
acaso. Assim, a hipdtese da vantagem temporal (Jaranowsky 1962) n2o se aplica a este
espécie, pois os Ovulos mais préximos & posicdo estilar (apical) ndo originaram
significativamente mais sementes que os demais, embora tivessem maiores chances de
serem fertilizados primeiro. Soma-se a isso a viabilidade do saco embrionario ser alta e a
permanéncia da flor na planta ser de cerca de dois dias (capitulo 3). Além de terem sido
encontrados altos indices meibticos em D. pentaphylla, (capitulo 2), ndo ha diferencas nos
tempos de crescimento dos tubos polinicos provenientes de grédos de pdélen por

autopoliniza¢éo e polinizacéo cruzada (capitulo 3) e observou-se a producéo de frutos por
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autopolinizag@o espontanea (obs. pes.). Conclui-se, entdio, que a hipétese da vantagem
parental também n&o pode ser aplicada a esta espécie, pois segundo tal hipétese, a
habilidade competitiva do pdlen levaria a um aumento na velocidade da fertilizacéo e 3
formacgéo de embrides mais vigorosos, sendo importantes a proveniéncia e a quantidade dos
gréos depositados no estigma (Janzen 1977, Niesenbaum 1999).

As sementes encontradas nas posicdes pedunculares (basais) em D. pentaphylia
apresentaram as mesmas probabilidades de se desenvolverem que as demais (tab. 7),
diferindo dos resultados encontrados por Horovitz et al. (1976) para espéceis de Lupinus e
Medicago. Segundo estes autores, sementes encontradas nas posicées pedunculares
estariam mais proximas aos nutrientes disponiveis através da regido vascular do fruto e,
portanto, teriam mais chances de completarem seu desenvolvimento. Assim, a hipétese de
limitacdo dos recursos maternos por Selecdo de Parentesco parece a melhor explicacio
para o alto numero de abortos de évulos e de sementes ocorrendo ao acaso em D.
pentaphylla. Se o desenvolvimento de cada embrigo for levado em conta individuaimente,
como sugerido por Queller (1983), a «planta-mée» estaria sendo selecionada para controlar
a distribuicdo de recursos aos diversos embrides existentes num mesmo fruto e n&o s6 em
frutos diferentes numa planta. Tecidos embriogénicos e maternos e embrides de um fruto
compartiiham gens em proporgdes diferentes (Queller 1983), ocorrendo conflitos de
interesses entre eles de acordo com a Teoria de Selecdo de Parentesco («kin selection»)
(Westoby & Rice 1982, Queller 1983).

Em D. pentaphylia, 91% dos 6vulos analisados apresentaram sinais de degeneragéo
devido ao acumulo de calose e 56% das sementes estavam abortadas logo no inicio do
desenvolvimento do fruto. Além disso, nos individuos estudados, todos os frutos produzidos
em dois anos foram abortados (tab. 1) e ndo foram observadas plantulas crescendo
préximas & «planta-méae». Tais resultados sdo muito semelhantes aos encontrados para
espécies cujas populagbes estéo em declinio, consideradas em risco de extingio (Wiens et
al. 1989, Yu et al. 2000). Segundo Wiens et al. (1989) a alta taxa de aborto de dvulos e as
anormalidades encontradas no desenvolvimento e na germinacdo das sementes de
Dedeckera eurekensis (Polygonaceae) seriam causadas pela carga segregacional de gens
letais na espécie. A teoria da presenca de gens letais ocasionando aborto pressupée que os
abortos ocorram ao acaso no ovario ou no fruto e que os embrides abortados sejam
intrinsicamente invidveis, ou seja, ndo retomem seu desenvolvimento se o embrido com
crescimento dominante no fruto for retirado experimentalmente. Pressupbe ainda a
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existéncia de depress&o endogémica e, portanto, de altos niveis de autopolinizacdo em
espécies obrigatoriamente xenégamas (Bawa et al. 1989).

Apesar da alta taxa de aborto em D. pentaphylla, ndo foram encontradas
anormalidades em determinado estadio da embriogénese (capitulo 3), como em Dedeckera
eurekensis (Wiens et al. 1989) e, portanto, ndo hé indicios histolégicos de que esteja
ocorrendo depresséo endogémica. Entretanto, ndo se pode descartar a possibilidade de que
gens letais n&o estejam acarretando aborto nesta espécie, embora tal hipétese seja bastante
controversa e discutida por varios autores (Bawa et al. 1989, Charlesworth 1989, Weins et al.
1989). Estudos genéticos e de embriologia experimental s8o necessérios para avaliar se tais
gens estariam atuando juntamente com a possibilidade de limitaco de recursos maternos
em D. pentaphylla.
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CAPITULO V: “BIOSSISTEMATICA DAS ESPECIES DE DAHLSTEDTIA MALME {LEGUMINOSAE,
PAPILIONOIDEAE, MILLETTIEAE)”

ResumMo

O género Dahistedia foi considerado monotipico por varios autores. Para se
compreender meihor a delimitagéo taxondmica e o processo reprodutivo de suas duas espécies
(D. pinnata e D. pentaphylia), estudou-se a distribuigio geografica, o periodo de floracéo e
frutificacGo e a possibilidade de fertilizacdo interespecifica. Foram realizadas, entdo,
observagbes no campo, visitas a herbarios e polinizagbes interespecificas. A germinacdo do
grdo de pdlen e o crescimento do tubo polinico foram observados em microscopia de
fluorescéncia e os eventos da fertiizagdo em microscopia foténica, por meio de secgbes
seriadas. As espécies ocorrem exclusivamente no Brasil, na Floresta Atlantica. D. pinnata é
encontrada nos Estados do RJ e de SP e D. pentaphylla nos de SP, PR e SC, ndo tendo sido
observada sobreposic@o geogréfica das espécies. Em SP as espécies estdo separadas por trés
limites geogréaficos principais: Planalto de Campos do Jorddo e Morros Cristalinos do Médio Vale
do Paraiba, Serra de Natividade-Quebra-Cangalha e Planalto do Juqueriqueré. 50% dos
representantes de D. pentaphylla encontram-se acima de 300m, enquanto que os de D. pinnata
encontram-se entre O a 200m. D. pentaphylla e Diferencas climaticas entre os estados, nas
altitudes dos locais de ocorréncia e a presenca de acidentes geograficos podem estar
associados a disjuncéo na distribuicdo geografica das espécies. Os acidentes geograficos do
Planalto Atlantico e a altitude teriam imposto um isolamento geografico para as duas espécies
no Estado de SP. A florag&o ocorre ao longo de todo ano e a frutificacdo entre setembro e
dezembro. A dispersao das espécies € provavelmente afetada pelo aborto de frutos e sementes
em larga escala. A germinagdo dos grios de pélen ocorreu normalmente nos cruzamentos.
Crescimento irregular do tubo polinico foi observado nos cruzamentos em que D. pentaphylia foi
a doadora de pélen. A fertilizagdo em D. pinnata foi evitada pela presenca de uma secrecdo
densa e em grande quantidade na micrépila, impedindo a penetracdo do tubo polinico. As
espécies, provavelmente, ndo trocam pélen na natureza e se trocassem nio haveria formacéo
de sementes. Apesar das semelhancas entre D. pinnata e D. pentaphylia em varios aspectos da
morfologia externa e interna, da ontogenia e dos mecanismos de polinizacdo, apresentando,
inclusive, o mesmo nimero cromossdmico, confirma-se, a posicdo taxondmica adotada por
Burkart, na qual o género Dahistedltia é constituido por D. pinnata e D. pentaphylia.

PALAVRAS-CHAVE: Leguminosae, Dahlstedlia, Biossistemética, Distribuicio geografica, Fluxo génico.
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INTRODUCAO

O género Dabhlistedtia Maime esta subordinado & familia Leguminosae, subfamilia
Papilionoideae, tribo Millettieae (Geesink 1984), sendo constituido por duas espécies: D.
pinnata (Benth.) Malme, espécie-tipo, e D. pentaphylla (Taub.) Burkart. As descricées das
espécies sdo confusas quanto & morfologia floral e ac material examinado (ver Malme 1905
e Burkart 1957). Como as espécies de Dahistedtia apresentam baixa producéo de frutos e
sementes, tais materiais raramente eram coletados e, portanto, ndo observados nas
exsicatas. Por este motivo, o género sé péde ser estabelecido em 1905, quando o fruto foi
encontrado em exsicatas do Museu Heichs de Histéria Natural de Estocolmo (Malme 1905),
embora Bentham, em 1862, ja apresentasse dlvidas quanto & espécie D. pinnata,
tratando-na como ?Camptosema ?pinnatum. Da mesma forma, D. pentaphylla, apesar de
descrita em 1889 (Taubert 1889) como Camptosema ?pentaphyilum, apenas foi incluida
em Dahistedtia em 1957 (Burkart 1857), ocasido em que Burkart pdde verificar a morfologia
do fruto. Apesar de terem sido encontradas caracteristicas distintivas entre as espécies de
Camptosema e as atualmente incluidas em Dabhlstedfia, o fruto indeiscente destas Gltimas
foi uma caracteristica essencial na delimitagdo dos géneros (Malme 1905). Mais
recentemente, Hutchinson (1964) e Geesink (1981), em trabalhos de revis&o de literatura,
ainda trataram Dahlistedtia como um género monotipico, citando apenas a espécie D.
pinnata.

As espécies s@o arbustivo-arbéreas e apresentam flores papilionadas, longo-
tubulosas e vistosas. A corola em D. pinnata é “pink” e em D. pentaphylla vermelha e
lenticelas conspicuas ocorrem nos ramos florais de D. pentaphylla (Teixeira & Gabrielli
2000).

Teixeira & Gabrielli (1996, 2000) estudaram a anatomia do eixo vegetativo e da folha
de ambas as espécies a fim de levantar caracteristicas que pudessem auxiliar a delimitacéo
dos téxons. A maioria das caracteristicas distintivas encontradas no eixo vegetativo é
quantitativa e, portanto, deve ser usada com cautela (Teixeira & Gabrielli 2000). A presenca
de cavidades secretoras na folha de D. pentfaphylla e a sua auséncia em D. pinnata e a
diferenca no local de origem destas cavidades no éapice caulinar das duas espécies
constituiram-se bons caracteres na distincdo das espécies. Entretanto, desde o seu

estabelecimento por Malme em 1905, nenhuma revisédo para Dahlisfedtia foi encontrada,
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apesar do género ter sido transferido para Tephrosieae (Geesink 1981) e, apds, para
Milletticae (Geesink 1984).

A ocorréncia de ambas as espécies foi registrada apenas para o Brasil, em regides
de Floresta Atlantica, sem serem levantadas as localidades. Dados iniciais de fitossociologia
coletados na Floresta Atlantica em Picinguaba e Ubatuba, no Estado de Sao Paulo, revelaram
baixa densidade de individuos de D. pinnata, sugerindo uma tendéncia & raridade para a
espécie (Takahasi 1997, comunicacéo pessoal).

O presente trabalho tem por objetivos levantar a distribuicdo geografica das
espécies de Dahistedtia, os periodos de floragéo e frutificacdo e verificar a possibilidade de
fertilizac@o interespecifica, a fim de relacionar seus efeitos no processo reprodutivo das
espécies e, juntamente aos resultados de morfologia externa e interna, esclarecer melhor a
delimitaco entre elas. Assim, foram elaboradas as seguintes questes: As espécies
ocorrem nas mesmas localidades? Se ndo, ha algum (s) fator (es) favorecendo a
disjunc&o? Ha sobreposicéo na floracéo e frutificagéo? As espécies poderiam trocar pélen
em populagdes naturais? Os grios de pélen sio capazes de germinar no estigma e
fertilizar os évulos?

MATERIAIS E METODOS

O material de Dahlistedtia pinnata foi coletado de dois individuos cultivados no
Complexo Boténico Monjolinho, IAC, Campinas, SP e de sete que ocorrem naturalmente no
Parque Estadual da Serra do Mar em Picinguaba, Ubatuba e Caraguatatuba, SP. O
material de Dahistedtia pentaphylla foi coletado de quatro individuos cultivados no CATI,
Campinas, SP e de cinco que ocorrem naturalmente em Intervales, SP e na Serra da
Graciosa, Curitiba, PR. O material testemunha utilizado no laboratério esta depositado no
herbério UEC (Universidade Estadual de Campinas, Campinas, SP) sob os niimeros 300,
17936, 28637, 28746, 109265, 109266, 109267, 109535, 109536.

A distribuicgo das espécies foi registrada a partir da visita aos principais herbarios das
regides sudeste e sul: UEC (Herbério da Universidade Estadual de Campinas), RB (Herbério do
Jardim Boténico do Rio de Janeiro), R (Herbario do Museu Nacional do Rio de Janeiro), HB
(Herbarium Bradeanum), MBM (Herbéario do Museu Boténico Municipal de Curitiba), UPCB
(Herbario da Universidade Federal do Parand), SP (instituto de Boténica de Sao Paulo), SPSF
(Instituto Florestal de S&o Paulo). Dados de etiqueta foram anctados.
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As coordenadas geograficas das localidades de ocoméncia das espécies foram
levantadas para a elaboracéo de um mapa de distribuicio geografica no programa VersaMap
2.07. As altitudes destas localidades foram representadas em box-plot, para cada espécie, no
programa Systat 5.

As informacg8es encontradas nas etiquetas de exsicatas dos herbérios também foram
utilizadas para o registro dos periodos de floracZo e de frutificacéo das espécies.

A germinac@o do grao de pdlen no estigma, o crescimento do tubo polinico e os
eventos de fertilizacdo foram estudados através de polinizacbes controladas
interespecificas. Os cruzamentos foram efetuados com as flores em antese, apoiadas em
Agar (as flores n&0o permanecem na planta apds serem manuseadas). O nimero de flores
por tratamento seguiu as recomendacgdes de Radford et al. (1974). Os pistilos foram fixados
em FAA 50 (Johansen 1940) e em soluc@o de Karnovsky (Karnovsky 1965) 6, 12, 24, 48,
72, 96, 120 e 144h apds os cruzamentos. Para observacdoc em microscopia de
fluorescéncia, os pistilos foram clarificados em NaOH e corados com Azul de Anilina (Martin
1959). Para observagéo em microscopia fotdnica, ldminas permanentes foram obtidas apés
desidratacio gradual do material em alcool butilico terciério, inclusdo em paraplast (Prakash
1986), seccionamento seriado longitudinal (5 a 8um), coloragdo com Safranina e Fast
Green e montagem em resina sintética Epoxi (Gerlach 1969).

A relacdo da ocorréncia das espécies com suas varidveis geogréficas (latitude,
longitude e altitude) foi analisada por regresséo logistica (Hosmer & Lemeshow 1988), no
programa Systat 9, utilizando como observacdo cada localidade de ocorréncia. Como néo
houve sobreposicdo das espécies em uma mesma localidade, os dados de presenca e
auséncia para estas s8o complementares, fornecendo a mesma informac&o. Desta forma,
a regressao logistica foi realizada com os dados de presenca e auséncia de uma das
espécies (variavel dependente), escolhida de forma arbitraria, D. pentaphylla, contra os
dados geogréficos (variaveis independentes).

RESULTADOS

DiSTRIBUICAC GEOGRAFICA -

As espécies, segundo observacSes de campo, informacdes das etiquetas de exsicatas
dos herbérios e da literatura, ocorrem exclusivamente no Brasil, em areas de Floresta Atlantica
do Planalto Atiantico e da Planicie Costeira. Dahistedtia pinnata pode ser encontrada nos

107



Capitulo V: Biossisteméatica das espécies de Dahistedtia

Estados do Rio de Janeiro e de S&o Paulo e D. pentaphylia nos Estados de S&o Paulo, Parana
e Santa Catarina, ndo tendo sido observada sobreposicio geogréfica das espécies (fig. 1).
Apenas no Estado de S&o Paulo hé registros de ocorréncia das duas espécies (fig. 2), sendo
encontrados trés limites para a disjuncéo:
1. entre as cidades de Queluz (D. pinnata) e Monteiro Lobato (D. pentaphylla): separadas
pelo Planalto de Campos do Jordéo e pelos Morros Cristalinos do Médio Vale do Paraiba;
2. entre as cidades de Caraguatatuba (D. pinnafa) e Salesépolis (D. pentaphvila):
separadas pela Serra de Naﬁvidadé—Quebra-Cangalha, do Planalto do Paraitinga;
3. entre as cidades de Boicucanga (D. pinnata) e Santos (D. pentaphylla): separadas pelo
Planalto do Jugueriqueré.
Os individuos de D. pinnata ocorrem em altitudes que variam de 2,32m (municipio do
Rio de Janeiro, RJ) a 871,78m (Teresépolis, RJ). Os individuos de D. pentaphylia ocorrem em
altitudes que variam de 1,64m (ltgjai, SC) a 1053m (Rio Branco do Sul, PR) (fig. 3). Dahistedtia
pentaphylla apresenta representantes em altitudes maiores que os de D. pinnata, sendo
que 50% encontram-se acima de 300m, enquanto que os de D. pinnata encontram-se entre
0 a 200m. A mediana de D. pentaphylla é maior. O intervalo de confianca da mediana das
duas espécies nao se sobrepde (fig. 3).
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Figura 3. Distribuicgo das duas espécies de Dahlstedtia por altitude (para D. pinnata N=15
e para D. pentaphylla N=43). O retangulo delimita 50% do nimero de observagdes e o
traco central representa a mediana. As barras indicam a amplitude total da distribuicéo.
O estreitamento nos reténgulos representa o intervalo de confianca da mediana ao
nivel de 95%.
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A andlise de regressdo logistica mostrou que a presenca de D. penfaphylla (ou
auséncia de D. pinnata) esta diretamente relacionada a latitude e altitude de ocorréncia (tab. 1).
A longitude de ocorréncia, quando adicionada ao modelo, resuttou na imprecisdo dos
coeficientes parciais da regressao logisitica (aumento do erro padréo), provavelmente devido a
sua alta correlacéo a latitude (r=0,842) (Zar 1996). Assim, quando inciuida, em conjuntc ou
como Unica variavel independente, sua contribuicdo e as das demais varidveis ndo foram
significativas no modelo.

A altitude de ocorréncia das espécies néo foi significativa guando analisada como Unica
variavel independente; porém, o modelo incluindo a altitude e latitude ajustou-se melhor que o
modelo incluindo apenas a latitude (G = 24,026; p<0,0001; g.l. (%) = 2) (Hosmer & Lemeshow
1989). Tais resuliados apontam que latitude e altitude, em conjunto, foram importantes para
explicar a distribuicio das espécies de Dahlstedtia, apesar da contribuicéo parcial da altitude ter
sido baixa (“odds ratio” = 1,008; tab. 1).

Tabela 1. Regresséo logistica de presenca de D. penfaphylla (ou auséncia de D. pinnata)
(variavel resposta) e de latitude e altitude de ocorréncia (variaveis independentes). N =
57 localidades.

«0Odds ratio» e intervalo
Paréametro \{alor Erro £ p de confianga (95%)
estimado padrao

«ratio» inferior superior
Constante -115568 37,326 -3,096 0,002

Latitude 4,861 1,570 3,096 0,002 129,177 5,953 2803,288
Altitude 0,006 0,002 2,571 0,010 1,006 1,001 1,011

*Log Likelihood = -10,565; G = 44,573; p=0,000; g.I. =2
*McFadden's Rho-quadrado = 0,678
*Decis de risco:
Hosmer-Lemeshow = 5,347; p=0,618;g.l. =7
Pearson = 35,542, p = 0,975; g.. = 54
Deviance = 21,129; p = 1,000; gl. = 54

Os individuos das duas espécies estdo presentes em ambientes bastante Umidos,
sombreados, em interior de mata ou préximo aos costdes rochosos. A informacdo de que
provaveimente séo espécies raras deve-se a problemas de esforgo de coleta e diametro a
altura do peito (DAP) pequenc em relagdo ao estimado para estudos fitossociolégicos.
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OBSERVAGOES DE FLORAGAO E FRUTIFICAGAO -

A florac&o das espécies ocorre durante o ano todo, embora os individuos néo florescam
todos ao mesmo tempo e, assim, segundo Gentry (1974), poderia ser classificada como
“comucépia’. Ja plantas em frutificagio foram raramente encontradas num periodo de seis
anos de observagdes (1993-1995 e 1996-2000), o que estaria indicando que a frutificacéo é
supra-anual.

As espécies de Dahistedtia apresentam grande capacidade de rebrota e florescem com
cerca de 2m de altura, ocasifo em que perdem parte das folhas. Os individuos encontrados no
interior da mata apresentam periodo de floracéo mais curto em relaggo aos de borda de mata

ou préximos aos costbes. Informacdes de floragéo e frutificacio levantadas nas etiquetas de
exsicatas dos herbérios estio representadas na tab. 2.

Tabela 2. Dados mensais de floracdo e frutificacio das espécies de Dahistedtia em seus
locais de ocorréncia: Rio de Janeiro, Sd0 Paulo, Parana e Santa Catarina.

Més Floragdo Frutificacio

D. pinnata | D. pentaphylla | D. pinnata | D, pentaphyiia
Jan RJ SP-PR PR
Fev RJ-SP SP-PR SP
Mar RJ-SP RJ-SP-SC RJ
Abr RJ-SP SP-PR
Mai SP-PR SP-PR
Jun RJ SPsC |
Jul SP-PR
Ago SP SP-PR-SC PR
Set SP-PR-SC SP SP-PR-SC
Out RJ-SP SP-PR-SC SP
Nov RJ-SP SP-PR RJ
Dez RJ-SP SP-PR-SC SP PR

GERMINAGAO DO GRAO DE POLEN E CRESCIMENTO DO TUBO POLINICO -
D. pentaphylla x D. pinnata (doadora de pbien). os grios de pdlen germinam no

estigma e no estilete ap6s 6h; os tubos polinicos atingem a placenta apés 24h, mas néo
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fecundam os 6vulos; ndo ha formacéo de “plugs” dilatados e nem a espessura dos tubos é
irregular, apos 48h os tubos foram observados na micrépila do primeiro e do terceiro évulos
(figs. 4A-D).

D. pinnata x D. pentaphylla (doadora de pélen): os gréos de pdlen germinam apés 12h;
ap6s 24h séo vistos tubos polinicos com “plugs” dilatados no estilete e chegando a placenta; os
tubos apresentam crescimento regular e irregular, variando quanto & espessura; apés 48h
alguns tubos atingem as micrépilas dos 6vulos. Muitos tubos ndo conseguem penetrar o 6vulo,

realizando um frajeto ermrético entre eles e, apds 72h, os dbvulos ja estdo degenerados
(figs. 5A-D).

EVENTOS DE FERTILIZAGAO -

O tubo polinico penetra no dvulo pela micrépila, atinge o cone do tegumento interno
e, logo apés, o saco embrionério.

Apenas um ovulo em cada ovério foi fertiizado. A fertilizacdo foi observada 48h
apbs a polinizacéo, pela presenca de nicleos do endosperma em divis&o. A auséncia de
fertilizacdo pode ser deduzida pela presenca das duas sinérgides e organizacéo do saco
embrionario. A maioria dos odvulos apresenta sinais de degeneracdo apds 48h,
caracterizados principalmente pelo espessamento das paredes periclinais externas das
células nucelares e pela compressdo do tegumento interno. O saco embrionario (n&o
fecundado) colapsa 96h apés a polinizacéo.

No cruzamento em que D. pinnata recebeu pdlen de D. pentaphylla, uma célula mée
do embrigo foi observada em local atipico na regido micropilar do saco embrionario, apés
96h de tratamento. Em todos os évulos analisados deste tratamento observou-se que uma

secrecdo densa, aparentemente mucilaginosa e em grande quantidade ocupava todo o
canal micropilar (fig. 6).

A listagem do material de herbario consultado esta apresentada a seguir.
Dahlstedtia pinnata (Benth.) Malme

Brasil: S30 Paulo — Biritiba Mirim, Estacfo Bioldgica de Boracéia, 23°28-23°49° §, 45°52'-45°63 W,
03/171984, A. Custédio Fo. 2240, flor rosa (SP 197403); Biritiba Mirim, Estacéo Biolégica de Boracéia,
23°38'-23°3Q S, 45°52'45°53' W, 29/1X/1983, A. Custddio Fo. 1583, fruto (SP 184773); Biritiba Mirim,
Estacdo Biologica de Boracéia, 23°38-23°39 8, 45°52'-45°53' W, 30/11/1883, A. Custédio Fo. 2128, flor
rosa (SP 195525); Biritba Mirim, Estaciio Biolégica de Boracéia, 23°38-23°39" §, 45°52’-45°53' W,
28/X11/1983, A Custddio Fo. & T. M. Cerati 1258, flores maravilha (SP 192401); Campinas, s/ data, J.
Santoro, flor e fruto (SP 69587); Caraguatatuba, condominio “Park Imperial”’, 05/1/1993, S. Buzato & M.
Sazima (28007), flor rosa (UEC 59622), Guarulhos, Pesqueiro Ponte Preta, interior da mata, 26/X11/1996,
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J. A Pastore & L. Marino 732, fruto verde (SPSF 21095); Iguapé, Morro das Pedras, XIl/21, A. C. Brade
8204, flor (R 22539); Queluz, beira do rio das Cruzes, 22°27°20"S, 44°46'54”, 07/V/1995, J. L. A. Moreira
42 & R. Belinello, flor rosa (UEC 73684, 88231); S0 Paulo, Horto Florestal, XIl/1955, M. Koscinski 203,
flor (SP 31253); S&o José do Barreiro, 30/X1/1999, L. Freitas 786, flor (UEC 108537); Sao Sebastido,
27/Xi11972, J. Mattos 15665 & N. Mattos, flor (SP 129974); S&o Sebastido, Boigucanga, Serra do Mar,
23171983, J. R. Pirani & O Yano 749, flor (SP 192308); S&o0 Sebastiso, estrada para o lado oriental de
liha Bela, 10/XI/1990, L. P. Queiroz ef al. 2767, flor rosa-coral (MBM 158668); Sao Sebastido, estrada
Rio-Santos a 15 km da cidade no sentido Bertioga, 06/X/1978, G. Shepherd, L. K Gouves, J. Y.
Tamashiro & A. F. Silva 10450, flor lilds (UEC 7884); Serra da Bocaina, Fazenda do Bonito, /25, A. Lutz
& B. Lutz 1731, flor (R 1506); Ubatuba, 11/X/1937, R. D. Gongalves (SP 38756); Ubatuba, em frente 3
Praia Dura, a 1 km do rio Escuro, 07/XI/1961, J. Fontella 103 & C. Moura, flor vermelha (SP 65363);
Ubatuba, Estaggo Experimental do Instituto Agrondmico, beira da mata, 09/X1/19786, P. E. Gibbs, H. F.
Leitéao Fo., L. S. Kinoshita & J. B. de Andrade (3490), flor rosada (UEC 7888, Ubatuba, Fazenda
Capricomia, Skm N BR 101, 27/Xll/e3, B. B. Kiitgaard ef al,, flor pink (RB 306298); Ubatuba, Reserva
Bioldgica do Instituto Florestal, 25/X/1979, W. Mantovani 167, flor lilas (SP 162741); Ubatuba, trilha do
Corisco, 23°20°S, 44°48'W, 10/X1/1983, M. T. Z. Toniato ef al. (30151), flor rosa (UEC 68348).

Rio de Janeiro — Barra Mansa, SP 84, estrada Nova Barra Mansa — Bananal, s/ data, O. Yano 1320, flor
e fruto (SP 155093); Campo Grande, Serra da Mendanha, 13//50, L. E. Mello Fo. 1011, flor (R 50580);
Campo Grande, Serra da Mendanha, 04/IV/78, G. Martinelli 4173, fruto (RB 196662); Ibiapus, Xi/21, G.
Setslt, flor (RB 233); Magé, Centro de Primatologia, margens do Rio Paraiso, 06/XII/1 S84, G. martinelli
10589, S. pessoa, A. Santos & D. Costa, flor résea (MBM 106645); Magé, Serra da Estrela, 04/IV/89, L.
C. Giordano 614 et al, flor (RB 280465); Petropolis, /117, C. Diogo 901, flor (R 64707);, Petrdpoiis,
Independéncia, 15/XI/32, E. Viana, flor (RB 610033); Rio Bonito, Bracans, Fazenda das Cachoeiras,
27/XU72, P. Laclette 205, flor (R 137826); Rio Bonito, Bracans, Fazenda das Cachoeiras, 26/X/75, P,
Laclette 265, flor (R 131988); Rio de Janeiro, Alto da Boa Vista, 25/11/67, D. Sucre 1948, flor (RB 137380y,
Rio de Janeiro, Alto da Boa Vista, 25/XI/67, D. Sucre 1946, flor (HB 49158); Rio de Janeiro, Bico do
Papagaio, 16/lli72, J. Aimeida & R. Laroche 1371, flor (RB 156518); Rio de Janeiro, Estrada da Vista
Chinesa, 23/1/68, D. Sucre 2142, flor (RB 138088); Rio de Janeiro, Estrada da Vista Chinesa, 03/il/60, H.
F. Martins, flor (RB 170073); Rio de Janeiro, Jacarepagua, Floresta de Covanco, 10/X1/46, J. N. Vieira,
flor (RB 57826), Rio de Janeiro, Jardim Boténico, /1924, D. Castanheiro, fruto (RB 19113); Rio de
Janeiro, Parque Nacional do Hatiaia, caminho para o pico da Tijuca, 06/11/46, Altamiro ef al. 25, flor (RB
55784), Rio de Janeiro, Parque Nacional do itatiaia, lote Hansen, 10MII/40, W. D. de Barros 18, flor (RB
45682); Rio de Janeiro, Tijuca, floresta da Tijuca, 19/X11/1868, A. Burkart, flor (R 8633); Rio de Janeiro,
Tijuca, 111917, F. C. Hoehne 119, flor (SP 24818); Rio de Janeiro, Tijuca, 26/l/26, pessoal do Horto
Florestal, flor (RB 61034); Rio de Janeiro, Tijuca, Parque nacional da Tijuca, Camorim, 19/XI/33, Freire
et al. flor (R 67599); Rio de Janeiro, Serra Carioca, Reserva Florestal do Instituto de Conservacio da
Natureza, caminho para a gruta Geonoma, 05/1l/71, M. C. Valente et a/, flor (RB 148675); Rio de Janeiro,
Serra do Anadarai, 19/XIl/46, L. E. de Mello Fo. 533, flor (R 47631); Rio de Janeiro, Serra da Estrela,
2411117, C. Diogo, flor (R 84706); Rio de Janeiro, Serra da Estrela, 25/X/88, R. Marquete 157 et al., flor
(RB 278007); Rio de Janeiro, Serra do ltatiaia, 04/V1/1913, F. Tamandaré & A. C. Brade 6405, flor rosea
(SP 7068); Rio de Janeiro, Serra do latiaia, Monte Serrat, 21/1/29, C. Porto 1881, flor (RB 674); Rio de
Janeiro, Serra dos Orgdos, entre o Garrafio e o Ventania, 13//1883, s/col., flor (R 89092); Rio de
Janeiro, Serra dos Orgdos, 12/XII/1891, E. Ule 2378, flor (R 60416); Teresopolis, estrada Teresdpolis-
Friburgo, Sitio Sumaré I, 01/1i/89, P. |. 8. Braga 1536, fruto (RB 163629).

D. pentaphylia (Taub.) Burkart

Brasil: S&o Paulo — Aruj, vertentes do Arujg, 12/VI/1981, A. Custddio Fo. 649, flor vermelha (8P
185037); Bom Sucesso, capoeira, 21/X/1968, J. Mattos 14075, flor avermelhada (SP 102557); Campinas,
Centro Experimental Campinas, Monjolinho, 20/VII/1985, E. R. F. Martins (17936), flor arroxeada (UEC
45300); Campinas, Fazenda Santa Elisa, Monjolinho, 01/V/1993, S. P. Teixeira (28637), material estéril
(UEC 89076), Campinas, Fazenda Santa Elisa, Monjolinho, 08/XI/1983, M. Del' Arco (15088), flor
vermelha (UEC 33741); Cananéia, liha da Casca, 15/1Il/11976, M. C. Marino, flor vermelha (SP 137781);
Cananéia, lha da Casca, préximo ao ancoradouro, face sul da ilha, IX/1976, M. Sakane 564, flor
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vermelho clara (SP 165480}, Cananéia, liha do Cardoso, 09/X/1980, F. Barros 494, flor corola vermelha e
célice verde avermelhado (UEC 32232); Cananéia, llha do Cardoso, Centro de pesquisas, 10/XI/1977, D.
A De Grande & E. A Lopes 17, flor vermelho vive (UEC 7883); Cubatéo, Serra do Moji, beira de um
riacho, érea atingida pelos poluentes, 13/X11/1988, M. Kirizawa & E. A. Lopes 2125, flor pink (SP 226942);
Eldorado, Parque Estadual de Jacupiranga, arredores da Caverna do Diabo, tritha para a cachoeira da
Tapagem, beira do rio, 17/V/1994, . Cordeiro & M. A. B. Barros 1408, fruto imaturo verde (UEC 85232);
Eidorado, Parque Estadual de Jacupiranga, Nucleo da Caverna do Diabo, tritha do rolado, interior da
mata, 14/V/1996, J. A Pastore & F. A R. D. P. Arzolla 710, bot&o floral vermelho (SPSF 20405);
Eidorado, Parque Estadual Jacupiranga, Caverna do Diabo, 09/1/11995, L. Sakai ef al (32707), flor
vermelha (UEC 72518); Igaratd, Fazenda do sr. Barbosa, madeira 107, 03VIIl/1948, M. Kuhimann 1945,
flor (SP 66052); iguape, Estagéio Ecolégica da Juréia, margem esquerda do Rio Verde, 12/1/1985, N. S.
Figueiredo & U. S. Dias 16758, (UEC 45474), lguape, Estacdio Ecolégica da Juréia, no meio da
cachoeira, 17/XI/1982, N. S. Figueiredo & R. R. Rodrigues 14713, flor vermelha (UEC 31537), Arujé,
vertentes do Aruja, 12/Vil/1981, A Custédio Fo. 629, flor vermelha (SP 185027); lha do Cardoso
14/X11/1984, H. F. Leitéo Fo. ef al. 10804, flor vermelha (UEC 7881); liha do Cardoso, mata, 1141877, G.
J. Shepherd & D. M. Vital 11218, flor vermelha (UEC 24743); llha do Cardoso, préximo & liha de
Cananéia, mata préxima & base cientifica, 05/\VII/1977, P. E. Gibbs & H. F. Leitdo Fo. 5631, flor vermetho
vivo (UEC 7887), lporanga, Parque Estadual Turistico do Alto Ribeira, NGcleo Santana, trilha do
camping, 15/V/1996, G. A D. C. Franco & F. A. R. D. P. Arzolla 1412, botdo vermelho (SPSF 20357);
itapevi, Km 36 da Rodovia Castelo Branco, 14/IV/1977, M. Sakane 532, flor vermelho clara (MBM 56734);
Joandpolis, estrada Cachoeira dos Pretos-S. Francisco Xavier, 16/VIil/1994, J. Y Tamashiro 503 ef al.,
fior vermetha (UEC 67315); Joanbpolis, estrada Cachoeira dos Pretos-S. Francisco Xavier, 16/VIII/1994,
J. Y Tamashiro 503 ef &/, flor vermelha (SPSF 18478); Miracatuy, Sitio rapud, BR116, km 343,5, s/ data,
P. Martuscelli 164, flor com calice verde e corola vermelha, estilete amarelo (SP 205350); Mogi das
Cruzes, 18/IV/1921, A. Gerht, flor vermelha (SP 5503); Mogi das Cruzes, Fazenda do Paratai, 17/1/1841,
N. V. Guaximbu 5181, flor rosea (SP 44963); Monteirc Lobato, km 119 da estrada S. José-Monteiro
Lobato, 22/X/1988, flor vermelha (SP 254800); Monteiro Lobato, km 121 da estrada Monteiro Lobato-
Campos do Jorddo, 29/IX/1976, P. H. Davis et al. 2934, flor vermelha (UEC 7885), Paiol do Meio,
13/%X/1940, F. C. Hoehne, flor vermelha (SP 44422); Paiol do Meio, 15/X/1840, A. Gerht 44422, fior
vermelha e fruto (SP 303999); Paranapiacaba, Serra de Paranapiacaba, cachoeira atrds do pouso,
21111991, S. Ferreira, flor vermelha (SP 256572); Piracicaba, Parque Esalg/USP, 0111983, K D.

Barreto ef al., flor vermetha (UEC 88470), Piracicaba, Parque Esalg/USP, 17/V/1994, N. M. ivanauskas
83, flor vermelha e alaranjada e fruto verde, (UEC 89491); Piracicaba, Parque Esalq/USP, 20/1X/1991,

planta n°114, érea 09, R. B. Martins, flor (UEC 89593); Ribeir&o Grande, Fazenda Intervales, margem da
estrada entre a base S. Pedro e Lim&o, 04/VII/1994, flor rosa forte (UEC 79285); Rodovia Juguié-
Piedade, 29/X/1977, P. E. Gibbs ef al. 6664, flor carmim (MBM 56730); Rodovia Juquia-Piedade, beira
da estrada, campo brejoso, 29/IX/1977, P. E. Gibbs, N. D. da Cruz, G. M. Felippe & W. M. Ferreira
(6664), flor e fruto (UEC 7882); Rodovia Juquié-Piedade, beira da estrada, campo brejoso, 29/IX/1977, P.

E. Gibbs ef al. 6664, flor carmim e fruto (SP 1530786); Santo André, Reserva Biologica de Paranapiacaba,

16/XI1/91, S. J. G. Silva ef al. 282, flor résea (RB 315842); S&o José dos Campos, perio de Monteiro

Lobato, rodovia S. J. dos Campos-Campos do Jordao, 25/VIlI/1967, J. Mattos 15057 & N. Mattos, flor
vermelha (SP 156037); S. José dos Campos, perto de Monteiro Lobato, rodovia S. J. dos Campos-

Campos do Jord&o, 25/VII/1967, J. Mattos 15057 & N. Mattos, flor vermelha (SP 101858); Salesépolis,

Boracéia, 28/111949, E. Kuehn & M. Kuhimann 1766, flor (SP 58270); Santa Branca, Fazenda

Gomeitinga, mata, 30/VI/1988, s/ coletor, flor vermelha (SP 254805); Santa Isabel, 14/V1i/1938, M.

Kulhmann, flor (8P 35811); S&o Paulo, cultivada, 14/X1/1933, V. Cameiro, flor (8P 31185); 8o Paulo,

Horto Florestal, s/ data, M. E. Koscinski 353, flor e fruto (SP 44414); Sdo Vicente, morro do Japui,

3011991, F. S. Santos, material estéril (UEC 68729).

Parand — Antonina, 14/X1l/1871, Schwacke 2650, flor (RB 38064), Antonina, Bairro Alto, s/ col,
20/VI1972, flor vermelha (MBM 23096); Antonina, Pinheirinho, G. Hatschbach, flor vermelha (MBM
88524); Antonina, Reserva Bioldgica de Sapitanduva, 07/Xl/1986, A. C. Cervi 2398 et al., flor vermelho-
vivo (UPCB 23079); Antonina, Reserva Biologica de Sapitanduva, 14/1X/1987, A. C. Cervi 2458 et al, flor
vermelha (UPCB 22666), Antonina, Serrinha, 29/VIIl/1972, G. Hatschbach 30276, fruto (MBM 24756);
Bocailiva do Sul, Sesmaria, Rio Capivari, 24/1i/1970, G. Hatschbach 24043, flor vermelha (MBM 16180,
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Campo Grande do Sul, Sitic do Belizario, 06/X/1967, G. Hatschbach 17344, flor vermelha (MBM 4548,
UPCB 6792), Campo Grande do Sul, Sitio do Belizério, 07/1X/1996, J. M. Silva ef al. 1717, fruto verde
(MBM 203252); Cérro Azul, 17/VII/1966, J. Lindeman & H. Haas 2358, flor {MBM 3238); Cérro Azul, Rio
Ribeira, barra do Rio Canha, 08/XIl/[1994, G. Hatschbach 61466 & J. M. Silva, flor (MBM 179861);
Gueraquegaba, mata Guaraquegaba, estrada para a cachoeira do Morato, 19/l/1988, M. L. Sskiama ef
al., flor vermelha (UEC 52206); Guaraquecaba, face NO e SO do momo do Rio das Pacas, 25°25' S e
48°18 W, 20/1/1983, J. Prado 440 ef al, flor vermelha e fruto imaturo (MBM 159793); Guaraquecaba,
itaqui, 15/XI/11983, R. X. Lima 125, flor vermelha (UPCB 24587), Guaraguecaba, Morro do Quitumbé ou
do Costdo, 25°17° S e 48°20' W, 28/X/1994, S. F. Athayde 122 et al, flor vermelha (UPCB 28488);
Guaraquegaba, Rio do Cedro, 14/XIl/1967, G. Hatschbach 18132, fruto verde (MBM 4547, 4159);
Guaraquecaba, Tagacaba-de-Cima, 192{/1995, R. X Lima 180, flor vermelha (UPCB 24620
Guaratuba, estrada Guaratuba-Guaruva, 1 Km W de barra do Sai, 18//11986, A. Krapovickas & C. L.
Cristébal 40332, flor vermelha (MBM 110433); Guaratuba, morro na entrada da Baia, 0771, P. 1 8.
Braga 2311 & Marilene, flor (RB 160900); Guaratuba, Rio da Aberta, G. Hatschbach 29341 & O.
Guimaré&es, flor vermelha (MBM 21871); Guaruva, estrada para Guaratuba, 06/i/1857, G. Hatschbach
3600, flor vermelha (MBM 50512); liha de Currais (ilha maior), 04/11/1997, C. Jaster, flor vermelha (UPCB
29624), Ipiranga, floresta Ipiranga, 15/1/04, P. Dusén 3787, flor (R 68278); Ipiranga, Serra do Mar, 11/04,
P. Dusén 3787, flor e fruto (R 68281); Matinhos, lha do Farol, 01/11/1 974, R. Kummrow 284, flor vermelha
(MBM 31511); Matinhos, ltha do Farol, 20///1985, M. T. Shirata 155 & J. A Cunhg, flor alaranjada (UPCB
19745), Matinhos, liha do Farol, 10/XI/1985, M. T. Shirata 253 ef al, flor laranja (UPCB 19792);
Matinhos, llha do Farol, 12/IV/1986, S. M. Silva, flor vermelha (UPCB 19752); Morretes, Col. Floresta,
08/1/1986, R. Kummrow 2723 ef al., flor vermelha (MBM 107179); Morretes, Estacdo Marumbi, Rio
Taquaral, 28/IV/1948, G. Hatschbach 298, flor vermelha (SP 84404, MBM 50511); Morretes, Parque
Estacdo Marumbi, ca. 800m da estagZo ferrovidria, 30/X/1984, F. C. da Silva, material estéril (UPCB
13091); Morretes, estrada da Graciosa, Curva Grande, 09/V/1986, Cervi & Acra 2382, flor résea (UPCB
13498); Morretes, estrada da Graciosa, Grota Funda, 20/X/1977, G. Hatschbach 40005 & L. Landrum,

flor vermelha (MBM 57753), Morretes, Prainhas, 04///1966, G. Hatschbach 13413 ef al., flor vermelha
(MBM 8218), Morretes, Rio Bromado, 05/1/1983, G. Hatschbach 46102, H. C. Lima & S. Mayo, flor
vermelha (MBM 82705, RB 229260); Morretes, Rio Bromado, 28/X11/1977, G. Hatschbach 40647 & R.

Kummrow, flor vermelha (MBM 57754); Morretes, Rio dos Padres, 03/VIII/1995, J. M. Silva 1491 & E. P.

Santos, fruto (MBM 182636); Morretes, Rio Sagrado de Cima, 08/VII/1968, G. Hatschbach 19580, fior
vermelha (MBM 8218), Morretes, Véu de Noiva, 30/V/1985, P. 1. Oliveira 916 & J. Cordeiro, flor vermelha
(MBM 103574); Morretes, Zoador, 07/XI/1979, G. Hatschbach 42612, flor vermelha (MBM 79824);

Paranagud, liha das Cobras, 10/XI/1986, S. M. Silva 931 & W. S. Souza, flor vermelha (UPCBE 19844);

Paranagus, llha do Mel, Morro do Joaquim, 10/11/1985, R. M. Britez & S. M. Silva, flor vermelha (UPCB

19841); Paranagud, liha do Mel, 08/X1/1986, R. M. Britez 1089 & S. M. Silva 910, flor vermelha (UPCB

15054), Paranagud, llha do Mel, 05/X1l/19886, E. B. Schwarz 127 et &/, flor vermelha {(UPCB 24988);

Paranagud, llha do Mel, R. M. Britez 1088 & S. M. Silva 910, flor vermelha (MBM 116564); Paranagua,

Rio Cambard, 28/V/1968, G. Hatschbach 19253, fruto (MBM 7184); Pinh&o, Reserva Rio dos Touros,

25/X/1991, F. Bonato & H. R. S. Abréo 12, flor roxa (MBM 156091); Piraquara, Roga Nova, 04/X1/1982, R.

Kummrow 2068, flor vermelha (MBM 78314); Piraquara, Roga Nova, 21/V/1974, G. Hatschbach 34439 &

R. Kummrow, flor vermelha (MBM 31516); Porto Vitdria, Prainha, 08/X1i/1 971, G. Hatschbach 28421, flor

purpirea (MBM 19841); Quatro Barras, Rio do Corvo, 12/1V/1988, J. M. Silva 488 & J. Cordeiro, fior

(MBM 121132, SPSF 12492); Rio Branco do Sul, Ribeirinha, 07AV/1968, G. Hatschbach 19193, flor

vermelha (MBM 7185); Serra da Graciosa, 17/IV/1996, S. F. B. Luz, flor vermelha (UPCB 28450); Serra

da Graciosa, 30/X1/1982, A. C. Cervi 2095 & Javier Casas, flor (UPCB 12803).

Santa Catarina — Blumenau, Ponte do Salto, 14/IX/50, J. G. Kuhimann, flor (RB 72795); Enseada de
Brito, VIIl/46, B. Carris, flor (RB 57454); Floriandpolis, Morro do Rio Vermelho, 19/X11/1968, Kiein &
Bresolin 8058, flor vermelha (MBM 131530); Itajal, Brago Joaquim, Luis Alves, 22/111/1956, Reitz & Klein
2878, flor (MBM 3030); ltajai, Brago Joaquim, Luis Alves, 21/VI/1956, Reitz & Klein 3364, flor (HB 43886);
ltapaca, 05/1X/1897, Schwacke, fruto (RB 380865); ltapiranga, 27°10°S — 53°45'W, 18/X/64, L. B. Smith &
Pe. R Reitz 12684, flor (R 161514).
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DiscussAo

O fato de Dahlstedtia ser um género exclusivamente brasileiro néo € excepcional, se
for considerada a representatividade da familia Leguminosae na América do Sul. Apesar da
familia Leguminosae ser cosmopolita € com poucos géneros endémicos, estes ocorrem na
América Latina, como por exemplo o grupo Myroxylon e os representantes da tribo
Swartzieae (Raven & Polhill 1981). Segundo estes mesmos autores, a familia esta
pobremente representada na Asia, sugerindo que no Tercidrio, seus representantes teriam
se desenvolvido na Africa, Madagascar e na América Latina, dispersando melhor nestas
areas. Entre a Africa e a Eurasia existiiam barreiras geogréfica (4gua) no Paleoceno,
ecdlogica no Eoceno e climatica no Plioceno (Raven & Polhill 1981).

Dahistedtia pentaphylla e D. pinnata enquadram-se no grupo das espécies com
distribuicdo restrita a um tipo vegetacional, segundo a classificacdo de Good (1974),
ocorrendo apenas nas regides de Floresta Atlantica das costas sudeste e sul do Brasil. A
Costa Atlantica Brasileira, pela proposta da Teoria dos Reflgios, foi considerada um refagio,
o que pdde ser confirmado pelo estudo da distribuicio de 127 espécies nesta regigo (Mori
et al. 1981) e do endemismo do género Mouriri (Prance 1982). O forte endemismo na
regido também foi observado por Gentry (1982), que citou 940 espécies endémicas, de um
total de 1288 listadas.

A semelhanca na caracterizacao fisica da Costa Atléntica sudeste e sul (Bigarella et
al. 1994) pode explicar a ocorréncia das espécies de Dahistedtia apenas nesta éarea do
Brasil. Entretanto, foram encontradas algumas diferengas climéticas entre os estados. O
Clima de SP e RJ s#o caracterizados como tipo Cw: quente com inverno seco, os do PR e
SC como Cf- sem estacdo Umida. A temperatura média anual para o Estado do RJ é 25°C,
para SP 20°C, para PR e SC 18°C. O trimestre mais chuvoso para o nordeste do Estado de
SP e para o RJ é margo-abril-maio; para o sudeste do Estado de SP e para o PR janeiro-
fevereiro-marco e para SC julho-agosto-setembro (Atlas Geogréfico 1986). Tais diferencas
poderiam ser associadas ao padr&o diferenciado de distribuicdo das duas espécies, uma
vez que ha registros de D. pentaphylla para latitudes maiores que D. pinnata, como
indicado pelos mapas de distribuic@o geografica (fig. 1) e pela regresséo logistica (tab. 1). A
distribuicdo altitudinal das espécies mostrou que ambas podem ser encontradas em
altitudes altas e baixas; porém, o maior nimero de individuos de D. penfaphylia foi
registrado para altitudes maiores. Assim, pela andlise da fig. 3 e pela regresséo logistica
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(tab. 1), pode-se inferir que a altitude também seja um fator envolvido no padrao
diferenciado de distribuicdo das espécies. E necessarioc comentar que o estudo da
distribuicho das espécies segue as informagdes contidas em etiquetas de material de
herbario e nem sempre puderam ser confirmadas com viagens de coleta. Estudos
fisiologicos de germinacdo de sementes, estabelecimento das plantulas e fenologia
proporcionariam consideragbes mais conclusivas a respeito.

A presenca de acidentes geogréficos do Planalto Atlantico, como os Planaltos de
Campos do Jorddo, de Paraitinga e o do Juqueriqueré teria imposto um isolamento
geogréafico para as espécies de Dahistedfia no Estado de S&o Paulo. A disjuncéo das
espécies poderia ser discutida quanto & adaptacéo das plantas aos diferentes aspectos
geomorfologicos encontrados ao longo do litoral (Ab’Saber 1956).

O litoral paulista foi dividido por muitos pesquisadores em compartimentos
morfolégicos distintos quanto aos processos de sedimentacdo quaternérios, & presenca de
pontdes do embasamento pré-cambriano, ao forte controle estrutural, entre outros {(Mapa
Geomorfol6gico do E.S.P. 1981). No litoral norte dominam as costas altas e jovens, onde os
espordes da Serra do Mar e os pequenos macicos e morros litoraneos isolados atingem
diretamente as &guas ocednicas; no litoral sul, as planicies litoraneas, constituidas por
extensas praiais-barreirais, apresentam maior largura e maiores tratos de terrenos firmes,
pouco ondulados (Ab’Saber 1956).

O aborto ou o n&o desenvolvimento de frutos e sementes estariam afetando a
distribuicdo das espécies de Dahistedtia, atuando como um tipo fisiolégico de barreira. A
potencialidade de disperséo de frutos e sementes é considerada um fator essencial na
distribuicgo e no sucesso reprodutivo das espécies. Ha dispersées amplas e restritas e ha
barreiras para dispers@o também. Estas barreiras podem ser conceituadas como areas de
determinado tipo ou extens&o sobre a qual ndo ha possibilidades de que a espécie ultrapasse.
Pode ser terra ou agua, ou locais onde atuem diferentes fatores ambientais ou biéticos, por
exemplo o crescimento de outras plantas que competirdo com a espécie (Good 1974).

Nos cruzamentos interespecificos D. pinnata x D. pentaphyila, poucos tubos polinicos
com crescimento normal atingiram o évulo, sem que houvesse a formacéo de pré-embrides
(ocorre degeneracéo dos dvulos entre 72 a 96h apés a polinizagio), ndio ocorrendo © mesmo
com D. pentaphyila x D. pinnata. A presenca de uma célula embrionaria numa regido atipica
do saco embrionario (cruzamento D. pinnafa x D. pentaphylla) nio pode ser considerada

indicio de apomixia em D. pinnafa, por enquanto. Mesmo porque experimentos com
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polinizagbes controladas realizados no campo n&o atestaram a formag&o de frutos na auséncia
de polinizacéo (Teixeira et al. 2001).

A quantidade de secregdo observada na micrépila dos évuios apés polinizacéo
interespecifica foi extremamente maior e mais viscosa que a observada em Ovulos ap6s
polinizagéo intra-especifica, o que poderia representar uma barreira & entrada do tubo polinico.
Tal observacdo e, ainda, o crescimento imegular dos tubos polinicos comparado ao de
experimentos com polinizac&o intra-especifica (Teixeira et al. 2001) s&o indicios da existéncia
de um mecanismo de prevencio do fluxo génico entre as espécies.

Nao ha estudos da polinizacéo para as duas espécies; apenas a inferéncia do tipo de
polinizacéo a partir da morfologia floral por Souza & Souza (1981) e a observacéo de visitas da
fémea do beija-flor Ramphodon naevius (Phaetorninae) em flores de D. pinnata, em
Picinguaba (Buzato 1995). Os individuos desta espécie de beija-flor s&o territoriais,
apresentam bico longo, ocorrem em mata fechada e pouco perturbada e suas visitas as
flores ocorrem em intervalos constantes e suas rondas s@o de alta recompensa, ou sejg,
procuram maior concentracio e menor volume de néctar (Aradjo 1996). O comportamento
agressivo apresentado pelos beije-flores na defesa de territérios, em geral pequenos,
evidentemente limita a dispers@o do podlen e, como conseqliéncia, a polinizagéo ocorre
entre individuos proximos (Proctor et al. 1996). Se D. pinnata € D. pentaphylla forem
polinizadas preferenciaimente por beija-flores territorialistas, como Ramphodon naevius, €
os territérios defendidos por estes forem realmente pequenos, entéo, a troca de pdlen entre
as as duas espécies geograficamente disjuntas seria dificultada. A compreenséo dos
mecanismos de polinizacdo das duas espécies de Dahlstedtia auxiiaria em estudos de fluxo
génico e na solugao de questdes como «A distancia e a diferenca na altitude existentes entre
as espécies sdo suficientes para manter as suas integridades génicas?»

Nos cruzamentos interespecificos, observou-se uma diferenca no crescimento dos
tubos polinicos, de acordo com a espécie que recebia o pélen. O crescimento dos tubos
polinicos no estilete e na placenta foi regular quando D. pentaphylla foi a receptora do pdlen
de D. pinnata, e no caso inverso, os tubos apresentaram crescimento irregular, o que faria
supor que D. pinnata teria desenvolvido caracteristicas de especificidade no estilete. Assim,
é provavel que D. pentaphyila apresente caracteres mais semelhantes & espécie ancestral
que D. pinnata, principalmente se for adicionada a informacéo encontrada em um trabalho
de bioquimica, em que o ciclo de produgéo de rotenona em D. pinnata é plesiomorfico em
relacdo ao de D. pentaphylla (Garcez et al. 1988).
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As especies ndo estdo isoladas sazonalmente, mas geograficamente.
Provavelmente, n&o trocam pdlen na natureza e se trocassem nao haveria formacéo de
sementes. Apesar das semelhancas entre D. pinnata e D. pentaphylla em varios aspectos
da morfologia externa e interna, da ontogenia (capitulos 1, 2 e 3) e dos mecanismos de
polinizag@o (obs. pes.), apresentando, inclusive, 0 mesmo nimero cromossémico (n=11)
(capitulo 2), confirma-se, por este trabalho, a posicdo taxonémica adotada por Burkart
(1957), na qual o género Dahistedtia é constituido por duas espécies: D. pinnata e D.
pentaphylla.
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Figura 4. Germinacéo dos gréos de pdlen e crescimento do tubo polinico em Dahlstedtia
pentaphylla x Dahlstedtia pinnata. A. Graos de pdlen germinando no estigma. B. Tubos
polinicos em crescimento no estilete. C. Tubo polinico na placenta, préximo ao évulo. D.
Tubo polinico no saco embrionario. Escalas = 70um.
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Figura §. Crescimento do tubo polinico em Dahistedtia pinnata x Dahistedtia pentaphylia. A.
Tubo polinico de espessura irregular no estilete. B. Crescimento irregular do tubo

polinico. €. Tubo polinico na micrépila. D. Tubos polinicos ao redor do évulo.
Escalas=70um.






Figura 6. Corte iongitudinal do 6vulo de D. pinnata apés 96h de fertilizacgo por gréos de
polen de D. pentaphylia. Notar a presenca de uma secrecdo densa (*) ocupando o

canal micropilar e a regido préxima ao saco embriondric. se — saco embrionario.
Escala = 43um.
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CONSIDERACOES FINAIS

1. O trabalho apresentado € uma abordagem anatdmica e embriolégica dos aspectos
reprodutivos de Dahisfedfia pentaphvila e D. pinnats, incluinde desde o estudo do
desenvolvimento da flor aié o da semente, detalhando os érgdos responséveis pela
produg@o dos gametas para, assim, contribuir com informagBes importantes em estudos
gue visem a conservacao das espécies.

2. A posigo texonbmica adotada por Burkant, na qual o género Dashistediia é
constituido por duas espécies (D. pinnata e D. pentaphylia), é confirmada neste trabalho.
Apesar da grande semelhanga morfol6gica apresentada pelas espécies e do género ter sido
considerado monotipice por vérios autores, sua distribuiclo geogréfica é disjunta & em
experimentos com polinizacles interespecificas ndo se observou o desenvolvimento de
embribes hibridos. Algumas caracieristicas morfolégicas que podem subsidiar a delimitaggo
das espécies merecem ser destacadas: a inflorsscéncia péndula em D. pentaphyfia e erefs
em D. pinnafa, a presenca de lenticelas conspicuas nos ramos e de cavidades secretoras
na folha de D. penfaphylla e a auséncia em D. pinnata, e a distribuicdo diferenciada de
cavidades secretoras nas pegas florais das espécies. Nem todas estas caracteristicas
podem ser observadas em material herberizado, sendo que as cavidades secretoras devem
ser confirmadas por segdes histolégicas. Entretanto, a presenca de lenticelas conspicuas
nos ramos pode ser faciimente visualizada em exsicatas de herbario.

3. Os individuos de D. pentaphylla e D. pinnata apresentam baixa taxa de producéo de
frutos, sendo que poucos atingem o estadic final de maturacdo. Caracleristicas
expressando o aborto, como a deposiciio precoce de calose, espessamento e retracio
prematuros das paredes celulares, foram enconiradas nos tecidos maternos dos évulos e
sementes em ambas as espécies. O grac de pélen também & um fator fimitante da
fertiizaco em D. pinnata, o que foi verificado pelo baixo indice meidtico apresentado por
esta espécie.

4. Sistemas de auto-incompatibilidade encontrados para muitas espécies de
L.eguminosae e esperados para planias com altas taxas de aborto de sementes nao foram
observades em D. pentaphylia e D. pinnata. Nos estudos anatdmicos da ferlilizacéo nao
foram encontradas diferencas entre a autopolinizagdo e a polinizacdo cruzada, ocorrendo,
inclusive, a formacao de zigoto e de pré-embrifc apds estes experimentos. O aborto esta
mais relacionado a limitagéo dos recursos matemos, devido 2o alto custo de formacéo dos
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frutos & da maturacéo das sementes. Enfretanto, a presenca de gens letais gue levam &
formacéo de embribes intrinsicamente invidveis e, conseglientemente ao aborio ao acaso
de frutos e de sementes dentro do fruto, ndo pode ser descartada.

5. Como o aborie de frutos e sementes em Dahistediiz ocorre ao acasc, as duas
hipdteses citadas no iiem anterior poderiam explicé-lo: a hipdtese da limitagdo dos recursos
maternos, baseada na Teoria da Selecdo de Parentesco, e & da carga segregacional
genética causada por depressao endogamica. Tals hipbteses diferem principalmente quante
& viabilidade do embrido. De acordo com a primeira hipdtese, devido ao alio custo de
formacéo de frutos e maturagéo das sementes para a «planta-mée», esta seria selecionads
para limitar a distribuicio de recursos nos primeiros estadios de desenvolvimento do fruio
a competicBo entre tecidos materncs & embriogénicos e entre embribes seria gerada pelas
difsrencas nos graus de parentesce; o embrido abortado néo teria gue ser necessariamente
inviavel. De acordo com & segunda hipdlese, o embnfo aboriado seria geneticamente
invidvel & n&o sobreviveria mesmo se o embrido dominanie fosse eliminado; a inviabilidade
do embrido seria confirmadsa pela presenca de anormalidades em algum estédio especifico
da embriogénese.

6. N&o se pode concluir que as espécies apresentam risco de exdincdo e mesmo a
citagdo de D. pinnafa como espécie «rara» pode ser explicada devide a sua baixa
represeniatividade em estudos floristicos e ftossociologicos realizados em Picinguaba.
Muitos individuos desta espécie foram observados em areas nio perturbadas da Serra do
Mar, provaveimente ndo catalogados devido a esforcos de coleta e aos critérios utilizados
na inclus&o dos individuos nagueles estudos. Além disso, a frutificacdo parece ser supra-
anual e todas os individuos observados em areas naturais apresentaram rebrotas
provenientes do sistema radicular, indicando que a propagacdo vegestativa deve ser mais
importante para esta espécie.

7. Entretanto, a baixa producdo de frutos e a auséncia de plantulas observadas em
&reas naturais para ambas espécies indicam que as populacfes destas areas podem sofrer
reducdes no nimero de individuos. Por outro lado, a presenga de muitos individuos jovens
nas areas estudadas {Picinguaba, Ubatuba e Intervales} sugere a ocorréncia de sucessc
reprodutive em anos anteriores €, neste caso, o aborto seria uma esiratégia reprodutiva
adotada pelas espécies.

8. As dificuldades na obtencio e germinagZo de sementes e a impossibilidade de
manipulacdo de flores, resultando em sua queda, tornam invidveis programas de selecéo
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para as espécies de Dahistedlia, principalmente para D. pinnata, do que se pode concluir
que a conservacéo das espécies depende invariaveimente da manutengdo de seu habitat,
reforgando, assim, a necessidade de preservagio da Floresia Atlantica brasileira.
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