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RESUMO

Indigofera L., terceiro maior género de Leguminosae, possui cerca de 700 espécies, tropicais e subtropicais,
descritas como melitdfilas, com habitos variados, e ampla ocorréncia em dreas degradadas e de Cerrado. Estudos
prévios mostraram que o estigma de I. lespedezioides e I. suffruticosa é secretor e cuticularizado e que suas
flores ndo produzem frutos por autopolinizagdo espontanea. Assim, este trabalho avaliou a morfologia da
interacdo pdlen-pistilo em quatro espécies relacionadas e neotropicais de Indigofera: I. hirsuta, I. lespedezioides,
L suffruticosa e I. truxillensis. Pretendeu-se compreender o comportamento do grdo de pdlen e do tubo polinico
no pistilo, em especial no estigma destas espécies, caracterizado como semi-seco. Grdo de pdlen, estigma,
estilete e ovério de botdes florais e flores foram observados em microscopias eletronica e de luz. Testes para a
detecgcdo de substancias foram realizados em grao de pélen e estigma. Polinizacdes induzidas foram realizadas
visando a compreensao do sistema reprodutivo das espécies. O grao de pdélen é harmomegético, tricolporado,
prolato, com exina perfurada e pouco “pollenkitt”. O estigma € revestido por cuticula sem poros, constituido por
células secretoras e parcialmente delimitado por tricomas tectores. A secrecao, hidrofilica e lipofilica, fica retida
nos espacos intercelular e subcuticular. Apds autopolinizacdo e polinizagdo cruzada, individuos das quatro
espécies apresentaram grios de pdlen germinando no estigma e tubos polinicos crescendo pelo estilete até o
ovério. Indigofera hirsuta foi a Unica espécie que produziu frutos por autopoliniza¢do espontinea. Nas quatro
espécies, o grdo de podlen adere-se ao estigma receptivo, reidrata-se e germina emitindo o tubo polinico que
percorre os espagos intercelulares do tecido transmissor, cresce pelo espago central ou pela margem do canal
estilar, penetrando o 6vulo pela micrépila, 6 a 24h ap6s a polinizagdo. A escassez de “pollenkitt”, a secre¢dao
estigmatica abundante e as visitas frequentes de abelhas sugerem que, nas espécies que ndo produzem frutos por
autopoliniza¢do espontinea, a germinacdo polinica depende do polinizador para romper a cuticula do estigma
possibilitando o contato do pélen com a secrecdo. Em I. hirsuta, a ruptura da cuticula deve ocorrer devido a
pressdo exercida pela secrecdo estigmatica ou pelo contato com as anteras. Este trabalho confirma a presenca de
estigma semi-seco em Indigofera e sugere que 1. hirsuta, I. lespedezioides, 1. suffruticosa e I. truxillensis sdo
espécies autocompativeis, além de fornecer dados reprodutivos para este gé€nero e para a tribo Indigoferae,
grupos pouco estudados sob este enfoque.

Palavras-chave: anatomia, estigma, grdo de pélen, Indigofera, Leguminosae, tubo polinico.



ABSTRACT

Indigofera is the third largest genus of Leguminosae with tropical and subtropical distribution, is considered
melittophilous, with varied habits and wide occurrence in degraded areas and Cerrado ecosystems of Brazil.
Previous research demonstrated that I. lespedezioides and I. suffruticosa have secretory stigma covered by
cuticle and fruit are not produced by spontaneous self-pollination. Thus, this work evaluated the morphology of
pollen-pistil interaction of four related and neotropical species of Indigofera: I. hirsuta, I. lespedezioides, I.
suffruticosa and I. truxillensis. Pollen grain, stigma, style and ovary of flower buds and flowers were examined
under electron and light microscopy. Tests to detect substances were made with pollen grain and stigma.
Controlled pollinations were realized aiming at helping to understand the reproductive systems of these species.
The pollen grain is harmomegathic, tricolporate, prolate, with perforated exine and a small quantity of pollenkitt.
The stigma, considered semi-dry, is covered by a cuticle, partially covered by trichomes and has secretory cells.
The hydrophilic and lipophilic secretion is retained in intercellular and subcuticular spaces. Pores were not found
at the stigmatic cuticle. After self-pollination and cross-pollination experiments, individuals of four species had
germinating pollen grains on stigma and pollen tubes growing by style toward ovary. Indigofera hirsuta was the
only species that produced fruit after spontaneous self-pollination. The pollen grain adheres to the receptive
stigma, rehydrates and germinates, emitting the pollen tube through the stigmatic cells spaces. The pollen tube
passes through the intercellular spaces of the transmitting tissue and it grows through the central space of the
style or around the edge of the style channel. The pollen tube penetrates the micropyle about 6 to 24h after
pollination. The scarcity of “pollenkitt”, the abundant stigmatic secretion, and the frequent visits of stingless
bees suggest that, in the species that do not have spontaneous self-pollination, the pollen germination depends on
the pollinator to break the stigmatic cuticle allowing the contact between pollen and stigmatic secretion. In 1.
hirsuta, the cuticle rupture may occur due to stigmatic secretion pressure. This study confirms the presence of a
semi-dry stigma in Indigofera and suggests that I. hirsuta, I. lespedezioides, . suffruticosa and I. truxillensis are
self-compatible, providing reproductive data for these genera and for the tribe Indigoferae, groups that are poorly
studied under this approach.

Key  words: anatomy, [Indigofera, = Leguminosae, pollen  grain, pollen tube, stigma.



INTRODUCAO

Nas plantas com sementes, a efici€éncia da reproducdo sexual depende de processos fisioldgicos
e mecanicos que ocorrem no poélen e no pistilo. Assim, o estudo da interacdo podlen-pistilo é melhor
compreendido se dividido em etapas. Na primeira etapa, conhecida como polinizagdo, o grao de pdlen é
transferido da antera até o estigma por agentes abidtico (ar, 4gua) ou bidticos (animais). A segunda
etapa, ou acoplamento, inicia-se apds a deposicdo do grdo de pdlen sobre o estigma receptivo
compativel. Nesta etapa, a célula vegetativa do grdo de pdlen produz o tubo polinico que conduz os
gametas pelo estigma e estilete até o saco embriondrio. O contato entre o tubo polinico e o aparelho
fibrilar de uma das sinérgides provoca uma reacdo de reconhecimento a qual deverd ser compativel
para permitir a liberacdo das células espermaticas, caracterizando a terceira etapa, a copula. A dltima
etapa, ou singamia, compreende a fusdo de um dos gametas masculinos com a oosfera e do outro
gameta masculino com a célula média, concluindo a dupla fertilizacdo (Cocucci & Mariath 2004).

O grao de pdlen, ao ser liberado da antera, entra em contato com o ar e pode sofrer mudangas
drésticas, denominadas harmomegdticas, como redu¢@o de volume e mudancas na forma. Os processos
harmomegéticos sdo influenciados pela umidade relativa e temperatura, sendo suportados pela parede
do grao de podlen, pela membrana plasmadtica e pelo protoplasto das células vegetativa e generativa
(Pacini 1990, Bassani et al. 1994, Lisci et al. 1994).

Graos de pdlen com baixo conteido de dgua (< 30%) no momento de sua apresentacdo e
dispersao, denominados parcialmente desidratados, sdo mais longevos, pois encontram-se em estado
quiescente, mais aptos a suportar as alteragdes harmomegéticas (Pacini 1990, 2000, 2010, Pacini &
Hesse 2004). O outro tipo, denominado parcialmente hidratado (> 30% de 4gua), exibe rdpida emissdo
de tubo polinico logo que o grao de pdlen é depositado no estigma, ja que a necessidade de reidratacao
¢ pequena ou desnecessdria. Este tipo de pdlen é mais vulnerdvel e precisa atingir o estigma

rapidamente, pois ndo tem mecanismos para evitar a dessecacdo durante os periodos de apresentacio e
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dispersdo (Pacini 1990, 2000, 2010, Nepi et al. 2001, Franchi et al. 2002, Pacini & Hesse 2004). Por
analogia as sementes, os graos de pdlen parcialmente desidratados e parcialmente hidratados sdo
chamados, respectivamente, de ortodoxos e recalcitrantes (Pacini et al. 2006, Pacini 2010).

Durante o desenvolvimento do grao de pdlen, substancias derivadas do tapete sdo depositadas
na exina e exercem um papel fundamental na dispersdo e na viabilidade polinica(Pacini 2000), assim
como nas reacdes de compatibilidade envolvidas na interface pélen-estigma (Ma 2005, Blackmore et
al. 2007). Apds a formacdo da exina, a degeneracdo do tapete pode produzir substincias como trifina,
pollenkitt e elastoviscina, cujas funcdes relatadas sdo manter os grdos de pdlen na antera até o
momento da dispersdo, manté-los unidos e auxiliar a adesdo do grdo de pdlen ao polinizador (Pacini
2000). Além disso, o pollenkitt pode também aumentar a resisténcia do grao de pdlen a desidratacdo, o
que prolonga sua viabilidade (Ma 2005).

A polinizacdo pode ser realizada por agentes abidticos, como vento e dgua, ou bidticos, como
insetos, pdssaros e morcegos (Cocucci e Mariath 2004), podendo haver uma relacdo entre o tipo de
polinizacdo e a morfologia polinica (Knox 1984, Basso-Alves er al. 2011). Por exemplo, plantas
anemdfilas e hidréfilas geralmente apresentam grao de pdlen pequeno, esférico ou alongado, com exina
fina, lisa, revestida por pouca ou nenhuma substancia adesiva, enquanto plantas polinizadas por
animais frequentemente possuem grao de pdlen grande, com exina espessa, ornamentada e viscosa,
devido a presenca de pollenkitt. Observa-se, portanto, a importancia do formato do grao de pélen,
assim como da ornamentagdo e da ocorréncia de substancias viscosas na exina, caracteristicas que,
dependendo do tipo de polinizacdo, permitem que o grdo de pdlen seja transportado até um estigma
receptivo e compativel, auxiliando no sucesso reprodutivo das espécies (Knox 1984).

Apés a polinizagdo, ao alcancar um estigma receptivo compativel, o grao de pdlen adere-se,
reidrata-se e germina, emitindo um tubo polinico que percorre o estigma e o tecido transmissor do

estilete em direcao ao 6vulo (Maheshwari 1950, Johri et al. 1992, Lord & Russel 2002, Cocucci &

Mariath 2004, Lersten 2004).



Nos processos de adesdo, reidratacdo e germinagcdo do grdo de pdlen, deve-se considerar as
caracteristicas exibidas pelo estigma, como a forma, a composi¢do de células, a presenca e a natureza
do exsudato e a presenca de barreiras fisicas como a cuticula (Heslop-Harrison & Shivanna 1977,
Edlund et al. 2004). Assim, os estigmas tém sido classificados em imido e seco, de acordo com sua
anatomia e fisiologia (Heslop-Harrison & Shivanna 1977). Ambos podem apresentar epiderme papilosa
ou lisa, sendo secretora no estigma umido, com liberagdo do exsudato para o exterior por lise celular;
com pouco ou nenhum exsudato no estigma seco, que € revestido por cuticula e/ou pelicula protéica
(Heslop-Harrison & Shivanna 1977, Edlund et al. 2004).

O metabolismo do pdlen € reativado no decorrer de sua reidratacdo no estigma, fendmeno que
depende de substancias produzidas durante o desenvolvimento polinico, como o pollenkitt, em especial
nas espécies com estigma seco (Piffanelli et al. 1998, Pacini & Hesse 2005), e/ou de substancias
liberadas pelas células secretoras do estigma umido (Heslop-Harrison 2000). O periodo de
receptividade de algumas flores inicia-se apds o rompimento da camada (cuticula e/ou pelicula protica)
que reveste o estigma e/ou a liberacdo do exsudato, o que pode promover a poliniza¢do cruzada e,
frequentemente, estd associado a um mecanismo fisiolégico de auto-incompatibilidade (Lord &
Heslop-Harrison 1984).

Estabelecido o primeiro contato entre pdlen e estigma compativeis, inicia-se a reidratacdo do
grio de pélen. fons, lipidios e proteinas estio envolvidos na ativacio dos mecanismos de emissdo e
crescimento do tubo polinico (Lord & Russel 2002, Malhé 2006), os quais ocorrem por atuagdo da
célula vegetativa (Maheshwari 1950, Johri et al. 1992). Além disso, substincias proteicas presentes na
intina, podem auxiliar no processo de reconhecimento pdlen-estigma e na digestdo da cuticula
estigmdtica para que ocorra a emissao do tubo polinico. Assim, a intina, constituida por celulose e
calose, torna-se hidratada e projeta-se pela abertura da exina formando o tubo polinico (Lersten 2004,
Malh6 2006). Durante este momento inicial, o crescimento do tubo polinico € considerado autotréfico,

pois contém reservas, constituidas por polissacarideos, substincias lipofilicas e proteinas, sendo
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independente de possiveis reservas presentes no exsudato estigmatico (Herrero & Dickinson 1981,
Herrero 1992, Stephenson et al. 2003).

O crescimento do tubo polinico no estilete em direcdo ao 6vulo estd associado ao tecido
transmissor. No estilete s6lido, o tubo polinico percorre espacos intercelulares ou penetra a parede
celular mucilaginosa das células especializadas do tecido transmissor, enquanto em estiletes ocos, o
tubo polinico percorre o exsudato mucilaginoso que preenche o canal estilar. No ovario, um ou mais
6vulos estdo ligados a placenta, que, em algumas espécies, forma uma estrutura especializada — o
obturador — responsavel pela conducdo do tubo polinico até a micrépila. Ao penetrar o évulo, o tubo
polinico descarrega os gametas que vao participar da dupla fertilizacdo (Maheshwari 1950, Cocucci &
Mariath 2004, Lersten 2004).

Na interacdo podlen-pistilo, reacdes de incompatibilidade podem ocorrer: no estigma, durante
hidratacdo e germinacdo do grdo de pdlen; no estilete, durante o crescimento do tubo polinico; no
ovdario ou no évulo, prevenindo a auto-fertilizacdo. Estas reacdes de auto-incompatibilidade podem ser
de origem esporofitica, quando determinadas pelo genétipo dipléide da planta parental, ou
gametofitica, quando determinadas pelo gendtipo hapléide do gametofito masculino (grao de pdlen)
(Heslop-Harrison & Shivanna 1977, Dixit & Nasrallah 2001, Wheeleer et al. 2001, Lersten 2004).

Geralmente, a presenca de estigma seco e grdo de podlen tricelular estd associada a auto-
incompatibilidade esporofitica e a inibi¢io ocorre na interface podlen-estigma, como descrito
principalmente para Brassicaceae e Asteraceae (Heslop-Harrison & Shivanna 1977). J4 o sistema de
auto-incompatibilidade gametofitico é encontrado frequentemente em espécies com estigma umido e
grao de pdlen bicelular, com a inibi¢do do crescimento do tubo polinico no estilete ou no ovério.
Representantes de Solanaceae, Leguminosae, Liliaceae, Rosaceae e Onagraceae sdo exemplos dessa
relacdo (Heslop-Harrison & Shivanna 1977).

O comportamento do tubo polinico durante seu crescimento pelo pistilo apresenta variacdes em

diferentes grupos. Ele pode penetrar a cuticula de um estigma seco, crescer pela parede da célula
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papilosa até alcancar o tecido transmissor e, entdo, crescer pelos espacgos intercelulares, como em
Brassica oleracea (Elleman et al. 1988, Elleman & Dickinson 1990, 1999) e Arabidopsis thaliana
(Brassicaceae) (Elleman et al. 1992) e Cichorium intybus (Asteraceae) (Erbar 2003). O tubo polinico
também pode crescer em meio mucilaginoso produzido pelas células de um estigma imido e pelas
células do tecido transmissor do canal estilar, como em Grevillea banksii (Proteaceae) (Herscovitch &
Martin  1990), Campanula rotundifolia (Campanulaceae) (Erbar 2003) e Polygala vayredae
(Polygalaceae) (Castro et al. 2009).

O papel do estilete na interacdo pdlen-pistilo € bastante relevante. O estilete aumenta a distancia
entre o polinizador e o ovério, evitando danos aos Gvulos. E uma regido de possivel interrup¢io do
crescimento de tubos polinicos incompativeis que conduz os tubos polinicos até os dvulos pelo tecido
transmissor, e além disso, prové um meio de selecdo dos tubos polinicos mais aptos (Lersten 2004). O
estilete e o ovdrio possuem uma arquitetura propria para conduzir os tubos polinicos até os évulos,
além de fornecer moléculas adesivas que mantém o tubo polinico no caminho correto (Johnson & Lord
2006). Além disso, a fun¢do quimiotrépica do estilete e do ovario em relagdo ao tubo polinico também
tem sido investigada em espécies modelo como Arabidopsis thaliana (Palanivelu et al. 2003, Johnson
& Lord 2006) e Lilium longiflorum (Kim et al. 2003).

Em geral, sdo reconhecidas quatro regides em um tubo polinico: uma regido apical, contendo
pequenas vesiculas com precursores para a formacao da parede celular; uma regido subapical, rica em
mitocondrias, dictiossomos, reticulo endoplasmético e citoesqueleto; uma regido que carrega o nicleo
da célula vegetativa e as células espermadticas; e uma regiao vacuolada. Com o crescimento do tubo
polinico, ocorre também a formacao de “plugs” de calose que separam a extremidade citoplasmatica do
restante do tubo (Cresti et al. 1977, Malh6 2006).

Muitos estudos tém esclarecido os eventos genéticos da interacdo pdlen-pistilo em espécies
consideradas modelo das familias Brassicaceae (Elleman er al. 1988, Elleman & Dickinson 1990, 1999,

Luu et al. 1999, Dickinson et al. 2000, Doughty et al. 2000) e Solanaceae (Nasrallah er al. 1994,
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Hiilskamp er al. 1995, Kandasamy et al. 1999, Lennon et al. 1998, Edlund et al. 2004). Os aspectos
morfolégicos da interagdo pélen-pistilo, no entanto, tém recebido pouca atengdo.

Embora Leguminosae inclua cerca de 19 mil espécies (Lewis et al. 2005), aspectos
morfoldgicos da interagdo pdlen-pistilo foram descritos apenas para 14 espécies: Acacia retinodes
(Knox et al. 1989), A. senegal (Tandon & Shivanna 2001), Pseudopiptadenia leptostachya e P.
contorta (Pires & Freitas 2008) pertencentes a Mimosoideae; Copaifera langsdorffii (Freitas & Oliveira
2002) e Senna sylvestris (Carvalho & Oliveira 2003) em Caesalpinioideae; Crotalaria micans
(Etcheverry et al. 2003), Glycine max (Tilton et al. 1984), Medicago sativa (Martin 1914), Trifolium
pratense, T. hybridum, T. repens (Martin 1914, Heslop-Harrison & Heslop-Harrison 1983), Vicia
americana (Martin 1914) e Vicia faba (Lord & Heslop-Harrison 1984) dentro de Papilionoideae.

Leguminosae é uma familia interessante a ser considerada no aspecto da interagdo pdlen-pistilo,
devido a sua riqueza de espécies (Lewis et al. 2005), ao nimero elevado de espécies auto-
incompativeis (Arroyo 1981) e ao relato na literatura de um tipo intermedidrio de estigma (Lersten
2004). Este tipo de estigma € caracterizado pela presenca de células secretoras, exsudato abundante e
revestimento constituido por cuticula e/ou pelicula protéica, que pode ser rompida pela pressdao
exercida pelo exsudato estigmatico ou pelo atrito com um polinizador. Por possuir caracteristicas de
ambos os tipos de estigma, seco e umido, Lersten (2004) considerou-o como um tipo intermedidrio,
com base nos trabalhos em Trifolium pratense (Heslop-Harrison & Heslop-Harrison 1983), Vicia faba
(Lord & Heslop-Harrison 1984) e Glycine max (Tilton et al. 1984).

Um estigma semelhante, com caracteristicas entre seco e umido também foi descrito por
Paulino (2008) em um estudo sobre o desenvolvimento floral em trés espécies neotropicais de
Indigofera (I. lespedezioides Kunth., 1. spicata Forsslk. e 1. suffruticosa Mill.). Este género pertencente
a subfamilia Papilionoideae, apresenta representantes herbaceos e arbustivos e € considerado o terceiro
maior em nimero de espécies de Leguminosae, com cerca de 750 representantes (Polhill 1981). E o

unico género da tribo Indigofereae encontrado no Brasil (Polhill 1981, Schrire 2005), sendo relatadas
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13 espécies brasileiras (Miotto & Iganci 2010). Seus representantes produzem muitos frutos e
sementes, sendo amplamente distribuidos em margens de estradas e campos graminosos (Allen & Allen
1981), em areas de borda de Cerrado e em terrenos baldios (Moreira & Tozzi 1997). A maioria das
espécies € descrita como melitéfila (Polhill 1981, Eardley 2004, Albuquerque et al. 2007, Gemmill-
Herren 2007), com registros de visitas por abelhas dos géneros Trigona e Nomia em I. endecaphylla
(Heard 1999), Centris em I. lespedezioides (Boff 2008) e Megachile em I suffruticosa (Kato et al.
2008). Registro antigo de cleistogamia em 1. spicata (Hutton 1960) merece ser destacado.

Paulino (2008) considerou o estigma encontrado em 1. lespedezioides, I. spicata e I. suffruticosa
como semi-seco e observou que a auséncia de frutos derivados de testes controlados de autopolinizacao
espontanea sugere que, embora a disposicdo de anteras e estigma permitisse a deposicdo de graos de
pélen no estigma de uma mesma flor, estes ndo germinam devido a barreira cuticular do estigma ou a
existéncia de mecanismos de auto-incompatibilidade nas espécies.

Diante de resultados tao interessantes sobre este género, o presente trabalho tem como objetivo
avaliar a morfologia (estrutural e ultra-estrutural) da interacdo pdlen-pistilo em quatro espécies de
Indigofera filogeneticamente proximas (Schrire et al. 2009) e neotropicais (Bentham 1859): 1. hirsuta
L., I lespedezioides Kunth., I suffruticosa Mill. e I. truxillensis Kunth. Pretende-se comparar o
comportamento do grdo de pdélen e do tubo polinico no pistilo, apds testes de autopolinizacdo e
poliniza¢do cruzada induzidas, em especial no estigma caracterizado como semi-seco. Além disto, os
resultados sobre os experimentos de autopolinizacdo espontdnea em 1. lespedezioides e I. suffruticosa,

encontrados previamente por Paulino (2008), serdo checados e ampliados.



MATERIAIS E METODOS

1. Espécies estudadas

Foram utilizados quatro individuos por espécie, cultivados no viveiro de plantas da Faculdade
de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto (USP). Materiais testemunha foram depositados no
herbério da Universidade de Sao Paulo (SPFR), sob os seguintes registros: S. P. Teixeira s/n (SPFR
7920); M. S. Ogasawara s/n (SPFR 9926); S. P. Teixeira s/n (SPFR 7921); S. P. Teixeira s/n (SPFR
7922), referentes a Indigofera hirsuta, 1. lespedezioides, 1. suffruticosa e 1. truxillensis,
respectivamente.

Seguem abaixo as descricdes e distribuicdes geograficas de I hirsuta, 1. lespedezioides, I.
suffruticosa e I. truxillensis (Eisinger 1987, Moreira & Tozzi 1997 e Tropicos 2011).

Entre as quatro espécies estudadas, I. hirsuta é a Unica herbdcea e distingui-se por seu
indumento densamente composto por tricomas bifurcados, retos e eretos e por apresentar
inflorescéncias com o comprimento maior do que o comprimento de suas folhas. Indigofera
lespedezioides destaca-se entre as arbustivas por apresentar folhas contendo a partir de trés foliolos e
inflorescéncias com o comprimento equivalente ao comprimento de suas folhas. Quanto a I
suffruticosa e I. truxillensis, consideradas anteriormente como sindnimos (White 1980), apresentam
diferengas, principalmente, quanto ao formato do fruto, curvo em I suffruticosa e reto em I.
truxillensis, e quanto a presenca de tricomas em ambas as faces nos foliolos de I. truxillensis. Se
comparadas as demais, I. suffruticosa e I. truxillensis distinguem-se por apresentarem inflorescéncias
com o comprimento menor do que o comprimento de suas folhas.

As espécies de Indigofera estudadas ocorrem predominantemente em Cerrado, campos limpo e
sujo e terrenos baldios. Sao encontradas nas Américas Central e Sul e, no caso de I hirsuta e L

suffruticosa, ocorrem ainda na Africa, Asia e Austrdlia. No Brasil, ocorrem principalmente nas regides
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Centro-Oeste e Sudeste, havendo registros de I. lespedezioides e I. suffruticosa também nas regides

Nordeste e Sul e, de 1. suffruticosa na regido Norte.

2. Grao de pdlen: forma, status cito-fisiologico e presenca de “pollenkitt”

Para caracterizar a forma do pdélen no momento de sua apresentacdo, avaliar o status cito-
fisioldgico e detectar a presenca de “pollenkitt”, graos de polen removidos de anteras deiscentes foram
submetidos, imediatamente apds a coleta, a testes em 6leo de imersdo, dgua, e Sudan III e montados
entre lamina e laminula para observacdao em microscopio de luz (Dafni et al. 2005, Pacini et al. 2006).
Para confirmar a presenga de “pollenkitt”, graos de polen de anteras deiscentes foram coletados e
espalhados em uma lamina limpa com cloroférmio. Em seguida, foram removidos da 1amina por meio
de leves assopros e as laminas foram observadas em microscopio de luz (Pacini & Hesse 2005).

Para discutir a relagdo da longevidade do pdlen (ortodoxo — mais longevo ou recalcitrante —
menos longevo) com a longevidade floral, cinco inflorescéncias de cada individuo (quatro individuos
por espécie, totalizando 20 inflorescéncias) foram selecionadas. Em cada uma delas, um botio em pré-
antese foi marcado e observado diariamente, no inicio da manhd, ao meio-dia e ao final da tarde, até a

senescéncia floral, com queda de todas as pétalas.

3. Polinizacoes induzidas

Experimentos controlados de polinizacdes foram realizados a fim de fornecer materiais para
andlise da germinacdo do pdlen e do crescimento do tubo polinico em microscopias de luz transmitida
(anatomia e localizac@o de substancias) e eletronicas de varredura (exame de superficie) e transmissao
(ultra-estrutura). Trés tipos de testes foram realizados: autopolinizacdo espontdnea (APE),
autopolinizacdo induzida (AP - mesma flor e mesmo individuo) e polinizacdo cruzada intra-especifica

(PC - entre individuos da mesma espécie).

11



3.1. Autopolinizacio espontanea: Em cada individuo (total de quatro individuos por espécies),
cinco inflorescéncias inteiras, contendo apenas botdes florais em um estddio final da pré-antese
(indicado pelas pétalas roseas), foram isoladas com sacos de exclusdo de malha fina e observadas
diariamente com o objetivo de monitorar o momento da antese e a formacdo de frutos. Para checar a
deposicdo de podlen no estigma de flores submetidas ao teste de autopolinizagdo espontanea, estigmas
foram removidos de algumas flores previamente ensacadas, montados entre ladmina e laminula
utilizando-se Carmin Acético 1% (Medina & Conagin 1964) e observados em microscépio de luz.

3.2. Autopoliniza¢do induzida e polinizacdo cruzada manual: Devido a dificuldade de
manipulacdo das flores, os experimentos de polinizacdo para a visualizacdo do crescimento do tubo
polinico foram realizados em meio de cultura. Botdes em pré-antese foram coletados na fase em que o
estigma ainda ndo estava receptivo (cuticula estigmética intacta e exsudato estigmético ndo liberado) e
as anteras estavam proximas do momento da deiscéncia, colocados em placas de Petri com dgar 20% e
mantidos em temperatura ambiente. Apds 24h, as flores em inicio de antese foram polinizadas com
seus proprios graos de pélen e mantidas nas mesmas condi¢des. A fim de prevenir a limitacdo da
fecundacdo devido a quantidade de pdlen depositada, a superficie estigmética foi totalmente coberta
com polen. Os pistilos foram removidos das flores 6, 12, 24, 48 e 60h apds a polinizacdo e, entdo,
fixados em FAA 50 (Johansen 1940) ou em solu¢do de Karnovsky (Karnovsky 1965).

O mesmo procedimento foi adotado nas autopolinizacdes realizadas com graos de pdlen de
outras flores do mesmo individuo e polinizacdes cruzadas, exceto pela remocdo das anteras
(emasculacdo) antes da polinizacdo para garantir a auséncia de pdlen da mesma flor na superficie
estigmaética. Os pistilos polinizados foram removidos e igualmente fixados.

Os testes de autopolinizacdo e polinizacdo cruzada foram realizados uma vez por individuo (5
flores por tratamento, 3 tipos de tratamento, total de 15 flores por individuo).

Para confirmar a emissao do tubo polinico, a penetragdao do tubo polinico no évulo e o tempo

gasto pelo tubo polinico para atingir o 6vulo, pistilos de flores polinizadas foram amolecidos e
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clareados em hidréxido de sédio (20%) a temperatura de 60°C, por um periodo de 20 a 40 minutos,
lavados em dgua destilada, montados entre lamina e laminula em Azul de Anilina (0,1%) em tampao
K3PO4 (0,1M) (Martin 1959) e observados em microscopio de luz incidente (epifluorescéncia) Leica

DM 5000 B, com filtro A (360 a 470 nm).

4. Exame de superficie

Para a descri¢ao da morfologia externa de estigma, grao de pdlen e tubo polinico, botdes em um
estddio final da pré-antese e flores ndo polinizadas, autopolinizadas e submetidas a poliniza¢do cruzada
foram dissecados em estereomicroscopio, sendo pistilos e anteras fixados em FNT (Formalina Neutra
Tamponada) por 24 a 48 h (Lillie 1954). Posteriormente, o material foi desidratado em série etandlica,
submetido ao ponto critico em um aparelho Bal-Tec CPD 030, montado em suporte metélico sobre fita
adesiva de carbono e metalizado com ouro no aparelho Bal-Tec SCD 050. As observagdes foram
realizadas nos microscopios eletronicos de varredura Jeol JSM 5200 (camera Jeol MP) e Shimadzu SS-
550 (camera digital), localizados, respectivamente, na Faculdade de Medicina de Ribeirdao Preto e no

Departamento de Quimica da Faculdade de Filosofia Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preto.

5. Exames anatomico e ultra-estrutural

A fim de avaliar a morfologia interna do estigma, do grdo de pdélen depositado no estigma e
apds germinacdo, do tubo polinico no estilete e no dpice do ovério, botdes em um estadio final da pré-
antese (pétalas roseas) e flores ndo polinizadas, autopolinizadas e submetidas a polinizacdo cruzada
foram dissecados em estereomicroscopio, sendo pistilos e anteras fixados em solu¢io de Karnovsky em
tampao fosfato 0,075 M (pH 7,2-7,4) por 24 h, lavados em tampao fosfato 0,075 M (pH 7,2-7,4)
(Karnovsky 1965), p6s-fixados em tetroxido de 6smio 1% em tampao fosfato 0,075 M (pH 7,2-7,4) por

1 h, desidratados gradativamente em solucio de acetona e incluidos em Araldite 6005.
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Secdes semifinas (0,5 um) foram obtidas em ultramicrotomo Leica Reichert e coradas com Azul
de Toluidina 0,05% (O“Brien et al. 1964). A fim de caracterizar o exsudato estigmédtico e o tipo de
reserva polinica, foram utilizados os corantes Aniline Blue Black (Fisher 1968), Sudan Black B (Jensen
1962) e a Reacdo de PAS (O’Brien & McCully 1981) para detectar proteina, 6leo e polissacarideos
totais, respectivamente. Fotomicrografias foram obtidas em um Fotomicroscépio Leica DM 4500 B
com escalas nas mesmas condi¢des dpticas.

Secdes ultrafinas (60 nm) foram obtidas em ultramicr6tomo Leica Reichert, contrastadas com
solucdo de Acetato de Uranila 2% por 15 minutos (Watson 1958) e Citrato de Chumbo por 15 minutos
(Reynolds 1963), observadas e documentadas em Microscépio Eletronico de Transmissao Philips EM

208, localizado no Laboratério de Microscopia Eletronica da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto.

6. Terminologia para grao de pélen

A terminologia adotada para descrever a estratificacdo da exina seguiu Hesse et al. (2009).
Quanto a classificacdo do grao de pdlén com relacdo ao seu status hidrico, denomina-se ortodoxo o
grao de pdlen com um contetido hidrico inferior a 30% e, recalcitrante, o grdo de pdlen com um

conteddo hidrico superior a 30% (Pacini et al. 2006 e Pacini 2010)
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RESULTADOS

Indigofera lespedezioides, 1. suffruticosa e I. truxillensis sdo perenes e arbustivas, enquanto 1.
hirsuta € herbécea (trepador/prostrado) com ciclo de vida curto (poucos meses a um ano) (Tab. 1). As
flores estdo organizadas em racemos, sdo papiliondceas, zigomorfas, pentdmeras, completas, perfeitas,
possuem cerca de 5,0 a 8,0 mm de comprimento e apresentam guia de néctar no estandarte. A
coloracdo do guia de néctar varia entre as espécies (Tab. 1). A longevidade floral ¢ menor em 1.
suffruticosa comparada a das demais espécies (Tab. 1).

O androceu ¢é diadelfo com filetes longos e curtos alternados, com filetes unidos formando um
tubo ao redor do pistilo (Fig. 1). As anteras sdo livres, elipticas, amareladas, com conectivo
apendiculado e deiscéncia longitudinal. Sao posicionadas ao redor do estigma, na mesma altura, no
caso de I hirsuta (Fig. 1 A), ou logo abaixo, como ocorre em I. lespedezioides (Fig. 1 B), I

suffruticosa (Fig. 1 C) e L. truxillensis (Fig. 1 D).

Morfologia do pistilo

Indigofera hirsuta, 1. lespedezioides, 1. suffruticosa e I. truxillensis apresentaram resultados
semelhantes para caracteristicas morfoldgicas e anatomicas do pistilo.

O estigma de botdes em pré-antese apresenta células secretoras revestidas por cuticula fina
(Figs. 2 A,C;3A,C; 4 A,C; 5 A, C; 6). Tricomas tectores unicelulares circundam o estigma em sua
porc¢do basal e, durante a antese, apds o rompimento da cuticula e consequente liberagdo do exsudato, a
extremidade apical destes tricomas volta-se para o interior do estigma, aparentemente auxiliando a
permanéncia do exsudato e dos graos de poélen na superficie estigmatica (Figs. 2 A, B; 3 A, B; 4 A, B;
5 A, B). O exsudato estigmatico é abundante, de natureza mista, com resultados positivos para
substancias hidrofilicas e lipofilicas, apresentando gotas eletron-densas dispersas num material

floculado (Fig. 6). Este exsudato acumula-se nos espagos intercelular e subcuticular (Figs. 2 C, 3 C, 4
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C, 5 C) até o rompimento da cuticula. As células estigméticas secretoras apresentam niicleo conspicuo,
amiloplastos, mitocondrias e vactolos (Fig. 7), sendo o processo de secrecdo holdcrino (Figs. 2 C, D; 3
C,D;4C,D; 5 C, D). A cuticula, por sua vez, ndo contém poros, € continua e retém o exsudato (Fig.
6).

O estilete € curvo, em sua por¢do apical, e oco, com canal de didmetro menor na por¢ao
apical, aumentando gradativamente em direcao a por¢do basal (Fig. 8). Apresenta epiderme uni-
estratificada, composta por células cubicas, alongadas no sentido longitudinal (Figs. 9 A, B) e, em sua
maioria, com conteido fendlico (Fig. 9 B). O coértex € composto por células parénquimadticas
alongadas, porém, mais estreitas e vacuoladas que as células epidérmicas e que ndo apresentam
conteddo fendlico (Fig. 9 C). A porc¢ao inicial do tecido transmissor, logo abaixo ao estigma, € sélida
(Figs. 8, 9 A), sendo que os espacos entre as células do tecido transmissor aumentam gradativamente
resultando em um canal na por¢ao oca do estilete (Figs. 9 C, D). O canal estilar € revestido por células
do tecido transmissor, que apresentam citoplasma denso além de nudcleo central e grande em relacdo ao
das demais células do estilete (Figs. 9 E, F).

O ovirio € supero e unilocular (Fig. 8), contendo de 4 a 10 6vulos (Fig. 10 F) com placentacdo
submarginal. A epiderme externa do ovério apresenta de um a dois estratos, compostos por células
ctiibicas, a maioria com conteido fendlico. O mesofilo ovariano € constituido por células
parenquimadticas com vacuolos grandes e citoplasma parietal (Fig. 10 A, C) A epiderme interna do
ovario compreende um estrato composto por dois tipos celulares. Na regidao dorsal do ovdrio, as células
sdo semelhantes as que constituem o mesofilo, enquanto na regido ventral, onde os dvulos estdo
inseridos, as células da placenta sdo secretoras. Estas células podem variar quanto ao formato (Tab. 1),
de papilado a isodiamétrico em 1. hirsuta, e de alongado a isodiamétrico em I. lespedezioides, I.
suffruticosa e 1. truxillensis, possuindo nucleo conspicuo, muitos vactolos pequenos e citoplasma
denso (Fig. 10 A, C, E). Apés a liberacao do contetido, estas células apresentam um grande vaciolo

central, sendo citoplasma e nucleo periféricos (Fig. 10 B, D).
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Morfologia do grao de pélen e do tubo polinico

Resultados semelhantes foram encontrados em [Indigofera hirsuta, 1. lespedezioides, I.
suffruticosa e I. truxillensis. O grdo de pdlen das quatro espécies € liberado da antera em monades.
Possui formato prolato (alongado no eixo polar), ambito subtriangular a triangular, trés célporos (com
colpos longos), colora¢do amarelada, pouco “pollenkitt” e exina perfurada (Fig. 11). Uma caracteristica
diferente foi observada em Indigofera lespedezioides na qual a ornamentacdo da exina na drea polar
(apocolpo) apresenta menos perfuragcdes, sendo considerada psilada nessa regido (Fig. 11 B). Em todas
as espécies € possivel visualizar a estratificacdo da exina em endexina, camada elétron-densa mais
interna, e ectexina, camada mais externa composta por “foot layer”, columelas, teto e elementos
supratectais (Fig. 12). Apenas em 1. suffruticosa e I. truxillensis foi identificada uma estratificacdo na
endexina ndo observada nas demais espécies. (Fig. 12 C, D). Pollenkitt foi observado nos espagos
intercolumelares nos graos de pdlen de todas as espécies estudadas (Fig. 12).

O grao de poélen é harmomegético, classificado como parcialmente desidratado ou ortodoxo. No
momento de sua apresentacdo, o eixo polar € maior do que o eixo equatorial, havendo um aumento em
seu didmetro equatorial apds a reidratacdo.

Quanto ao tipo de reserva, polissacarideos, proteinas e substancias lipidicas foram detectados no
citoplasma da célula vegetativa. A principal diferenca na reserva polinica estd relacionada a fase do
desenvolvimento polinico. No momento anterior a sua liberacido da antera, o grao de pdlen apresenta
graos de amido (Fig. 13). Durante a antese, apresenta polissacarideos hidrolisados no citoplasma da
célula vegetativa, além de proteinas e grande quantidade de substancias lipidicas, frequentemente
associadas a reticulo endoplasmatico (Fig. 14).

O tubo polinico no estigma exibe parede constituida por uma projecdo da intina (Fig. 15), que
se torna mais espessa durante o seu trajeto pelo estilete. Nesta regido, € possivel distinguir dois estratos

constituindo a parede do tubo polinico: o externo, composto por substincias pecto-celuldsicas e o
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interno, por calose (Fig. 16). Em algumas por¢des do tubo polinico, hd uma deposi¢cao maior de calose
formando os plugs ou tampdes de calose (Fig. 17), que isola o conteddo citoplasmatico na extremidade
do tubo onde se encontram o nicleo vegetativo e as células espermaticas. Os tampdes de calose foram
encontrados por toda a extensdo do tubo polinico, desde seu trajeto pelo estigma (Fig. 17 A, B) e,
principalmente, na regido do estilete (Fig. 17 A, C, D).

Na regido mais proxima da extremidade do tubo o citoplasma é granuloso, com mitocondrias,
dictiossomos, reticulo endoplasmdtico e vesiculas (Fig 18). Quanto mais distante da extremidade do
tubo, menos denso € o citoplasma, que apresenta poucas organelas. H4 um aumento na quantidade de
vacuolos até que o espago central, antes ocupado pelo citoplasma, seja preenchido por um grande

vacuolo; o citoplasma, contendo poucas mitocondrias e vesiculas, € periférico (Fig. 19).

Interacao podlen-pistilo

Os resultados dos testes para autopolinizagcdo espontanea foram negativos para I. lespedezioides,
L. suffruticosa e I. truxillensis (Tab. 1), ou seja, as flores contidas nas inflorescéncias ensacadas nao
produziram frutos, mesmo havendo deposicdo de graos de pdlen na superficie estigmética. Em 1.
hirsuta, 90% das inflorescéncias ensacadas produziram frutos (Tab. 1).

Graos de poélen provenientes de autopolinizacdo e polinizacdo cruzada germinaram no estigma
em todas as espécies (Figs. 2 B; 3 D; 4 B, D; 5 D; 15), sendo que, cerca de 24h apds a polinizacdo,
tubos polinicos foram observados penetrando a micrépila (Fig. 20). Além disso, ndo foram observadas
diferencas morfoldgicas na germinagao do grao de pélen e no crescimento do tubo polinico até o évulo
apods autopolinizagdo e polinizagdo cruzada.

O grdo de pdlen € depositado no estigma sobre a cuticula, que impede o contato do pélen com o
exsudato produzido pelas células estigméticas. Apdés o rompimento da cuticula e o contato com o
exsudato estigmatico, o grdo de pdlen se reidrata e germina (Figs. 2 B; 3 D; 4 B; 5 D; 15). O tubo

polinico cresce pelo exsudato estigmdtico, por entre os espacos das células secretoras estigmaticas
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(Figs. 2 D; 3 D; 4 D; 5 D), as quais se encontram em processo de degradacio, uma vez que a liberagdo
do exsudato € do tipo holdcrina (Figs. 2 C, D; 3 C, D; 4 C, D; 5 C, D).

ApOs percorrer o estigma, o tubo polinico cresce pelos espacos intercelulares das células do
tecido transmissor (Figs. 4 D; 9 F), o qual tem inicio na primeira por¢ao do estilete, considerada sélida
(Fig. 4 D; 8; 9 A, 9 F). Ap6s transpor a porc¢ao sélida do estilete, o tubo polinico continua percorrendo
os espacos entre as células do tecido transmissor (Fig. 9 B) até alcancar o canal estilar (Fig. 9 C, D, E),
formado pelo aumento gradativo destes espacgos, podendo crescer pelo espaco central (Fig. 9 E) ou pela
superficie interna do canal (Fig. 9 D; 17 C, D).

Ao atingir o ovério, o tubo polinico cresce adjacente as células da placenta e penetra a micrépila

em dire¢do ao saco embriondrio (Fig. 20).
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Tabela 1. Principais diferencgas encontradas para as espécies estudadas de Indigofera.

Espécies L hirsuta L. lespedezioides 1. suffruticosa I truxillensis
Ciclo de vida Curto Longo Longo Longo
Hébito Herbéceo/trepador, Arbustivo, ereto Arbustivo, Arbustivo,
prostrado ereto ereto

Longevidade floral -
média, desvio padrio e
intervalo de variacdo 63,6 £45,3 111,6 + 38,8 204 +11,2 49,2 +332
(n=5 flores por 12-144 h 36-168h 4-36 h 12-120 h
individuo, 20 flores por
espécie)
Coloracao do guia de . .

< Esbranquigado Esbranquigado Esverdeado Esverdeado
néctar no estandarte
% de inflorescéncias com
frutos formados apds o
teste dci, autopolinizacdo 90% 0% 0% 0%
espontanea (n=5
inflorescéncias, 4
individuos por espécie)
Formato das células Papiloso a Alongado a Alongado a Alongado a
secretoras da placenta isodiamétrico isodiamétrico isodiamétrico  isodiamétrico
Estratl.flcagao da Ausente Ausente Presente Presente
endexina
Posicdo das anteras com Mesmo nivel ou Abaixo Abaixo Abaixo

relagdo ao estigma

acima
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Figura 1. Disposicdo do androceu em relagdo ao gineceu em flores de Indigofera. A. I. hirsuta; B. L
lespedezioides; C. I. truxillensis; D. I. suffruticosa. Note a posi¢do do estigma (setas), na altura das anteras
deiscentes em I. hirsuta (A), e acima das anteras nas outras espécies (B, C, D). Pecas do célice e da corola

removidas. Escalas: 1,5 mm.
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Figura 2. Estigma de botdes em pré-antese (A, C) e flores (B, D) de Indigofera hirsuta (MEV e ML). A:
observe a cuticula (cabeca de seta) que reveste o estigma. B: note os grios de pdlen (estrela) emitindo o tubo
polinico (seta). C: observe o exsudato estigmatico retido nos espagos intercelulares e subcuticular. D: note o
tubo polinico (seta branca) entre as células em degradagdo no estigma e as células do estilete. Escalas: 50 pm.
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Figura 3. Estigma de botdes em pré-antese (A, C) e flores (B, D) de Indigofera lespedezioides (MEV e ML). A:
observe a cuticula (cabega de seta) que reveste o estigma. B: note os grios de pdlen (estrela) retidos pelos
tricomas (seta). C: observe o exsudato estigmatico retido nos espacos intercelulares e subcuticular. D: observe o
tubo polinico (seta) entre as células em degeneracio no estigma. Escalas: A =20 um, B =40 pum; C, D = 50 um.
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Figura 4. Estigma de botdes em pré-antese (A, C) e flores (B, D) de Indigofera suffruticosa (MEV e ML). A:
observe a cuticula (cabeca de seta) que reveste o estigma. B: note o grdo de pdlen (estrela) emitindo o tubo
polinico (seta). C: observe o exsudato estigmdtico (seta) retido nos espagos intercelulares e subcuticular. D:
observe o tubo polinico entre as células em degeneracdo no estigma (seta branca) e as células do estilete (seta
preta). Escalas: 50 um.



Figuras 5. Estigma de botdes em pré-antese (A, C) e flores (B, D) de Indigofera truxillensis (MEV e ML). A:
observe a cuticula (cabeca de seta) que reveste o estigma. B: note o grdo de pélen (estrela) aderido ao estigma.
C: observe o exsudato estigmadtico retido nos espacos intercelulares e subcuticular. D: observe o tubo polinico
entre as células em degeneracdo no estigma (seta branca) e as células do estilete (seta preta). Escalas: 50 um.
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Figura 6. Estigma de botdes em pré-antese de Indigofera (MET). A. I hirsuta; B. I. lespedezioides; C. L
suffruticosa; D. I. truxillensis. Se¢des longitudinais do estigma evidenciando o exsudato estigmatico de natureza
mista, com gotas elétron-densas (estrelas) entre material floculado e a cuticula fina e continua (setas). Note que a
pressdo exercida pelo exsudato moldou a cuticula (seta) em contato com a parede do tricoma (cabecga de seta).
Escalas: 1 pm.

26



Figura 7. Estigma de botdes em pré-antese de Indigofera (MET). A. L. lespedezioides; B. I. truxillensis. Detalhe
da célula secretora estigmadtica apresentando niicleo conspicuo (n), mitocdndrias (m), amiloplastos (a) e vactiolos
(v). Escalas: 3um.
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Figura 8. Desenho esquemadtico do pistilo da flor das espécies estudadas de Indigofera. Detalhe do canal estilar
(ce) continuo que liga o estigma (e) ao ovario (ov). Note que a porcdo inicial do estilete (seta) € sélida e que o
canal estilar aumenta gradativamente em didmetro em dire¢do a por¢do basal (préxima ao ovério). Escala: 500
um.
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Figura 9. Estilete de flores polinizadas de Indigofera (ML e MET). A. L hirsuta; B. I. lespedezioides; C, E. L
suffruticosa; D, F. I. truxillensis. Observe o tecido transmissor (tt) abaixo ao estigma (e), na por¢do sélida do
estilete (A) e, delimitando o canal estilar (c), na por¢do oca do estilete (C). Note o crescimento dos tubos
polinicos (setas) pelos espagos intercelulares (B, F) e pela superficie do canal estilar (c) (D, E). Observe as
células secretoras do tecido transmissor com nticleo conspicuo e central (n), citoplasma denso com amiloplastos,
mitocondrias e vacuolos (E, F). Escalas: A, B =50 ym; C =100 ym; D =20 ym; E=5 pm; F =3 pm.
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Figura 10. Ovdrio de flores de Indigofera (ML e MET). A, B. L hirsuta;, C, D. I. lespedezioides; E. L
suffruticosa; F. I truxillensis. Observe as células secretoras da placenta (p) com o nicleo conspicuo (n),
vacuolos (v) e citoplasma denso (A, C, E). Apds a secrecdo, note o vactolo central (v) e nicleo (n) e citoplasma
periféricos (B, D); observe o exsudato (B-estrela). Note os diferentes formatos: papiloso (A, B), alongado (C, E)
e ctibico (D). Observe tubos polinicos (seta) proximos a placenta (C) e o 6vulo (F). Escalas: A, C =20 um; B, D
=3um; E=6 um; F=100 pm.
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Figura 11. Grao de pdlen de flores de Indigofera (MEV). A. I. hirsuta; B. I. lespedezioides; C. I. suffruticosa; D.
L truxillensis. Observe a abertura tipo célporo (setas) e a ornamentacio perfurada da exina. Note a exina mais
psilada na regido polar (estrela) (B). Escalas: A,C=5 pum; B, D =10 pm.
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Figura 12. Grio de pélen de flores de Indigofera (MET). A. I. hirsuta; B. L. lespedezioides; C. I. suffruticosa; D.
L. truxillensis. Observe o envoltério polinico dividido em intina (i) e exina (barra branca) e o acimulo de
pollenkitt nos espagos intercolumelares (seta preta). Note a estratificacdo da exina: a endexina (seta branca) é a
camada mais interna e a ectexina compreende as camadas acima. Escalas: 1 pm.
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Figura 13. Grao de pdlen de botdes em pré-antese de Indigofera (MET). A. I. hirsuta; B. I. lespedezioides; C. L.
suffruticosa; D. I. truxillensis. Observe o citoplasma da célula vegetativa com amiloplastos (a) e gotas lipidicas
(seta branca). Escalas: 1 um.
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Figura 14. Grio de pélen de flores de Indigofera (MET). A. L hirsuta; B. L. lespedezioides; C. I. suffruticosa; D.
L. truxillensis. Durante a apresentacdo do grdo de pdlen, nota-se a ausé€ncia de amiloplastos e o predominio de
gotas lipidicas (1) no citoplasma da célula vegetativa. Frequentemente, as gotas lipidicas podem ser encontradas
associadas a reticulo endoplasmatico rugoso (C-D, seta). Escalas: 1 um.
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Figura 15. Grio de pdlen no estigma de flores de Indigofera (MET). A. I. hirsuta; B. I. lespedezioides; C. L
suffruticosa; D. I. truxillensis. Detalhe da emissdo do tubo polinico (setas) em meio ao exsudato estigmético (e).
i = intina. Escalas: 2 pm.
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Figura 16. Tubo polinico no estilete de flores polinizadas de Indigofera (MET). A. I hirsuta; B. L
lespedezioides; C. 1. suffruticosa; D. I. truxillensis. Observe a parede do tubo polinico constituida por um extrato
externo (seta branca), composto por substancias pecto-celuldsicas, e um extrato interno (seta preta), por calose.
Escalas: 1 pm.
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Figura 17. Tubo polinico no estigma (A, B) e no estilete (C, D) de Indigofera (ML e MET). A. I. suffruticosa;
B, C, D. I truxillensis. Observe os tampdes de calose (setas) separando as regides do tubo. Escalas: A = 50 pm;
B,D=3 um; C =20 pm.
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Figura 18. Tubo polinico no estilete de Indigofera (MET). A. I hirsuta; B. I. lespedezioides; C. 1. suffruticosa;
D. I truxillensis. Detalhe da regido mais proxima a extremidade do tubo polinico com citoplasma rico em
dictiossomos (d), mitocondrias (m), reticulo endoplasmadtico (seta branca - A) e vesiculas (setas pretas). Observe
gotas lipidicas (estrelas) em B, C e D. Escalas: A, B,C=1 um; D =2 pm.
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Figura 19. Tubo polinico no estilete de Indigofera (MET). A. I lespedezioides; B. I. suffruticosa; C. L
truxillensis. Detalhe de regides mais distantes da extremidade do tubo polinico. Observe o citoplasma com
poucas mitocdndrias (seta) no centro (A, B) e na periferia (C) do tubo. Escalas: A,B=1 pm; C =2 pm.
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Figura 20. Ovulo de flores polinizadas de Indigofera suffruticosa (ML). Observe o tubo polinico (setas)
penetrando o 6vulo pela micrdpila 24 horas apds polinizacdo manual controlada, demonstando resultados
semelhantes tanto para autopolinizacdo (A, B) quanto para polinizagdo cruzada (C). Escalas: A, C =50 um: B =
20 pm.
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DISCUSSAO

Apesar da observagdo de algumas diferencas referentes a morfologia, os resultados obtidos para
as quatro espécies estudadas foram muito semelhantes quando relacionados a interagao pélen pistilo.

O grido de pélen de Indigofera hirsuta, I. lespedezioides, 1. suffruticosa e I. truxillensis, no
momento de sua apresentacdo e dispersdo, é ortodoxo, segundo conceito revisado por Pacini (1990,
2010) e Pacini et al. (2006), ou seja, é parcialmente desidratado, sujeito a mudancas drésticas de
reducdo de volume e mudancas extremas na forma. Graos de pdlen harmomegéticos sdo comumente
encontrados em espécies da familia Leguminosae (Banks & Rico 1999), como em Spartium junceum -
Papilionoideae (Pacini et al. 1997) e Duparquetia orchidacea - Caesalpinioideae (Banks et al. 2006).

O grio de pdlen ortodoxo encontra-se em estado quiescente, estando mais apto a suportar as
mudancas de condi¢cdes ambientais (Pacini & Hesse 2004). Além disto, por apresentar baixo conteudo
de dgua (< 30%) no momento de sua apresentacdo e dispersdo, este polen é considerado mais longevo
(Pacini 1990, 2000, 2010), e ndo emite o tubo polinico rapidamente, o que, juntamente com o longo
periodo de antese das flores de Indigofera, sugere independéncia da disponibilidade imediata de
polinizadores. Tal caracteristica permite que os representantes de Indigofera, considerados invasores
(Allen & Allen 1981, Kissmann & Groth 1999, Barbosa Neto et al. 2001), ocupem e se estabelecam
rapidamente em ambientes abertos, como terrenos baldios, e outros com baixa umidade relativa e
variagdes extremas de temperatura, como os de borda de Cerrado (observagdes pessoais).

Por outro lado, a necessidade de reidratacdo de grdos de pdlen ortodoxos, embora nio seja
imediata, € grande e necessaria (Pacini 1990, 2010) e Pacini et al. (2006). Esta reidratagdo do pdlen nas
espécies estudadas de Indigofera depende principalmente do exsudato estigmatico, visto que ndo
apresentam “‘pollenkitt” abundante. Pode-se sugerir também que os tricomas tectores, encontrados ao
redor do estigma, funcionem como uma barreira a desidratacao, garantindo a longevidade do estigma e

germinacdo do grao de pdlen, além de reter os graos de pdlen ali depositados.
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O presente trabalho confirma a caracterizacdo realizada por Paulino (2008) com relacdo ao
estigma. Em Indigofera, o estigma € classificado como semi-seco (Paulino 2008), pois apresenta
cuticula, caracteristica de estigma seco, e células com atividade secretora e exsudato abundante,
caracteristicas de estigma timido (Heslop-Harrison & Shivanna 1977, Lord & Heslop-Harrison 1984,
Tilton et al. 1984). Portanto, para que ocorra a germinacdo do grdo de pdlen no estigma de I
lespedezioides, I. suffruticosa e I. truxillensis € necessario o rompimento da cuticula. Considerando que
a cuticula destas espécies ndo exibe poros, o que reteria o exsudato e, ainda, que ndo hd formacgao de
frutos por autopoliniza¢do espontanea, mesmo havendo deposi¢do de pdlen no estigma, sugere-se que o
rompimento da cuticula ocorra devido ao atrito com o polinizador.

A melitofilia, registrada para espécies de Indigofera (Matssura et al. 1974, Polhill 1981,
Atmowidjojo & Adisoemarto 1986, Heard 1999, Eardley 2004, Albuquerque et al. 2007, Gemmill-
Herren 2007, Boff 2008, Kato et al. 2008, Paulino 2008), pode ser confirmada em 1. hirsuta, I.
lespedezioides, 1. suffruticosa e I. truxillensis observando-se as seguintes caracteristicas: flores
pequenas (tamanho inferior a 1 cm), com pouco néctar, pétalas vistosas e muito coloridas, guia de
néctar no estandarte, quilha e alas como plataforma de pouso, antese diurna e graos de pdlen ricos em
Oleo(Endress 1996, Raven et al. 1999 e Lersten 2004).

O tipo de mecanismo de apresentacio do grdo de podlen observado em [ hirsuta, I
lespedezioides, 1. suffruticosa e I. truxillensis € explosivo, como ja relatado para membros da tribo
Indigofereae (Arroyo 1981). O visitante floral, ao tocar as pétalas, principalmente as alas ou a quilha,
aciona este mecanismo; desse modo, o gineceu e os estames sdo erguidos para fora da quilha e ndo
retornam a sua posicdo inicial (Arroyo 1981, Endress 1996, Queiroz et al. 2010). O mecanismo
explosivo de apresentagcdo do pélen, associado aos relatos de Paulino (2008) sobre o comportamento de
abelhas Trigona fuscipennis Friese em suas visitas frequentes as inflorescéncias de I. lespedezioides, I.
suffruticosa e I. truxillensis, espécies onde o estigma encontra-se posicionado acima das anteras,

indicam a importancia do animal polinizador no rompimento da cuticula estigmatica.
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Ja em Indigofera hirsuta, diferente das demais espécies estudadas, a ruptura da cuticula
estigmética deve ocorrer devido ao aumento na pressdo exercida pelo préprio exsudato na cuticula,
visto que a cuticula também nao apresenta poros e essa € a Unica espécie estudada a formar frutos apds
autopolinizacdo espontanea. Processo similar ocorre em Glycine max (Papilionoideae, Leguminosae),
na qual o mecanismo de liberagdo do exsudato ocorre por pressdo exercida pelas paredes periclinais das
células secretoras (Tilton ef al. 1984). Outra causa para o rompimento da cuticula em I. hirsuta pode
ser o atrito entre o estigma e as anteras que ocupam posi¢des muito proximas na flor. Nesta espécie, em
um estddio anterior a antese, o estigma encontra-se geralmente receptivo quando as anteras ja estdo
deiscentes, permitindo o contato entre graos de pdélen e exsudato estigmético (observagdes pessoais).
Tais resultados explicam o sucesso reprodutivo alcancado por esta espécie que, entre as outras
estudadas, € a Unica a apresentar habito herbéceo e ciclo de vida curto.

O rompimento da cuticula estigmética em Leguminosae, seja por pressdo interna do exsudato
ou por polinizadores, foi citado previamente em outras espécies de Papilionoideae como: Trifolium
pratense (Heslop-Harrison & Heslop-Harrison 1983), Vicia faba (Lord & Heslop-Harrison 1984),
Glycine max (Tilton et al. 1984), Cytisus striatus e Retama sphaerocarpa (Rodriguez-Riano et al.
1999), Macroptilium bracteatum, Phaseolus augusti, P. vulgaris e Vigna adenantha (Soverna et al.
2003), Cytisus multiflorus (Rodriguez-Riafio et al. 2004), Vigna caracalla (Etcheverry et al. 2008) e
Anagyris foetida (Valtueia et al. 2008). O fato de a cuticula ser rompida por pressdo mecanica de
polinizadores evita a autopolinizacido por impedir a reidratacdo do pdlen depositado espontaneamente
sobre o estigma. Assim, a regido receptiva do estigma se mantém intacta até a provavel deposicao de
p6len proveniente de outras flores da mesma planta ou de outras plantas (Heslop-Harrison & Heslop-
Harrison 1983). Esta adaptacdo estrutural, associada a um sistema de auto-incompatibilidade, pode
ajudar na promocao de reproducao cruzada (Lord & Heslop-Harrison 1984).

A cuticula estigmatica de Indigofera hirsuta, 1. lespedezioides, 1. suffruticosa e I. truxillensis

assemelha-se a encontrada em estigmas umidos: € fina, lisa, impermedvel (ndo apresenta poros),
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distribuida uniformemente por toda regido estigmdtica e, aparentemente, composta por apenas um
estrato. Neste tipo de estigma, a cuticula pode variar quanto a espessura, romper-se totalmente ou
apenas por perfuracdes, durante ou apds a liberacdo do exsudato (Heslop-Harrion & Heslop-Harrison
1982). J4 a cuticula que reveste estigmas secos € permedvel e frequentemente depositada de forma
descontinua, facilitando a reidratacdo do grao de pdlen. Variacdes relacionadas a estrutura da cuticula
estigmdtica sdo encontradas entre as espécies de Papilionoideae: Trifolium pratense (Heslop-Harrison
& Heslop-Harrison 1983) e Medicago sativa (Kreitner & Sorensen 1984) apresentam cuticula fina e
continua, porém estratificada; Vicia faba (Lord & Heslop-Harrison 1984) possui cuticula continua, mas
com diferentes espessuras de acordo com a regido estigmética; ja em Cicer arietinum (Baird et al.
1988) a cuticula é conspicua e rugosa sobre a maioria das papilas estigmaticas, exceto sobre algumas
papilas da regido central do estigma, as quais sdo revestidas por uma cuticula fina e lisa. Observa-se,
portanto, que a estrutura da cuticula é constante entre os membros de Papilionoideae quanto a
continuidade sobre a regido estigmdtica, mas varia em espessura e estratificacdo mesmo em espécies
nas quais os estigmas sdo muito semelhantes.

O exsudato estigmatico das espécies estudadas de Indigofera é abundante, lipoproteico e
derivado de células secretoras da superficie estigmadtica, sendo o processo de secrecdo holdcrino. A
origem do exsudato corresponde ao terceiro tipo descrito por Heslop-Harrison & Heslop-Harrison
(1982). O estigma de botdes em um estddio anterior a antese apresenta, em sua maioria, células que ja
secretaram o exsudato, o qual fica retido nos espagos intercelulares e subcuticular. Exsudato de
natureza semelhante foi encontrado em outras Papilionoideae, como Butea monosperma (Tandon et al.
2003) e Trifolium pratense (Heslop-Harrison & Heslop-Harrison 1983), e de natureza
predominantemente lipofilica em Vicia faba (Lord & Heslop-Harrison 1984). Nestas espécies, os
autores também observaram a degeneracdo das células estigmdticas para que ocorra a liberacdo do

exsudato, como observado em Indigofera, o que sugere que esta caracteristica deve ser compartilhada

entre membros de Papilionoideae. Em espécies de Mimosoideae, como Acacia retinodes, A. baileyana,
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A. diffusa e A. subulata (Leguminosae - Jobson et al. 1983), e espécies de outras familias como
Bromeliaceae, Liliaceae e Rosaceae (Heslop-Harrison & Shivanna 1977) também ha liberacdao do
exsudato estigmdtico por lise celular (secre¢do holdcrina), diferente de espécies de Petunia (Solanaceae
- Herrero & Dickinson 1979) e Grevillea banksii (Proteaceae - Herscovitch & Martin 1990), nas quais
ndo ocorre lise celular.

A presenca de um estilete misto, com porgdes sdlidas e ocas, em Indigofera hirsuta, I.
lespedezioides, 1. suffruticosa e I. truxillensis, promove comportamentos distintos para o crescimento
dos tubos polinicos. Na porcao inicial sélida do estilete, o tubo polinico cresce por entre as células do
tecido transmissor e, apds, percorre os espacos intercelulares, que aumentam gradativamente, até
alcancar a porcdo oca do estilete. Nessa regido, o tubo polinico pode crescer sobre as células do tecido
transmissor que reveste o canal estilar ou pelo exsudato que preenche este canal. O crescimento do tubo
polinico no estilete ndo provoca degeneracao de células do tecido transmissor e ndo foi encontrado
nenhum tipo de comunicagcdo entre a parede do tubo e as células do estilete. Comportamento
semelhante em estilete misto foi observado para outras espécies de Leguminosae como: Glycine max
(Tilton et al. 1984), Macroptilium bracteatum, Phaseolus augusti, P. vulgaris, Vigna adenantha
(Soverna et al. 2003) e Butea monosperma (Tandon et al. 2003), todas pertencentes a Papilionoideae.

A nutricdo do tubo polinico nas espécies estudadas de Indigofera parece ser autotréfica na
por¢do estigmdtica, considerando as reservas observadas no grao de pdlen que, geralmente, fornecem a
energia necessdria para essa fase inicial de desenvolvimento do tubo polinico (Green 1984).
Considerando-se que nao ocorre lise das células do tecido transmissor com a passagem do tubo
polinico pelo estilete e que o contetido citoplasmatico do tubo polinico de I. hirsuta, 1. lespedezioides,
L. suffruticosa e I. truxillensis € muito semelhante ao das descri¢des encontradas na literatura (Cresti et
al. 1977, Malhé 2006), sugere-se que no estilete, a nutricdo do tubo polinico deve depender também da

absor¢do de substancias presentes no exsudato estilar, derivadas das células do tecido transmissor,
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como em Glycine max (Leguminosae - Tilton ef al. 1984), além das reservas que j4 estavam presentes
no grao de pdlen (Green 1984).

O tubo polinico, na cavidade ovariana de Indigofera hirsuta, I. lespedezioides, 1. suffruticosa e
L. truxillensis, cresce sobre a placenta e penetra o 6vulo pela micrépila, processo mais comumente
encontrado na natureza, segundo Maheshwari (1950). As células da placenta sdo secretoras, € na
maioria das espécies estudadas, exibem formato alongado no sentido longitudinal, caracteristicas que
indicam que devem atuar no direcionamento e facilitar a penetracdo do tubo polinico na micrépila,
como descrito para Glycine max (Tilton et al. 1984). A variagdo no formato das células da placenta (ver
tabela 1) pode apresentar valor taxondmico para o género se os estudos forem estendidos para outras

espécies deste grupo e confirmarem os dados aqui encontrados.

Consideracoes finais

Os dados aqui apresentados indicam que pelo menos trés fatores poderiam permitir o
rompimento da cuticula continua presente no estigma de Indigofera: 1 - o atrito com o polinizador; 2 -
a pressdo exercida pelo exsudato estigmético e pelos tricomas presentes na periferia do estigma; e 3 - o
atrito com as anteras (no caso de I. hirsuta). Uma possivel participacdo indireta dos tricomas presentes
ao redor do estigma no rompimento da cuticula estigmdtica poderia ser proposta, mas evidéncias de
cuticula intacta nessa regifo sugere a ndo participacdo dos tricomas neste evento.

A morfologia e o comportamento dos tubos polinicos emitidos por graos de pdlen provenientes
tanto de autopoliniza¢do quanto de polinizacdo cruzada, no estigma, no estilete e no ovdrio, € similar, o
que permite sugerir que Indigofera hirsuta é autocompativel, e que 1. lespedezioides, 1. suffruticosa e I.
truxillensis exibem grandes chances de serem espécies autocompativeis. Nao had evidéncias
morfolégicas de auto-incompatibilidade no estigma, no estilete e no ovério, apesar da presenca de
cuticula estigmdtica que evita a autopolinizagdo espontanea, aumentando assim o potencial para

polinizacdo cruzada nestas espécies. Tais informacdes corroboram relatos de Arroyo (1981), em que
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espécies tropicais herbdceas de Leguminosae, em especial aquelas pertencentes a subfamilia
Papilionoideae, capazes de se estabelecer em ambientes instdveis como Cerrado e outras formagdes
savanicas, sdo comumente autocompativeis. Da mesma maneira, a relagdo entre a presenca de estigma
uimido e estilete oco e ocorréncia de reacdo de auto-incompatibilidade no esilete e ovério (Heslop-
Harrison & Shivanna 1977) pode ser apoiada pela possivel ocorréncia de um sistema de auto-
incompatibilidade ovariano em Indigofera.

Nao € possivel, portanto, excluir a auto-incompatibilidade de acdo tardia nas espécies estudadas
de Indigofera, uma vez que Heslop-Harrison & Shivanna (1977) relataram a existéncia de uma relag¢do
entre o estigma do tipo imido e a inibicdo do crescimento do tubo polinico no ovario. No entanto,
indicios deste tipo de auto-incompatibilidade, como aborto de sementes (Seavey & Bawa 1986) e
aborto de pistilos ap6és a polinizacdo (Gibbs & Bianchi 1993) ndo foram encontrados em 1. hirsuta, I.
lespedezioides, 1. suffruticosa e 1. truxillensis. Pelo contrdrio, estas espécies sdo amplamente
distribuidas nas regides tropicais e subtropicais (Lewis ef al. 2005) e produzem altas taxas de sementes
vidveis (observacodes pessoais).

Deve-se considerar que outras espécies de Leguminosae exibem sistema de auto-
incompatibilidade de a¢do tardia, como: Acacia retinoides (Kenrick et al. 1984) - Mimosoideae; Lotus
corniculatus (Bubar 1959), Medicago sativa (Brink & Cooper 1983), Dalbergia retusa, Dipteryx
panamensis, Myrospermum frutescens (Seavey & Bawa 1986), Cytisus multiflorus e C. striatus
(Valtueia et al. 2010) - Papilionoideae. Segundo Seavey & Bawa (1986), este sistema de auto-
incompatibilidade pode ser dividido em quatro tipos: (1) inibicdo ovariana do tubo polinico antes que
este alcance o 6vulo; (2) inibi¢do pré-fertilizagdo, na qual o tubo polinico penetra o saco embriondrio
mas nao ocorre a fusdo dos gametas; (3) rejeicao pds-zigdtica, nos primeiros estddios da embriogénese;
(4) inibicdo ovariana com origens desconhecidas. A fim de confirmar a existéncia deste tipo de

incompatibilidade em Indigofera seriam necessarios estudos sobre os eventos posteriores a polinizacao,
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como andlises quantitativas da penetracdo dos 6vulos, acompanhamento das transformacdes dos sacos
embriondrios fertilizados e germinagdo de sementes originadas a partir destes sacos embriondrios.

Embora tenham sido apresentadas algumas diferencas entre as espécies de Indigofera, referentes
a morfologia, biologia floral e reprodutiva, os aspectos morfolégicos da interacdo pdlen-pistilo sdo
semelhantes em 1. hirsuta, 1. lespedezioides, 1. suffruticosa e I. truxillensis, tanto estrutural quanto
ultra-estruturalmente.

Este trabalho complementa os estudos de biologia reprodutiva iniciados por Paulino (2008),
confirmando seus resultados para I. lespedezioides e 1. suffruticosa e ampliando-os para I. hirsuta e .
truxillensis, tanto em relagdo ao sistema reprodutivo quanto a presenca de um tipo intermedidrio de
estigma, com caracteristicas de ambos, Uimido e seco, sugerindo sua importdncia em evitar a

autopolinizacdo e favorecer a polinizacdo cruzada nestas espécies, com excessao a I. hirsuta.
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