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Resumo - Estudos sobre sistemas reprodutivos foram realizados em somente 29 das cerca de 800
espécies de Bignoniaceae. A auto-incompatibilidade foi constatada em 25 espécies, sendo que em 18
destas espécies foram encontradas evidéncias da ocorréncia de auto-incompatibilidade tardia (LSI).
Embora a distingdo entre a LSI e a depressdo endogamica seja conceitualmente simples, sua verificagao
experimental pode ser bastante dificil e varios tipos de andlises tém sido sugeridas para a verificagdo da
LSI, dentre eles a quantificagdo dos dvulos penetrados e a analise histologica dos eventos posteriores a
autopolinizagdo vs. polinizacdo cruzada. No presente trabalho, foram investigados os sistemas
reprodutivos e aspectos da biologia floral de 9 espécies de Bignoniaceae. A determinagdo dos sistemas
reprodutivos foi feita através de experimentos de polinizagdes controladas associados a outras analises,
incluindo testes de germinagdo das sementes. Observagdes do desenvolvimento in situ dos tubos
polinicos em pistilos autopolinizados vs. submetidos a polinizagdo cruzada, por microscopia de
fluorescéncia, foram realizadas em Cybistax antisyphilitica, Spathodea campanulata, Tabebuia vellosoi
e Zeyheria montana. Andlises histologicas quantitativas dos eventos posteriores a autopolinizagao vs.
polinizagdo cruzada foram feitas em Jacaranda racemosa, S. campanulata e T. impetiginosa. A
polinizagdo por beija-flores e a secrecdo do néctar por tricomas glandulates da parede da camara
nectarifera foram constatadas em Z. montana. Em sua area de estudos, S campanulata foi polinizada
por Mimus saturninus. As demais espécies foram polinizadas principalmente por abelhas de médio e
grande porte. Uma nova fungdo ¢ sugerida para o estaminddio de Jacaranda, e a conspicua produgdo
de néctar, a morfologia e o modo de apresentacdo das flores de C. antisyphilitica sao discutidos no
contexto de uma sofisticada estratégia de atracdo dos polinizadores. A formagdo de frutos por
autopolinizacdo, em propor¢des comparaveis a frutificagdo por polinizagdo cruzada, ocorreu em 7.
chrysotricha e T. heptaphylla; porém nem todos os individuos formaram frutos por autopolinizacdo, o
que sugere a quebra da auto-incompatibilidade nestas espécies. A ocorréncia de poliembrionia somente
em 7. chrysotricha e em sementes resultantes de cruzamentos entre esta espécie e 7. ochracea

demonstra que a auto-compatibilidade em Bignoniaceae ndo estd, necessariamente, associada a
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poliembrionia. Para as demais espécies investigadas, os resultados indicaram auto-incompatibilidade
completa ou quase completa. Em todas as espécies nas quais o numero de 6vulos penetrados pode ser
quantificado, a incidéncia de 6vulos penetrados em pistilos autopolinizados foi significativamente
menor que em pistilos submetidos a polinizagdo cruzada, durante os primeiros intervalos apds a
polinizagdo. Porém em intervalos subseqiientes a maioria dos 6vulos em pistilos autopolinizados foi
penetrada pelos tubos polinicos, sendo que em alguns casos o numero de oOvulos penetrados
praticamente se igualou entre os dois tratamentos. Tais resultados indicam a ocorréncia de LSI. Em
todas as espécies nas quais a analise histologica dos eventos posteriores a polinizagdo foi realizada, a
incidéncia de 6évulos fecundados e o progresso de desenvolvimento inicial do endosperma em 6vulos de
pistilos autopolinizados foi sempre significativamente menor do que em pistilos submetidos a
polinizagdo cruzada, sendo que em 7. impetiginosa verificou-se também uma desaceleragdo do
desenvolvimento endospérmico precedendo a abscisdo dos pistilos autopolinizados. A formagao de um
tubo proembridnico a partir do zigoto ¢ citada pela primeira vez para a familia Bignoniaceae. O
desenvolvimento inicial do tubo proembridnico em 7. impetiginosa foi verificado tanto em
autopolinizagdes como em polinizagdes cruzadas, ao passo que em S. campanulata o aborto dos pistilos
autopolinizados precedeu a iniciagdo do tubo proembridnico. Os pistilos autopolinizados foram
abortados uniformemente em um intervalo relativamente curto apds a polinizagdo, com uma diferenca
altamente significativa entre o estddio de desenvolvimento alcancado pelos endospermas em pistilos
autopolinizados vs. submetidos a poliniza¢do cruzada. Salvo o atraso no desenvolvimento dos 6vulos,
nenhum outro sinal de mal-funcionamento em pistilos autopolinizados foi detectado. Portanto, ndo
foram encontradas evidéncias de que a auto-esterilidade nas espécies estudadas seja decorrente dos
efeitos da depressdo endogamica. O significado desta menor eficicia dos tubos polinicos em penetrar
os ovulos e desencadear o desenvolvimento subseqiiente em pistilos autopolinizados ¢ discutido no
contexto de um crescimento inferior, mas ndo inteiramente suprimido dos tubos polinicos, relatado por

outros autores em algumas espécies com auto-incompatibilidade homomorfica convencional.
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Abstract - Breeding system studies were performed in only 29 from around 800 species of the
Bignoniaceae. Twenty-five species were self-incompatible, and evidences of some kind of late-acting
self-incompatibility were found in 18 from these species. Although discrimination between LSI and
early-acting inbreeding depression is conceptually simple, experimental verification of this difference
may be very difficult, and several kinds of analysis have been proposed to identify true cases of LSI,
e.g. quantification of ovule penetration and histological analysis of post-pollination events in selfed vs.
crossed pistils. In this study, breeding systems and aspects of floral biology in 9 species of
Bignoniaceae are presented. Handle pollination experiments and seed germinability tests were
performed with all of these species. In situ pollen tube growth observations by fluorescence
microscopy, in self- vs. cross-pollinated pistils, were made with Cybistax antisyphilitica, Spathodea
campanulata, Tabebuia vellosoi and Zeyheria montana. Quantitative histological analyses of post-
pollination events in selfed vs. crossed pistils were performed in Jacaranda racemosa, S. campanulata
and T. impetiginosa. In the study area, the native perching bird Mimus saturninus substituted natural
pollinators of S. campanulata. Hummingbird pollination and secretion of nectar by the nectar chamber
wall secretory trichomes were verified in Z. montana. Mostly large and medium sized bees pollinated
the reminding species. A new function is suggested for the Jacaranda staminodium, and the
conspicuous nectar secretion, flower morphology and floral display of C. antisyphilitica are discussed
within the context of an improved strategy of pollinator attraction. In 7. chrysotricha and T.
heptaphylla, fruit-set by self-pollination was similar to that obtained by cross-pollination, though self-
pollinated flowers did not set fruits in some trees. Therefore, breakdown of self-incompatibility is
suggested in these species. Polyembryony was observed in 7. chrysotricha, and also in seeds resulted
from crossings between this species and 7. ochracea, but not in the other species. This indicates that
self-compatibility in Bignoniaceae is not necessarily related to polyembryony. The remaining species
are completely or almost completely self-incompatible. In all the species in which ovule penetration

was counted, incidence of penetrated ovules was significantly higher in crossed, relative to selfed
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pistils, during the initial time intervals after pollination. However, most of the ovules in selfed pistils
were penetrated in subsequent intervals, and in some cases the incidence of penetrated ovules in this
pistils levelled out with cross-pollinated pistils. These results indicate the occurrence of LSI. All the
species in which histological analysis of post-pollination events were made presented a significantly
slower rate of ovule fertilization and progress of the initial endosperm development in self-pollinated
pistils, and a clear developmental endosperm slowdown in selfed ovules were observed in T.
impetiginosa before pistil abscission. The formation of a proembryonal tube starting from the zygote
was observed in both cross- and self-pollinated pistils in 7. impetiginosa, but only in crossed pistils in
S. campanulata - abscission of selfed pistils in the later occurred before proembryonal tube initiation.
This is the first citation of a proembryonal tube in Bignoniaceae. Self-pollinated pistils were uniformly
aborted in a few days after pollination, with a highly significant difference between ovules of selfed vs.
crossed pistils relative to the stage of development reached by the endosperm. No signs of ovule
malfunction (other than slower development in selfed pistils) were observed. Therefore, no evidences
of self-pollinated pistil abortion due to the effects of inbreeding depression were found. The possible
role of such slow self pollen tube effectiveness as a recognition event is discussed within the context of
slow but not entirely suppressed self pollen tube grow reported for some species with conventional

homomorphic self-incompatibility.

Palavras-chave: Auto incompatibilidade de acdo tardia (late-acting self-incompatibility), sistemas
reprodutivos (breeding systems), Bignoniaceae, Cybistax, Jacaranda, Spathodea, Tabebuia, Zeyheria,
tubo polinico (pollen tube), embriologia (embryology), biologia floral (floral biology), polinizagao
(pollination), origem do néctar (nectar origin), tubo proembridnico (proembryonal tube),
desenvolvimento endospérmico (endosperm development), poliembrionia (polyembryony), auto-
compatibilidade (self-compatibility), apomixia (apomixis), compatibilidade interespecifica

(interspecific compatibility).
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Introducao

A familia Bignoniaceae ¢ composta de cerca de 112 géneros e 800 espécies de distribuicdo
predominantemente neotropical (Spangler & Olmstead 1999). Especialmente prevalente em florestas
secas, tem sido considerada a segunda familia mais diversificada em plantas lenhosas (apds
Leguminosae) nestes ambientes (Gentry 1988). A maioria das espécies de Bignoniaceae € constituida
de lianas e, de fato, do ponto de vista ecoldgico, esta € a mais importante familia de lianas neotropicais
(Gentry 1989). A maior parte das espécies arboéreas concentra-se na tribo Tecomeae, constituida de 19
géneros e 203 espécies nos neotropicos. No Brasil sdo conhecidos 11 géneros desta Tribo (Cybistax,
Digomphia, Godmania, Jacaranda, Paratecoma, Perianthomega, Sparattosperma, Spirotecoma,
Tabebuia, Tecoma e Zeyheria), além de trés géneros monoespecificos introduzidos (Campsis,
Podranea e Spathodea).

Embora o nimero de trabalhos sobre a biologia reprodutiva de plantas brasileiras venha
aumentando rapidamente nos ultimos anos, muito pouco foi até entdo produzido se levarmos em
consideracdo a enorme diversidade de espécies e de estratégias reprodutivas entre as angiospermas da
flora nacional. Muitos dos trabalhos existentes referem-se a aspectos relacionados com a biologia
reprodutiva de Bignoniaceae, porém ndo abordando este tema como assunto principal (Tabela 1).
Raramente tais estudos referem-se a espécies nativas do Brasil.

Somente em 29 espécies de Bignoniaceae a determinacdo dos sistemas reprodutivos foi
executada de modo conclusivo (Tabela 2), 19 destas espécies pertencentes a tribo Tecomeae. Em todas
as espécies investigadas quanto aos sitios de reagdes de incompatibilidade (18 espécies; Tabela 2), a
rejeicdo dos pistilos autopolinizados ocorreu apds a maior parte dos 6vulos ter sido penetrada pelos
tubos polinicos, o que indica a ocorréncia de algum tipo de auto-incompatibilidade de acdo tardia

(LSI), ou auto-incompatibilidade ovariana (OSI) nestas espécies (Gibbs & Bianchi 1999)



Tabela 1: Trabalhos sobre biologia floral e temas correlatos, realizados com espécies de Bignoniaceae.

Espécies

Assunto

Autor(es) e ano da publicacio

Algumas espécies dos géneros Arrabidaea, Bignonia, Campsis,
Catalpa,  Chilopsis, Colea, Crescentia, Eccremocarpus,
Heterophragma, Jacaranda, Kigelia, Macfadyena, Parmentiera,
Schlegelia, Spathodea, Stereospermun, Tabebuia, Tecoma e
Tecomaria.

Catalpa  bignonioides, Campsis radicans e Spathodea
campanulata.

Crescentia cujete

Arrabidaea magnifica
Crescentia
Kigelia aethiopica

Amphitecna, Crescentia cujete, Kigelia aethiopica, K. africana,
K. pinnata, Markhamia (Dolichandrone) stipulata, Oroxylon
indicum, Parmentiera alata.

Crescentia cujete

Tabebuia guayacan, T. rosea e T. chrysantha

Parmentiera cereifera

Cydista, Bignonia e Amphilophium

Tabebuia chrysantha

Revisdo sobre Bignoniaceae, referéncia a alguns aspectos da
biologia floral e poliniza¢do por abelhas.

Estigmas sensiveis e seu significado adaptativo como estratégia
para evitar a autopolinizacao.

Polinizag¢do por morcegos.

Comportamento de pilhagem do néctar floral por Xylocopa
Polinizacdo por morcegos.
Polinizag¢do por morcegos.

Visitas de morcegos (incluindo cita¢des de outros autores).

Polinizac¢do por morcegos.

Sincronizagdo sazonal da reprodugdo sexual; vantagens
adaptativas da floragao e frutificacdo durante a estag@o seca

Polinizag¢do por morcegos.

O papel de abelhas Euglossini na polinizacio a longas
distancias em plantas tropicais.

Visitantes florais (aves e insetos) e suas inter-relacdes com esta
espécie.

Knuth 1905

Newcombe 1922, 1924

Porsch 1931

van der Pijl 1954
Jaeger 1954
Vogel 1958

Baker & Harris 1957

Carvalho 1960

Janzen 1967

Vogel 1969

Janzen 1971

Borrero 1972




Tabela 1 (continuagao).

Espécies

Assunto

Autor(es) e ano da publicacio

Bignoniaceae em geral

Campsis radicans

Pachyptera hymenaea

Catalpa speciosa
Chilopsis linearis

Spathodea campanulata

Adenocalymma bracteatum

Tecoma stans

Jacaranda macrantha
Zeyheria montana

Tabebuia neochrysantha

Campsis radicans

Virias espécies de Jacaranda

Chilopsis linearis

Morfologia floral, padrdes coevoluticos, sindromes de polinizagdo,
fenologia

Morfologia e anatomia de nectdrios florais e extraflorais, e seu papel
bioldgico.

Visitantes florais; polinizacdo por beija-flores e abelhas coletoras de
néctar.

Polinizacdo por abelhas e mariposas (poliniza¢do diurna e noturna).
Interagdes co-evolutivas entre Bombus sonorus e esta espécie.

Visitantes florais (insetos e pdssaros) em darvores cultivadas na
Coldmbia.

Aspectos co-adaptativos da interacdo flor-abelha.
Aspectos da melitofilia.

Aspectos da biologia reprodutiva.

Polinizacdo por beija-flores.

Padrdes fenoldgicos e influéncia do estresse hidrico sobre a floracéo e
o rebrotamento.

Biologia floral, polinizagdo por beija-flores e abelhas, e frutificag@o.

Morfologia, ecologia, biologia, corologia e especiagdo; alguns
aspectos da biologia floral neste género.

Efeito da disponibilidade do recursos e da eficdcia de polinizacdo
sobre a frutificagdo.

Gentry 1973, 1974a, b, 1976, 1978

Elias & Gelband 1976

Barrows 1977

Stephenson & Thomas 1977
Whitham 1977

Borrero et al. 1979

Brantjes 1979

Yanagizawa 1980

Bittencourt 1981
Yanagizawa et al. 1982

Reich & Borchert 1982

Bertin 1982

Morawetz 1982

Petersen et al. 1982




Tabela 1 (continuagao).

Espécies

Assunto

Autor(es) e ano da publicacio

Arrabidaea brachypoda, A. samydoides, A.
Jacaranda oxyphylla e J. decurrens.

triplinervia,

Distictella elongata

Bignoniaceae em geral

Kigelia pinnata

Bignonia illicium

Deplanchea tetraphylla

Tecomaria capensis

Pyrostegia venusta

Arrabidaea brachypoda, A. septrum, Anemopaegma glaucum,
A. arvense, Cybistax antisyphilitica, Jacaranda caroba, J. ulei,
J. rufa, J. simplicifolia, Memora pedunculata, Spathodea
campanulata, Tabebuia aurea, T. ochracea, T. serratifolia, T.
impetiginosa, T. rosea, T. roseo-alba e Zeyheria montana.

Spathodea campanulata
Jacaranda caroba

Tabebuia serratifolia

Aspectos da biologia floral.

Competicao por polinizadores entre esta espécie e Crotalaria
anagyroides (Leguminosae).

Pilhagem de néctar por Oxaea flavescens.

Ontogenia, secrecdo e a composicao do néctar de nectdrios floral

e extraflorais, e seus papéis biolégicos na polinizacdo e na
protecdo contra herbivoros.

Ontogenia e secrecdo do néctar de nectarios floral e extraflorais,
e seus papéis bioldgicos na polinizagdo e protecdo contra
herbivoria.

Polinizacdo por pdssaros que empoleiram.

Estrutura, secrecdo, composicdo do néctar e papéis bioldgicos
dos nectdrios floral e extraflorais.

Influéncia de fatores climdticos (luz, temperatura, umidade
relativa e precipitacdo) na floracdo e reproducido em populacdes

cultivadas.

Fenologia, dindmica de floracdo e produtividade de frutos e
sementes.

Visitantes florais em arvores cultivadas em Rio Claro, SP.
Biologia reprodutiva, incluindo polinizagao.

Composicdo do néctar e estrutura dos nectdrios floral e
extraflorais, bem como seus papéis bioldgicos.

Yanagizawa 1983

Yanagizawa & Gottsberger 1983

Camargo et al. 1983

Subramanian & Inamdar 1985

Subramanian & Inamdar 1986

Weber & Vogel 1986

Subramanian & Inandar 1989

Sampaio 1991

Stevens 1991

Oliveira et al. 1991

Vieira et al. 1992

Thomas & Dave 1992




Tabela 1 (continuacio).

Espécies

Assunto

Autor(es) e ano da publicacio

Adenocalymma bracteatum, A. marginatum, Amphilophium vauthieri,
Anemopaegma chamberlaynii, Arrabidaea samydoides, A. selloi, A.
triplinervia, Lundia  obliqua,  Pithecoctenium  crucigerum e
Stizophyllum perforatum.

Pyrostegia venusta

Tabebuia chrysotricha

Adenocalymma marginatum, Amphilophium paniculatum, Arrabidaea
chica, A. truncata, Campsis radicans, Dolichandra cynanchoides,
Jacaranda mimosifolia, Macfadyena dentata, M. unguis-cati,
Pithecoctenium cynanchoides, Podranea ricasoliana, Pyrostegia
venusta, Tabebuia heptaphylla, Tecoma garrocha e T. stans.

Zeyheria montana

Tabebuia rosea

Tecoma stans

Tabebuia aurea e T. ochracea
Tecoma stans

Lundia cordata

Aspectos da ecologia floral.

Padrio de secre¢do, composicido, efeito da remogdo e de
mudangas na concentracio e volume do néctar floral.

Aspectos da biologia floral, com énfase na entomofauna
visitante das flores.

Estrutura do nectdrio e composi¢cdo quimica do néctar;
aspectos da biologia floral.

Ultraestrutura dos tricomas secretores do gineceu.
Fenologia.

Receptividade do estigma e esterilidade sazonal em
plantas cultivadas na India.

Ecologia da polinizagao.
Biologia floral.

Polinizacdo e origem do néctar.

Amaral 1992

Galetto et al. 1994

Vitali & Machado 1995

Galetto 1995

Machado et al. 1995
Figueiroa & Fournier 1996

Singh & Chauhan 1996

Barros 2001
Dutra & Machado 2001

Lopes et al. 2002




Tabela 2: Sistemas reprodutivos em Bignoniaceae (em ordem cronoldgica de determinagao).

Espécie Sistema Reprodutivo LSI Autores/Data
1. Tabebuia rosea auto-incompativel Bawa 1974, Bawa & Webb 1984
2. Tabebuia palmeri auto-incompativel Bawa 1974
3. Tabebuia neochrysantha auto-incompativel sim Bawa 1974; Seavery & Bawa 1986
4. Godmania aesculifolia auto-incompativel Bawa 1974
5. Catalpa speciosa auto-incompativel Stephenson & Thomas 1977
6. Chilopsis linearis auto-incompativel Petersen et al. 1982
7. Astianthus viminalis auto-compativel Bullock 1985
8. Tabebuia donnell-smithii auto-incompativel Bullock 1985
9. Tabebuia chrysantha auto-incompativel Bullock 1985
10. Tabebuia impetiginosa auto-incompativel Bullock 1985
11. Campsis radicans auto-incompativel sim Bertin & Sullivan 1988
12. Pyrostegia venusta auto-compativel - Gobatto-Rodrigues & Stort 1992
13. Jacaranda caroba auto-incompativel sim Vieira et al. 1992
14. Adenocalyma bracteatum auto-incompativel sim Amaral 1992
15. Ademocalyma marginatum auto-incompativel sim Amaral 1992
16. Anemopaegma chamberlaynii auto-incompativel sim Amaral 1992
17. Arrabidaea samydoides auto-incompativel sim Amaral 1992
18. Arrabidaea selloi auto-incompativel sim Amaral 1992
19. Arrabidaea triplinervia auto-incompativel sim Amaral 1992
20. Amphilophium vauthieri auto-incompativel sim Amaral 1992
21. Stizophyllum perforatum auto-incompativel sim Amaral 1992
22. Tabebuia aurea auto-incompativel sim Gibbs & Bianchi 1993
23. Tabebuia ochracea auto-incompativel sim Gibbs & Bianchi 1993
24. Pandorea beileyana auto-incompativel sim James & Knox 1993
25. Pandorea jasminioides auto-incompativel sim James & Knox 1993
26. Pandorea pandorana auto-incompativel sim James & Knox 1993
27. Dolichandra cynanchoides auto-incompativel sim Gibbs & Bianchi 1999
28. Tabebuia nodosa auto-incompativel sim Gibbs & Bianchi 1999
29. Tecoma stans auto-compativel - Dutra & Machado 2001

O presente trabalho foi desenvolvido com plantas nativas, em seus ambientes naturais, € com
plantas cultivadas, todas pertencentes a Tribo Tecomeae. A selecao das espécies estudadas foi realizada
levando-se em consideracdo critérios como a auséncia total ou parcial de informacdes na literatura

especializada sobre a biologia reprodutiva das mesmas, bem como a viabilidade de realizagdo do
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trabalho. Foram estudadas 6 espécies cultivadas na UNICAMP: Tabebuia chrysotricha, T. umbellata, T
impetiginosa, T. heptaphylla, Cybistax antisyphilitica e Spathodea campanulata.

A principal drea de estudo das plantas em ambiente natural foi a Serra do Cipd e proximidades,
no municipio de Santana do Riacho, Minas Gerais. A escolha desta drea se justificou pela facilidade de
acesso a mesma por parte do autor. Na Serra do Cip6 existem 24 espécies de Bignoniaceae, distribuidas
em 12 géneros (Lohmann & Pirani 1998). Parte da Cadeia do Espinhaco, sua vegetacdo é constituida
principalmente por campos rupestres, apresentando também matas ciliares, capdes e manchas de
cerrado. Semir (1991) salientou que a Cadeia do Espinhaco apresenta solos predominantemente
quartiziticos e de topografia acidentada, cuja vegetacdo caracteriza-se por ser um complexo
vegetacional formado por um mosaico de fisionomias diferentes, propondo para 0 mesmo a
denominacdo “complexo vegetacional de quartizito”. A familia Bignoniaceae é representada em todos
0s tipos vegetacionais que compdem este complexo. Nao ha registros de estudos sobre a biologia
reprodutiva de espécies de Bignoniaceae na Serra do Cipd. As espécies da Serra do Cipd presentemente
investigadas foram Tabebuia vellosoi, Jacaranda racemosa e Zeyheria montana. Para a espécie Z.
montana, parte das observagdes de campo foram também realizadas na Serra da Canastra (municipio de
Sao Roque de Minas), no municipio de Lagoa Santa e na Area de Preservacdo do Zooldgico de Belo
Horizonte, Minas Gerais. Estudos de campo com a espécie 7. chrysotricha foram também realizados
em uma populacio natural localizada na Serra da Mantiqueira, préximo aos municipios de Santa Rita

de Jacutinga e de Bom Jardim de Minas, Minas Gerais.

Sistemas de Incompatibilidade em Angiospermas

A auto-incompatibilidade (SI) é uma sistema genético que previne a auto-fertilidade (i.e. a
producdo de sementes decorrentes de autopolinizacdo) em espermatofitas. E um dos principais
mecanismos que favorece a geracdo de variabilidade genética numa populagdo. Este fendmeno foi pela

primeira vez verificado por Kolreuter (1764, apud Nettancourt 1999) em Verbascum phoeniceum
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(Scrophulariaceae), mas a observacdo do mesmo fendmeno em varias espécies de diferentes familias
ganhou impulso com o trabalho de Darwin (1877) sobre heterostilia. A auto-incompatibilidade ¢ um
dos principais mecanismos que evoluiram nas plantas com flores de modo a encorajar a xenogamia e
evitar os efeitos deletérios da autogamia sobre a aptidio da progénie de uma espécie. Estudos
realizados em cinco diferentes tipos de florestas neotropicais indicam uma percentagem de espécies
auto-incompativeis variando entre 76 a 86%, salvo em uma floresta de altitude na qual a freqiiéncia de
espécies com Sl foi de 42% (Gibbs 1990). A auto-incompatibilidade € particularmente importante para
as plantas homoicas (i.e. com flores simultaneamente pistiladas e estaminadas), as quais constituem
cerca de 72% das espécies de angiospermas (Cruden & Lloyd 1995). A homoicia provavelmente foi
favorecida na evolugdo das angiospermas, uma vez que, em cada visita a uma flor completa, o
polinizador executa tanto a deposicdo do pdlen no estigma quanto a retirada do pdlen das anteras, ao
passo que, em plantas mondicas ou didicas, apenas a deposicdo do pdlen no estigma, ou a retirada do
pélen das anteras, sdo executados a cada flor visitada. Nao obstante, a homoicia teria favorecido a
autogamia se sua evolu¢do ndo tivesse sido acompanhada por mecanismos estruturais e/ou fisioldgicos
que evitam a autopoliniza¢do, dos quais 0os mecanismos de auto-incompatibilidade sdo seguramente os
mais sofisticados.

Em casos extremos, plantas fortemente auto-incompativeis ndo formam frutos e sementes a
partir de flores autopolinizadas. Porém na maioria dos casos a auto-incompatibilidade se expressa por
uma baixa produtividade de frutos e sementes em autopoliniza¢des, quando comparado ao nimero de
sementes e frutos formados por poliniza¢des cruzadas. Todavia, nem sempre as diferengas verificadas
entre 0 numero de frutos e sementes formados por autopolinizacdes e polinizagdes cruzadas sdo

decorrentes de um sistema de auto-incompatibilidade (e.g. a depressdo endogamica, um fendmeno sem



relacdo direta' com os sistemas de incompatibilidade, freqiientemente se expressa pela baixa producio
de sementes vidveis resultantes de autopoliniza¢do, quando comparada a polinizacio cruzada).

O controle genético nos sistemas de auto-incompatibilidade é geralmente exercido por um tnico
locus principal, (o gene §), com muitas formas alélicas alternativas, os quais podem estar associados a
outros genes que ndo contribuem para a especificidade da SI, mas parecem participar de sua expressao
(Nettancourt 1997). Em alguns casos, ndo obstante, o controle genético € polifatorial, ou seja, dois ou
mais loci principais podem estar envolvidos. Existem diferentes maneiras de classificar os sistemas de
incompatibilidade, as quais sdo definidas pelo tipo de controle genético, pelos locais no pistilo onde se
processam as reacoes de reconhecimento e rejei¢do do gamet6fito masculino quando este € proveniente
do mesmo espordfito, e conforme as flores da espécie em questdo sejam homomorficas ou
heteromérficas. Entretanto, o conhecimento derivado de estudos genéticos sobre os sistemas de
incompatibilidade permitiu, até entdo, o reconhecimento de apenas trés tipos fundamentais de SI nos
quais os modos de controle genético foram razoavelmente bem estabelecidos: o sistema homomorfico

gametofitico (GSI), o sistema homomoérfico esporofitico (SSI) e o sistema heteromorfico (HetSI).

Sistema Homomorfico Gametofitico (GSI)

Embora relativamente poucos taxa tenham sido até entdo submetidos a estudos genéticos
detalhados, o sistema de incompatibilidade homomorfico gametofitico € considerado o mais distribuido
nas angiospermas, sendo encontrado nas familias Solanaceae, Rosaceae, Papaveraceae, Liliaceae,
Onagraceae Leguminosae, Commelinaceae e Amaryllidaceae (Gibbs 1986). De acordo com o modelo
genético estabelecido, apenas um locus S, multialélico, atua na especificidade deste sistema (como ja
citado, genes adicionais podem participar no processo de expressdo do locus S, mas ndo especificam a

reacdo de incompatibilidade). Os alelos atuam independentemente, e a reacdo de incompatibilidade

! Entretanto a depressdo endogimica gera pressdes seletivas responséveis pela emergéncia de fatores que promovem a
xenogamia, inclusive dos mecanismos fisioldgicos dos sistemas de SI.
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ocorre quando o produto do alelo s do gamet6fito masculino (grao de pélen ou tubo polinico) encontra
o produto de um alelo s idéntico no tecido transmissor do estigma/estilete. Em outras palavras, a reagdo
de incompatibilidade é determinada pelo alelo s portado pelo gametéfito masculino - dai o termo
gametofitico referente a0 nome deste sistema -, contrariamente aos sistemas de incompatibilidade
esporofiticos, nos quais ambos os alelos s presentes no espordfito doador de pdlen (parental paterno)
determinam a reac¢do de incompatibilidade (ver adiante). Admite-se geralmente que o produto do gene
S em plantas com GSI € depositado na intina do grdo de pdlen. O termo homomorfico refere-se as
flores das espécies que apresentam tal sistema de SI, as quais sdo morfologicamente homogéneas, ou
seja, ndo variam quanto a altura das anteras e do estigma.

Ao sofrer meiose, uma angiosperma diploide com a constituicdo alélica sis, para o locus S
produz quantidades eqiiivalentes de grdos de pélen portadores dos alelos s; e s,. Conforme ja
mencionado, o pdlen s; € incapaz de transportar os seus gametas até a oosfera em uma planta também
portadora do alelo s;. Da mesma forma, o pdlen s, € incompativel com plantas portadoras do alelo s;.
Assim 0s cruzamentos §i52 X 5152, 5153 X S152 € 5354 X s152 resultardo em 0%, 50% e 100% de
compatibilidade, respectivamente. E importante salientar que a reacdo de incompatibilidade surge nio
s6 nas autopolinizacdes, mas também em poliniza¢des cruzadas nas quais o espordfito receptor do
polen circunstancialmente apresenta o alelo s presente no grio de pdlen. Portanto o sistema de SI
também impde restri¢des aos cruzamentos entre individuos geneticamente aparentados. Porém, quando
o numero de alelos em uma populagdo € igual ou maior que 10, cruzamentos aleatérios entre individuos
desta populacdo sdo pouco afetados pelo sistema de incompatibilidade (Mayo & Hayman 1973).
Quarenta ou mais alelos foram verificados em populacdes de algumas espécies que apresentam auto-
incompatibilidade gametofitica (Gibbs 1986). Porém, em outras espécies o numero de alelos pode
chegar as centenas.

Embora a presenca de um tnico locus S multialélico caracterize a maioria das angiospermas

com GSI, em alguns casos o controle genético em plantas deste grupo € polifatorial, i.e. regido por 2 ou
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mais loci. Um sistema com dois /oci, denominados S e Z, foi estabelecido em Secale cereale € Festuca
pratensis (Lundqvist 1955, 1956), ambas pertencentes a familia Poaceae. Os loci S e Z atuam
independentemente, de modo que somente os encontros entre polen e estigma com alelos idénticos em
ambos os loci, tal como em autopolinizagdes, sao 100% incompativeis. Em outras palavras, somente
quando ambos os alelos s e z do grdo de pdlen encontram alelos idénticos no estigma, a reacdo de
incompatibilidade é desencadeada. Assim o cruzamento s;, 712 X S12 212 € 100% incompativel, mas a
despeito da existéncia de trés alelos em comum no sistema, o cruzamento s, Zj2 X S12 213 € 50%
compativel, devido aos grdos de podlen 5,23 € sz3. Portanto os sistemas polifatoriais apresentam uma
maior flexibilidade nos cruzamentos xenogamicos, mesmo com poucos alelos em cada locus. Além do
controle bifatorial de Poaceae, controles exercidos por trés a quatro loci de segregacdo independente
foram propostos para Ranunculus acris (Ranunculaceae), Beta vulgaris (Chenopodiaceae; Lundqvist et

al. 1973; Jsterbye 1975), Eruca (Verma et al. 1977) e Lillium (Lundqvist 1991).

Sistema Homomorfico Esporofitico (SSI)

Tal como no sistema homomorfico gametofitico, o controle genético da incompatibilidade em
plantas com auto-incompatibilidade esporofitica (SSI) é exercido por apenas um locus S, contendo
vdrios alelos em uma populacdo. Porém, como ja salientado, no sistema SSI ambos os alelos que
constituem a planta doadora de podlen (o espordfito dipldide) determinam a reacdo de
incompatibilidade. Admite-se que o produto do gene S em plantas com SSI € uma substancia derivada
das células tapetais, depositada na exina dos graos de pdlen como componente do trifino, durante o
processo de gametogénese masculina (Nettancourt 1999). Porém, Pandey (1958) sugeriu que a
diferenca em comportamento entre o pdlen de plantas com GSI e SSI é devida a uma mudanca
temporal da acdo do gene S, sendo que no sistema esporofitico o gene € ativado antes da meiose,
enquanto no sistema gametofitico o gene é ativado apds a meiose. Ambos os modelos para a

localizacdo do produto do gene S nos graos de pdlen parecem ainda ser aceitos na atualidade

11



(Nettancourt 1999). Assim, embora uma planta s;s, produza quantidades eqiiivalentes de graos de
polen dos haplétipos s; e 52, ambos os tipos de pdlen sdo incompativeis com o estigma de plantas que
apresentem os alelos s; ou s2. Em outras palavras, cada grao de pdlen (hapléide), embora possua apenas
um alelo s em seus ntcleos, é potencialmente capaz de desencadear a reacdo de incompatibilidade para
ambos os alelos presentes no esporéfito no qual o pdlen foi formado. Portanto, os cruzamentos s;s; X
S182 , S1S2 X §153 € 5152 X $253 serdo 100% incompativeis, enquanto que o cruzamento §;5; X §384 Serd
100% compativel. Isto porém s6 ocorre quando nio ha relacdes de dominancia entre os alelos. Este
sistema de incompatibilidade parece ser bastante raro nas angiospermas, tendo emergido vdrias vezes
em grupos taxondmicos filogeneticamente ndo-relacionados. Os casos melhor conhecidos sdo os de
espécies das familias Brassicaceae e Asteraceae, especialmente em cultivares. A auto-
incompatibilidade esporofitica foi também proposta para Ipomoea leucantha (Convolvulaceae;
Kowyama et al. 1980), Corylus avellana (Betulaceae; Thompson 1979a, b) e Cerastium arvence

(Caryophyllaceae; Lundqvist 1979).

Sistema Heteromorfico (HetSI)

Este sistema de incompatibilidade estd, freqiientemente, embora nem sempre, associado com a
distilia (i.e. quando os individuos de uma populagcdo estdo divididos em dois grupos, conforme
apresentem flores com estilete longo ou curto) e tristilia (i.e. quando os individuos de uma populacio
sdo enquadrados em trés diferentes grupos, uma vez que suas flores podem apresentar trés diferentes
comprimentos do estilete). Dai o termo heteromdrfico como referéncia a hererostilia, a qual também
caracteriza-se pelas flores diferenciarem-se quanto ao comprimento dos estames. Devido a tal
associacdo entre heterostilia e a HetSI, este sistema é mais facilmente reconhecido na natureza. De
acordo com Ganders (1979), 24 familias e mais de 164 géneros de angiospermas (de um total de 400
familias investigadas) apresentaram HetSI. As familias que apresentam o maior nimero de géneros e

espécies heteromorficos sdo Primulaceae, Oxalidaceae, Plumbaginaceae, Connaraceae e, acima de
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tudo, Rubiaceae. Porém € comum encontrarmos familias com apenas um ou dois géneros
heteromorficos, tal como em Loganiaceae, Saxifragaceae, Pontederiaceae e Polygonaceae, ou mesmo
algumas espécies heterostilicas em géneros predominantemente homomorficos, tais como Anchusa e
Plumonaria (Boraginaceae), e Bauhinia (Leguminosae). Portanto a ampla distribuicdo da HetSI indica
a evolucdo independente deste sistema em muitos grupos taxondmicos, filogeneticamente nao-
relacionados, e a HetSI parece ter emergido mais freqiientemente do que os sistemas homomoérficos
(Talavera et al. 2001).

A auto-incompatibilidade heteromorfica também € conhecida como dialélica, pois apenas dois
alelos estdo envolvidos na especificacdo da incompatibilidade. Também envolve um mecanismo
"esporofitico", no sentido de que a rejei¢do do pdlen é determinada pelo esporéfito que o produziu. No
modelo cldssico proposto para espécies do género Primula (Dowrick 1956, Mather 1950), a forma
longistila ("pin") é considerada um homozigoto recessivo para o locus S (ss), enquanto que a forma
brevistila ("thrum") € um heterozigoto (Ss). Se o sistema fosse gametofitico, no cruzamento ss X Ss
metade do polen produzido pela planta brevistila (haplétipo s) deveria ser incompativel com o estigma
de uma planta longistila (ss) e somente poderiamos encontrar na progénie deste cruzamento individuos
com flores brevistilas (Ss). Isto ndo acontece, pois todo o pdlen produzido por uma planta brevistila
(Ss) expressa a reacdo de incompatibilidade do alelo dominante S, independentemente do haplétipo s
concernente a metade dos graos de pdlen produzidos pela mesma planta, tal como esperado em um
sistema de controle esporofitico. Assim, graos de pdlen portadores do alelo s no seu genoma, derivados
de uma planta com flores brevistilas (Ss), sdo compativeis em uma planta com flores longistilas. Como
as plantas com flores brevistilas (Ss) apresentam estames longos e as plantas com flores longistilas (ss)
apresentam estames curtos, somente os cruzamentos inter-individuais legitimos, i.e. entre o pdélen de
estames longos (planta Ss) e o estigma de estiletes longos (planta ss), ou entre o pdlen de estames

curtos (planta ss) e o estigma de estiletes curtos (planta Ss), sdo compativeis.
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Além do comprimento dos estiletes e da altura (posi¢do) das anteras, outras diferencas
morfoldgicas normalmente acompanham as diferentes formas florais (e conseqiientemente os genotipos
Ss e ss) da heterostilia, e.g. o tamanho do pdlen, a morfologia da exina, o tamanho das papilas
estigmadticas, etc. No exemplo cldssico de Primulaceae, estas caracteristicas morfoldgicas estdo

associadas as formas brevistila e longistila da seguinte forma:

flores brevistilas ("thrum") flores longistilas ("pin")

estames longos estames curtos

grdo de pélen maior grao de pélen menor

papilas estigmdticas curtas papilas estigmaticas alongadas
reticulo da exina com limens maiores reticulo da exina com limens menores

Outras combinacdes de caracteristicas morfolégicas do pdlen e das papilas estigmaticas sd@o possiveis
em outras familias com flores heterostilicas e HetSI, e varios estudos indicam que as caracteristicas
morfoldgicas do pélen e das papilas estigmaticas que acompanham as formas florais podem favorecer a
aderéncia e, conseqiientemente, o potencial germinativo dos graos de pélen na superficie estigmatica.
De fato, a associag@o entre tais caracteres estd relacionada com a prépria organizacdo estrutural do
locus S em plantas com HetSI, pois verificou-se que os genes que governam a expressdo de tais
caracteristicas morfologicas estdo unidos por linkage ao locus S, formando um supergene heteroalélico
(Vuilleumier 1967, Ganders 1979, Wyatt 1983). Assim, embora existam diferencas nas combinagdes
morfoldgicas dos sistemas heteromérficos de diferentes taxa, provavelmente houve um conjunto de
pressoes seletivas determinando a emergéncia de um pool de caracteristicas morfoldgicas associados ao
sucesso do sistema reprodutivo. As mesmas pressOes seletivas que determinaram a emergéncia das
caracteristicas morfologicas e do controle genético da auto-incompatibilidade a elas associado,
determinaram também a aproximacdo dos genes envolvidos até que os mesmos passaram a constituir

um supergene. Nao obstante, se o sistema de incompatibilidade dialélico evoluiu antes ou depois da
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emergéncia das caracteristicas morfoldgicas a ele associadas € uma questao discutivel (Talavera et al.

2001).

Crescimento dos tubos polinicos e sitios de reacoes de incompatibilidade

Numa flor em inicio de antese, o jovem gamet6fito masculino, o grdo de pdélen, tem uma série
de fung¢des especializadas a desempenhar. As fung¢des principais sdo produzir dois gametas masculinos,
as células espermadticas, e transportd-los dentro do tubo polinico e através de tecidos especializados do
gineceu até o 6vulo, onde o gamet6fito masculino encontra o saco embriondrio (gametéfito feminino) e
promove a dupla fecundagdao. Quando o grdao de pdlen € liberado na antera deiscente, ele existe como
uma um organismo livre, o qual serd transportado pelo vento, por animais ou por outros agentes até o
estigma do pistilo de uma flor. A partir de entdo, o gametéfito masculino inicia uma nova fase da sua
vida. Se o pistilo é compativel, o grdo de pélen germina dando origem a uma estrutura tubular, o tubo
polinico, dentro do qual as células espermdticas sdo transportadas até o saco embriondrio. Durante esta
fase, denominada acoplamento, existe uma intricada interacio entre o tubo polinico - que
essencialmente € a célula vegetativa do gametofito masculino contendo as células espermaticas - € as
células de tecidos do pistilo. Para entendermos o que acontece no processo que retém o
desenvolvimento de um gamet6fito masculino num pistilo incompativel, i.e. a reacdo de
incompatibilidade, é necessdrio primeiro compreendermos como se processa o crescimento do tubo
polinico.

A natureza do crescimento do tubo polinico € diferente do crescimento da maioria das outras
células vegetais, pois nestas o crescimento se processa usualmente em toda a sua superficie. J4 o
crescimento do tubo polinico restringe-se a sua regido apical (Mascarenhas 1993). A parede do tubo
polinico é formada por duas, em alguns casos trés camadas, cuja constituicdo quimica € varidvel.
Porém, na maioria das espécies ja estudadas, a camada externa € de natureza fibrilar, tendo a pectina

como principal componente polissacaridico. A camada interna € constituida especialmente de calose, é
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depositada secundariamente sobre a superficie interna da camada externa e estd ausente da zona apical
de crescimento. Ambas as camadas normalmente estdo impregnadas com outras substancias, incluindo
glicoproteinas. O citoplasma do tubo polinico posterior a zona apical contém mitocondrias,
dictiossomas, reticulo endoplasmdtico e vesiculas em abundéncia. J4 a zona de crescimento apical
contém uma grande concentracdo de vesiculas e € destituida de outras organelas. Estas vesiculas,
derivadas dos dictiossomas, contém precursores de parede celular (especialmente pectina), os quais sao
depositados do lado de fora da membrana plasmadtica por exocitose. Esta continua atividade de extrusdo
de componentes de parede celular é que promove o crescimento unipolar do tubo polinico.

Uma vez que o volume protoplasmadtico da célula vegetativa € limitado, a medida em que o tubo
polinico cresce, a regido amplamente vacuolada da parte posterior da célula vegetativa deve se separar
da regido "esvaziada" que € deixada para tras. Isto acontece pela formacdo de um tampao de calose, o
qual separa, da regido que contém a célula vegetativa, a parte velha e "esvaziada" do tubo. Assim, a
medida em que o tubo polinico cresce em comprimento, tampdes de calose vao sendo seqiiencialmente
formados a determinados intervalos e deixados para trds, os quais sdo de extrema importancia como
marcadores do tubo polinico, utilizados na identificacio do mesmo em preparacdes para andlise de seu
desenvolvimento (Martin 1959) e na verificagdo de certos tipos de reacdes de incompatibilidade, em
pistilos polinizados manualmente (ver adiante).

O tecido transmissor € um tecido de natureza secretora que se estende do estigma até o interior
do ovdrio, atravessando todo o estilete (Tilton & Horner 1980). Caracteriza-se por apresentar células
cilindricas e alongadas, com exuberante matriz extracelular e, ndo raro, espagos intercelulares
relativamente amplos. E através destes espacos intercelulares e sobre a matiz extracelular deste tecido
que crescem os tubos polinicos. Sanders & Lord (1989) fizeram a intrigante proposta segundo a qual o
desenvolvimento do tubo polinico é, na verdade, um caso especial de migracdo celular em plantas. Eles
consideraram a por¢do apical do tubo polinico como "andloga a uma célula migratéria, a qual deixa

para trds uma cauda de parede celular" (Sanders et al. 1991). Em experimentos realizados por estes
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autores, microesferas de latex com didmetro similar ao do tubo polinico, quando colocadas sobre o
estigma ou numa extremidade cortada do mesmo, foram translocadas pelo tecido transmissor até o
ovédrio numa velocidade similar a do crescimento dos tubos polinicos. Com base no conhecimento
sobre a funcdo da matriz extracelular e sobre o papel de moléculas de adesdo em substratos no
movimento de células animais, Sanders & Lord (1989) propuseram que a matriz extracelular do tecido
transmissor de fato facilita ativamente a extensdo dos tubos polinicos, guiando-os até as vizinhangas
dos 6vulos.

Estudos classicos sobre a reacdo de incompatibilidade em espécies com GSI descrevem os tubos
polinicos incompativeis cessando o seu desenvolvimento no tecido transmissor do estilete. Entretanto,
em algumas espécies a reacdo de incompatibilidade pode manifestar-se no estigma, enquanto que em
outras espécies ela tem lugar no ovério. A reagdo de incompatibilidade estigmética usualmente esta
associada a estigmas secos, enquanto os outros tipos de reacdes de incompatibilidade estdo associados
a estigmas umidos, embora existam excec¢des (Nettancourt 1997, 1999). Na extremidade do tubo
polinico, onde no tubo sadio ndo hd uma camada interna de parede de calose, ocorre a deposicao deste
componente, podendo toda a extremidade do tubo inflar-se como um baldo ou até romper-se. E
importante salientar, ndo obstante, que a deposi¢do de calose na extremidade do tubo polinico pode ser
um evento secundirio e ndo a causa primdria do bloqueio de desenvolvimento do tubo polinico
incompativel. A reacdo de incompatibilidade muitas vezes manifesta-se também como deposicao de
tampdes de calose anormais (i.e. ora curtos, ora muito longos) a intervalos irregulares, ou ainda como
uma taxa de crescimento significativamente menor nos tubos incompativeis, comparada a dos tubos
compativeis. Estudos recentes (e.g. Certal et al. 2002) t€ém demonstrado, por imunocitoquimica e outras
técnicas, que o produto de ambos os alelos do locus S do pistilo, em plantas com GSI, estdo presentes
ndo sé na matriz extracelular do tecido transmissor, mas também na secrecdo que preenche os espagos
intercelulares deste tecido, podendo assim interagir diretamente com os tubos polinicos e atuar no

reconhecimento dos tubos incompativeis.
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Ja a reacdo de incompatibilidade no sistema SSI usualmente ocorre entre o grio de pdlen
incompativel e a papila estigmdtica na qual este grao de pdlen foi depositado, de modo que o grao de
poélen ndo consegue se re-hidratar e germinar. Ou, quando a germinagdo chega a acontecer, ocorre
rapidamente uma reacdo entre a extremidade do tubo polinico emergente e a superficie da papila
estigmatica. Esta reac@o caracteriza-se pela deposicdo de calose tanto na face interna da regido apical
da parede do tubo, como na face interna da parede da papila, de modo que o crescimento do tubo é
interrompido antes da penetracdo do estigma. Em alguns casos (e.g. Raphanus; Dickinson & Lewis
1973), o tubo polinico incompativel pode penetrar e crescer entre a cuticula e a parede celular até
alcangar a base da papila, antes que a reagcdo ocorra. Em Brassica vérios estudos (e.g. Nishio & Hinata
1982) indicam que o sistema SSI se torna competente na medida em que a flor se desenvolve, pois a
glicoproteina resultante da expressdo do locus S, ou seja, o fator que desencadeia a reacdo de
incompatibilidade, acumula-se gradativamente no estigma ao longo do desenvolvimento da flor,
estando em concentracdes ainda muito baixas no botdao floral proximo a antese. Deste modo, em
Brassica, a auto-incompatibilidade pode ser quebrada pela indu¢do da autopolinizacdo em botdes
florais em pré-antese. Semelhantes resultados foram também constatados em Papaver rhoeas (Franklin
et al. 1995), uma espécie com GSI, porém destituida de estilete.

No sistema HetSI, os sitios de reagdes de incompatibilidades, tal como no sistema GSI, podem
variar de espécie para espécie. No exemplo classico de Linum grandiflorum (Lewis 1943), nas
autopolinizagdes em plantas longistilas ("pin") e nos cruzamentos entre individuos de flores longistilas
(cruzamentos intramorfos), o pélen € incapaz de se re-hidratar e germinar. Ja nas autopolinizagdes em
plantas brevistilas ("thrum") e nos cruzamentos entre individuos de flores brevistilas (cruzamentos
intramorfos) o pélen germina, penetra o estigma e a reacdo de incompatibilidade s6 ocorre na parte
superior do estilete, onde a extremidade do tubo polinico se dilata e sofre ruptura. Estudos realizados
em outras plantas heterostilicas, e.g. em espécies de Primula, revelaram padrdes similares de reacdes

de incompatibilidade (Heskop-Harrison et al. 1981; Shivanna et al. 1981,1983). A deposi¢do de calose
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nas papilas estigmaticas de flores brevistilas em cruzamentos intramorfos foi verificada por Richards &
Ibrahim (1982) em Primula veris.

Porém em espécies de varios géneros de Rubiaceae, nas autopolinizagdes € nos cruzamentos
intramorfos de individuos com flores brevistilas, a maioria dos graos de pdlen ndo consegue penetrar o
estigma, enquanto nas poliniza¢des incompativeis (autopolinizacdes e cruzamentos intramorfos) em
individuos com flores longistilas, os tubos polinicos crescem prolificamente e em alguns casos podem
alcancar a base do estilete. Em varias outras espécies distilicas ou tristilicas de diferentes familias, em
todas as polinizagdes cruzadas ilegitimas e em autopolinizacdes, 0s tubos polinicos penetraram o
estigma e a inibicdo do desenvolvimento dos tubos ocorreu ainda no estigma ou na parte superior do
estilete (Brown & Crowden 1984; Gibbs 1986). Em Anchusa officinalis (Boraginaceae), ndo foram
verificadas diferencas no crescimento dos tubos polinicos entre polinizacdes incompativeis
(autopolinizagdes e polinizaces cruzadas ilegitimas) e as polinizacdes cruzadas legitimas e, embora
em se tratando de uma planta auto-incompativel, muitos tubos polinicos resultantes de autopolinizacdes

alcangaram os 6vulos (Schou & Phillip 1983).

Mecanismos moleculares dos sistemas de incompatibilidade

No reino vegetal, os sistemas de incompatibilidade correspondem a um sofisticado mecanismo
de discriminacdo entre o que é proprio e o que ndo é proprio de um organismo, andlogo aos
mecanismos de reconhecimento de um sistema imune. No contexto da SI, prdprio e ndo-proprio
significam, respectivamente, identidade genética e auséncia de identidade genética no locus S (ou nos
loci S) entre pdlen e pistilo. O proposito da discriminacido nos sistemas de incompatibilidade é oposto
ao proposito da resposta imune, pois nas plantas o proprio (i.e. a autopoliniza¢do) € uma condicdo que
ndo ¢é tolerada e elicita uma resposta de inibicdo, ao contrdrio do que acontece com o sistema

imunoldgico, onde o proprio € tolerado e ndo elicita uma resposta imune.
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Entretanto, nas angiospermas ndo s6 o pélen proprio, ou o pélen com identidade no locus (ou
loci) S sdo reprimidos, mas freqiientemente o pdlen que é excessivamente diferente, ou seja, o pdlen
pertencente a uma outra espécie, distantemente relacionada, também ¢é reprimido. Evidéncias indicam
que esta funcdo também estd ligada ao locus (ou loci) S e aos sistemas de incompatibilidade (Hiscock
& Dickinson 1993; Nettancourt 1997), e faz parte de uma outra vertente dos estudos de
incompatibilidade, qual seja, a dos mecanismos de incompatibilidade interespecificas.

Os diferentes sitios de reacdes de incompatibilidade mencionados acima refletem dramadticas
diferencas também existentes nos mecanismos moleculares que atuam nos processos de

reconhecimento e rejeicdo do pélen préprio em diferentes sistemas de incompatibilidade.

O modelo de Brassicaceae

O sistema de incompatibilidade mais intensivamente estudado é o que opera em Brassicaceae, o
qual, como j4 citado, € do tipo esporofitico. O locus S em Brassicaceae € altamente polimérfico, com
mais de 100 formas alélicas alternativas em algumas espécies. Embora o locus S em Brassicaceae se
expresse mendelianamente como apenas um gene, ele na verdade € formado por dois genes unidos por
linkage. O produto de um destes genes funciona como receptor de membrana, € o do outro gene como
um fator de ligacdo, os quais determinam a especificidade das papilas estigmédticas e dos grdos de
pélen, respectivamente. No estigma, o fator que especifica a SI € um receptor transmembrana derivado
do locus S, que atua também como uma enzima de fosforilagdo denominada quinase ("S-locus receptor
kinase" ou SRK). No grio de pdlen, a especificidade da SI é determinada por um fator de ligacdo, uma
proteina rica em cisteinas, derivada do locus S ("cysteine-rich S-locus protein" ou SCR; Nasrallah
2002). No momento da antese, as papilas estigmaticas estdo carregadas de moléculas SRK derivadas de
ambos os alelos do locus S. Por sua parte os graos de pdlen carregam suas moléculas SCR, também
derivadas de ambos os alelos do locus S. Apds a polinizacdo, as moléculas SCR liberadas pelos graos

de pdélen podem interagir com os receptores de membrana SRK das papilas estigmdticas, mas esta
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interacdo s6 ocorre entre o receptor e o fator de ligacdo codificados pelo mesmo haplétipo do locus S.
Assim, em uma autopolinizacdo, as proteinas SCR se encaixam nos sitios de ligacdo dos receptores
SRK, provocando a ativagdo destes receptores de membrana, a qual inicia uma rota de transdugdo de
sinais no citoplasma da papila estigmatica que culmina com a inibi¢do da germinagdo do pdlen, ou do
desenvolvimento do tubo polinico. Nas poliniza¢des cruzadas, desde que nenhum dos haplétipos do
locus S do pdlen seja idéntico a um dos haplétipos do pistilo, as proteinas SCR ndo se ligam aos
receptores SRK, a rota de transdugcdo de sinais ndo € ativada nas papilas estigmdticas e o
desenvolvimento dos tubos polinicos nao € impedido. A rota de transducdo de sinais ainda € pouco
compreendida, mas sabe-se que envolve a fosforilagdo de substratos especificos; mas a causa imediata

da inibi¢do dos graos de pdlen incompativeis permanece desconhecida (Nasrallah 2002).

O modelo de Solanaceae e Rosaceae

Virios estudos indicaram que o produto do locus S em pistilos de algumas espécies de
Solanaceae e Rosaceae (GSI) € uma glicoproteina com funcio enzimdtica de RNase. A partir de entdo
vdrias hipdteses foram levantadas sobre o modo de acdo destas S-RNases (i.e. RNases derivadas do
locus S; Newbigin et al. 1993, Franklin et al. 1995). Uma destas hipoteses postula que a S-RNase
penetra nos tubos polinicos incompativeis na medida em que eles crescem na matriz extracelular do
tecido transmissor. Uma vez dentro do tubo polinico, a RNase degrada todo o RNA sintetizado pela
célula vegetativa, resultando na morte do tubo polinico. Uma vez que os genes do rRNA ndo sdo
transcritos no tubo polinico (Mascarenhas 1993), este deve ser um mecanismo muito eficiente de
provocar a morte do tubo polinico”. A especificidade da interacdo provavelmente é controlada ou por
uma proteina de membrana que realiza o transporte das moléculas de RNase para dentro do tubo

polinico incompativel, ou pela presenca de um inibidor alelo-especifico que previne a degradacido do
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RNA nos tubos polinicos compativeis (neste tltimo caso propde-se que o produto do gene S do pélen é
um inibidor de S-RNases, porém € incapaz de inibir a S-RNase associada ao seu préprio alelo).

O principal problema de tais modelos € que a natureza do componente do grio de pdlen que
controla a especificidade da SI nos sistemas gametofiticos permanece desconhecida (Nettancourt
1999). Sassa (1997) verificou que a completa delecdo do gene da S-RNase em Pyrus serotina leva ao
ndo funcionamento dos alelos S no pistilo, mas ndo afeta o fenétipo S dos tubos polinicos. Os autores
concluem que a regido do locus S em Rosaceae pode conter varios genes unidos por linkage, incluindo
o gene da S-RNase e um gene nio identificado que atuaria no pélen. Tais conclusdes consolidam uma
antiga hipétese (Linskens 1965), segundo a qual os produtos do locus S no tubo polinico e no estilete

sdo codificados por diferentes sub-partes deste mesmo locus S.

O modelo de Papaveraceae

Uma vez que as S-glicoproteinas do sistema de incompatibilidade de Solanaceae sdo
ribonucleases, e uma vez que Papaver rhoeas (Papaveraceae) também apresenta GSI, seria de se
esperar que as proteinas derivadas do locus S em P. rhoeas também fossem RNases.
Surpreendentemente, o produto do locus S em Papaver ndao é uma RNase. Nao foi encontrada atividade
detectavel de RNase correlacionada a presenga do produto do locus S no estigma, e verificou-se que o
pélen de P. rhoeas € insensivel a atividade de RNases (Franklin-Tong et al. 1991). Alelos do gene S de
Papaver nao apresentaram homologia com o locus S em Nicotiana ou em outras espécies de
Solanaceae, bem como com o locus S em Brassica. Estes resultados indicam ser o gene S de
Papaveraceae diferente dos genes S de todos os demais grupos j4 investigados (Foote et al. 1994).

Franklin-Tong et al. (1993) verificaram que a resposta de tubos polinicos incompativeis em P.

z . 2 .« 1A . . .
rhoeas é mediada pelo Ca™". Com base nesta evidéncia foi elaborado um modelo para 0 mecanismo

2 . . . ~ s
Estudos mais recentes em Nicotiana alata, entretanto, sugerem que a degradagdo do rRNA nos tubos polinicos
incompativeis ndo € irreversivel, ou que os tubos polinicos nesta espécie sdo capazes de sintetizar rRNA (Lush & Clarke
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molecular da auto-incompatibilidade em P. rhoeas. Segundo este modelo, o reconhecimento especifico
de proteinas derivadas do locus S, secretadas pelo estigma, € realizado por um receptor transmembrana
do pdlen/tubo polinico. A interagdo entre as proteinas derivadas do locus S do estigma e os receptores
de membrana do pélen/tubo polinico desencadeia uma rota de transducio de sinais, mediada pelo Ca**,
a qual resultaria na inibi¢do do podlen/tubo polinico incompativel (Dickinson 1994; Franklin et al.

1995).

Relacoes evolutivas entre os genes S

O fato de existirem muitos diferentes mecanismos de SI tem importantes implicacdes em nossas
interpretacdes sobre as relagdes evolutivas entre diferentes sistemas incompatibilidade, pois estd claro
que vdrios genes S ndo-relacionados foram identificados até entdo. Isto sugere fortemente que a auto-
incompatibilidade emergiu independentemente vérias vezes na evolugdo das angiospermas. Uma
estimativa aproximada de quantas vezes isto pode ter ocorrido ndo se tornard clara nos préximos anos,
pois uma ampla gama de espécies pertencentes as mais diversas familias precisam ser ainda

investigadas.

Auto-Incompatibilidade de A¢do Tardia (LSI), ou Auto-Incompatibilidade Ovariana (OSI )y

Evidéncias de que um mecanismo de auto-incompatibilidade com base genética, em certas
espécies, opera dentro do ovdrio existem hd mais de 40 anos, desde a publicacdo dos trabalhos
pioneiros de Cope (1962a, b) em Theobroma cacao (Sterculiaceae). A enorme discrepancia existente
entre o que se conhece atualmente sobre a LSI e outros sistemas de auto-incompatibilidade se deve em
grande parte a auto-incompatibilidade tardia ter sido por muito tempo considerada um fendmeno raro

na natureza (Nettancourt 1977). Ndo obstante, Seavey & Bawa (1986), numa primeira revisdo sobre

1997).
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trabalhos que indicavam barreiras do sistema de incompatibilidade operando no ovério, salientaram ser
a LSI um fend6meno bastante comum nas angiospermas, e discriminaram quatro diferentes tipos de LSI:
(1) quando a inibi¢do dos tubos polinicos incompativeis se processa no ovario, porém antes dos
mesmos alcancarem os 6vulos; (2) quando a inibi¢cdo dos tubos incompativeis tem lugar apds a
penetracdo dos 6vulos, mas sem que ocorra a singamia; (3) quando a rejei¢do dos tubos polinicos
incompativeis se processa apds a formacdo do zigoto; (4) quando se sabe que a reacdo de

incompatibilidade € ovariana, mas se desconhece os detalhes histolégicos do processo de rejeigao.

Inibi¢do ovariana precedente a penetragdo dos évulos

No primeiro tipo de OSI, a reacdo de incompatibilidade se processa no tecido transmissor do
ovdrio, ou na epiderme das placentas. Foi verificado em Lilium candidum e L. szovitsianum (Liliaceae;
Brock 1954), Hemerocallis thunbergii (Stout & Chandler, 1933; Brewbaker & Gorrez 1967) e H.
citrina (Liliaceae; Stout & Chandler, 1933) e em Medicago sativa (Leguminosae; Brink & Cooper
1938; Cooper & Brink 1940; Sayers & Murphy 1966). Em todos estes casos, ndo obstante, uma
pequena parcela dos tubos polinicos resultantes de autopolinizacao alcancaram e penetraram os ovulos.
Geranium caespitosum (Geraniaceae), uma espécie definida como auto-compativel, mas que produz
menos sementes por autopolinizagdes do que por polinizagdes cruzadas (SI criptica), apresentou algum
tipo de inibi¢do do tubo polinico resultante de autopolinizacdo no obturador, embora o tubo polinico
ndo seja impedido de penetrar o 6vulo (Hessing 1989). Seavey & Bawa (1986) consideraram a inibicao
ovariana precedente a penetragdo dos évulos ndo mais que uma auto-incompatibilidade gametofitica na
qual ocorre uma demora na reacio de incompatibilidade, até que os tubos incompativeis alcancem o

ovdrio. Porém, estes mesmos autores salientaram que as espécies onde a inibi¢do dos tubos polinicos

? As expressdes "auto-incompatibilidade de agdo tardia" e "auto-incompatibilidade ovariana" sdo empregadas no presente
trabalho como sindnimos.
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incompativeis se processa apds a penetracdo dos 6vulos ndo se enquadram nos sistemas de

incompatibilidade tradicionais, i.e. GSI, SSI ou HetSI.

Inibicdo ovariana posterior a penetragdo dos ovulos, mas anterior a fusdo dos gametas

No segundo tipo de OSI discutido por Seavey & Bawa (1986), o saco embriondrio pode ser
penetrado pelo tubo polinico incompativel, mas a fusdo do nicleo de uma das células esperméticas com
o nucleo da oosfera ndo acontece, tal como observado em Theobroma cacao (Cope 1962a) e em
Castanea mollissima (Fagaceae; McKay 1942). Em Acacia retinoides (Leguminosae), a inibi¢do do
tubo polinico incompativel se processa no nucelo (Kenrick er al. 1986). Em Thryptomene calycina
(Myrtaceae), a inibi¢do do tubo incompativel ocorre na micrdpila (Beardsell 1991, apud Sage et al.
1994), e indicacOes de que a reagdo de incompatibilidade pode envolver interacdes entre o tubo
polinico e o tegumento foram fornecidas por Sears (1937) no estudo da SI em Gasteria verrucosa
(Liliaceae).

Recentemente, evidéncias sobre um mecanismo pré-zigético de LSI foram verificadas em
Narcissus triandrus (Amaryllidaceae; Sage et al. 1999), uma planta heteromérfica (tristilica), a qual,
ndo obstante, ndo se enquadra no sistema HetSI, pois cruzamentos intra- e intermorfos sdo igualmente
férteis, além de sua tristilia ndo ser acompanhada pelos usuais polimorfismos do pdlen e das papilas
estigmaticas. Nesta espécie, as flores em antese de primeiro dia apresentaram 6vulos contendo sacos
embriondrios em diversos estddios de desenvolvimento, desde o gindsporo funcional até o gindfito
maduro, segundo demonstrado pelas andlises histolégicas. Embora ndo tenham sido encontradas
diferencas entre autopolinizacdes e polinizagdes cruzadas quanto as taxas de crescimento dos tubos
polinicos, um nimero significativamente superior de sacos embriondrios deixaram de se desenvolver
nos pistilos autopolinizados, comparados aos submetidos a polinizac¢do cruzada, e o nimero de Gvulos
fecundados também foi significativamente inferior nos pistilos autopolinizados. Estes resultados

sugerem que, em Narcissus triandrus, o fracasso do desenvolvimento dos évulos autopolinizados se
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deve a falta do estimulo presumivelmente desencadeado pelo desenvolvimento dos tubos polinicos
resultantes de polinizacdo cruzada. Nao formam verificados sinais de mal-formagdes no
desenvolvimento dos embrides de sementes resultantes de autopolinizacdo, o que € incongruente com a

possibilidade da depressdo endogamica ser a causa da auto-esterilidade em N. triadrus.

Rejeicdo pos-zigotica

Em Gasteria verrucosa (Sears 1937), Chorisia speciosa (Bombacaceae), Tabebuia ochracea, T.
aurea (Bignoniaceae; Gibbs & Bianchi 1993), Rhododendron spp. (Ericaceae; Williams et al. 1984) e
em Asclepias exaltata (Asclepiadaceae; Sage & Williams 1991) ndo foi observada nenhuma diferenca
entre a velocidade do crescimento dos tubos polinicos compativeis e incompativeis, desde o estigma até
a penetracdo dos 6vulos. Nestas espécies, as células espermaticas sdo liberadas no saco embriondrio e a
fusdo tripla parece ocorrer, j4 que se observa o desenvolvimento inicial do endosperma. A singamia
aparentemente também ocorre, mas em todos os casos mencionados o presumivel zigoto nunca entra
em mitose pos-zigdtica, pois os pistilos nos quais estes dvulos se desenvolvem sofrem abscisdo antes
de ter inicio o desenvolvimento embriondrio. A fusdo do nucleo da oosfera com o nucleo da célula
espermdtica ainda ndo foi confirmada, devido a falta de estudos de ultraestrutura e de anélises
citolégicas quantitativas do DNA. Embora nestes casos a reacdo de incompatibilidade seja interpretada
como pods-zigotica, existe uma hipotese alternativa: a de que as reagdes de reconhecimento do SI
ocorram no tecido transmissor do ovério, sobre a epiderme da placenta, sobre o obturador (quando
presente), em contato com os tegumentos, ou mesmo no nucelo (quando presente), mas as
conseqiiéncias destas reacOes ndo se expressem até que os tubos polinicos incompativeis tenham
penetrado o saco embriondrio e, presumivelmente, realizado a dupla fecundagdo (Sage et al. 1994).

Os estudos realizados por Gibbs & Bianchi (1999) em Dolichandra cynanchoides e Tabebuia
nodosa (Bignoniaceae) indicaram resultados semelhantes aos mencionados no pardgrafo anterior,

porém também revelaram uma menor taxa de penetracdo de évulos em pistilos autopolinizados do que
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em pistilos submetidos a polinizacdo cruzada. Isto indica a existéncia de algum "mecanismo" de
reconhecimento dos tubos polinicos resultantes das autopolinizagdes.

Alguns casos em que a rejeicdo pos-zigltica das autopolinizacdes € acompanhada de
desenvolvimento parcial do embrido ja foram interpretados também como fendmenos decorrentes de
LSI, como em Liguidambar styraciflua (Hamamelidaceae), Epilobium obcordatum (Onagraceae),
Dalbergia retusa, Dipteryx panamensis e Myrospermum frutescens (todas pertencentes a familia
Leguminosae; Seavey & Bawa 1986). Entretanto, o aborto de 6vulos autopolinizados contendo
embrides em desenvolvimento pode ser decorrente da expressao de genes letais em homozigose por
estes embrides, sendo portanto dificil discriminar entre a atuacdo de um presumivel sistema de

incompatibilidade de acdo tardia e os efeitos da depressao endogamica (Sage et al 1994).

O controle genético da LSI

O controle genético da LSI permanece virtualmente desconhecido. Em Lotus corniculatus,
muitos loci com varios alelos em cada locus aparentemente sdo responsdveis pelo reconhecimento de
tubos polinicos incompativeis (Miri & Budar 1966), embora alguns estudos apontem para a auto-
incompatibilidade ovariana (Dobrofsky & Grant 1979) e outros sugiram a depressdo endogamica
(Wojciechowska 1963) para esta espécie. Knox & Kenrick (1983) propuseram o controle gametofitico
para o sistema de auto-incompatibilidade de Acacia retinoides, uma espécie onde subseqiientemente se
verificou o envolvimento do nucelo na inibi¢do dos tubos polinicos incompativeis (Kenrick et al.
1986). Cope (1962a, b), no estudo de Theobroma cacao, sugeriu um sistema envolvendo vdrios loci
com relacdes de domindncia hierdrquica entre si, e de controle interativo entre componentes
esporofiticos e gametofiticos. O controle genético em Gasteria verrucosa nao € claro (Brewbaker &
Gorrez 1967; Brandham & Owes 1978). Entretanto, Lipow & Wyatt (2000) demonstraram o controle

genético por um unico locus S multialélico em Asclepias exaltata, operando esporofiticamente, ou
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talvez gametofiticamente, e esta parece ser a primeira demonstracdo rigorosa, em uma espécie com

LSI, do controle da SI por um tnico locus S multialélico.

LSI ou depressdo endogdamica?

Até o presente, para muitos pesquisadores que desenvolvem estudos nesta drea, a SI é um
fendmeno pré-singdmico (e.g. Nettancourt 1977, Klekowski 1988, Nettancourt 1997, 1999, 2001).
Entretanto, como foi dito acima, tem sido sugerido que sistemas de auto-incompatibilidade de acgdo
tardia podem existir, nos quais o desenvolvimento do zigoto/embrido/endosperma € inibido apds a
dupla fecundagdo (Charlesworth 1985; Seavey & Bawa 1986), mas provas inequivocas da existéncia
desta auto-incompatibilidade ovariana pds-zigética ndo foram até entdo encontradas. Charlesworth
(1985) salientou que embora seja conceitualmente simples discriminar entre uma acdo tardia da SI e
uma acdo precoce da depressdo endogdmica, sua verificacdo experimental pode ser bastante dificil.
Virios critérios t€ém sido definidos de modo a avaliar se o aborto do zigoto ou do embrido € resultado
de uma SI de acdo tardia ou de uma depressdo endogamica determinada pelo genétipo do zigoto
(Charlesworth 1985; Seavey & Bawa 1986; Sage et al. 1994). Estes critérios incluem: (1) a avaliacio
do tempo no qual o aborto dos zigotos/embrides/endospermas ocorre; o aborto uniforme em um tnico
estddio, ou numa estreita faixa de estddios de desenvolvimento, é um indicador de SI, enquanto uma
variagdo continua do tempo em que os abortos ocorrem, ao longo dos ciclos de vida destas novas
geragdes, deve ser esperada quando mecanismos endogamicos sdo a causa primdria destes abortos; (2)
a verificagdo da ocorréncia de malformagdes nos embrides/endospermas, através de estudos
histologicos; a auséncia de malformagdes na maior parte dos embrides/endospermas resultantes de
autofecundacdo é um indicativo de LSI, enquanto a presenca destas malformacdes sugere um
mecanismo de depressdao endogamica; (3) o espectro de variacdo na producdo de sementes entre os

individuos de uma populacdo; uma variabilidade na producdo de sementes resultantes de

autopolinizagdes entre individuos deve ser esperada se mecanismos endogamicos sdo operantes,
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enquanto a produgdo nula ou quase nula de sementes por autopolinizacdo pela maioria dos individuos
em uma populacdo geneticamente varidvel deve indicar que um mecanismo de SI estd envolvido
(porém gendtipos com uma carga genética elevada de genes letais atuando nos embrides podem resultar
na mesma auto-fertilidade nula ou quase nula); (4) a dependéncia dos abortos relativamente ao
gendtipo dos parentais vs. o gendtipo da progénie; evidéncias de incompatibilidade nos cruzamentos
entre irmaos, ou nos cruzamentos entre o0s parentais e a prole, com um nimero limitado de grupos onde
os tais cruzamentos sdo compativeis, indicando assim a segregacdo de alelos S, sugerem LSI com base
genética, independente do gendtipo da progénie; (5) a resposta dos embrides apds a sua transferéncia
para um meio apropriado de cultura de tecidos; embrides que carregam genes letais em homozigose
ndo sobreviveriam, enquanto aqueles que abortariam como resultado de um sistema de
incompatibilidade podem ter uma chance de sobreviver, se a expressdo da incompatibilidade no sistema
espor6fito materno/embrido ndo afetou a fisiologia autbnoma do embrido. Nao obstante, um fator que
potencialmente interfere com as interpretacdes deste dltimo critério € o fato de que a expressiao génica
ndo € independente do ambiente, e assim € possivel que os genes letais no ovario ndo sejam letais nas
condicdes in vitro (Sage et al. 1994).

Klekovski (1988) contestou dois destes critérios argumentando que o modelo da depressdo
endogadmica é consistente tanto com a presenca como com a auséncia de nitidas taxas de segregacdo na
progénie apos autopolinizagdo, e que os mecanismos da auto-esterilidade ndo sdo conhecidos o bastante
para se fazer predicdes quanto ao tempo de rejeicdo dos embrides resultantes de autopolinizacdo. Este
autor também propds um critério adicional: (6) que mutagdes induzidas em sistemas de auto-
incompatibilidade ovariana favoreceriam uma mudanca da auto-esterilidade para a auto-fertilidade,
comparada a crescente auto-esterilidade decorrente de mutagdes (uma vez que a grande maioria das
mutacoes sdo deletérias), se o mecanismo envolvido € o de depressdo endogamica.

Virios estudos recentes envolvendo espécies com auto-esterilidade ovariana tém procurado

distinguir entre LSI pds-zigbtica e depressdo endogamica. Alguns pesquisadores parecem considerar
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que toda auto-esterilidade pds-zigética é evidéncia de depressdo endogamica (Krebs & Hancock 1991),
uma visdo que deve ser rejeitada a menos que uma explicacdo satisfatéria em termos de LSI possa ser
descartada. Muitos autores tém baseado suas conclusdes em relacdo a depressdo endogamica
principalmente na ocorréncia de auto-rejei¢do em um continuum de estddios embriondrios (Wiens et al.
1987; Bertin et al. 1989; Manasse & Pinney 1991). A caracterizagdo do tempo no qual ocorreram os
abortos implicados na auto-esterilidade pés-zigética foi feita utilizando-se material seccionado e
também material clarificado em Epilobium angustifolium (Wiens et al. 1987), ou apenas material
seccionado em Liquidambar styraciflua (Schmitt & Perry 1964) e em Lotus corniculatus
(Wojciechowska 1963). Os abortos pods-zigéticos em L. styraciflua ocorreram em uma fase de
desenvolvimento muito restrita, quando os embrides apresentavam 4-6 células. Nao obstante, em E.
angustifolium e em L. corniculatus, os abortos ocorreram numa ampla variedade de estddios. Conclui-
se portanto que os abortos embrionérios em L. styraciflua provavelmente se deveram a LSI, enquanto
em E. angustifolium e L. corniculatus € mais provavel que os abortos foram decorrentes de depressao
endogamica (Sage et al. 1994). Alternativamente, os abortos em L. styraciflua poderiam dever-se a um
sistema de depressdo endogdmica que mimetiza a LSI em virtude do envolvimento de um nimero
suficientemente grande alelos letais de ac¢do precoce (Sage et al. 1994).

Um dos argumentos fundamentais contra a depressdo endogamica em espécies que apresentam
auto-esterilidade completa ou quase completa é o nimero improvavelmente elevado de genes letais
necessarios para se produzir abortos precoces quase uniformes (Seavey & Bawa 1986; Waser & Price
1991). Para o nimero de embrides mortos ser grande o suficiente a ponto de mimetizar a SI, o nimero
de equivalentes letais presumivelmente deve ser da ordem de 10-15 (Sage er al. 1994). De fato, as
estimativas divulgadas do nimero médio de equivalentes letais em angiospermas variam entre menos
de 1 até 12 (Levin 1984; Klekowski 1998). Uma carga de genes letais de 11-12 foi estimada para L.
styraciflua (Klekowski 1988) e Epilobium obcordatum (Seavey & Carter 1994), indicando que um

nimero suficientemente elevado de genes letais que se expressam durante a embriogénese pode estar
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presente nestas espécies para que a depressio endogdmica realmente mimetize algumas das
caracteristicas da auto-incompatibilidade ovariana pds-zigética (Sage et al. 1994).

Sage et al. (1994) salientaram também que ao avaliar a possibilidade da depressdo endogamica,
fatores adicionais devem ser considerados. Primeiro, o nimero divulgado de equivalentes letais pode
ser errOneo em espécies que nunca amadurecem mais do que uma certa fracdo dos seus 6vulos. Tal
como salientado por Klekowski (1988), a propor¢do do niimero de sementes para o de 6vulos em tais
espécies pode ser o resultado de selecdo modulada pelo investimento materno ("developmental
selection"), e pode ser inapropriado assumir inviabilidade para todos os zigotos fertilizados mas que
abortam apds autopolinizagdo. O nimero de equivalentes letais conseqiientemente serd subestimado,
especialmente quando a carga genética for baixa. Em Phlox drummondii, por exemplo, a incorporagdo
de uma leve selecdo no modelo altera o numero estimado de equivalentes letais de 0,79 para 3,23
(Levin 1984; Klekowski 1988). Uma segunda consideracdo € que os nimeros de embridnicos letais sdo
conhecidos para muito poucas angiospermas, € estes podem ou ndo ser representativos das
angiospermas em geral. Plantas perenes, de longa vida e xenogamicas podem apresentar cargas
genéticas maiores que espécies de vida curta e autogamicas. As autogamicas tenderdo a expor seus
genes recessivos letais a selecdo mais freqiientemente, o que pode reduzir o seu nimero. Individuos de
espécies longevas acumulam carga genética com a idade (Klekowski & Godfrey 1989), e por isto
podem conter mais letais recessivos do que individuos de espécies de vida curta. Curiosamente, as duas
espécies lenhosas (presumivelmente longevas) para as quais dados foram divulgados mostram duas das
mais altas estimativas de carga genética; 11-12 em Liquidambar styraciflua (Schmitt & Perry 1964;
Klekowski 1988) e pelo menos 9,6 em Vaccinium corymbosum (Krebs & Hancock 1991). Estes
numeros de equivalentes letais podem contar para auto-esterilidades de mais de 90%.

Uma terceira consideracdo é quanto a maneira na qual o sucesso das autopolinizacdes &
calculado. Segundo Sage et al. 1994, a producdo bem sucedida de uma semente apds autopolinizacao é

determinada por dois fatores inter-relacionados: a habilidade do embrido e do endosperma
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sobreviverem dentro do ovdrio, e a habilidade do ovario sobreviver até a maturidade. E perfeitamente
possivel que um dado embrido possa ter a capacidade de sobreviver até a maturidade, e no entanto isto
ndo aconteca porque o ovdrio/fruto que o contém aborte. O aborto do ovéario/fruto pode acontecer, por
exemplo, porque apenas um pequeno numero de embrides vidveis estejam presentes. Assim, a
proporcdo entre o total de sementes resultantes de autopoliniza¢do para o nimero total de évulos em
todas as flores autopolinizadas (incluindo aquelas que falham em produzir frutos maduros) subestima o
nimero de embrides resultantes de autopolinizacdo livres de genes letais, e a propor¢ao de sementes
sadias, relativamente ao nimero de 6vulos nos ovdrios que se tornam frutos maduros, deve ser uma
estimativa melhor da percentagem de embrides livres de genes letais do desenvolvimento (Sage et al.
1994).

Ainda segundo Sage et al. (1994), uma dificuldade final na interpretacdo diz respeito ao efeito
potencial dos 6vulos em desenvolvimento sobre os évulos vizinhos dentro de um mesmo ovério. J4 esta
bem estabelecido que as polinizacdes mistas (pdlen da prépria planta + pdlen de outro individuo)
algumas vezes produzem resultados diferentes dos obtidos quando autopolinizagdes e polinizacdes
cruzadas sdo realizadas em flores separadas. Quando plantas produzem sementes por autopolinizacdo,
mas nas polinizagdes mistas as sementes resultantes de autofecundacdo sdo produzidas em menor
quantidade ou mesmo ndo sdo produzidas, se diz que tais plantas apresentam SI criptica (Bateman
1956; Bowman 1987; Hessing 1989). Alternativamente, se as autopoliniza¢des sdo ineficazes, mas
sementes vidveis resultantes de autofecundag@o sdo produzidas nas polinizagdes mistas, se diz que tais
plantas apresentam auto-fertilidade criptica (Bertin & Sullivan 1988). Sabe-se que a auto-fertilidade
criptica ocorre pelo menos em Pyrus communis € em Campsis radicans (Visser & Marcucci 1984;
Bertin & Sullivan 1988). Nio se sabe se a diferenga entre autopoliniza¢des e poliniza¢des mistas reflete
um efeito estimulatério dos tubos polinicos e/ou zigotos resultantes de polinizagdo cruzada sobre os
tubos polinicos e/ou os zigotos resultantes de autopolinizacdo, ou se trata-se de algum outro fendmeno

(porém ver Seavey et al. 2000). A ocorréncia de tal efeito estimulatério pode viabilizar vérios graus de
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desenvolvimento de sementes resultantes de autofecundacdo, algumas das quais podem sobreviver até a
maturidade. Tal padrdo de interrupcdo do desenvolvimento em vdrios estdgios pode produzir um
resultado parecido com o da auto-esterilidade decorrente de depressao endogamica. De fato, entretanto,
os zigotos resultantes de autofecundacdo podem individualmente ter o seu desenvolvimento inibido por
uma barreira de SI, mas continuarem a se desenvolver somente porque recebem um estimulo hormonal,
proveniente dos 6vulos vizinhos, os quais sdo mais vigorosos por conter zigotos resultantes de
fertilizacdo cruzada. Com base neste exemplo, Sage et al. 1994 salientam a profunda dificuldade em se
confirmar a existéncia da LSI pds-zigbtica, pois ndo se conhece os padrdes interativos ou a natureza
molecular destas interacoes.

Por todas estas consideracOes, Sage et al. (1994) admitem que nem a depressdao endogamica,
nem a LSI podem teoricamente ser rejeitadas como possiveis explicacdes para a auto-esterilidade pos-
zigltica. A situagdo em cada espécie deve ser considerada separadamente, com base em observagdes
empiricas do seu comportamento em cruzamentos e de sua biologia celular. Mesmo com tais dados em
maos, a discriminacdo (entre uma auto-incompatibilidade de acdo tardia e uma depressao endogamica
de acdo precoce) provavelmente € dificil. Por exemplo, a observacdo de diferengas protéicas entre
ovdrios autopolinizados e submetidos a polinizacio cruzada em Lotus corniculatus levou Dobrofsky &
Grant (1979) a sugerir que tal espécie apresenta auto-incompatibilidade ovariana, uma conclusdo
aparentemente em contradicdo com a observagdo de que a singamia ocorre apds a autopolinizagdo e os
embrides resultantes de tais autopoliniza¢des abortam num continuum de estidios de desenvolvimento.
Significativamente, entretanto, uma parte dos tubos polinicos resultantes de autopolinizacdo abortam
dentro do ovdrio, antes de penetrar os Ovulos. Assim, o fracasso da autopolinizacdo nesta espécie
ocorre antes e depois da singamia, e uma clara escolha entre LSI e depressdo endogidmica ndo é
possivel. Com toda probabilidade, a auto-esterilidade em L. corniculatus deve se basear na acado

conjunta de uma LSI gametofitica e da depressdo endogamica.
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2. Objetivo

O presente trabalho teve como objetivo investigar os sistemas de reprodu¢do e aspectos da
biologia floral nas espécies de Bignoniaceae ja citadas. O estudo dos sistemas reprodutivos envolveu a
realizacdo de experimentos de polinizacdes manuais controladas e determinagdo dos sitios de reacdes
de incompatibilidade. Em algumas das espécies cujos resultados indicaram reacOes de
incompatibilidade operando no ovério, foram feitas andlises histol6gicas comparativas entre os pistilos
autopolinizados e submetidos a polinizacdo cruzada, em vdrios intervalos apds a poliniza¢do, com o
objetivo de verificar o nimero de 6vulos penetrados e possiveis discrepancias no desenvolvimento do
saco embriondrio/embrido/endosperma entre os dois tratamentos, bem como constatar em que etapa(s)

ocorre o aborto do processo sexual ou do desenvolvimento pds-zigético em pistilos autopolinizados.

3. Biologia Reprodutiva de Jacaranda racemosa Chamisso (Bignoniaceae)

3.1 Resumo - Jacaranda racemosa € um arbusto xilopodifero, endémico dos campos rupestre da
Cadeia do Espinhago. Seu sistema reprodutivo foi investigado através de experimentos de polinizagdes
controladas e da anélise histolégica quantitativa dos eventos posteriores a autopolinizacdo e a
polinizagdo cruzada. Aspectos da biologia floral foram também estudados pela observacido dos eventos
e dos visitantes florais. A antese durou 1-3 dias, embora as flores s6 estejam receptivas durante o 1” dia.
A flor produz pequena quantidade de néctar sendo polinizada principalmente por abelhas de médio
porte. Uma vez que o estaminddio favorece a eventual polinizagdo por abelhas de pequeno porte, e que
frutos maduros resultantes de poliniza¢do natural e contendo apenas uma ou poucas sementes tenham
sido encontrados, um possivel papel do estamindédio em aumentar o espectro de polinizadores
potenciais € sugerido. Os experimentos de poliniza¢cdes manuais indicaram ser J. racemosa uma

espécie auto-incompativel. A andlise histologica dos eventos posteriores a polinizacdo sugerem a

atuacdo de um tipo de LSI no qual os pistilos autopolinizados sofrem um atraso no progresso de
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desenvolvimento em diferentes fases apds a polinizagcdo, desde a penetracao dos dvulos até os estadios
iniciais da endospermogénese. Ndo foram encontradas evidéncias de que a auto-esterilidade em J.

racemosa seja decorrente de depressdao endogamica.

Palavras-chave: Auto-incompatibilidade de acdo tardia, sistemas reprodutivos, Jacaranda,

Bignoniaceae, polinizacio, biologia floral, estaminddio.

3.2. Introducao

O género neotropical Jacaranda Juss. compreende cerca de 49 espécies de arvores e arbustos
que se distribuem desde a Guatemala e Antilhas até o norte da Argentina, sendo Jacaranda racemosa
um arbusto xilopodifero endémico dos campos rupestres da Serra do Espinhaco, ocorrendo somente em
solos arenosos entre as altitudes de 1100-1300m (Gentry 1992). Escassos estudos ja realizados sobre a
biologia reprodutiva de Jacaranda tém demonstrado que as espécies deste gé€nero sdo melitofilas
(Bittencourt 1981, Morawetz 1982, Yanagizawa 1983, Vieira et al. 1992), adaptadas a polinizagdo por
abelhas de médio porte e de lingua longa (e.g. espécies de Bombus, Centris e Euglossa; Morawetz
1982). Laroca & Almeida (1985) descreveram a adaptacdo das pecgas bucais de Niltonia virgilii para a
coleta de néctar em J. puberula Chamisso.

Yanagizawa (1983) admitiu ser J. oxyphylla Chamisso auto-compativel, embora Morawetz
(1982) considere esta espécie muito relacionada com J. caroba (Vell.) DC., para a qual foi sugerida a
auto-incompatibilidade tardia (Vieira et al. 1992). A auto-incompatibilidade foi verificada também em
J. macrantha Chamisso (Bittencourt 1981) e J. ulei (Ribeiro et al. 2002). No presente trabalho foram

feitos estudos sobre o sistema reprodutivo e aspectos da biologia da polinizacao de J. racemosa.
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3.3. Material e Métodos

O local da realiza¢do do trabalho, uma 4rea de preservagdo particular localizada na Serra do
Breu (19°01'S, 43°42'W), apresenta praticamente as mesmas caracteristicas climdticas e fisiondmicas
da Serra do Cip6 (Giulietti & Pirani 1988). Esta drea estd compreendida entre o Corrego Fundo (a
oeste) e o Rio das Pedras (ao norte/nordeste). Jacaranda racemosa é uma espécie extremamente
abundante na regido, porém somente onde a vegetacdo corresponde a um campo rupestre tipico, ou
seja, acima da zona de transi¢do com o cerrado. E localmente conhecida como "carobinha-do-campo".

Os estudos de campo foram realizados entre os dias 2 e 27 de janeiro (realizacdo dos
experimentos de polinizacdes, observagdes sobre os eventos e visitantes florais, coleta de material
botanico), e entre 24 e 27 de fevereiro (verificagdo dos resultados dos experimentos de polinizagdes,
coletas de frutos e sementes maduras) do ano 2000. Visitas ocasionais ao local de realizacdo do
trabalho, em diferentes épocas do ano, foram feitas entre os anos de 1999 e 2003, para o registro de
dados fenologicos.

Jacaranda racemosa € um arbusto com xilipddio (figuras 2 e 7), cuja parte aérea raramente
ultrapassa 50 cm de altura. Os ramos aéreos sdo monopodiais, apresentando folhas pinadas, rosetadas, e
inflorescéncias terminais (figuras 2-5). A flor possui célice cupuliforme, glabro, 5-dentado, e corola
tubular-infundibuliforme, 5-lobada, de cor roxa, magenta ou lilds, com o tubo estreitando-se na base,
usualmente apresentando guias de néctar de cor escura na face interna do lado anterior (figuras 5, 8 e
9). Proximo a sua inser¢do no receptdculo, o tubo corolino apresenta uma ligeira dilatagdo, a qual
corresponde a parede da camara nectarifera. O androceu € didinamo, apresentando estames inclusos e
um longo estaminddio posterior, subexerto ou exerto (figuras 3, 8 e 9), de cor branca e revestido por
tricomas glandulares capitados (exceto na por¢do proximal). O ovdrio € arredondado, lateralmente

achatado, envolvido na base por um disco nectarifero. O fruto € uma cdpsula loculicida (figura 10), de
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Figuras 1-7: Jacaranda racemosa. 1: Vista geral da drea de estudos da populacdo 1. 2: Habito
(inflorescéncia, ramos aéreos, xilopddio e raizes). 3-5: Inflorescéncias. A seta na figura 4 indica ramo
dicasial. 6: Escavacdo em um agregado, mostrando os xilopddios. 7: Xilopddio.

Figuras 8-10: Jacaranda racemosa. 8: Flor - a: vista frontal, b: vista lateral. 9: Flores. As setas
indicam o estaminddio. 10: Frutos.
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formato obovado, cujas valvas se curvam para o lado dorsal apds a deiscéncia, afastando-se uma da
outra e expondo assim as sementes. Estas apresentam ala hialino-membrandcea e sdo dispersas pelo
vento.

Foram investigadas duas populacdes geograficamente separadas pela crista de uma montanha,
distando aproximadamente 3 km uma da outra. A populacdo I (figura 1) encontrava-se na vertente do
Corrego Fundo (19°02'47,3"S 43°42'34,5"W), recebendo maior influéncia da atividade pecudria
extensiva local. A populagdo I encontrava-se na margem sul/sudeste do Rio das Pedras (19°01'46,8"S
43°42'29,4"W), em drea sob pouca ou nenhuma influéncia de atividades antrépicas. Nesta regido a
espécie caracteriza-se por uma distribuicdo em agregados de nimero varidvel de individuos, agregados
estes distando apenas poucos metros uns dos outros. Individuos isolados (ndo-agregados) também
foram encontrados. Estes agregados de individuos, por sua vez, normalmente formavam grandes
agrupamentos com diferentes densidades, conforme o local. As populagdes investigadas pertenciam a
agrupamentos excepcionalmente densos - isto é, contendo muitos agregados pouco distanciados uns
dos outros. O material testemunho das populagdes investigadas encontra-se depositado no Herbdrio
UEC (registros de ndmeros 106.326, 106.329, 106.333 e 103.334; n°* coletor: 99/8, 99/11, 99/15 e
99/16).

E provével que a propagacio vegetativa por segmentacio do xilopddio seja freqiiente nesta
espécie, uma vez que certas caracteristicas morfoldgicas de seus ramos aéreos, varidveis na populacdo,
sdo usualmente idénticas num mesmo agregado, a despeito destes ramos poderem estar separados uns
dos outros no nivel subterraneo - cada um dos elementos num agregado como este poderia portanto ser
interpretado como um individuo, do ponto de vista fisico, porém todo os elementos deste mesmo
agregado seriam um s6 individuo, do ponto de vista genético. Foram feitas escavagdes cuidadosas dos
xilopédios de dois agregados para a verificacdo das citadas descontinuidades no xilopddio (figura 6),
bem como observagdes em locais onde o substrato arenoso de tais agregados havia sofrido processo

erosivo. Foi também constatado que, embora geralmente todos ou a maior parte dos ramos aéreos nos
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agregados tenham as mesmas caracteristicas morfoldgicas, algumas vezes foram encontrados, num
mesmo agregado, um ou mais ramos aéreos com caracteristicas morfoldgicas distintas (sobre a natureza
de tais discrepancias, ver Resultados). Portanto nem sempre estes agregados pareciam ser formados por
clones de um mesmo individuo. A origem de tais agregados "mistos" poderia ser explicada pela
germinagdo de sementes geneticamente distintas num mesmo local, ou muito préximas, ou ainda pelo
crescimento e interpenetracdo de dois ou mais agregados proximos.

Seis inflorescéncias em 5 agregados da populagdo I, e mais 13 inflorescéncias em 5 agregados
da populagdo II foram marcadas para verificagdo da dindmica de florescimento. Vinte e cinco unidades
florais* em 6 agregados da populagdo I, e mais 25 unidades florais em 5 agregados da populacio II,
todas em estddios de desenvolvimento anteriores a antese, foram marcadas para verificacdo dos eventos
florais. As observacdes foram registradas em diferentes horarios da manha ou da tarde, sendo que cada
unidade floral na populacédo I foi observada pelo menos duas vezes ao dia. Testes organolépticos de
pecas florais isoladas (cdlice, corola, estames férteis, estaminddio e pistilo) foram realizados pela
concentracdo de odor em frasco de vidro (Dafni 1992). Medi¢des do volume e da concentragdo do
néctar foram realizadas em 3 agregados da populacdo I e em 2 agregados da populagdo II, utilizando-se
seringa microvolumétrica e refratdbmetro de bolso. Observacdes dos visitantes foram feitas durante a
realizacdo dos experimentos de polinizacdes manuais e durante a verificacdo da dindmica de
florescimento e dos eventos florais, totalizando aproximadamente 220 horas de observagao. Alguns dos
visitantes foram capturados para montagem a seco, observacdo da deposi¢do de graos de podlen e
identificagdo.

Para a determinagdo do sistema reprodutivo foram feitos testes de polinizacOes manuais e
andlise de seccOes histolégicas em microscopio Optico de pistilos autopolinizados e submetidos a

polinizagdo cruzada. Inflorescéncias contendo somente botdes florais (i.e. sem flores em antese) foram

z

* A expressdo "unidade floral" é presentemente utilizada para designar flores ou botdes florais em qualquer estddio de
desenvolvimento.
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parcial ou totalmente ensacadas com redes de nylon (figura 1). Nos dias posteriores, as flores ensacadas
em antese de primeiro dia foram polinizadas (1) utilizando-se pdlen de outro agregado de individuos
(teste de polinizac@o cruzada induzida); (2) empregando-se pélen da mesma flor ou de outra flor do
mesmo individuo (teste de autopolinizacdo induzida); ou (3) ndo foram manipuladas (teste de
autopolinizac¢do espontanea). Flores ndao ensacadas foram marcadas para a verificacdo da producéo de
frutos por polinizacdes naturais. As flores foram marcadas com linhas coloridas, uma cor para cada
tratamento. As observacdes sobre o modo de distribuicdo dos individuos, mencionadas no paragrafo
anterior, foram de vital importancia para a determinagdo do sistema reprodutivo. Vinte e um agregados
da populacdo I, e mais 19 agregados da populagdo II, foram utilizados nos experimentos de
polinizacGes manuais. Para garantir que as polinizacOes cruzadas fossem realmente realizadas entre
individuos geneticamente distintos, o pdlen utilizado nas flores de um agregado foi sempre extraido das
flores de um outro agregado, localizado a mais de dez metros de distancia do primeiro. No teste de
geitonogamia (i.e. flores polinizadas com o pélen de outras flores do mesmo individuo), para evitar que
o polen empregado pudesse pertencer a um individuo com genétipo diferente, localizado no mesmo
agregado, foram feitas polinizacdes envolvendo diferentes flores da mesma inflorescéncia; s6 se
utilizou pdlen proveniente de uma inflorescéncia distinta da que estava sendo polinizada quando as
duas inflorescéncias envolvidas emergiam de ramos do mesmo xilopddio.

Foram coletadas 3 cdpsulas em cada um de 5 agregados de cada populacdo (total = 30 frutos de
10 individuos) para a contagem de sementes formadas em frutos provenientes de polinizagcdes naturais.
As cépsulas apresentavam 1,7-4,5 cm de comprimento por 1,3-3,2 cm de largura, sendo que todas elas
encontravam-se iniciando a deiscéncia.

As polinizagdes manuais realizadas para o estudo histolégico foram feitas em 10 agregados da
populagdo I. Cada um dos tratamentos 1 e 2, citados no pardgrafo anterior, foram realizados em pelo
menos uma flor em antese de primeiro dia de cada um dos agregados. Os ovdrios foram fixados em

FAAS5O (formaldeido 4%, acido acético glacial e etanol 50% nas propor¢des de 5:5:90%; Johansen
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1940) nos intervalos de 6, 12, 24, 48 e 72 horas apds a polinizacdo, de modo que cada agregado
contribuiu com pelo menos 1 pistilo autopolinizado e 1 pistilo submetido a polinizagcdo cruzada. Trés
ovdrios resultantes de cada tratamento e de cada intervalo apds a polinizagdo foram selecionados
aleatoriamente, infiltrados em parafina utilizando-se série butilica (Johansen 1940) e submetidos a
seccOes transversais seriadas em micrétomo rotativo Micron HM 240, na espessura de 8 pum. As
seccoes foram coradas com azul-de-astra e fucsina-basica (Roeser 1972) e analisadas em microscopio
optico Olympus BX40. Foram analisadas seccdes de 6évulos ao longo de todo o comprimento de cada
ovario. Nos intervalos de 24 a 72 horas apds a polinizacdo, quando um ovdrio ndo apresentou tubos
polinicos no tecido transmissor, este ovario foi interpretado como derivado de polinizacdo malsucedida,
sendo substituido por outro, de tratamento e intervalo correspondente. O teste estatistico do qui-
quadrado foi utilizado para comparar as incidéncias de évulos penetrados e ndo-penetrados, bem como
0s eventos posteriores a penetracdo dos 6vulos em pistilos autopolinizados vs. pistilos submetidos a
polinizacdo cruzada, em cada um dos intervalos de fixac@o, combinando os totais dos trés pistilos de
cada tratamento. Os testes estatisticos foram feitos empregando-se o software Epi Info 6.0.
Efetivamente, foram observados 903 6vulos (428 derivados de autopolinizagdo e 540 derivados de

polinizacdo cruzada) de um total de 30 ovérios, pertencentes a aproximadamente 10 individuos.

3.4. Resultados

A floracdo de Jacaranda racemosa foi verificada entre os meses de setembro a marco.
Diferengas fenotipicas macromorfoldgicas foram verificadas entre individuos de ambas as populagdes.
As principais variagdes sdo na tonalidade da corola, a qual abrange um espectro relativamente amplo,
desde o magenta-escuro, ou o roxo, até o rosa-claro, com todas as gradacdes intermedidrias. Flores com
corolas apresentando tons muito claros de rosa, lavanda ou lilds foram raramente observadas. Em todas
as flores, a porcdo interna do lado superior (posterior) do tubo corolino era branca (figura 3),

contrastando assim com a cor das demais partes da corola. Este contraste obviamente é bem acentuado
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nas flores mais escuras, resultando num efeito visual externo bem distinto do das flores de cores claras.
As dimensoes da flor também sdo varidveis - comprimento do célice: 0,64+0,12 cm; largura do célice:
0,42+0,07 cm; comprimento da corola: 5,2340,38 cm; largura da fauce: 1,85+0,23 cm; envergadura dos
lobos da corola: 3,67+0,33 cm; comprimento do estaminddio: 3,54+0,20 cm (média + desvio padrdo, n
=11) (figura 8).

Diferencgas no tamanho, no volume e na textura da superficie externa (rugosa ou lisa) do célice
foram observadas em diferentes agregados. Igualmente visiveis foram as diferencas de tonalidade da
coloracdo externa das partes vegetativas resultantes de crescimento primdrio - caules aéreos,
pedunculos, pedicelos, proéfilos, calices, capsulas, lado dorsal das folhas, etc. -, que variaram desde o
verde oliva até o vinho escuro, com todos os matizes intermedidrios. Tal padrdo de coloracao
certamente se deve a maior ou menor concentracio de um pigmento viniceo caracteristico desta
espécie, possivelmente antocianina.

Algumas vezes foram encontrados individuos cuja(s) inflorescéncia(s) apresentavam algumas
ou todas as flores contendo estaminddios com morfologia ndo-usual, por serem duplos, ou bifidos na
extremidade distal, ou entdo, mais freqiientemente, por apresentarem expansdes petaldides em sua
haste, ou ainda por serem totalmente transformados em "pétalas”. As mesmas expansdes foram outras
vezes encontradas nos filetes e no conectivo dos estames, ou entdo tanto no estamindédio quanto nos
estames. Nao raro estes estames "petaldides" apresentavam anteras estéreis (destituidas de pdlen). As
vezes estas pecas do androceu transformadas em "pétalas" eram grandes o bastante para obstruir o
espaco interno do tubo, de modo a impossibilitar a entrada de qualquer abelha de médio porte, do tipo
que normalmente é reconhecida como polinizadora potencial em plantas com a morfologia floral de

Jacaranda.
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Biologia Floral

Esta espécie possui inflorescéncias racemosas ou tirséides, cujas flores laterais resultam
provavelmente da redug@o dos ramos ternados (dicdsios), tipicos das inflorescéncias de Bignoniaceae, a
apenas uma flor cada. Evidéncia que corrobora tal interpretacdo € a presenca, em inflorescéncias
excepcionalmente longas, de ramos dicasiais na por¢do proximal ou mediana do eixo das mesmas
(figura 4). O ndmero de unidades florais por inflorescéncia foi bastante varidvel (5 a 28 unidades
florais, média = 12,6, n = 27). Cada inflorescéncia apresentou 1 ou 2, raramente 3 ou mais flores em
antese por dia. Inflorescéncias muito longas apresentaram 1 ou dois eixos menores partindo da base do
eixo principal, cada um deles com a mesma disposicao de unidades florais do eixo principal. Portanto
tais inflorescéncias obviamente portavam um numero muito maior de unidades florais do que o usual,
ndo obstante tenham sido raramente verificadas. Inflorescéncias como estas ndo foram computadas no
célculo da média de unidades florais.

Ja o nimero de inflorescéncias por planta ndo pode ser estimado com precisdo, devido aos ja
citados problemas em relagc@o a determina¢@o do que é um individuo. Apenas 2 em cada 10 agregados
apresentaram duas ou mais inflorescéncias. Porém em um dos agregados utilizados para verificacdo de
eventos florais, foram encontradas 10 inflorescéncias contendo unidades florais em estddios posteriores
ao egresso floral, e mais trés inflorescéncias em estiddios iniciais do desenvolvimento, nas quais
nenhum dos botdes florais havia sofrido egresso. Todas as flores em antese nas dez primeiras
inflorescéncias eram morfologicamente idénticas, apresentando corola magenta muito saturada,
condicdo marginal nas populagdes investigadas. Os elementos deste agregado foram interpretados
como compondo um mesmo individuo, do ponto de vista genotipico. Portanto, um mesmo individuo
excepcionalmente pode apresentar até mais de 10 inflorescéncias.

Apenas em duas ocasides se observou visitas legitimas de Euglossa sp. (Euglossini, Apidae) as
flores de J. racemosa, uma abelha com dimensdes corporais compativeis com seu possivel papel como

polinizadora nesta espécie. A primeira observacdo ocorreu na parte da manha, por volta das 11:00
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horas. Ao se aproximar de uma inflorescéncia, a abelha pairou em frente a abertura de uma flor por um
tempo relativamente longo (alguns segundos), pousando em seguida sobre o lobo anterior da corola, ou
entdo voando para outra flor na qual repetia 0 mesmo comportamento. Apds pousar a abelha adentrou a
flor, caminhando sobre a superficie interna do lado anterior do tubo, em direcdo a base da corola,
possivelmente orientando-se pelos guias de néctar. O tempo de permanéncia da abelha na flor nao
ultrapassou 10 segundos. Em seguida a abelha saiu da flor, levantou vdo pairando alguns segundos
novamente a frente da flor antes de abandond-la e em seguida voou para outra flor. A abelha visitou
sucessivamente trés flores de inflorescéncias proximas (descontando-se as flores a frente das quais a
abelha apenas pairou, sem pousar), repetindo sempre a mesma seqiiéncia de comportamentos. Apds a
ultima visita, a abelha algou voo afastando-se rapidamente do local e ndo foi mais observada. As trés
flores visitadas foram examinadas logo apds o afastamento do abelha. Todas apresentavam estigmas
fechados.

Alguns dias depois foi realizada uma segunda observacdo do visitante - uma abelha
aparentemente da mesma espécie, talvez o mesmo individuo - em plantas da mesma populagdo e
localizadas a apenas alguns metros de distancia das plantas da ocasido anterior. Verificou-se que o
inseto se comportava da mesma forma que na primeira ocasido; porém observacdes mais detalhadas
ndo foram feitas, pois foi necessario assegurar a coleta do exemplar para identificacdo. Apds coletada, a
abelha foi examinada com o auxilio de uma lupa manual, antes de ser introduzida na camara mortudria.
O exemplar apresentava pélen em seu dorso, o qual era da mesma cor do pdlen de J. racemosa. Um
exemplar de Centris (Centris) cf. varia foi observado voando préximo as inflorescéncias de J.
racemosa; porém a abelha nao foi vista visitando as flores.

Além destas, em trés diferentes ocasides foram observadas visitas de Augochlora
(Oxystoglosella) sp. (Augochlorini, Halictidae) fémea em flores da outra populacdo investigada.
Somente em uma destas ocasides, porém em vdrias flores, foi verificado o comportamento da abelha

dentro da flor. A abelha freqiientemente pousava sobre a extremidade distal do estaminddio,
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caminhando sobre o mesmo até alcangar as anteras, nas quais dependurava-se executando movimentos
para coleta de pélen. O contato da abelha com o estigma, durante seus movimentos dentro da flor, foi
eventualmente verificado.

Em duas ocasides, no final da tarde, foram verificadas visitas de pilhadores de néctar as flores
de J. racemosa. As visitas forma feiras por Xylocopa (Schonherria) sp. A abelha pousava do lado de
fora da corola, caminhando até a sua base e perfurando-a para ter acesso ao néctar. Em ambas as
ocasides, a abelha visitou vdrias flores, algumas vezes pousando também em botdes florais em pré-
antese. Somente na segunda ocasido o espécime foi coletado.

A antese ocorreu 7 a 9 dias depois do egresso floral, apés o botdo floral alcancar o estdgio de
pré-antese - fim da tarde do dia anterior ao da abertura -, com cerca de 3,2 cm de comprimento. Trinta
das 50 unidades florais marcadas passaram pelo periodo de antese durante a coleta de dados. O inicio
da abertura dos lobos da corola ocorreu ao amanhecer (por volta das 5:00 horas); porém a flor levou
vdrias horas para estar totalmente aberta (foram observadas flores que s6 completaram a abertura dos
lobos em torno das 10:00 horas). O tempo de duragdo da antese foi de um ou dois dias. Raramente a
antese ultrapassou o segundo dia e, nestas flores que alcancavam o terceiro dia, a corola apresentou
murchamento e manchas de necrose, soltando-se facilmente do recepticulo ao mais leve toque. A
abcisdo da corola parece ser influenciada pelas condi¢es do tempo, uma vez que apds chuva ou vento
forte observou-se a queda da corola no segundo, ou mesmo no primeiro dia de antese.

A tonalidade da corola muda & medida que esta envelhece, de uma coloragdo maximamente
saturada, do egresso floral ao estddio em que os lobos estdo em abertura, até uma coloragdo mais clara
e estdvel durante o primeiro dia da antese. H4 um clareamento quase imperceptivel da corola no(s)
dia(s) subseqiiente(s). Flores intactas apresentaram odor muito suave, quase imperceptivel ao olfato
humano; porém os exames organolépticos revelaram a emissdo de odor agraddvel tanto pela corola
como pelo estaminddio, sendo que neste tltimo o odor foi mais intenso. O odor foi mais perceptivel em

flores de primeiro dia.
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A deiscéncia das anteras foi observada no dia anterior ao inicio da antese. As anteras
usualmente posicionam-se junto ao "teto" do tubo, mas as tecas, com suas extremidades distais
pontiagudas, ndo ficam perfeitamente paralelas ao eixo da flor. As valvas ndo permanecem abertas
durante a antese, mas sim encobrindo o pélen e € necessdria uma leve pressdo da antera contra o "teto"
do tubo para ocorrer a expulsdo dos grios polinicos. Tal pressdo naturalmente deve ser exercida pelo
dorso da abelha polinizadora, quando esta introduz-se no tubo floral a procura de néctar. Em relacdo a
tal mecanismo € importante salientar a maior rigidez e espessura do lado posterior do tubo,
relativamente ao lado anterior, bem como a superficie ventral (interna) bastante lisa do primeiro, a qual
deve funcionar como anteparo para que a pressao exercida pelo dorso da abelha seja eficaz na expulsdo
do pdlen de dentro das anteras.

As anteras também mudam de cor a medida que envelhecem. No primeiro dia elas sdo
totalmente brancas. No dia seguinte o conectivo passa a apresentar uma coloragdo amarela-ocre,
embora esta mudanga de cor possa ter inicio ja no final do primeiro dia. No final do segundo dia toda a
antera torna-se ocre. Flores de segundo ou terceiro dias que apresentavam estigmas fechados, indicando
que as mesmas haviam sido visitadas, ndo apresentavam pdlen nas anteras. Quanto ao estaminddio,
mudancgas de coloracdo foram verificadas apenas em sua extremidade distal e nas cabecas dos tricomas
glandulares que, no segundo dia de antese, passaram a apresentar coloracdes ocre e levemente
amarelada, respectivamente.

A presenca de néctar s6 foi detectada em flores em antese, embora tenham sido feitas apenas 5
observacdes em botdes florais em pré-antese. Em 6 das 30 flores acompanhadas foi encontrado néctar
em mais de uma ocasido, sendo que na maioria das flores foi feita apenas uma verificagdo da presenca
de néctar a cada dia. Numa das flores verificadas, 4 pl de néctar foram extraidos na primeira
verificacdo, realizada as 7:10 horas do dia em que a antese da mesma teve inicio. As 18:00 horas do

mesmo dia foram extraidos mais 2,5 ul de néctar desta flor. No dia seguinte, uma terceira verificacao
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revelou a presenca de 4,5 pl de néctar, um valor ligeiramente maior que o da quantidade de néctar
presente no inicio da antese. A auséncia da corola foi registrada no dia seguinte. O estigma aberto e
sem polen, bem como a auséncia de perfuracdes na base da corola até o fim da antese, atestaram que
esta flor ndo foi visitada durante este periodo. O volume e a concentracdo de aciicares no néctar
(medicao tunica) em flores previamente ensacadas, em antese de primeiro dia, foram 3,32+1,24 pl e
23,813,1%, respectivamente (média + desvio padrdao, n = 10). Nao foi encontrado néctar no interior do
calice apds a abcisdo da corola.

O estigma também mudou de cor durante a antese, sendo inicialmente branco, passando a
amarelado no segundo dia e finalmente tornando-se ocre no terceiro dia, quando a queda da corola
geralmente ja havia ocorrido. A murcha dos lobos do estigma acompanhou a mudanca para a coloragao
ocre. Apds a queda da corola, verificou-se que o estilete se tornava progressivamente curvo, sofrendo
abcisdo rente a sua inser¢ao no topo do ovdrio, entre o terceiro e quarto dias apds a abertura da flor.

Das 30 flores nas quais o periodo de antese foi acompanhado, somente em 11 o estigma foi
encontrado fechado, na maioria das vezes quando da segunda verificacdo. Nao foi possivel verificar
com precisdo se tais estigmas fechados continham grdos de pdlen, pois o estigma em J. racemosa é
muito pequeno e da mesma cor que os graos de pélen. Ndo obstante, o fechamento do estigma € um
indicativo de que a flor foi visitada e polinizada, pois em flores polinizadas manualmente o estigma

permaneceu fechado até o momento de abcisdo do estilete.

Sistema Reprodutivo
Os resultados obtidos nos experimentos de polinizagdes manuais’ sio mostrados na Tabela 3.
Niao ocorreu formagdo de frutos a partir das 135 flores empregadas no teste de autopolinizagao

espontanea. Devido a este resultado, descartou-se a necessidade da realizacdo dos tratamentos para

> Nio se observou diferencas entre as duas populagdes nos resultados dos testes para a determinagio do sistema reprodutivo,
de modo que os dados aqui apresentados referem-se as duas populagdes investigadas.
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testar a formacdo de sementes por agamospermia, pois se tal fendmeno ocorresse nas populagdes
investigadas, frutos contendo sementes agamospérmicas teriam que surgir de flores ensacadas e ndo-
polinizadas®. Sessenta flores foram polinizadas com o seu préprio pélen e 61 foram utilizadas no
tratamento para verificacio da geitonogamia artificial. No total, portanto, foram 121 flores empregadas
no teste da autopolinizacdo, das quais apenas trés flores (polinizadas com o seu proprio pdlen)
formaram frutos (2,48% do total flores autopolinizadas). Cento e cinco flores foram utilizadas no
tratamento da polinizacdo cruzada, das quais 65 (62%) resultaram na formacao de frutos. Cento e trinta

e sete flores foram marcadas como controle, das quais 45 (30,7%) resultaram em frutos.

Tabela 3: Producgdo de frutos por polinizacGes manuais e naturais em Jacaranda racemosa.

Autopoliniza¢do Autopoliniza¢do manual Polinizagdo Polinizagdo
espontanea | 11 cruzada manual | natural (controle)
N de flores 135 60 61 105 137
N° de frutos 0 3* 0 65 42
% de frutos 0 2,48 62 30,7

I: com pdlen da mesma flor; II: com pdélen de outra flor da mesma planta. *Estes frutos continham
apenas 2-5 sementes, ao passo que dezenas de sementes foram verificadas em frutos obtidos por
polinizacdo cruzada manual.

Nado se observou crescimento dos ovérios nas flores autopolinizadas antes que as mesmas
abortassem - salvo nas trés flores autopolinizadas que formaram frutos. Os frutos formados por
autopoliniza¢do continham apenas 2-5 sementes, ao passo que dezenas de sementes foram verificadas
em frutos obtidos por polinizagdo cruzada manual. Os pistilos autopolinizados que nao frutificaram
sofreram abscisdo entre 0 4 ¢ 0 6 dias apSs a polinizacio

Os resultados da andlise histolégica de sec¢des seriadas de 6vulos em pistilos autopolinizados e

submetidos a poliniza¢do cruzada sdo apresentados na Tabela 4 e nas figuras 11A-D e 12A-E. As

% Salvo nos casos de pseudogamia.
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placentas no ovdrio bilocular de Jacaranda racemosa apresentam-se como um par de cristas
longitudinais em ambas as superficies do septo, sobre as quais os 6vulos estdo dispostos. Os ovarios
apresentaram 30,1+11,7 évulos (média + desvio padrio, variando entre 8 e 59 6vulos, n=30). A porcao
ovariana do tecido transmissor corresponde a prépria superficie das placentas (figuras 13 e 14), e os
Ovulos sdo anatropos, unitegumentados e tenuinucelados, portando saco embriondrio do tipo
Polygonum (figura 15). Apenas 12 horas apds a polinizagdo, vérios tubos polinicos alcangaram a
porcdo ovariana do tecido transmissor, iniciando a penetracdo dos 6vulos tanto em autopolinizacdes
como em polinizagdes cruzadas (Tabela 4, figuras 11A e 12B). Porém, ja neste intervalo a incidéncia de
ovulos penetrados foi significativamente maior em pistilos submetidos a polinizacdo cruzada,
relativamente aos pistilos autopolinizados (x2 =259, df = 1, p < 0,001). O nimero de 6vulos
penetrados nas poliniza¢des cruzadas também foi significativamente superior ao das autopolinizacdes
nos intervalos de 24, 48 e 72 horas apds a polinizagdo (x2 =20,1,df =1, p <0,001; x2 =763,df=1,p
<0,001; x2 =10,7, df = 1, p < 0,01, respectivamente). A despeito da diferenca significativa no nimero
de 6vulos penetrados, a maioria dos évulos foi penetrada 72 horas apds a polinizagdo, tanto em pistilos
submetidos a poliniza¢do cruzada como nos pistilos autopolinizados.

Ap6s a copula, o tubo polinico descarrega seu denso conteido protoplasmédtico no interior da
sinérgide degenerativa, obscurecendo os componentes internos desta célula (figuras 16 e 17). Nao foi
possivel observar diretamente a transferéncia dos nicleos das células espermdticas para os
protoplasmas da oosfera e da célula média. Por isto, os 6vulos cuja sinérgide penetrada apresentavam
conteudo citoplasmatico fortemente corado foram computados como 6vulos fecundados. No intervalo
de 12 horas apds a polinizacdo, alguns 6vulos ja haviam sido fecundados em pistilos submetidos a
poliniza¢do cruzada, enquanto nenhum 6vulo fecundado foi verificado em pistilos autopolinizados
(Tabela 4, figuras 11A e 12B). O niimero de 6vulos fecundados nos intervalos de 24, 48 e 72 horas, nas

polinizagdes cruzadas, foi significativamente maior que o nimero de 6vulos fecundados nos mesmos
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intervalos, nas autopolinizag¢des (x2 =94,df=1,p <0,01; x2 =16,7,df =1, p <0,001; x2 =76,9, df =

1,p <0,001; XZ =10,6,df =1, p < 0,01, respectivamente) (Tabela 4, figuras 11B-D e 12C-E).

Tabela 4: Ovulos de Jacaranda racemosa, 6, 12, 24, 48 e 72 horas apos a polinizagdo (n=3 pistilos).

6h 12h 24 h 48 h 72 h
auto cruz Auto cruz auto cruz auto cruz auto cruz
np 68 98 115 78 63 41 63 7 21 10
(97,2%) | (99,0%) | (952%) | (69,0%) | (82,9%) | (50,6%) | (65,6%) (7,3%) (32,3%) | (11,6%)
¥ pen 0 0 2 25 11 39 23 80 40 74
(1,6%) | (22,0%) | (14,5%) | (48,1%) | (23.9%) | (83.,3%) | (61,5%) | (86,0%)
S fec 0 0 0 8 3 23 18 76 39 73
(7,1%) (3,9%) 28,4%) | (18,7%) | (79.17%) | (60,0%) | (84,9%)
End 2¢ 0 0 0 0 0 0 0 9 18 17
(9,4%) (27,7%) | (19,8%)
End 3¢ 0 0 0 0 0 0 0 3 6 28
(3,1%) (9,2%) (32,6%)
End 4c 0 0 0 0 0 0 0 0 1 23
(1,5%) (26,7%)
SSE 1 1 2 4 1 1 6 4 3 0
(1,4%) (1,0%) (1,6%) (3,5%) (1,3%) (1,2%) (6,2%) (4,2%) (4,6%)
SSE pen 0 0 0 0 0 0 1 5 1 2
(1,0%) (5,2%) (1,5%) (2,3%)
SE an6m 1 0 2 6 1 0 3 0 0 0
(1.4%) (1,6%) (5,3%) (1,3%) (3,1%)
Total 70 99 121 113 76 81 96 96 65 86

np = 6vulos ndo-penetrados; = pen = soma dos dvulos penetrados (i.e. penetrados + fecundados + com
endosperma inicial); £ fec = soma dos 6vulos fecundados (i.e. fecundados + com endosperma inicial).
End = 6vulo contendo endosperma em inicia¢do: 2c, 3c e 4c = com duas trés ou quatro células,
respectivamente. SSE = évulo sem saco embriondrio. SSE pen = évulo sem saco embriondrio, porém
penetrado. SE andm = 6vulo contendo saco embriondrio andmalo. Total = total de 6vulos (soma do
nimero de 6vulos nos trés ovdrios analisados em cada tratamento e em cada intervalo apds a
polinizacdo.

Embora a singamia ndo tenha sido diretamente observada, a fusdo tripla foi freqiientemente
verificada (figura 17). A endospermogénese € ab initio celular. A divisdo da célula endospérmica
primdria sempre foi transversal, ou seja, perpendicular ao eixo longitudinal do saco embriondrio,
resultando em uma camara micropilar e uma camara calazal (estddio bicelular da ontogenia do

endosperma, figura 18). A segunda divisdo celular da endospermogénese foi sempre longitudinal (i.e.

perpendicular ao plano de divis@o da célula endospérmica primdria) e geralmente ocorreu na cdmara
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Figura 11: Incidéncia de 6vulos penetrados e fecundados (excluindo évulos nao funcionais) em pistilos
de Jacaranda racemosa, 12 (A), 24 (B), 48 (C) e 72 (D) horas apds a poliniza¢do. Barras verticais
indicam desvios padrdes; "penetrados” indica 6vulos que foram penetrados, porém ndo haviam sido
fecundados até entdo; "fecundados" indica a soma das categorias SE 7c¢ fec, End 2c, End 3c e End 4c da
figura 12; Il autopoliniza¢do; HM polinizagdo cruzada.
micropilar, originando o estddio tricelular da ontogenia do endosperma. A terceira divisdo da
endospermogénese foi também longitudinal, ocorrendo na camara calazal (estddio tetracelular da
ontogenia do endosperma, figura 19). Os estddios subseqiientes da endospermogénese ndo foram
observados, e nenhuma divisdo celular foi verificada no zigoto até o estiddio de endosperma
tetracelular.

Alguns endospermas bi- e tricelulares ja estavam presentes em pistilos submetidos a polinizagado

cruzada, 48 horas apds a poliniza¢do, enquanto nenhum endosperma em iniciagio foi observado neste

intervalo em pistilos autopolinizados (Tabela 4, figura 12D).
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Figura 12: Ovulos de Jacaranda racemosa, 6 (A), 12 (B), 24 (C), 48 (D) e 72 (E) horas apods a
polinizagdo. Barras verticais indicam desvios padrdes; SE 7c = saco embrionario maduro (7-celular);
np = ndo-penetrado; pen = penetrado, porém ndo-fecundado; fec = fecundado; End = endosperma; 2c
= 2-celular; 3¢ = 3-celular; 4c = 4-celular; SSE = sem saco embrionario; SE anom = com saco
embriondrio anomalo; Hl autopolinizacdo; Hl polinizacio cruzada.
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Figuras 13: Sec¢des transversais do ovario de Jacaranda racemosa. 13: Placentas (asteriscos) e évulos
em um dos lados do septo. 14: Inser¢do da figura anterior em maior aumento. Setas indicam tubos
polinicos sobre a superficie externa da placenta. Figuras 15-17: Secc¢des longitudinais de 6vulos de J.
racemosa. 15: Saco embriondrio maduro, nido-penetrado. 16: Saco embriondrio maduro, penetrado e
fecundado. A seta indica tubo polinico no canal micropilar. 17: Saco embriondrio penetrado, no
momento da fusdo tripla. A seta indica nicleo de uma das células espermaticas fundido-se com os
nucleos polares. a = antipodas; h = hipdstase; np = nicleos polares; s = sinérgides; sd = sinérgide

degenerativa (penetrada).
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Figuras 18-19: Seccdes longitudinais de 6vulos fecundados de
Jacaranda racemosa, contendo endosperma inicial. 18:
Endosperma 2-celular. 19: Endosperma 4-celular.

No intervalo de 72 horas
apés a polinizacdo, a maioria dos
Ovulos em pistilos submetidos a
polinizagdo cruzada apresentou
endospermas nos estadios tri- ou
tetracelular, enquanto a maior
parte dos O6vulos em pistilos
autopolinizados ainda encontrava-
se no estddio bicelular do
endosperma, ou em estadio
anterior (Tabela 4, figura 12E). A

diferenca entre os tratamentos de

autopoliniza¢do e polinizacdo cruzada quanto ao numero de Ovulos contendo endospermas tri- e

tetracelulares, 72 horas apds a polinizagcdo, também foi estatisticamente significativa (x2 =36,7,df =1,

p < 0,001). Tanto em autopolinizagdes como em polinizagdes cruzadas, o zigoto permaneceu dormente

até o ultimo intervalo de fixa¢do analisado e, salvo as menores taxas de desenvolvimento em pistilos

autopolinizados, nenhum sinal de mal-funcionamento do endosperma foi detectado.

Até cerca de 9% dos 6vulos observados em seccdes de ovarios de ambos os tratamentos (Tabela

4, figura 12) foram &vulos nao-funcionais, i.e. destituidos de saco embriondrio (figura 21) ou

apresentando um saco embriondrio degenerado, ou ainda contendo um gametéfito feminino de

estrutura andmala (i.e. cenocitico e com nucleos aglomerados, figura 20). Em alguns casos, tais 6vulos

desprovidos de um saco embriondrio normal foram penetrados, tendo o tubo polinico se enrolado no

interior da cavidade do saco embriondrio (figura 21).
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Producdo de sementes por fruti-
ficagdo natural
Virios individuos conten-

do frutos maduros ou em desen-

volvimento em suas inflorescén-
cias (figura 10) foram verificados
em ambas as populagdes. Os

frutos maduros apresentaram

20,2+12,96 sementes (média =+

Figuras 20-21: Seccdes longitudinais de 6vulos ndo-funcionais
de Jacaranda racemosa. 20: Saco embriondrio andmalo
contendo vérios nucleos centralmente posicionados. 21: Sem
saco embriondrio, porém penetrado pelo tubo polinico (seta).

desvio padrdo), variando entre 1 e
46 sementes por fruto (n = 30). O
tamanho do fruto foi proporcional ao nimero de sementes em seu interior - isto é, quanto maior o fruto,

maior o nimero de sementes que ele continha.

3.5. Discussao

Virios atributos florais sdo indicadores da poliniza¢do por abelhas em J. racemosa, tais como a
antese diurna, a acentuada zigomorfia, a colora¢do e o formato tubular/infundibuliforme da corola, a
plataforma de pouso (lodo anterior da corola), a presenca de néctar em uma camara nectarifera
localizada na base da corola e a presenga de guias de néctar na superficie interna do lado anterior
("assoalho") do tubo corolino (Percival 1965, Proctor & Yeo 1975, Faegri & van der Pijl 1979). A flor
de J. racemosa é do tipo Anemopaegma (sensu Gentry 1974), o qual estd associado a polinizagdo por
abelhas de tamanhos médio e grande. Salvo no caso de pilhadores primdrios de néctar, tal como a
espécie de Xylocopa observada, o estreitamento da base do tubo corolino restringe o acesso ao néctar as

abelhas de lingua longa (Percival 1965, Proctor & Yeo 1975, Faegri & van der Pijl 1979).
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Virias hipéteses tém sido propostas para explicar a fun¢do do estaminddio em Jacaranda.
Morawetz (1982) sugeriu que o estaminddio poderia sinalizar o envelhecimento (e conseqiientemente
da auséncia de néctar) através da mudanca de cor. Em J. racemosa a mudanca de coloragdo do
estaminddio durante a antese foi muito discreta, ndo sendo portanto congruente com a hipétese de
Morawetz (1982). A apresentacdo secundaria de polen em J. oxyphylla e J. decurrens foi sugerida por
Yanagizawa (1983). Em J. racemosa, muito poucas flores em antese contendo graos de pdlen aderidos
aos tricomas do estaminddio foram verificadas, de modo que a hip6tese de apresentacdo secunddria de
graos de pélen ndo € suportada pelos presentes resultados. Vieira et al. (1992) sugeriram um papel
triplo do estaminddio para a polinizacdo em J. caroba, quais sejam, orientacdo visual (devido ao
contraste entre a cor do estaminddio e a cor da corola), guia olfativo (devido a presumivel liberacao de
odor pelos tricomas glandulares) e auxilio no contato do polinizador com as anteras e o estigma (pela
diminuicdo do didmetro util da abertura da corola). Segundo Waddington (1983), as abelhas nio s6
podem detectar odores florais com maior acuidade, como podem discriminar varios tipos e diferentes
intensidades de fragrancias que o olfato humano ndo € capaz de perceber. Portanto a detecgdo, através
dos testes organolépticos presentemente realizados, de um odor mais intenso sendo produzido pelo
estaminddio € um indicativo de que este 6rgdo € o local de producdo da maior parte da suave fragrancia
verificada na flor de J. racemosa, corroborando portanto a hipdtese de que o estaminddio atuaria
funcionalmente como 6rgdo de atrag@o olfativa. Porém os presentes resultados também sugerem que o
estaminddio pode aumentar o espectro de polinizadores potenciais em J. racemosa, uma vez que
abelhas de pequeno porte, tais como as Halictidae observadas, utilizam o estaminddio para guiar-se até
as anteras, eventualmente contatando o estigma.

As medi¢des do volume de néctar nas flores indicam que a producdo de néctar se processa
durante todo o periodo de antese, ou entdo a extragdo do mesmo durante este periodo estimula nova
secrecdo. A concentracio de solutos no néctar estd dentro da faixa de 10 a 75%, a qual, segundo Kevan

& Baker (1983), caracteriza as flores zigomorfas polinizadas por abelhas de lingua longa.
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Das flores monitoradas do momento da abertura dos lobos até a abcisdo da corola, 36,7%
apresentaram estigmas fechados no final da antese. Este resultado pode ser traduzido numa estimativa
de aproximadamente 36% de flores em antese polinizadas, nas duas populacdes e no periodo
investigado, uma vez que o fechamento permanente do estigma foi verificado em todas as flores

submetidas a polinizacdo manual. Este valor ndo estd muito distante da percentagem de frutos

formados por polinizac@o natural, no controle dos testes para verificacdo do sistema reprodutivo.

Sistema reprodutivo

Os resultados dos experimentos de polinizacdes controladas indicam que J. racemosa é uma
espécie auto-incompativel (apenas 3 frutos formados em 121 flores autopolinizadas em = 10
individuos); porém isto se deve a algum tipo de LSI, uma vez que a maioria dos 6vulos em pistilos
autopolinizados foi penetrada e fecundada 72 horas apds a polinizagdo.

Gibbs & Bianchi (1999) verificaram um atraso na incidéncia da penetragdo dos 6vulos em
pistilos autopolinizados, comparado aos pistilos submetidos a poliniza¢do cruzada em Tabebuia nodosa
e Dolichandra cynanchoides, duas espécies de Bignoniaceae com LSI, embora o nimero de évulos
penetrados em autopolinizagdes e polinizagdes cruzadas tenha se igualado no intervalo de 96 horas
apds a polinizacdo. Entretanto, os autores ndo investigaram a histologia dos 6vulos penetrados. Em
Jacaranda racemosa um atraso similar na incidéncia de 6vulos penetrados em autopolinizagdes vs.
polinizagdes cruzadas foi observado nos intervalos de 12, 24, 48 e 72, sendo que nenhum 6vulo
penetrado foi observado em pistilos autopolinizados no intervalo de 12 horas, ao passo que cerca de 7%
dos 6vulos ja haviam sido penetrados em pistilos submetidos a polinizagdo cruzada no mesmo
intervalo. No intervalo de 48 horas apés a poliniza¢do, o nimero de dvulos fecundados foi 4 vezes
maior em pistilos submetidos a polinizacdo cruzada. Além disso, cerca de 12,5% dos 6vulos
apresentavam endospermas 2- ou 3-celulares em pistilos submetidos a polinizagdo cruzada, ao passo

que nenhum endosperma em iniciacdo foi verificado em pistilos autopolinizados, no mesmo intervalo
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de fixacdo. No intervalo de 72 horas, além da quantidade de 6vulos fecundados e apresentando
endospermas nos estddios 3- e 4-celulares ter sido significativamente maior em pistilos submetidos a
polinizac¢do cruzada, o nimero de 6vulos contendo endosperma 4-celular nestes pistilos foi quase 18
vezes maior do que em pistilos autopolinizados.

Os presentes resultados indicam que os pistilos autopolinizados de J. racemosa apresentam um
tipo de LSI no qual ocorre um atraso no progresso do desenvolvimento em diferentes fases apds a
polinizacdo, desde a penetragdo dos 6vulos até os estadios iniciais do desenvolvimento do endosperma,
relativamente ao progresso do desenvolvimento em pistilos submetido a poliniza¢do cruzada. Uma vez
que, em alguns casos, os efeitos da depressdo endogdmica podem mimetizar a LSI, uma baixa taxa de
frutificacdo por autopolinizagdo, tal como a observada em J. racemosa, ndao €, necessariamente,
evidéncia da atuacdo de um sistema de auto-incompatibilidade com base genética (Seavey & Bawa
1986, Sage et al. 1994). Entretanto, embora ndo tenham sido feitas andlises de seccdes histologicas em
intervalos posteriores a 72 horas, até este intervalo de fixacdo, apenas 38% dos 6vulos apresentavam
endosperma em iniciacdo em pistilos autopolinizados, ao passo que 80% dos 6vulos em pistilos
submetidos a polinizacdo cruzada apresentavam um endosperma inicial. Além disso, os pistilos
autopolinizados sofreram abcisdo durante um periodo relativamente curto, i.e. entre os intervalos de 72
e 120 horas apds a polinizagdo, e nenhum sinal de malformacdo do endosperma foi verificado em
pistilos autopolinizados. Portanto € pouco provédvel que a rejei¢do dos pistilos autopolinizados em J.

racemosa seja decorrente dos efeitos da expressao de genes recessivos deletérios.

Sobre a formagdo de frutos e a eficdcia da polinizagdo

A despeito do baixo niimero de visitas observadas do mais provavel polinizador nas populacdes
investigadas de J. racemosa, a percentagem relativamente alta de frutos formados por polinizagdo
natural (controle), bem como a abundéncia de inflorescéncias contendo varios frutos, observadas em

ambas as populacdes, parecem sugerir que, sendo esta espécie auto-incompativel, a eficdcia da

59



polinizacdo deve ser elevada. Nao obstante, algumas caracteristicas inerentes a distribuicdo dos
individuos, bem como a formacdo de frutos, provavelmente contribuem para a eficiéncia da reproducdo
por sementes na espécie estudada.

Em primeiro lugar, o fato dos agregados de individuos ndo se encontrarem muito distanciados
uns dos outros, bem como a possibilidade de pelo menos alguns destes agregados serem formados por
elementos genotipicamente diversos, indicam que a polinizacdo cruzada deve ser grandemente
facilitada, ja que ndo seria necessario o polinizador executar movimentos envolvendo longas distancias
para explorar os recursos de muitas flores em cada seqiiéncia de visitas, tornando o fluxo de pélen entre
flores geneticamente diferentes altamente provdvel. A pequena quantidade de néctar disponivel em
cada flor provavelmente também favorece o fluxo de pélen nas populagdes, uma vez que as distancias
de vdo das abelhas forrageadoras tendem a ser inversamente proporcionais a quantidade de néctar
disponivel nas flores forrageadas (Waddington 1983), e que o polinizador seria forcado a visitar vdrias
flores para satisfazer suas necessidades energéticas (Heinrich & Raven 1972, Waser & Price 1983).

Em segundo lugar, a contagem do nimero de sementes em 30 frutos naturalmente formados em
uma das populacdes revelou ser este nimero altamente varidvel. Embora parte desta variabilidade seja
devida ao nimero também varidvel de 6vulos por ovdrio (8 a 59), foram encontrados frutos contendo
desde um nimero maximo de 46 sementes, até frutos com apenas uma semente, sendo que 0os menores
frutos foram os que apresentaram menores nimeros de sementes. Este quadro é bastante diferente do
constatado, por exemplo, em Tabebuia (capitulo 7 da presente tese), onde ndo foram encontrados frutos
contendo menos do que dezenas ou centenas de sementes - salvo quando os mesmos foram atacados
por herbivoros ou parasitéides. Estudos realizados em Catalpa speciosa (Stephenson 1980) e Campsis
radicans (Bertin 1982), ambas pertencentes a familia Bignoniaceae, indicaram ocorrer o aborto seletivo
de frutos resultantes de ovarios nos quais poucos 6vulos foram fecundados, o que sugere haver um
nimero minimo de sementes abaixo do qual o fruto é abortado. Este limiar entretanto pode variar,

dependendo do nimero de frutos que ja estejam em desenvolvimento no individuo, da energia
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disponivel para a frutificacdo, etc. (Stephenson 1980, 1981). O baixo nimero de sementes em alguns
frutos de J. racemosa pode ser decorrente de um baixo percentual de 6vulos fecundados em pistilos
naturalmente polinizados, uma vez que a eficicia de deposi¢do de pdlen no estigma por alguns
polinizadores deve ser muito pequena. Entretanto, estes frutos alcancam a maturidade, provavelmente
devido a capacidade das plantas desta espécie compensarem a baixa eficicia de deposi¢do do pdlen no
estigma com o investimento no desenvolvimento de frutos, mesmo quando estes sdo resultantes de
ovarios nos quais apenas um, ou alguns 6évulos foram fecundados.

A observagdo de frutos resultantes de polinizacdo natural contendo apenas uma ou poucas
sementes é congruente com a hipétese de que abelhas de pequeno porte, tais como Halictidae, podem
eventualmente atuar como polinizadoras em J. racemosa. Ainda que a quantidade de pélen depositada
no estigma por estas abelhas seja pequena, seu comportamento de visita pode ser relevante para o
sucesso reprodutivo da planta, pois mesmo com um ndmero de évulos fecundados severamente
limitado pela polinizacdo, as poucas sementes formadas alcancam a maturidade. Assim sendo, parece
provédvel que o verdadeiro papel biolégico do estaminédio em J. racemosa ndo seja o de um simples

indicador de néctar.
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4. Biologia Reprodutiva de Zeyheria montana Martius (Bignoniaceae): Polinizacdo, Sistema

Reprodutivo e Origem do Néctar

4.1. Resumo - Zeyheria montana é uma espécie com hdbito arbustivo ou arbdreo, tipicamente
encontrada nos cerrados brasileiros. Seu sistema reprodutivo foi investigado através de polinizagdes
manuais controladas, verificacdo da incidéncia de 6vulos penetrados por microscopia de fluorescéncia
em autopolinizacdes vs. polinizacdes cruzadas, e andlise histoldgica de sec¢des seriadas do ovdrio. A
biologia floral foi estudada por observacdo dos visitantes e dos eventos florais. A andlise das areas de
secrecdo do néctar na camara nectarifera foi feita por disseccdo das flores e observacdes em
estereomicroscopio, bem como pelo exame de seccOes seriadas da base da flor em microscopio optico.
A antese durou 6-8 dias; porém o fornecimento de pdlen e a receptividade do estigma foram verificados
somente até o final do primeiro e do segundo dias, respectivamente. A secrecdo do néctar foi
conspicua. As presentes observagdes indicaram que Z. montana é polinizada por vérias espécies de
beija-flores, mas principalmente por Colibri serrirostris. A flor apresenta um disco rudimentar, ndo-
funcional, e o néctar € secretado por tricomas glandulares localizados na superficie interna da parede da
camara nectarifera (epiderme ventral da base da corola). Nos experimentos de polinizagdes manuais,
somente as poliniza¢des cruzadas resultaram na formagio de frutos, tendo sido verificada uma baixa
taxa de frutificacdo natural. Flores autopolinizadas e ndo-polinizadas se secaram apds o periodo de
antese, sem apresentar expansao do ovdrio. Nenhuma discrepancia significativa quanto ao nimero de
6vulos penetrados foi verificada entre autopoliniza¢des e polinizacdes cruzadas, embora um atraso na
penetracdo dos Ovulos em pistilos autopolinizados tenha sido constatado. Tais resultados indicam a

ocorréncia da auto-incompatibilidade de acdo tardia em Z. montana.

Palavras-chave: sistema reprodutivo, auto-incompatibilidade de a¢do tardia, polinizacdo por beija-flor,

ornitofilia, secre¢do do néctar, Zeyheria, Bignoniaceae.
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4.2. Introducao

Zeyheria Martius (Bignoniaceae) € um género sulamericano constituido de apenas duas
espécies, ocorrendo especialmente em ambientes secos da regido compreendida entre o sul da floresta
amazonica até o norte do Parand e o oeste da Bolivia. Zeyheria montana Martius € uma espécie com
ampla distribuicdo no territério brasileiro, ocorrendo entre as altitudes de 300 a 1000 m, desde o
Maranhio até o Parand, embora seja mais freqiiente nos cerrados do Planalto Central Brasileiro (Gentry
1992).

Os primeiros registros sobre a biologia floral de Z. montana foram fornecidos por Yanagizawa
et al. (1982), segundo os quais a polinizagdo € efetuada por beija-flores. Tal conclusdo ndo parece estar
de acordo com algumas caracteristicas da flor, as quais ndo se ajustam muito bem a sindrome ornitdfila,
e.g. a cor amarela da corola e a auséncia de um conspicuo disco nectarifero’. Embora Machado et al.
(1995) tenham sugerido que a secre¢do do néctar na flor de Z. digitalis (= Z. montana) seja efetuada por
tricomas glandulares peltados da superficie externa do gineceu, Yanagizawa et al. (1982) verificaram o
acimulo de goticulas de néctar na superficie interna da regido proximal do tubo corolino (i.e. na
superficie interna da cAmara nectarifera). Portanto, os dados atualmente disponiveis sobre a origem do
néctar da flor de Z. montana sao discordantes.

Embora a familia Bignoniaceae seja composta por aproximadamente 800 espécies distribuidas
em 112 géneros (Spangler & Olmstead 1999), estudos sobre sistemas reprodutivos foram realizados em
somente 29 espécies (Bawa 1974, Stephenson & Thomas 1977, Petersen ef al. 1982, Bullock 1985,
Bertin & Sullivan 1988, Gobatto-Rodrigues & Stort 1992, Vieira et al. 1992, Amaral 1992, Gibbs &
Bianchi 1993, James & Knox 1993, Gibbs & Bianchi 1999). Com exce¢do de Pyrostegia venusta
(Gobatto-Rodrigues & Stort 1992), Astianthus viminalis (Bullock 1985) e Tecoma stans (Singh &

Chauhan 1996, Dutra & Machado 2001), todas as espécies se mostraram auto-incompativeis. Em 18

" Espécies ornitéfilas usualmente possuem flores que apresentam um conspicuo disco nectarifero, responsavel pela
producdo relativamente abundante de néctar, necessario a atracdo dos polinizadores.
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destas espécies, as quais foram investigadas quanto ao sitio de reacdo de incompatibilidade, todas
revelaram a ocorréncia de auto-incompatibilidade de agdo tardia sensu Seavey & Bawa (1986). Embora
varios autores (e.g. Klekowski 1988, Seavey & Carter 1994, Gibbs and Sassaki, 1998) tenham
verificado indica¢Oes de que a rejeicdo dos pistilos autopolinizados em algumas espécies se deve aos
efeitos da depressdo endogimica - e.g. o aborto dos embrides em um continuum de estidios de
desenvolvimento e a ocorréncia de malformacgdes durante a embriogénese -, existem evidéncias de que,
em outros taxa, a auto-esterilidade se deve a um mecanismo de auto-incompatibilidade de acdo tardia,
controlada por um unico gene principal (Lipow & Wyatt 2000), ou que a abscisdao dos pistilos
autopolinizados € desencadeada por eventos decorrentes do desenvolvimento dos tubos polinicos no
estilete, antes que os mesmos alcancem os 6vulos (Gibbs and Bianchi 1999; Lipow and Wyatt 1999;
Sage et al. 1999). Embora a expressao fenotipica deste sistema de incompatibilidade - e.g. um atraso na
penetracdo dos 6vulos em pistilos autopolinizados, relativamente a penetracdo dos évulos em pistilos
submetidos a polinizagc@o cruzada - possa algumas vezes ser verificada, a maior parte dos estudos que
sugerem a ocorréncia de auto-incompatibilidade tardia carecem de andlises envolvendo a contagem de
Ovulos penetrados e ndo-penetrados em diferentes intervalos de tempo apds as autopolinizacdes e
poliniza¢des cruzadas (porém ver Gibbs & Bianchi 1993, 1999).

Nao ha registros sobre a determinacdo do sistema reprodutivo em nenhuma das espécies de
Zeyheria. Os objetivos do presente trabalho foram determinar o sistema reprodutivo, contribuir com
dados adicionais sobre os eventos e os visitantes florais, e esclarecer a atual contradi¢io quanto a

origem do néctar de Z. montana.

4.3. Material e Métodos
Os trabalhos de campo foram realizados entre os meses de janeiro e outubro de 2000 e 2001

numa drea protegida de cerrado localizada no vale do Ribeirdo Mascate, no Parque Nacional da Serra

do Cipé (19°23'S, 43°30'W), Estado de Minas Gerais. Dados adicionais sobre biologia floral foram
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coletados em dreas perturbadas por atividades antrdpicas, localizadas nos municipios de Lagoa Santa
(19°34'S, 43°53'W), Belo Horizonte (19°49'S, 43°59'W) e Sdo Roque de Minas (20°10'S, 46°27'W),
Minas Gerais. Tais regides apresentam clima temperado chuvoso (Cwa), de acordo com a classificacdo

climdtica de Koppen (Antunes 1986).

Descricdo da espécie

Trata-se de um arbusto usualmente com 1-3 m de altura (figura 25), embora eventualmente
adquira o hébito arbdreo, ultrapassando esta altura (figura 26) (voucher UEC n®* 106.335, 119.651,
119.649, 119.650; coletor n® 99/17, 01/85, 01/86, 01/87). Os ramos sdo predominantemente
ortotropicos, com filotaxia decussada. As folhas sdo digitadas e bastante discolores devido a sua
superficie dorsal ser densamente revestida por tricomas tectores de cor paledcea ou acastanhada.
Semelhantes tricomas tectores revestem a superficie externa das inflorescéncias e das partes mais
jovens do caule, conferindo aos mesmos uma textura pulverulenta. O fruto ¢ uma cdpsula loculicida,
subcordiforme, muricada e de consisténcia lenhosa (figura 29).

Na principal drea de estudos (i.e. no Parque Nacional da Serra do Cipd), Z. montana floresceu
de fevereiro a julho, embora ocasionalmente alguns individuos com flores tenham sido vistos fora deste
periodo. A inflorescéncia de Z. montana é uma cimeira tirséide, ereta e terminal, com 28-65 cm de
comprimento por 18-35 cm de largura (figura 28). Os paraclddios sao decussados, emergem de 6-19
noés ao longo do eixo principal, € uma unica inflorescéncia pode produzir até 1333 flores. Os arbustos
mais altos usualmente apresentam inflorescéncias maiores, bem destacadas acima da folhagem. A
maioria das inflorescéncias estdo dispostas na parte superior da copa.

A flor de Z. montana é tubular, sem cheiro, nectarifera e com calice e corola de textura sub-
carticea (figura 24). O célice € bilateralmente fendido até a base e sua superficie externa é densamente
coberta por tricomas tectores estrelados, de cor paledcea a acastanhada. O tubo corolino € cilindrico,

com 3-4 cm de comprimento por 0,9-1,2 cm de largura, ligeiramente estreitado proximo a base e
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Figuras 24-29: Zeyheria montana. 24: Flores
em diferentes fases da antese. a. pré-antese; b.
recém-aberta; c. apés vdrias horas; d. 2 dia; e.
6-8" dias. 25: Habito (arbustivo). 26: Habito
(arboreo). 27: Seccdo longitudinal da base da
flor. A seta indica a camara nectarifera. 28:
Inflorescéncia. 29: Frutos.
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alargado na fauce. A face externa da corola também € densamente revestida por tricomas tectores
semelhantes aos do cdlice, mas a superficie interna € glabra e amarela, exceto pela regido proximal. O
androceu € didinamo, com um pequeno estaminddio posterior, e os filetes sdo basalmente expandidos e
epipétalos. O tubo corolino apresenta uma ligeira constricdo na por¢ao proximal (0,5-0,7 cm acima da
insercdo da corola no recepticulo), onde os filetes estdo inseridos. Assim, no nivel desta constri¢do, os
espacos existentes entre as bases de filetes, a superficie interna da corola e a superficie externa da
parede do ovério sdo bastante estreitos, provavelmente restringindo o acesso a camara nectarifera
apenas aos visitantes melhor adaptados. As anteras sdo pendentes, podendo ser inclusas, subexertas ou
exertas. O ovdrio € elipsoide e estipitado (estipe apresentando 2-3 mm de comprimento), densamente
tomentoso na superficie externa e apresentando um estilete terminal com 1,8-2,7 cm de comprimento.
O estreitamento da por¢ao proximal do ovario em um estipe contribui para o espaco livre no interior da
camara nectarifera, onde o néctar € acumulado (figura 27). O estigma € bilamelado, exerto e muito

sensivel, fechando-se em poucos segundos apds tocado.

Procedimentos

Trinta botdes florais no estddio de pré-antese foram marcados em 5 individuos para o
monitoramento dos eventos florais. O volume e a concentracdo do néctar foram medidos em flores do
primeiro ou segundo dias previamente ensacadas com redes de nylon, utilizando-se seringa
microvolumétrica e refratdmetro de bolso, respectivamente. A presenga de aclcares nas secrecoes da
flor foi testada com papel indicador (Glico-Fita®) Os visitantes florais foram observados em diferentes
horas do dia, desde o inicio da manha (05:00 horas) até o inicio da noite (19:00 horas), totalizando 60
horas de observagdes. Passaros e outros visitantes das flores foram observados diretamente, ou com o

auxilio de bin6culo, e também fotografados.
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Em todas as dreas de estudo onde o trabalho foi realizado, a presenca de uma galha associada as
flores de Z. montana (figura 34) foi verificada com muita freqiiéncia (ver Resultados). As galhas foram
coletadas, dissecadas para o exame de galhadores e parasitdides, e/ou acondicionadas em frascos de
vidro tampados com rede de nylon de malha fina. Apds eclosdo dos insetos adultos, os mesmos foram
sacrificados e montados a seco para identificagdo. Flores contendo ganhas ndo foram utilizadas nos
experimentos de polinizacdes controladas.

O sistema reprodutivo foi determinado através de polinizagdes manuais controladas em 13
individuos da populacdo localizada no Parque Nacional da Serra do Cipd. Inflorescéncias inteiras,
contendo botdes florais em varios estddios de desenvolvimento, foram ensacadas com redes de nylon.
Subseqiientemente, flores em antese de primeiro dia foram autopolinizadas (com pélen da mesma flor
ou de outras flores da mesma planta), ou submetidas a polinizagdo cruzada (com pdlen de outro
individuo, localizado a pelo menos 10 m de distancia) e re-ensacadas. As polinizagdes manuais foram
feitas de modo a cobrir com grios de pélen toda a superficie receptiva do estigma (i.e. toda a superficie
ventral de ambas as laminas estigmdticas). Vdrias flores foram marcadas e ensacadas para testar a
ocorréncia de autopoliniza¢do espontinea. Flores ndo-ensacadas foram marcadas para o monitoramento
da frutificacdo natural (controle). As flores foram marcadas com linhas coloridas, uma cor para cada
tratamento. O niimero de flores submetidas a cada um dos 4 tratamentos citados foi aproximadamente o
mesmo em cada individuo, e cada individuo recebeu todos os tratamentos. Frutos préximos a
maturidade, provenientes de poliniza¢des naturais e de polinizagdes cruzadas manuais, foram coletados
4 meses apds a antese para a contagem do nimero de sementes. Os nimeros de évulos por ovério e de
sementes por frutos resultantes de polinizacOes cruzadas manuais e polinizagdes naturais foram
submetidos ao teste de normalidade Kolmogorov-Smirnov com aderéncia Lilliefors e ao teste ¢ bicaldal
(Ayres et al. 2000).

Autopolinizacdes e polinizacdes cruzadas adicionais foram feitas manualmente em 5 individuos

da populag¢do do Parque Nacional da Serra do Cip6 para andlises do crescimento dos tubos polinicos e
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da incidéncia de 6vulos penetrados. Os pistilos de ambos os tratamentos foram coletados nos intervalos
de 24, 48, 72 e 96 horas ap0s a polinizacdo e fixados em FAAS50 (formaldeido 4%, acido acético glacial
e etanol 50% nas propor¢des de 5:5:90%; Johansen 1940). Em pelo menos 5 pistilos de cada tratamento
e intervalo, a por¢do acima do ovdrio (i.e. o estilete e o estigma) foi amolecida e clarificada com NaOH
ON a 65° C por aproximadamente 30 minutos e corada com azul-de-anilina para a verificagdo da
germinagcdo dos grdos de pdlen e do crescimento dos tubos polinicos em microscépio de epi-
fluorescéncia (Martin 1959). Os ovarios foram submetidos a microdissec¢do em estereomicroscopio de
modo a remover a parede do ovdrio, expondo assim os 6vulos. Em seguida, os ovdrios dissecados
foram submetidas ao mesmo tratamento dado aos estiletes/estigmas. Sobre uma lamina histolégica
contendo uma gota de azul-de-anilina, os 6vulos de cada ovdrio foram raspados com o auxilio de uma
agulha histolégica, de modo a se soltarem da superficie placentdria. Os 6vulos embebidos em corante
foram cobertos com laminula e analisados em microscépio 6ptico comum e em microscopio de
fluorescéncia para a quantificagdo do nimero de 6vulos penetrados (i.e. apresentando um pedaco de
tubo polinico atado a micropila, figura 45) e de évulos nado-penetrados (i.e. sem tubo polinico) (Gibbs
& Bianchi 1993). O material foi somente analisado em um microscépio Olympus BX 40, ou analisado
e fotografado em um microscépio de epi-fluorescéncia Leitz Diaplan. O teste estatistico do qui-
quadrado foi utilizado para comparar o nimero de 6vulos penetrados e nao-penetrados em pistilos
autopolinizados vs. pistilos submetidos a polinizagdo cruzada, em cada um dos intervalos de tempo
apds a poliniza¢do, combinando os totais dos 5 pistilos de cada tratamento. Foram analisados 2155
6vulos de um total de 40 pistilos.

O estudo comparativo de autopolinizacdes vs. polinizacOes cruzadas foi também realizado
através de andlises histoldgicas, ndo s6 de modo a confrontar estes resultados com os do procedimento
realizado com o da metodologia proposta por Gibbs & Bianchi (1993), como também para obtencdo de

informagdes mais detalhadas sobre eventos posteriores a polinizacdo, antes e apds a penetracdo dos
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6vulos pelos tubos polinicos®. Autopolinizagdes e polinizacdes cruzadas manuais, tal como descrito nos
pardgrafos anteriores, foram realizadas em trés individuos localizados em uma capoeira, no Municipio
de Lagoa Santa. Pelo menos 5 pistilos de cada tratamento foram coletados nos intervalos de 24, 48, 72
e 96 horas apods a polinizacio e fixados em FAASO (Johansen 1940). Trés ovdrios de cada tratamento e
de cada intervalo apds a polinizacdo foram selecionados aleatoriamente, infiltrados em parafina
utilizando-se série butilica (Johansen 1940) e submetidos a sec¢des transversais seriadas em micrétomo
rotativo Micron HM 240, nas espessuras de 8-12 um. As seccdes foram coradas com azul-de-astra e
fucsina-basica (Roeser 1972), analisadas e fotografadas em um fotomicroscopio Olympus BXS50,
utilizando-se Fujichrome Provia 100F. Foram analisadas sec¢des de 6vulos ao longo de todo o
comprimento de cada ovdrio, sendo verificada a presenca ou ndo de tubos polinicos no tecido
transmissor, o nimero de 6vulos penetrados (i.e. apresentando uma das sinérgides fortemente corada e
a micropila penetrada pelo tubo polinico, figuras 46-48) e o nimero de 6vulos ndo-penetrados. Quando
o tecido transmissor localizado no topo do ovdrio (i.e. na regido de transic@o entre a base do estilete e o
ovdario) ndo apresentava tubos polinicos, o ovdrio foi interpretado como derivado de polinizacdo
malsucedida, sendo substituido por outro, de tratamento e intervalo correspondente. O teste estatistico
do qui-quadrado foi utilizado para comparar o nimero de 6vulos penetrados e nao-penetrados em
pistilos autopolinizados vs. pistilos submetidos a polinizacdo cruzada, em cada um dos intervalos de
tempo apds a polinizacdo, combinando os totais dos 3 pistilos de cada tratamento. Quando valores
esperados (i.e. calculados) para évulos penetrados e ndo-penetrados foram < 5, o teste do qui-quadrado
foi substituido pelo teste de Fisher. Foram analisados 1045 évulos de um total de 24 pistilos.

Os resultados das contagens de 6vulos penetrados e ndo-penetrados segundo os dois métodos
foram também combinados e submetidos aos testes do qui-quadrado. Todos os testes qui-quadrado,

bem como os testes de Fisher, foram feitos utilizando-se o software Epi Info 6.0.

8 . , . - v e . - . . L, . - ..
Infelizmente, os métodos de fixacao e infiltragdo empregados para a obtengdo das secgdes histolgicas ndo permitiram
uma preservacao suficientemente adequada das estruturas do saco embriondrio e do endosperma para uma anélise detalhada

72



Para verificagdo dos possiveis sitios de secrecdo do néctar, e para uma andlise comparativa dos
tricomas glandulares do gineceu e da corola, a por¢do basal de flores em antese foi fixada em
glutaraldeido 2%, em solu¢do tampao de fosfato de s6dio 0,1 M, pH 7,0 (Gabriel 1982), e infiltrada em
historesina (glicol-metacrilato). Seccdes transversais e longitudinais semi-seriadas, nas espessuras de 8-
12 pm, foram obtidas em um micrétomo rotativo Micron HM 240. As seccdes foram coradas com
fucsina-dcida e azul-de-toluidina O, ou submetidas ao teste histoquimico PAS (O'Brien & McCully
1981). Bases de flores adicionais foram submetidas a remocao parcial dos tricomas tectores (com o
auxilio de um pincel) e aos procedimentos citados no pardgrafo anterior para obtencdo de seccgdes
seriadas de 12-18 um, as quais foram analisadas em um microscépio 6ptico Olympus BX40. Os
tricomas glandulares foram contados nas seccdes seriadas de 5 bases florais, ao longo de toda a
superficie externa do ovério (estipe + porcdo fértil) e da superficie interna da parede da cdmara
nectarifera. Registros fotograficos foram feitos em um fotomicroscépio Olympus BX50, utilizando-se

Fujichrome Provia 100F.

4.4. Resultados
Eventos florais

A despeito do grande nimero de flores que uma inflorescéncia pode produzir, apenas 0-4 flores
por inflorescéncia iniciaram a antese a cada dia. Uma estimativa precisa do nimero de flores receptivas
presentes em cada individuo e a cada dia ndo foi realizada. Entretanto este nimero € bastante varidvel,
ndo somente porque individuos maiores apresentavam inflorescéncias maiores (i.e. com maior nimero
de flores), mas também porque quanto maior o individuo, maior o ndmero de inflorescéncias por ele
produzidas. O nimero de flores em antese de primeiro dia apresentadas diariamente em 9 dos 13

arbustos utilizados nos experimentos de polinizacdes manuais controladas (arbustos com 2-2,5 m de

dos eventos posteriores a penetragdo dos évulos, tal como conseguido com outras espécies investigadas na presente tese.
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altura) foi de 3,9+2,7 (média + desvio padrdo), variando entre 1 e 11 flores em um total de 52
observacoes.

A antese em Z. montana durou de 6 a 8 dias, sendo a abertura da flor observada a qualquer hora
do dia. A superficie interna dos lobos da corola no primeiro dia de antese’ é vivamente amarela,
podendo cada lobo as vezes apresentar uma mancha de cor ocre na regido mediana. Nos dias
subseqiientes os lobos da corola gradualmente se tornam esbranquigados, iniciando processo
dessecativo por volta do quinto ou sexto dias. Além disso, durante as primeiras horas da antese os lobos
da corola posicionam-se aproximadamente em angulo reto com o eixo longitudinal do tubo corolino
(figura 24b), mas ainda no primeiro dia os lobos comegcam a se curvar para trds (figura 24c), se
tornando reflexos nos dias subseqiientes (figura 24d).

As anteras comecam a sofrer deiscéncia pouco antes da abertura dos lobos da corola. Nas
anteras recém-abertas, os graos de pdlen apresentam a mesma coloracdo da face interna dos lobos da
corola, e o pdlen foi verificado somente no primeiro dia de antese. Um ligeiro alongamento do estilete
foi observado durante os dois primeiros dias de antese, ocasionalmente resultando na auto-deposi¢do
de uma pequena quantidade de poélen no estigma. Embora ndo tenham sido feitos testes de
receptividade do estigma, este estd receptivo no médximo até o fim do segundo dia, pois no terceiro dia
0 estigma ja se encontrava murcho.

Dissec¢des de flores frescas em varios momentos, desde a abertura dos lobos até varias horas
apods o inicio da antese, revelaram que goticulas de néctar se acumulam sobre a superficie interna da
parede da camara nectarifera, confluindo-se gradualmente até encher toda a camara nectarifera (a
presenca de agucares nestas goticulas foi confirmada pelo teste da Glico-Fita). O volume do néctar e a

concentracdo de agucares no mesmo foram 39,119,6ul/ 20,7£2,9% (média = desvio padrio, n=12),

respectivamente, em flores de trés individuos localizados na Serra do Cipd, e 28,9+3,3ul/16,4+0,9%

? Considerou-se aqui flores cuja abertura ocorreu no periodo matutino.
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(n=15), respectivamente, em flores de dois individuos localizados em Lagoa Santa'®. Algumas flores
em estddio de pré-antese (figura 24a) ja apresentavam néctar (26,0+7,1ul/20,6%1,1%, n=2). Embora em
algumas flores em antese, ndo-ensacadas, tenha sido verificada a auséncia de néctar, todas as flores em

antese previamente ensacadas apresentaram néctar.

Visitantes florais

Quatro espécies de beija-flor foram vistas visitando as flores de Z. montana: o beija-flor-de-
orelha-violeta, Colibri serrirostris (Vieillot), o beija-flor-tesoura, Eupetomena macroura (Gmelin), o
beija-flor-de-garganta-verde, Amazilia fimbriata (Gmelin), e o beija-flor-branco-e-preto,
Melanotrochilus fuscus (Viellot). Colibri serrirostris (figuras 30-33) foi o visitante mais freqiiente em
todas as dreas de estudo. Este passaro foi visto realizando vdrias seqiiéncias de visitas as inflorescéncias
de Z. montana ao longo do dia, sendo que varias flores de diversas inflorescéncias foram visitadas em
cada seqiiéncia. As visitas foram mais freqiientes no inicio da manha (entre 05:00 e 09:00 horas),
quando foi registrada, em um mesmo arbusto, em torno de uma seqii€éncia de visitas a cada 15-20
minutos. Algumas vezes, apés uma seqiiéncia de visitas, o beija flor pousou num ramo préximo ou
num paraclddio, aparentemente vigiando seu territorio. No restante do dia a freqiiéncia de seqiiéncias
de visitas diminuiu (< 1 seqiiéncia de visitas/hora). As visitas de C. serrirostris foram sempre legitimas,
envolvendo o contato com as anteras e o estigma. A deposi¢do de pdlen ocorreu na regido frontal da
cabeca do beija-flor, acima de suas narinas. Flores recém-abertas, i.e. apresentando coloracdo mais
intensa e lobos corolinos ndo-reflexos ou apenas parcialmente reflexos (figura 24b, c), foram
preferencialmente visitadas pelo beija-flor.

Na Serra do Cip6, Amazilia fimbriata foi o segundo visitante mais freqiiente (= 1 seqiiéncia de

visitas/hora em alguns dos arbustos observados). Tal como descrito para C. serrirostris, A. fimbriata

190 teste 7 indicou que a diferenca entre as duas localidades ndo ¢ significativa (p < 0,05).
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Figuras 30-34: Visitas de Colibri serrirostris as inflorescéncias de Zeyheria montana. Setas
indicam: (31) pdssaro com o bico totalmente introduzido no tubo corolino, 0 que garante o contato




da regido frontal da cabeca, acima da base do bico ("testa"), com as anteras e o estigma; (32) deposicdo
de pdlen sobre a "testa" do beija-flor. Figura 34: Acima, flor em antese (a esquerda) e seqiiéncia de
estddios sucessivos de desenvolvimento do fruto. Abaixo, flor em antese com galha no ovdrio (a

esquerda) e galhas em sucessivos estddios de desenvolvimento.

visitou vdrias flores de diversas inflorescéncias a cada seqiiéncia de visitas. Entretanto, na maioria das
visitas o beija-flor perfurou a base da corola pelo lado externo para ter acesso ao néctar. Vérias flores
perfuradas foram encontradas em diferentes arbustos desta populacdo. Portanto A. fimbriata parece ter
atuado principalmente como pilhador de néctar. Eupetomena macroura foi um visitante esporadico (< 1
visita’hora), e Melanotrochilus fuscus foi observado em apenas duas ocasides em Lagoa Santa. Este
dois ultimos betija-flores realizaram visitas legitimas.

As flores de Z. montana foram também freqiientemente visitadas por varias espécies de abelhas
de pequeno porte (principalmente Meliponinae), em todas as dreas de estudo. Estas abelhas geralmente
pousavam diretamente sobre as anteras para coletar pélen, e nunca foram observadas adentrando o tubo
corolino em busca de néctar. Durante as visitas, estas abelhas eventualmente contatavam o estigma,
mas a inducd@o do fechamento do estigma muitas vezes foi rdpida o suficiente para prevenir a deposicao
de pélen nas superficies internas, receptivas, dos lobos estigmaticos. Quando realizada, a deposicdo de

pdlen no estigma por abelhas foi sempre em quantidade limitada.

Galhas

Muitas flores em antese (até 3 em cada 5 flores em individuos localizados no Parque Nacional
da Serra do Cipd), ou mesmo botdes florais proximos a antese, apresentaram o ovario intumescido
(figuras 34), devido ao ataque de insetos galhadores. A galha apresentou formato globular, didmetro
variando de 0,5 até aproximadamente 3 cm, superficie externa pilosa e de cor marrom. As flores que

continham a galha apresentaram estilete/estigma curtos, nio raro deformados. Disseccdes e exames de
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galhas em estereomicroscopio revelaram que a intumescéncia € decorrente de hipertrofia varidvel da
parede do ovdrio, do estipe, do septo, das placentas e dos 6vulos. Eventualmente, a galha afetou
também a morfologia do recepticulo, tornando-o intumescido e, neste caso, também os estames € o
perianto tornaram-se curtos e/ou deformados. A morfologia externa da galha em desenvolvimento
difere claramente da morfologia do fruto, pois as saliéncias caracteristicas da superficie externa da
cdpsula madura comecam a emergir logo nos estidios iniciais da transformacio do ovério em fruto, ao

passo que a galha nunca desenvolve tais saliéncias em sua superficie externa (figuras 34).

Figura 35: Galhas florais de Zeyheria montana, seccionadas longitudinalmente. A seta

indica uma flor em antese.

As galhas apresentaram cavidades internas (lojas, figura 35) dentro das quais foram encontradas
larvas ou pupas de Asphondylia sp."' (Cecidomyiidae, Diptera). Além do diptero, foram também

encontradas ninfas ou pupas de uma espécie nao identificada de Torymidae (Vespidae, Hymenoptera) e

"' Segundo G. W. Fernandes (comunicagio pessoal), tara-se de uma espécie nova, ainda a ser descrita para o género
Asphondylia.
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de uma segunda vespa, de cor preta e tamanho muito reduzido (0,2-0,3 mm), a qual ndo foi possivel

identificar nem mesmo a familia a qual pertence.

Andlise histologica da camara nectarifera

Sec¢des longitudinais da porcdo proximal da flor claramente demonstraram a presenga de um
disco rudimentar envolvendo a base do estipe (figuras 27 e 36). O tecido fundamental do disco é um
parénquima pouco diferenciado, apresentando células poligonais compactamente justapostas,
isodiamétricas, amplamente vacuoladas, de paredes delgadas e niicleo excéntrico e inconspicuo. O teste
histoquimico PAS revelou a presenga de alguns amiloplastos neste tecido, porém de tamanho reduzido
e em pequena quantidade, e ndo foi observada qualquer discrepancia entre o parénquima fundamental
do disco e o parénquima de outros 6rgdos florais quanto a abundancia de amiloplastos. O parénquima
do disco ndo é vascularizado e € revestido por epiderme uniestratificada, com contetido celular hialino
e vacuolado. A epiderme do disco apresenta numerosos tricomas tectores ramificados, cujos ramos
possuem extremidades pontiagudas, paredes celulares espessas e lignificadas. EstOmatos estdo
presentes, porém sdo pouco freqiientes. Nenhuma destas caracteristicas anatOmicas sugere o
envolvimento do disco em atividades de secrecéo.

Tricomas glandulares sao abundantes na base dos filetes, bem como em toda a superficie interna
(epiderme ventral) da parede da camara nectarifera (figura 37). A por¢ao proximal do gineceu, i.e. o
estipe, a porcao fértil do ovério e a base do estilete, sdo revestidos externamente por densa camada de
tricomas tectores ramificados, idénticos aos encontrados na epiderme do disco (figuras 27 e 41). Além
dos tricomas tectores, a epiderme externa (dorsal) do ovario (i.e. estipe + porcio fértil) apresenta
também tricomas glandulares que ficam escondidos abaixo dos ramos dos tricomas tectores (figuras 41
e 42). Estruturalmente, tanto os tricomas glandulares da parede da cAmara nectarifera como os tricomas

glandulares do gineceu consistem de uma cabeca secretora, cujas células apresentam citoplasma denso
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Figura 36-42: Secc¢des histoldgicas da flor de Zeyheria montana. 36: Sec¢do longitudinal da base do
estipe, mostrando o disco rudimentar (asterisco). 37: Seccdo longitudinal da parede da camara
nectarifera, mostrando tricomas glandulares na epiderme ventral. 38-40: Tricomas secretores de
néctar da parede da camara nectarifera, em maior aumento. Setas indicam a cuticula. 41: Seccao lon-

80



gitudinal da parede do ovario mostrando tricomas glandulares (setas) abaixo de um densa camada de
tricomas tectores. 42: Tricoma glandular do ovdrio, em maior aumento. Coloracdes: figura 39 - azul-

de-astra e fucsina-dcida; demais figuras - azul-de-toluidina e fucsina-dcida.

e nicleo proeminente, radialmente dispostas no topo de um pedidnculo. Entretanto, o tricoma glandular
do gineceu (figura 42) possui cerca de 32 um de altura por 40 um de largura e porc¢do secretora de
formato hemisférico, formada por 4-8 células com citoplasma destituido de vaciolos. O pedinculo nos
tricomas glandulares do gineceu é composto por uma tnica célula basal, vacuolada e profundamente
ancorada a epiderme, e uma célula apical, de formato poliédrico, com um conspicuo ntcleo
centralmente posicionado, envolvido por vdrios plastidios. J4 os tricomas glandulares da parede da
camara nectarifera e da base dos filetes possuem cerca de 100-180 pum de altura por 60 um de largura,
com uma cabega de contorno elipséide (quando vista de perfil) constituida de 18-28 células, algumas
vezes dispostas em duas series transversais (figuras 38 e 40), apresentando nucleo central e vacuoma
bipolar (figura 39). Uma delgada cuticula reveste externamente a cabeca secretora, e a secrecao se
acumula entre a cuticula e a parede periclinal externa das células secretoras (figura 39), antes de ser
liberada na cavidade da camara necterifera. O pedinculo consiste de uma série de 2-7 células
vacuoladas, apresentando nticleo proeminente, central ou excéntrico. A célula proximal do pedinculo
pode estar ancorada a epiderme por uma ou duas células basais. As propriedades de coloracdo do
citosol das células secretoras também ndo sdo as mesmas para os tricomas glandulares do gineceu e
para os tricomas glandulares da parede da cimara nectarifera ou da base dos filetes, pois ao ser
submetido a colora¢do com azul-de-toluidina, o citosol das células secretoras dos tricomas do gineceu
adquiriu uma coloragdo azul-esverdeada e opaca (figura 42), enquanto nos demais tricomas o citosol

adquiriu uma coloracdo purpura e translicida (figura 40). Deve-se ainda salientar que o mesmo tipo de
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tricoma glandular encontrado no gineceu foi também observado nas epidermes do pedicelo e de regides
do perianto que ndo fazem parte da camara nectarifera.

Os resultados das contagens de tricomas glandulares em sec¢des transversais seriadas da base
da flor sdo apresentados na Tabela 5. A diferenca entre estes dois tipos de tricomas glandulares foi
altamente significativa, sendo o nimero de tricomas na superficie do ovério (estipe + porcdo fértil)
equivalente a apenas cerca de 12% do total de tricomas glandulares (ovario + parede da camara

nectarifera).

Tabela 5: Freqiiéncias absolutas e percentagens de tricomas glandulares do ovério (estipe + por¢ao
fértil) e de tricomas glandulares da parede da cimara nectarifera em secc¢des transversais seriadas da
base de flores de Zeyheria montana (n = 5).

Valor numérico Valor percentual

(média + desvio padrao)

Tricomas glandulares do gineceu 5.726,6 £ 4413 11,8
Tricomas glandulares da parede da cdmara nectarifera 43.018,4 +3.545,6 88,2
Total 48.745 +3.945,6 100

O tecido fundamental da parede da camara nectarifera € um parénquima esponjoso (figura 37)
com células apresentando nucleo excéntrico e inconspicuo, e citoplasma amplamente vacuolado,
contendo pequenos plastidios (figura 39). Tais caracteristicas protoplasméticas também se aplicam as
células da epiderme uniestratificada que reveste internamente a camara nectarifera, embora estas
células apresentem nucleo ligeiramente mais conspicuo. Portanto, tal como no disco, nem o
parénquima, nem a epiderme interna da parede da camara nectarifera apresentam caracteristicas de

tecidos secretores.
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Sistema Reprodutivo

Os resultados dos experimentos de polinizacdes manuais controladas s@o apresentados na
Tabela 6. Nenhuma das flores utilizadas nos testes de autopolinizacdo espontinea e autopolinizacao
manual formou fruto. Estas flores se secaram a partir do sexto dia de antese, sem apresentar qualquer
crescimento do ovério. Apenas um quarto das flores submetidas a polinizacdo cruzada manual
frutificou; mesmo assim este valor foi proporcionalmente 4 vezes superior a quantidade de frutos
formados a partir das flores marcadas para a estimativa da frutificacdo natural.

Os resultados das contagens de sementes por fruto e de 6vulos por ovdrio sdo apresentados na
Tabela 7. O nimero médio de sementes em frutos resultantes de polinizacdes cruzadas manuais
(53,1+10,0, n=13) foi maior do que em frutos resultantes de poliniza¢gdes naturais (42,9+5,9, n=18), e o
teste ¢ indicou ser esta diferenca estatisticamente significativa (p < 0,05). O nimero de 6vulos por
ovario também diferiu significativamente do niimero de sementes em frutos resultantes de polinizagdo
natural, mas ndo diferiu significativamente do niimero de sementes em frutos resultantes de polinizacdo
cruzada manual.

Os resultados dos testes para determinacdo do sitio de reacdo de incompatibilidade por
microscopia de fluorescéncia demonstraram que, tanto nas autopolinizagdes como nas polinizagdes
cruzadas, centenas de tubos polinicos crescem ao longo do tecido transmissor do estilete, muitos deles
alcancando o ovdrio apenas 24 horas ap6s a polinizacio (figuras 43-45). Os resultados das contagens de
ovulos penetrados e ndo-penetrados segundo a metodologia de Gibbs & Bianchi (1993) sdo mostrados
na Tabela 8 e na figura 49A. Nos intervalos de 24, 72 e 96 horas apds a polinizagdo, a incidéncia de
o6vulos penetrados foi significativamente maior nos pistilos submetidos a poliniza¢do cruzada do que
em pistilos autopolinizados (x* = 19,62, df = 1, p < 0,001; x> = 9,77, df = 1, p < 0,01; x* = 14,39, df =
I, p < 0,001, respectivamente). Nao obstante, a diferenca entre autopolinizagdes e polinizagdes

cruzadas foi maior no intervalo de 24 horas do que nos demais intervalos. Tanto nas autopolinizagdes
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como em poliniza¢des cruzadas, mais da metade dos 6vulos foram penetrados no intervalo de 72 horas,
e quase todos os 6vulos em ambos os tratamentos foram penetrados 96 horas apds a polinizagdo.

Ap6s alcangarem o ovdrio, os tubos polinico crescem sobre as células da epiderme placentaria
até alcangcarem os 6vulos, penetrando-os pela micrdpila (figuras 46-48). Os resultados das contagens de

Ovulos penetrados em seccOes transversais seriadas do ovario sdo mostrados na Tabela 9 e na figura

Tabela 6: Producdo de frutos por polinizagdes manuais e naturais em Zeyheria montana.

Plant | Autopolinizacao Autopolinizacdo manual Polinizacao Polinizacao
an” espontanea | I cruzada manual | natural (controle)
flores | frutos | flores | frutos | flores | frutos | flores | frutos flores frutos
1 39 0 8 0 11 0 7 4 30 1
2 3 0 3 0 3 0 8 3 3 0
3 4 0 3 0 2 0 2 0 2 0
4 11 0 3 0 3 0 7 2 11 0
5 28 0 3 0 5 0 16 4 13 1
6 6 0 5 0 3 0 6 3 10 2
7 16 0 4 0 2 0 4 0 3 0
8 4 0 2 0 3 0 4 0 9 2
9 3 0 3 0 3 0 2 0 3 0
10 5 0 3 0 2 0 5 2 3 0
11 3 0 2 0 3 0 2 0 4 0
12 5 0 4 0 2 0 3 1 3 0
13 16 0 7 0 8 0 24 4 13 1
Total | 143 0 50 0 50 0 90 23 107 7
% 100 0 100 0 100 0 100 25,5 100 6,5

I: com pélen da mesma flor; II: com pdlen de outra flor da mesma planta.
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Tabela 7: Numero de 6vulos por ovdrio e nimero de sementes por frutos resultantes de poliniza¢ao

natural e polinizac¢do cruzada manual em Zeyheria montana.

média *+ desvio padrdo n
n® de sementes por |poliniza¢do natural 42,89+5,87* 18
fruto polinizac¢do cruzada manual 53,08+9,99" 13
n” de 6vulos por ovério 47,3449,08" 48

Obs.: letras diferentes na coluna das médias * desvios padrdes indicam diferenca significativa no teste
t (p <0,05).

Figuras 43-45: Fotomicrografias em microscépio de fluorescéncia de
pistilos autopolinizados de Zeyheria montana. 43: Regido de transicao
estigma — estilete (esquerda — direita), 24 h apds a polinizacio. 44: Tubos
polinicos no ovario, 24 h apds a polinizagdo (transi¢cdo estilete — ovdrio no
topo da foto). 45: 6vulo penetrado, 48 h apds a polinizacio.
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Tabela 8: Incidéncia de évulos penetrados e ndo-penetrados* 24, 48, 72 e 96 horas apds autopolini-

zacdes e polinizagdes cruzadas em Zeyheria montana (segundo metodologia proposta por Gibbs &
Bianchi 1993).

24 h 48 h 72 h 96 h
auto cruz auto cruz auto cruz auto cruz
nao-penetrados 258 232 159 182 129 72 30 9
(99,6%) | (91,0%) | (59,5%) | (54,3%) | (42,7%) | (29,4%) | (11,9%) | (3,8%)

penetrados 1 23 108 153 173 173 222 231
(0,4%) | (9,0%) | (40,5%) | (45,7%) | (57,3%) | (70,6%) | (88,1%) | (96,2%)

Total 259 255 267 335 302 245 252 240

* Foram analisados 5 ovdrios de cada tratamento e de cada intervalo apds a polinizacao.

A4
N
Beor

Figuras 46-48: Seccdes histolégicas de 6vulos de Zeyheria montana. 46: Ovulo penetrado e vista
parcial da placenta. A seta indica células papilosas da epiderme placentdria; end = endosperma; h =
hipdstase, pl = parénquima placentdrio; tp = tubo polinico. 47: Ovulo com a micrépila penetrada pelo
tubo polinico. 48: Insercdo da figura 47, em maior aumento. A seta indica o tubo polinico.

49B. Os resultados desta andlise até certo ponto diferem dos resultados obtidos com o emprego da
metodologia de Gibbs & Bianchi (1993), ndo s6 porque o nimero de évulos penetrados verificado nas
seccoes histoldgicas nos intervalos de 24, 48 e 72 horas apds a polinizacdo foi maior em ambos 0s
tratamentos, como também porque apenas nos intervalos de 24 e 48 horas apds a poliniza¢cdo, o nimero

de 6vulos penetrados foi significativamente superior nos pistilos submetidos a polinizacdo cruzada,

relativamente aos pistilos autopolinizados (%> = 10,89, df = 1, p < 0,001; x* = 3,79, df = 1, p = 0,05,
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% de 6vulos penetrados

respectivamente). Além disso, o nimero de 6vulos penetrados em pistilos autopolinizados virtualmente
se igualou ao nimero de 6vulos penetrados em pistilos submetidos a poliniza¢do cruzada nos intervalos
de 72 e 96 horas. Entretanto, tal como na andlise por microscopia de fluorescéncia, quase todos os
Ovulos foram penetrados em ambos os tratamentos, no intervalo de 96 horas.

Combinando-se os resultados da incidéncia de dvulos penetrados e ndo-penetrados segundo
ambas as metodologias (i.e. 6évulos inteiros analisados por microscopia de fluorescéncia + andlise
histolégica dos 6vulos em secgdes seriadas), o nimero de dvulos penetrados em pistilos submetidos a
polinizacdo cruzada foi significativamente superior ao nimero de évulos penetrados em pistilos auto-

Tabela 9: Incidéncia de 6vulos penetrados e ndo-penetrados* em seccdes transversais seriadas dos
ovdrios de Zeyheria montana, 24, 48, 72 e 96 horas ap6s autopolinizacdes e polinizagdes cruzadas.

24 h 48 h 72 h 96 h
auto cruz auto cruz auto cruz auto cruz
nao- penetrados 63 43 54 42 18 22 3 6
(51,2%) | (30,5%) | (37,5%) | (26,4%) | (17,5%) | (14,7%) | (3,1%) | (4,7%)
penetrados 60 98 90 117 85 128 95 121
(48,8%) | (69,5%) | (62,5%) | (73,6%) | (82,5%) | (85,3%) | (96,9%) | (95,3%)
Total 123 141 144 159 103 150 98 127

* Foram analisados 3 ovarios de cada tratamento

e de cada intervalo apds a polinizagdo.
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Intervalos ap6s a poliniz¢ao

96 h
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Intervalos apds a polinizacdo

96 h

Figura 49: Incidéncia de 6vulos penetrados em pistilos de Zeyheria montana, 24, 48, 72 e 96 horas
apods a polinizacdo. A: segundo a metodologia proposta por Gibbs & Bianchi 1993; B: em secc¢des
transversais seriadas do ovdrio. Para cada tratamento e intervalo apds a polinizagdo, foram

utilizados 5 pistilos em A e 3 pistilos em B. As barras verticais indicam os desvios padroes.

mm autopolinizacdo; ggg polinizagdo cruzada.
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polinizados em todos os intervalos (i.e. 24, 48, 72 e 96 horas) apés a polinizagdo (x* = 23,09, df = 1, p
< 0,001; x> = 3,77, df = 1, p 20,05; x* = 14,84, df = 1, p < 0,01; x* = 8,18, df = 1, p < 0,01,

respectivamente).

4.5. Discussao
Biologia floral e origem do néctar

Varias caracteristicas da flor de Zeyheria montana sao comumente associadas a sindrome de
polinizacdo por beija-flores, e.g. o tubo corolino relativamente longo, a auséncia de odor, o perianto
constituido por tecidos crassos, a conspicua produg¢do de néctar e seu acimulo numa camara
nectarifera, a distancia entre os locais de acimulo do néctar e apresentacdo do estigma. Nao obstante, a
cor vermelha € predominante em flores que atraem beija-flores, tanto em florestas de climas
temperados (Grant 1966, Lange et al. 2000), como em vegetagdes tropicais do Novo Mundo (Stiles
1985, Snow & Snow 1986, Arizmendi & Ornelas 1990, Sazima et al. 1995, 1996). De acordo com
Grant & Temeles (1992), a eficiéncia do beija-flor em forragear néctar € otimizada quando as flores
apresentam tubo moderadamente alargado e comprimentos que nao excedem o comprimento do bico +
<5 mm de lingua estendida, ou que excedam apenas ligeiramente este comprimento. O comprimento do
tubo da corola de Z montana é compardvel 2 média do comprimento do tubo de outras flores
polinizadas por beija-flores em ambientes neotropicais (3,31-3,42 cm; Snow & Snow 1980, Snow &
Teixeira 1982, Arizmendi & Ornelas 1990), e é 0,5-1 cm mais longo do que as médias dos
comprimentos de bicos das espécies de beija-flores visitantes das flores de Z montana'.

Consegqiientemente, durante uma visita legitima, o beija-flor necessariamente tem que introduzir todo o

bico no tubo corolino (figura 31), e o contato de sua testa com as anteras e o estigma € inevitavel.

12 Foram feitas medi¢des em espécimes do Museu de Histéria Natural da UNICAMP, bem como obtidos dados de literatura
sobre comprimentos dos bicos de algumas das espécies.
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Embora o nimero de flores apresentadas diariamente por um unico arbusto possa ser
relativamente grande, apenas uma pequena quantidade destas flores (= 4 flores em arbustos com 2-2.,5
m de altura) sdo realmente receptivas. A producdo de um nimero pequeno de flores por planta a cada
dia tem sido interpretada como um cardter que promove o comportamento "trap-lining", sendo
conseqiientemente esperado em espécies polinizadas por beija-flores (Stiles 1975, Feinsinger &
Colwell 1978, Sazima et al. 1996). Por outro lado, a apresentacdo de um grande numero de flores ndo-
receptivas em varias inflorescéncias por arbusto tornam tais inflorescéncias mais visiveis a longas
distancias, favorecendo desta forma a atracdo dos polinizadores. Além disso, o padrdo de floracédo
observado em Z. montana, i.e. a abertura de relativamente poucas flores por dia durante um periodo
muito longo (varios meses numa mesma estacdo de floracdo) € compardvel ao padrdao "steady-state"
definido por (Gentry 1974), o qual € comum em plantas polinizadas por beija-flores e morcegos
(Sazima et al. 1995, 1996). Portanto, as presentes observagdes indicam que, embora apresentando
algumas caracteristicas florais tipicas da sindrome ornitéfila e outras caracteristicas que nao se ajustam
a esta sindrome, Z. montana é polinizada por vdrias espécies de beija-flores, mas especialmente por
Colibri serrirostris. A sugestdo de Gentry (1990), segundo a qual Zeyheria seria polinizada por abelhas
ndo encontrou suporte nas presentes observacdes em Z. montana.

A formacdo de goticulas de néctar na superficie interna da regido basal da corola, tal como
sugerida por Yanagizawa 1982, foi confirmada. Embora as andlises histoldgicas da base da flor nio
tenham compreendido outros testes histoquimicos além do teste PAS, partindo das premissas de que (1)
o néctar da flor de Z. montana surge na forma de goticulas na superficie interna da parede da cdmara
nectarifera (reacdo positiva no teste da Glico-Fita), e (2) de que as unicas estruturas secretoras
encontradas na regido basal da flor foram os tricomas glandulares da corola/base dos estames e do
gineceu, deduzimos a secrecdo do néctar pelos tricomas glandulares da parede da cAmara nectarifera. A
andlise histolégica do disco de Z. montana ndo revelou a presenca de tecidos secretores. A presenca de

um conspicuo disco nectarifero € uma caracteristica comum a maioria das espécies de Bignoniaceae,
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sendo o néctar produzido por um parénquima secretor subepidérmico e exudado através dos estdmatos
(Elias & Gelband 1976, Subramanian & Inamdar 1985, 1986, 1989, Thomas & Dave 1992, Belmonte
et al. 1994, Galetto 1995, Bittencourt Jr. 1995, Rivera 2000). Nao obstante alguns taxa, tais como
Cydista, Clytostoma, Phryganocydia (Gentry 1980, Rivera 1996, Lohmann 2003), Lundia (Gentry
1982, Lopes et al. 2002) e Zeyheria (Gentry 1992), carecem de um disco funcional. A presenca de um
disco ndo-funcional em Z. montana sugere ser este um 6rgdo vestigial, tendo a fungdo de secrecdo do
néctar passado a ser desempenhada por tricomas glandulares da camara nectarifera. Tal como em
Lundia cordata (Lopes et al. 2002), a secrecao do néctar por tricomas glandulates em Z. montana deve
ser considerada como substitutiva, no sentido sugerido por Vogel (1997), pois evoluiu secundariamente
em um subgrupo no qual o disco teria perdido sua func¢io nectarifera.

O grande ndmero de tricomas glandulares observados na parede da camara nectarifera - 8 vezes
superior ao nimero de tricomas glandulares na superficie do ovdrio, ou 88% do total de tricomas
glandulares em toda a camara nectarifera (i.e. parede + superficie do ovéario) - claramente indica que,
mesmo se os tricomas glandulares do gineceu fossem nectariferos, o volume de néctar produzido pelos
tricomas da parede da camara nectarifera seria muito superior ao volume de néctar produzido pelos
tricomas do gineceu. Nao obstante, os tricomas glandulares da epiderme ovariana diferem dos tricomas
glandulares da superficie interna da parede da camara nectarifera, tanto estruturalmente como em suas
propriedades de coloracdo. Além disso, tricomas glandulares com as mesmas caracteristicas anatomicas
observadas nos tricomas do gineceu foram também observados em outras partes da flor, incluindo nas
superficies externas do perianto, o que sugere seu envolvimento com outras fungdes ndo-relacionadas a
producdo de néctar. Portanto, os presentes resultados indicam que o néctar floral de Z. montana é
secretado principalmente, talvez totalmente por tricomas da epiderme interna da parede da cdmara
nectarifera, e ndo por tricomas localizados na superficie do gineceu, tal como sugerido por Machado et

al. 1995.
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Galhas

Segundo Mani (1964), a sazonalidade da floracdo restringe a ocorréncia de galhas em flores e
botdes forais, sendo dipteros da familia Cecidomyiidae os principais responsdveis pela ocorréncia
destas galhas. A familia Bignoniaceae estd entre as que apresentam os mais baixos indices de formacao
de galhas (Mani 1964), sendo poucos os relatos de ocorréncia de galhas em Bignoniaceae nativas no
Brasil - e.g. Tavares (1918); Fernandes et al. (1988); Amaral (1992); Maia (2000). Espécies do género
Asphondylia sao galhadores comuns em diferentes familias de plantas (Maia et al. 1992), e as presentes
observacdes sugerem ser este cecidomiideo o principal, ou talvez o tnico responsdvel pelas galhas das
flores de Z. montana. Por outro lado, vespas da familia Torymidae sdo conhecidas por atuarem como
parasitdides de insetos galhadores (Jahradinik & Severa 1998); portanto € provdvel que pelo menos a
espécie de Torymidae encontrada nas galhas de Z. montana, seja um parasitéide do cecidomiideo
galhador.

A freqiiéncia relativamente alta de flores afetadas pela galha na populacio localizada no Parque
Nacional da Serra do Cipd, bem como os efeitos da galha sobre a morfologia floral, sugerem que a
interacdo planta/cecidogeno pode acarretar conseqii€éncias negativas para a reproducdo por sementes
em Z. montana. A hipertrofia de 6vulos ndo-fecundados, bem como do septo e das placentas, em
decorréncia da ag¢do do galhador é um fenOmeno particularmente intrigante, tendo em vista os
resultados obtidos nos experimentos de poliniza¢cdes manuais, os quais demonstraram a dependéncia de
polinizagdes cruzadas para que ocorra o desenvolvimento subseqiiente do ovario. Tais observacdes
parecem sugerir que o galhador € capaz de "manipular" o programa morfogenético da flor, de modo a
induzir o ovdrio a desenvolver-se, partenocarpicamente, em um "fruto" modificado e estéril, cujos
tecidos internos seriam utilizados como alimento pelo cecidégeno. Estudos histolégicos comparativos
do desenvolvimento do fruto e da galha seriam de grande valia para um melhor conhecimento da

natureza da interacdo planta/cecidégeno em Z. montana.
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Sistema reprodutivo

Os resultados dos experimentos de polinizagdes manuais indicam que Z. montana é uma espécie
totalmente auto-incompativel, uma vez que nido houve formagdo de frutos em um total de 100 flores
autopolinizadas, as quais abortaram sem apresentar qualquer crescimento do ovdrio posterior a
polinizacdo. Tanto nas autopoliniza¢cdes como nas polinizagdes cruzadas, muitos tubos polinicos
alcangaram o ovdrio, penetrando quase a totalidade dos 6Ovulos no intervalo de 96 horas apds a
poliniza¢do. Embora ndo tenham sido feitas andlises histologicas dos eventos posteriores a penetracao
dos 6vulos, uma incidéncia de 6vulos penetrados significativamente superior em pistilos submetidos a
poliniza¢do cruzada, no intervalo de 24 horas apds a polinizacdo, foi verificada tanto através da anélise
dos 6vulos inteiros por microscopia de fluorescéncia como por meio da andlise de secgdes seriadas, o
que claramente indica a ocorréncia de um atraso na penetracdo dos 6vulos em autopolinizagdes,
relativamente as polinizagdes cruzadas. Este mesmo fendmeno tem sido relatado para outras espécies
de Bignoniaceae (Gibbs & Bianchi 1999), e sugere a ocorréncia de um mecanismo de reconhecimento
dos tubos polinicos e rejeicdo dos pistilos autopolinizados, a despeito dos tubos polinicos alcangarem o
ovdrio e penetrarem a maioria dos évulos.

A diferenca observada entre os resultados da quantificacdo de 6vulos penetrados por meio da
metodologia proposta por Gibbs & Bianchi (1993) e por meio da andlise histoldgica de seccdes
seriadas provavelmente se deve em parte a uma maior precisdo na verificacdo dos 6vulos penetrados
em secgoes histoldgicas, e em parte ao fato dos dois tipos de procedimento terem sido executados com
material botanico proveniente de populagdes distintas. Embora os testes estatisticos nao tenham
indicado diferenca significativa nos intervalos de 48 horas, na analise dos dvulos por microscopia de
fluorescéncia (numero de ovarios analisados = 5), e nos intervalos de 72 € 96 horas, na analise de
seccoes seriadas (nimero de ovéarios analisados = 3), quando os resultados de ambas as andlises foram
combinados (total de ovérios analisados em cada tratamento e para cada intervalo apds a polinizag¢do =

7), o niimero de 6vulos penetrados nas polinizagdes cruzadas foi significativamente maior do que nas
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autopolinizagdes em todos os intervalos, sugerindo que a auséncia de significancia estatistica observada
nas andlises em separado provavelmente se deveu a uma insuficiéncia amostral.

Se por um lado o atraso na penetracdo dos Ovulos sugere a atuacdo de um mecanismo de
reconhecimento dos tubos polinicos em pistilos autopolinizados, e portanto favorece um modelo de
auto-incompatibilidade, por outro lado a constatacdo de que quase todos 6évulos em cada ovério, tanto
em autopolinizagdes como em polinizagdes cruzadas, sdo penetrados até o intervalo de 96 horas apds a
polinizag¢do, fortemente indica que este sistema de incompatibilidade ndo se ajusta ao modelos
tradicionais de auto-incompatibilidade esporofitica (SSI) ou gametofitica (GSI). Além disso, nem o
atraso na penetracao dos évulos em pistilos autopolinizados, nem o aborto destes mesmos pistilos sem
que haja crescimento do ovdrio seriam resultados esperados se a auto-esterilidade verificada em Z.
montana fosse decorrente de um mecanismo de depressdao endogdmica de agdo precoce. Portanto, os
presentes resultados indicam a ocorréncia da auto-incompatibilidade de acdo tardia em Z. montana.

As polinizagdes manuais foram realizadas de modo a ser depositado um montante excessivo de
graos de polen no estigma, relativamente a média do nimero de dvulos por ovério, maximizando assim
a probabilidade de todos os 6vulos serem penetrados (ver Tabelas 8 e 9). Nao obstante, em polinizacdes
naturais, o nimero de graos de pélen depositados no estigma nem sempre € suficiente para que todos os
Ovulos no ovdrio sejam penetrados pelos tubos polinicos (Waser 1978, Stephenson & Bertin 1983,
Bawa & Webb 1984), de modo que o aborto dos évulos ndo-penetrados torna-se neste caso a causa da
diminuicdo do nimero de sementes que potencialmente poderiam derivar-se dos évulos presentes no
ovdrio. Os resultados das contagens de sementes em frutos derivados de polinizagdes cruzadas manuais
e polinizacdes naturais revelaram uma diferenca significativa entre o nimero médio de 6vulos por
ovario e o numero médio de sementes formadas em frutos resultantes de poliniza¢des naturais, mas nao
indicaram diferenca significativa entre o nimero médio de dvulos por ovéario e o nimero médio de

sementes em frutos derivados de poliniza¢do cruzada manual. Tais resultados sugerem que a produgio
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de sementes em Z. montana pode ser limitada pela eficicia de deposi¢do do pdlen no estigma pelo

polinizador.
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5. Biologia Reprodutiva e Estudo Histolégico dos Eventos Posteriores a Polinizacao em Spathodea
campanulata Beauv. (Bignoniaceae), uma Espécie com Auto-Incompatibilidade de Acao

Tardia.

S5.1. Resumo - O sistema reprodutivo de Spathodea campanulata foi investigado através de
observacdes dos eventos e dos visitantes florais, polinizagdes manuais controladas, estudo do
crescimento de tubos polinicos por microscopia de fluorescéncia e andlise de sec¢des seriadas dos
ovdrios para verificagdo dos eventos posteriores a polinizacdo em pistilos autopolinizados vs. pistilos
submetidos a polinizacdo cruzada. Somente flores submetidas a polinizacao cruzada formaram frutos, e
tanto as flores autopolinizadas como as ndo-polinizadas sofreram abscisdo até o terceiro ou quarto dias.
Entretanto, o crescimento dos tubos polinicos até o ovario em pistilos autopolinizados foi bem sucedido
e a maioria dos 6vulos foram penetrados e fecundados no intervalo de 48 horas, indicando a ocorréncia
da auto-incompatibilidade de agdo tardia em S. campanulata. Verificou-se um atraso significativo na
incidéncia de penetracio e fecundacio dos 6vulos, bem como na inicia¢do dos endospermas em pistilos
autopolinizados, relativamente aos pistilos submetidos a polinizacdo cruzada, embora nenhum outro
sinal de mal funcionamento no desenvolvimento posterior a penetracio dos OGvulos tenha sido
detectado. O aborto dos pistilos autopolinizados ocorreu num estidio em que uma percentagem
relativamente pequena dos 6vulos apresentavam endosperma incipiente. Além disso, a abscisdo dos
pistilos autopolinizados foi anterior ao estddio em que, nos 6vulos de pistilos submetidos a polinizagdao

cruzada, verificou-se a iniciagdo do proembrido. Tais resultados ndo se ajustam ao modelo de auto-

esterilidade decorrente dos efeitos da depressdo endogamica.

Palavras-chave: Auto-incompatibilidade de acd@o tardia, sistema reprodutivo, tubos polinicos,

endospermogénese, tubo proembridnico, embriologia, Spathodea, Bignoniaceae.
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5.2. Introdugao

A familia Bignoniaceae é composta por aproximadamente 800 espécies distribuidas em 112
géneros e em 7-8 tribos (Spangler & Olmstead 1999). Estudos sobre sistemas reprodutivos foram
realizados somente em 29 espécies de Bignoniaceae (Bawa 1974, Stephenson & Thomas 1977,
Petersen et al. 1982, Bullock 1985, Bertin & Sullivan 1988, Gobatto-Rodrigues & Stort 1992, Vieira et
al. 1992, Amaral 1992, Gibbs & Bianchi 1993, James & Knox 1993, Gibbs & Bianchi 1999 - ver
Tabela 2). Com excecdo de Pyrostegia venusta (Gobatto-Rodrigues & Stort 1992), Astianthus viminalis
(Bullock 1985), Tecoma stans (Singh & Chauhan 1996, Dutra & Machado 2001) e Tabebuia
chrysotricha (capitulo 7), todas as espécies se mostraram auto-incompativeis. Estudos sobre o sitio de
reacdo de incompatibilidade foram realizados em apenas 18 destas espécies; porém todas elas
apresentaram auto-incompatibilidade de agdo tardia sensu Seavey & Bawa (1986).

Embora vérios autores (e.g. Klekowski 1988, Seavey & Carter 1994, Gibbs and Sassaki, 1998)
tenham encontrado indicagdes de que a rejeicdo dos pistilos autopolinizados em algumas espécies se
deve aos efeitos da depressdo endogamica - e.g. o aborto dos embrides em um continuum de estadios
de desenvolvimento e a ocorréncia de malformacdes durante a embriogénese -, existem evidéncias de
que, em outros taxa, a auto-esterilidade se deve a um mecanismo de auto-incompatibilidade de acédo
tardia, controlada por um tnico gene principal (Lipow & Wyatt 2000), ou que a abscisdo dos pistilos
autopolinizados € desencadeada por eventos decorrentes do desenvolvimento dos tubos polinicos no
estilete, antes que os mesmos alcancem os 6vulos (Gibbs and Bianchi, 1999; Lipow and Wyatt, 1999;
Sage et al., 1999). Entretanto, a auto-incompatibilidade tardia (LSI), ou auto-incompatibilidade
ovariana (OSI), freqiientemente tem sido atribuida a espécies para as quais ndo foram feitos estudos
envolvendo a contagem de 6vulos penetrados e ndo-penetrados, bem como analises histoldgicas dos
eventos posteriores a penetragdao dos évulos em diferentes intervalos de tempo apds as autopolinizacdes
e polinizagdes cruzadas. Estudos sobre os eventos posteriores a polinizacdo, tais como andlises

quantitativas da penetracdo dos O6vulos e de seu desenvolvimento subseqiiente em pistilos
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autopolinizados vs. pistilos submetidos a poliniza¢do cruzada, sdo essenciais para o levantamento de
evidéncias que permitam concluir se a auto-esterilidade, em cada caso, se deve aos efeitos de uma
depressdo endogamica de agdo precoce, ou se € decorrente de um genuino mecanismo de auto-
incompatibilidade de ac¢do tardia.

Spathodea campanulata pertence a um género monoespecifico, nativo de florestas tropicais do
oeste da Africa, e é amplamente cultivada como 4rvore ornamental em ambientes urbanos de todo o
mundo tropical (Gentry 1992). Tem sido relatada como colonizadora invasiva em vdrias localidades,
e.g. Micronesia (Smith 1985, McConnell & Muniappan 1991) e Porto Rico (Rivera & Aide 1998). A
despeito de sugestdes contraditérias quanto a sua habilidade em se propagar vegetativamente (comparar
por exemplo Menninger & Soderholm 1976 e McConnell & Muniappan 1991), a propagacdo por
sementes parece ser a principal estratégia reprodutiva desta espécie, mesmo fora de seu habitat natural
(Smith 1985, McConnell & Muniappan 1991, Rivera & Aide 1998). No Brasil, onde a espécie é
comumente utilizada na arboriza¢do urbana, a ocorréncia subespontanea de S. campanulata tem sido
verificada em bordas de matas e vegetacdes em sucessao secunddria, e a produg¢do abundante de frutos
e sementes em algumas localidades, mas ndo em outras, tem sido verificada (observacdes pessoais). E
também importante salientar as implicacdes aparentemente negativas do cultivo e da dispersdo desta
espécie, devido ao efeito toxico de suas secregOes florais em abelhas nativas (Nogueira-Neto 1970,
Trigo & Santos 2000). Tomadas em conjunto, tais consideragdes amplamente justificam um estudo
cuidadoso da biologia reprodutiva desta espécie exdtica em nosso pais.

Em seu habitat natural, S. campanulata é polinizada por Passeriformes (Faegri & van der Pijl
1979, Gentry 1974), mas visitas de morcegos também tém sido relatadas (Ayensu 1974, Sussman &
Raven 1978). Entretanto, tais registros carecem de descricdes detalhadas sobre as visitas as flores de S.
campanulata. Oliveira et al. (1991) sugeriram ser S. campanulata uma espécie xendgama, € portanto
dependente de polinizadores substitutivos fora de seu habitat natural, bem como de polinizacdes

cruzadas bem sucedidas para sua reproducdo sexual. Nao obstante, tal estudo se baseia em dados
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experimentais limitados, uma vez que apenas 25 flores foram empregadas nos testes de polinizacdes
manuais controladas.

O objetivo do presente trabalho foi investigar a polinizac¢do e o sistema reprodutivo, bem como
comparar, por meio de andlise histologica quantitativa, os eventos posteriores as autopolinizacdes e
polinizagdes cruzadas em flores de individuos cultivados de S. campanulata. Os tnicos estudos que
forneceram dados embrioldgicos sobre S. campanulata foram os de Raghavan & Venkatasubban
(1940), Venkatasubban (1945), Rudramuniyappa & Marajan (1991) e Rudramuniyappa & Manure
(1993). Entretanto tais estudos abordaram apenas aspectos da androsporogénese e do desenvolvimento
do gametofito masculino, e até onde se sabe ndo had estudos sobre a organizagdo estrutural do saco
embriondrio, a fecundagdo, a endospermogénese e o desenvolvimento embriondrio em S. campanulata.
Assim, o presente estudo também contribui para o estudo embriolégico de Bignoniaceae, fornecendo
dados sobre o saco embriondrio maduro, o desenvolvimento inicial do endosperma e do proembrido em

S. campanulata.

5.3. Material e Métodos
Descricdo da espécie

O presente estudo foi realizado com individuos cultivados no Campus da Universidade Estadual
de Campinas (UNICAMP), Sdo Paulo. Na drea de estudos, S. campanulata apresentou extensos
periodos de floracdo - de novembro de 1999 a agosto de 2000, e de fins de outubro de 2000 a julho de
2001 -, embora a florag@o nado tenha sido simultinea em todos os individuos ao longo de cada estagao, e
alguns individuos tenham sido observados portando flores fora dos periodos das estagdes citadas.
Frutificacdo abundante foi verificada em muitas drvores na drea de estudos, com a maior parte dos
frutos concentrando-se no topo da copa.

As arvores alcangam cerca de 25 metros de altura, apresentando grandes folhas imparipinadas,

9-15 folioladas. A inflorescéncia ¢ um corimbo terminal com 40-50 flores de maturagc@o acrépeta e
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antese diurna. Suas vistosas flores alaranjadas (raramente amarelas) apresentam célice espaticeo e
falciforme, viloso e acastanhado do lado dorsal, apresentando diminutos tricomas secretores do lado
ventral, os quais produzem uma secre¢do aquoso-gelatinosa (Raghavan & Venkatasubban 1940, Fraino
1962). A corola € amplamente campanulada, com a base do tubo cilindrica e estreitada. Os estames sdo
didinamos com um pequeno estaminddio posterior, filetes curvos que tocam a face interna do lado
posterior da corola (figura 50), anteras subexertas e divaricadas. A base do gineceu é envolvida por um
robusto disco nectarifero cupuliforme. O pistilo linear possui um ovario bicarpelar e bilocular, um
estilete curvo (7,0-7,5 cm de comprimento, n = 10) tocando a face interna do lado posterior da corola, e
um estigma terminal, exerto, bilamelado e sensivel ao toque, o qual se posiciona com a face receptiva
(lado ventral das lamelas estigmaticas) ligeiramente voltada para o centro da inflorescéncia (figura 50).
O egresso floral, i.e. a emergéncia da corola e dos verticilos internos da flor (D'Arcy 1986), ocorre pela
ruptura do célice ao longo de uma linha de deiscéncia longitudinal localizada no lado anterior. Durante
a antese, a fauce encontra-se voltada para cima, de modo que o orvalho ou a dgua de chuvas ocasionais

pode acumular-se dentro da corola.

Procedimentos

Vinte e cinco botdes florais em estddio anterior ao egresso floral foram marcados em 5
individuos para o monitoramento dos eventos florais. O volume e a concentracio do néctar foram
medidos em flores do primeiro dia de antese, em inflorescéncias previamente envolvidas com sacos de
papel-manteiga, utilizando-se seringa hipodérmica de 1 ml e refratdmetro de bolso, respectivamente'.
Os visitantes florais foram observados em diferentes horas do dia, desde o inicio da manha (06:00
horas) até o inicio da noite (19:00 horas), totalizando 30 horas de observacdes. Pédssaros e outros

visitantes das flores foram observados diretamente, ou com o auxilio de bin6culo. Observagdes

" As medidas foram feitas no final da tarde, de modo que os volumes observados correspondem ao néctar acumulado ao
longo do primeiro dia da antese.
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adicionais do comportamento dos visitantes foram também eventualmente realizadas no periodo de

floracdo de 2001-2002.

Figura 50: Inflorescécia de Spathodea campanulata, vista do topo. Setas
indicam posicdo do estigma em flores de primeiro dia.

Os experimentos de poliniza¢cdes manuais controladas foram realizados com as mesmas 5
arvores, entre fevereiro e marco de 2000, e subseqiientemente com 8 arvores'* entre dezembro de 2001
e fevereiro de 2002. No primeiro ano de estudos, inflorescéncias contendo botdes proximais em pré-
antese foram envolvidas com sacos de papel-manteiga. Nos dias subseqiientes, flores em antese de
primeiro dia foram autopolinizadas (utilizando-se pélen da mesma flor ou de outra flor da mesma
planta), ou submetidas a polinizacdo cruzada (utilizando-se pdlen de outro individuo, localizado a pelo

menos 10 metros de distincia'’) e re-ensacadas. Polinizacdes cruzadas adicionais foram feitas

14 . . ., . . , .. .

Foram utilizados os 5 individuos do ano anterior mais 3 drvores adicionais.
!> Embora os experimentos tenham sido conduzidos com plantas cultivadas, este cuidado foi tomado pois algumas arvores
se encontravam muito proximas entre si e, nestes casos, nao havia como assegurar que as arvores nao fossem clones.
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utilizando-se 12 flores de segundo dia e 8 flores de terceiro dia, para a verificagdo da receptividade
estigmdtica. Vdrias flores foram apenas marcadas e ensacadas para se verificar a ocorréncia de
autopolinizacdo espontanea. O monitoramento da frutificacdo natural foi realizado utilizando se
somente 0os ramos mais baixos, pois as inflorescéncias da parte superior da copa ndo puderam ser
alcancadas. Para tanto um total de 167 inflorescéncias foram marcadas nos 5 individuos, verificando-se
o numero de frutos formados nas mesmas. O numero estimado de flores produzias por estas
inflorescéncias foi obtido multiplicando-se o nimero médio de flores por inflorescéncia (43,5 flores, n
= 10) pelo niimero de inflorescéncias marcadas'®. Flores ou inflorescéncias foram marcadas com linhas
coloridas, uma cor para cada tratamento.

Autopolinizacdes e polinizacdes cruzadas manuais adicionais foram realizadas para verificacdo
do sitio de reacdo de incompatibilidade. Pelo menos 5 pistilos de cada tratamento (i.e. autopolinizacdo
e polinizagdo cruzada), e de cada intervalo apds a polinizagdo (i.e. 24, 48 e 72 horas) foram fixados em
FAAS5O (formaldeido 4%, 4cido acético glacial e etanol 50% nas propor¢des de 5:5:90%; Johansen
1940) e, subseqiientemente, foram dissecados de modo a se remover a parede do ovdrio, corados com
azul de anilina e utilizados no estudo do crescimento dos tubos polinicos no estilete € no ovario por
microscopia de fluorescéncia (Martin 1959). Os 6vulos foram arrancados das superficies placentdrias
com o auxilio de uma agulha histolégica e montados separadamente em uma gota de azul-de-anilina
(Gibbs & Bianchi 1993). Porém, tentativas de se estimar a incidéncia de penetragdo dos 6vulos pela
contagem de 6vulos portando um pedaco de tubo polinico atado a micrdpila ndo foram bem sucedidas,
pois a ruptura do tubo polinico, durante o processo de remocdo dos 6vulos, na maioria das vezes
ocorreu dentro do canal micropilar'’. A verifica¢io da incidéncia de évulos penetrados, entretanto, foi

feita através da andlise de secc¢Oes histoldgicas seriadas (ver adiante).

' Este procedimento foi indispensdvel, devido a baixa produtividade de frutos por polinizagdes naturais observada nos
ramos mais baixos das drvores desta populacao.

' A constatagdo da presenca de remanescentes da parede do tubo polinico no interior da micrépila também nio foi possivel,
pois as células endoteliais que revestem internamente o canal micropilar sao ricas em amiloplastos, os quais devido a sua
florescéncia, obscurecem a visualizag@o de qualquer contetido do canal micropilar por esta técnica.
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Frutos maduros foram coletados 4 meses apds a realizacdo dos experimentos. Para estimar a
transformagdo dos 6vulos em sementes, bem como a incidéncia de abortos de sementes em frutos
derivados de pistilos submetidos a polinizacdo compativel e excessiva, sementes de 10 frutos derivados
de polinizacdes cruzadas manuais, selecionados aleatoriamente (2 frutos de cada individuo), foram
quantificadas e analisadas quanto a morfologia e a presenca de embrido'®. O teste 7 bicaudal foi
utilizado para se verificar a significancia estatistica da diferenca entre o niimero de 6vulos por ovério e
o numero de sementes por fruto. Cinqgiienta sementes sadias, i.e. portando um embrido de forma e
tamanho normais, e mais 20 sementes portando embrido atrofiado foram tratadas com hipoclorito de
s6dio 0,5% e submetidas ao teste de germinagdo em cAmara climdtica Eletrolab 102 FC, a 25° C e 12
horas de fotoperiodo.

Todas as polinizacdes manuais foram feitas de modo a cobrir toda a superficie receptiva do
estigma (i.e. face ventral das lamelas estigmdticas) com poélen. Para estimar a propor¢cdo de grios de
poélen depositados no estigma relativamente ao nimero de 6vulos no ovdrio, 10 pistilos foram
submetidos a poliniza¢do cruzada, fixados no dia seguinte em FAASO (Johansen 1940) e clarificados
em NaOH 9N por 40 minutos em estufa 2 70° C. Apds lavagem em 4dgua destilada'®, o estigma e parte
do estilete de cada pistilo foram estendidos em laminas de vidro, de modo que as lamelas estigmaticas
permanecessem abertas e com a face portadora de gréos de pdélen voltada para cima. O material assim
preparado, ap6s umedecido com algumas gotas de dgua destilada, foi coberto com laminula e levado a
um estereomicroscopio com camara clara Olympus SZH 10. Sobre uma folha de papel, o contorno de
uma das lamelas estigmdticas foi desenhado e, sobre este desenho, foram marcados pontos equivalentes
aos graos de podlen observados na superficie da lamela estigmatica. Em seguida os pontos foram

quantificados e o resultado foi multiplicado por 2, de modo a se obter uma estimativa do sucesso de

'8 Parte das sementes foram dissecadas e analisadas em estereomicroscépio. Porém, uma vez que o tegumento da semente
de S. campanulata, tanto na regido da ala como na do corpo, é semi-translicido, na maior parte das sementes a presenca e o
formato do embrido foram verificados simplesmente colocando cada semente contra uma fonte de luz.

' Tanto a fixag¢io como a lavagem do material apés clarificagdo foram cuidadosamente realizados de modo a provocar o
minimo de turbuléncia possivel, minimizando assim a perda de graos de pdlen.

108



deposi¢ao de pdlen no estigma. O ndmero de évulos por ovério foi verificado em 10 amostras
aleatorias (2 ovdrios de cada individuo), através de microdissec¢des em estereomicroscopio.

Para verificar se a eficicia da formacdo de sementes por fruto poderia ser limitada pela
viabilidade dos graos de podlen, foram feitos testes de coloragdo citoplasmatica dos mesmos com
carmim-acético (Radford et al. 1974), bem como testes de germinagdo in vitro em vérias concentracoes
de sacarose ("ranging drop method" - Shivanna & Rangaswamy 1992), com e sem adicao dos seguintes
sais: 2x10° M H;BO;3, 4x10° M MgSO, e 6x107 M Ca(NOs),. Para o teste de coloragdo, os graos de
polen das anteras superior e inferior de flores das 5 4drvores utilizadas nos experimentos de poliniza¢des
manuais foram analisados separadamente. Para o teste de germinacdo, foi feita, previamente, uma
mistura dos grdos de pdlen de ambas as anteras de flores das mesmas drvores. O controle de ambos os
testes foi realizado com graos de pdlen aquecidos em estufa a 65° C por 24, 48 e 72 horas, conforme
recomendagdes de Rodriguez-Riano & Dafni (2000) para testes de viabilidade polinica de um modo
geral.

No segundo ano de estudos, autopolinizacdes e polinizagdes cruzadas manuais foram feitas
como no ano anterior, sendo os pistilos coletados nos intervalos de 24-72 horas e fixados em FAASO,
ou coletados nos intervalos de 24-96 horas para autopolinizacdes e 1-14 dias para polinizacdes
cruzadas, e fixados em glutaraldeido a 2% em solu¢@o-tampao de fosfato de sédio 0,1 M, pH 7,0
(Gabriel 1982). Os pistilos tiveram a parede do ovério removida antes de serem submetidos a fixacao.
Para os pistilos fixados em FAA, os ovdrios foram infiltrados com élcool butilico terciario, embebidos
em parafina (Johansen 1940) e submetidos a sec¢Oes transversais seriadas na espessura de 8 pm,
utilizando-se um micrétomo rotatério Micron HM 240 E. As seccdes foram coradas com fucsina-bésica

e azul-de-astra (Roeser 1972)20, ou com fucsina-4cida e azul-de-toluidina O (O'Brien & McCully 1981,

20 . . ~ . ~
Este € um procedimento de colorag@o usual para se obter um bom contraste entre paredes celulares lignificadas e nao-

lignificadas, mas que no presente trabalho também forneceu 6timos resultados no contraste entre paredes celuldsicas

(coradas pelo azul-de-astra) e o contetido protoplasmadtico (corado pela fucsina-bdsica em diferentes intensidades, conforme
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adaptado para sec¢des em parafina). Os évulos foram seccionados ao longo de todo o comprimento do
ovario.

As secgOes seriadas obtidas de ovdrios fixados em FAA foram utilizadas na anélise histolégica
quantitativa da penetra¢do dos 6vulos e de eventos posteriores. Foram examinadas todas as sec¢Oes de
3 pistilos autopolinizados e de 3 pistilos submetidos a polinizacdo cruzada, selecionados aleatoriamente
em cada um dos intervalos de fixacdo (i.e. 24, 48 e 72 horas). Para cada tratamento e intervalo de
fixacdo, os resultados foram tratados como pertencendo a um fundo comum. Utilizou-se o teste
estatistico do qui-quadrado para se comparar o nimero de 6vulos penetrados, bem como os varios
estddios dos eventos posteriores a penetragdo dos 6vulos, entre autopolinizacdes e polinizagdes
cruzadas, empregando-se o software Epi Info 6.0. Foram analisados um total de 13.090 6vulos em 18
oVvarios.

Os oviérios fixados em glutaraldeido foram embebidos em glicol-metacrilato e submetidos a
seccOes transversais semi-seriadas, na espessura de 6 um. As sec¢des foram coradas com azul-de-
toluidina O, com fucsina-4cida e azul-de-toluidina O, ou com PAS e azul/preto-de-anilina (O'Brien &
McCully 1981, modificado). Estas sec¢des foram utilizadas para se confirmar detalhes estruturais de
eventos do saco embriondrio e do endosperma inicial, ndo sendo empregadas na andlise quantitativa.
Tanto as sec¢des em metacrilato como as seccdoes em parafina foram examinadas em um microscopio
optico Olympus BX 40. Os registros fotograficos foram obtidos em um fotomicroscépio Olympus

BX50, utilizando-se diapositivos Fujichrome Provia 100 F.

a densidade citoplasmadtica) de células do saco embriondrio/endosperma inicial e das células tegumentares que 0s
envolviam.
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5.4. Resultados
Eventos florais

O egresso floral ocorreu apenas um dia antes do inicio da antese. A abertura dos lobos da corola
foi geralmente verificada entre 05:00 e 09:00 horas e, jad neste estddio, as lamelas estigmadticas se
encontravam ligeiramente abertas, apresentando papilas tirgidas e brilhantes em sua face ventral. No
primeiro dia de antese, o estigma posiciona-se mais proximo do eixo central da inflorescéncia,
afastando-se do mesmo nos dias subseqiientes (figura 50) devido a uma ligeira flexdo ndo s6 do
estilete, mas de toda a flor na regido pedicelo/receptacular. Em flores ndo-visitadas, o movimento de
progressiva abertura das lamelas estigmaticas foi observado até o final da antese, quando se observou o
enrolamento de suas extremidades distais. O comeco da deiscéncia das anteras, sempre da extremidade
proximal do estomio para a sua extremidade distal, foi observado logo apds a abertura dos lobos da
corola, porém levou vérias horas para se completar. No segundo dia da antese, a textura da superficie
ventral das lamelas estigmdticas se tornou opaca, devido ao murchamento das papilas. Sinais de
murcha foram também observados nas anteras (conectivo e dpice dos filetes) e em algumas dreas da
corola, e pontos de necrose (manhas marrons) surgiram no disco. No terceiro dia, as anteras e a corola
ja apresentavam pronunciada flacidez e areas necrosadas, tornando-se o disco uniformemente marrom-
escuro. A corola ou toda a flor sofreram abscisdo entre o terceiro e quarto dias.

A secrecdo de néctar nas flores de S. campanulata foi abundante (0,91+0,17 ml) e a
concentracdo do néctar = 16,3 £ 1,9% (média * desvio padrdo, n = 14). O néctar foi armazenado numa
concavidade da superficie ventral do lado anterior do tubo corolino, onde perfuracdes de pilhadores de
néctar foram freqiientemente observadas. Néctar menos concentrado foi algumas vezes verificado em
flores ndo-ensacadas, provavelmente devido a sua dilui¢ao pelo orvalho ou por chuvas ocasionais.

O estigma sensivel de S. campanulata nao se fechou totalmente apds pressionado com a ponta

do dedo, e este tratamento ndo evitou a reabertura dos lobos estigmaticos. Entretanto, a deposi¢do de
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pdlen, tanto em autopolinizagdes como em polinizagdes cruzadas, utilizando-se um pincel fino, sempre
induziu o fechamento permanente do estigma. O fechamento do estigma apds a polinizagdo ndo
ocorreu tdo rapidamente como em outras espécies de Bignoniaceae estudadas na presente tese, levando

10-20 minutos para se completar.

Visitantes

Virias espécies de passaros foram observados visitando as inflorescéncias de S. campanulata,
dentre eles Mimus saturninus (Mimidae), Tyrannus melancholicus (Tyranidae), Coereba flaveola
(Parulidae), Eupetomena macroura (Trochilidae) e Forpus xanthopterygius (Psittacidae). Eupetomena
macroura (freqiientemente) e Coereba flaveola (ocasionalmente) foram vistos perfurando o tubo da
corola para ter acesso ao néctar, e portanto ndo contatavam as anteras e o estigma. O dGnico passaro cujo
tamanho corporal e comportamento de visita o permitia atuar como polinizador das flores de S.
campanulata na éarea de estudos foi Mimus saturninus. Grupos de 4-6 pdssaros desta espécie foram
observados em varias ocasides visitando as flores de S. campanulata no inicio da manha ou no final da
tarde. Os pdssaros utilizavam o conjunto de botdes florais do centro da inflorescéncia como plataforma
de pouso, contatando o estigma e as anteras com a parte ventral do pescoco ao introduzir o bico no
interior da corola para alcancar o néctar. Durante cada seqiiéncia de visitas, o pdssaro visitou trés ou
mais flores da mesma inflorescéncia, passando de uma inflorescéncia a outra, na mesma arvore ou em
arvores diferentes, e visitando preferencialmente as inflorescéncias do topo da copa.

Apis mellifera e Trigona sp. foram algumas vezes observadas coletando pdlen em flores de S.
campanulata. Durante suas visitas, A. mellifera utilizava suas mandibulas para forcar a abertura de
anteras ainda no inicio do processo de deiscéncia. As abelhas eventualmente tocavam no estigma ao
caminharem de uma antera para a outra, porém depositando uma quantidade muito pequena de pdlen na

superficie receptiva e ndo sendo capazes de induzir o fechamento do estigma. Vdrias espécies de
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abelhas, formigas e pequenas mariposas foram ainda freqiientemente encontradas mortas no interior da

corola, geralmente submersas no néctar.

Viabilidade polinica e eficdcia de deposicdo de grdos de polen no estigma

Os resultados dos testes de germinacdo do pélen em diferentes concentracdes de sacarose sdo
mostrados na figura 51. A melhor concentragdo de sacarose para germinagdo dos graos de pélen foi a
de 10% e, de um modo geral, as percentagem de germinacao nas diferentes concentragdes de sacarose
foram superiores nas solucdes contendo a mistura de sais. Os testes de germinabilidade para avaliacdo
da viabilidade dos graos de pdlen foram portanto conduzidos utilizando-se a solucdo de sacarose a
10%, contendo a mistura de sais.

Os resultados dos testes de germinabilidade e coloracdo citoplasmatica dos graos de pdlen de S.
campanulata sdo apresentados na Tabela 10. A germinabilidade foi bastante elevada para os graos de
pélen frescos (em torno de 98%), dramaticamente reduzida no pélen mantido em estufa por 24 horas e

nula apds 48 horas na estufa. No controle para o teste do carmim-acético, o percentual de graos de
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Figura 51: Testes de germinagdo in vitro - "ranging drop method" (Shivanna & Rangaswamy 1992) -
dos graos de pdlen de Spathodea campanulata, em vérias concentragdes de sacarose, Il com e
1 sem adicao de sais (H3BO3, MgSO4 e Ca(NO3),).
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Tabela 10: Viabilidade (% média + desvio padrdo) do pélen fresco e aquecido em estufa a 65°C por
24, 48 e 72 horas, determinada por teste de colora¢do com carmim-acético e teste de germinacdo in

Vitro.
fresco 24h 48h 72h
Coloragao 97.6+1.12 97.98 + 0,36 90.63 £2.24 91.59 +£2.59
Germinagdo in vitro 82.87 +6.56 6.55 £0.57 0.00 £0.00 0.00 = 0.00

poélen corados ndo apresentou queda significativa apds aquecimento em estufa por 24-72 horas,
permanecendo acima de 90%.
O numero de graos de pdlen depositados manualmente no estigma (8.340 £ 1.725, média *

. = 2A . . . (1 . -
desvio padrdo, n = 10) © foi oito vezes maior que o nimero médio de dvulos por ovdrio (Tabela 13).

Sistema Reprodutivo

Os resultados dos experimentos de polinizagdes sdo apresentados na Tabela 11. Em todas as
flores autopolinizadas, bem como nas flores do teste de polinizagido espontanea, a abcisdo da corola e
do estilete, ou de toda a flor, ocorreu 3-4 dias apds a poliniza¢do. Nas poucas flores autopolinizadas em
que o ovdrio persistiu apds a abscisdo da corola, o ovario, bem como o cdlice ja desidratado, cairam
entre o primeiro e o segundo dias seguintes. Nao foi verificado qualquer crescimento dos ovarios
autopolinizados (figura 52). Das flores submetidas a poliniza¢do cruzada manual, 55% formaram frutos
(Tabela 11). A abcisdo da corola e do estilete apds polinizagdes cruzadas bem sucedidas ocorreu 3-4
dias ap6s o inicio da antese, e o crescimento inicial do fruto tornou-se claramente visivel apenas uma

semana apos a polinizagdo (figura 52).

1 O resultado obtido é subestimado, uma vez que os grios de pélen nio ancorados ao estigma pelo tubo polinico tenderam a
se soltar da superficie estigmatica.

114



Tabela 11: Experimentos de polinizagdes controladas e frutificacdo em Spathodea campanulata.

Arvore Autopolinizac¢do Autopolinizac¢io Polinizacdo cruzada

n” espontanea manual manual

n” flores n” frutos n” flores n” frutos n” flores n” frutos

1 40 0 20 0 25 12

2 35 0 24 0 26 15

3 42 0 22 0 28 14

4 30 0 17 0 12 8

5 19 0 18 0 9 6
Total 166 0(0%) 101 0 (0%) 100 55 (55%)

Poliniza¢do natural (controle): foram marcadas o eqiiivalente a 7264 flores [média de flores por

inflorescéncia (43,5, n = 10) x n° de inflorescéncia marcadas (167)], das quais apenas 15 (0,21%)

formaram frutos.
Eventos posteriores a poliniza¢do na porgdo ovariana do tecido transmissor

Em cada face do septo do ovério de S. campanulata, as placentas se apresentam como duas

cristas longitudinais, sobre as quais os 6vulos estdo aderidos, tal como descrito para Tabebuia por
Bittencourt Jr. & Mariath (2002a). As duas placentas de cada lado do septo sdo separadas pela porcao
ovariana do tecido transmissor (figura 53), o qual é formado por 2-5 camadas de células. Em seccdes
transversais, o tecido transmissor do ovdrio consiste de células arredondadas apresentando denso
citoplasma rico em amiloplastos, espacos intercelulares relativamente amplos e abundante matriz
extracelular, a qual se cora fortemente pelo azul-de-astra, ou adquire coloragdo ptrpura-avermelhada
com o azul-de-toluidina. Uma secrecdo mucilaginosa foi verificada nos espacos intercelulares e na
superficie externa do tecido transmissor, a qual também corou-se pelo azul-de-astra. A epiderme da
placenta apresenta células papilosas e de aparéncia glandular (i.e. apresentam citoplasma denso, pouco
vacuolado), atuando como uma extensdo do tecido transmissor que permite o crescimento dos tubos

polinicos até os 6vulos. A mesma secre¢do observada na superficie e nos espacos intercelulares da
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regido intra-placentdria do tecido transmissor foi também verificada sobre a superficie externa da

epiderme placentdria.
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Figura 52: Crescimento do ovdrio de Spathodea campanulata apés a polinizacdo. A seta indica a
abscisdo dos pistilos autopolinizados; —— autopoliniza¢do; —— polinizacdo cruzada.

Devido ao crescimento intrusivo de centenas de tubos polinicos, tanto em pistilos
autopolinizados como nos submetidos a polinizacdo cruzada, as células mais externas do tecido
transmissor foram deslocadas para fora, i.e. afastadas umas das outras e empurradas em direcdo ao
espaco locular acima da superficie do septo (figura 54). Nos intervalos de fixacdo de 48 horas em
diante, 1-5 camadas de tubos polinicos entrelacados entre si foram observadas sobre a epiderme
placentdria e entre os 6vulos (figuras 68 e 78). Este denso crescimento de tubos polinicos sobre a
superficie placentdria, bem como o nimero muito grande de 6vulos em cada ovério (Tabela 13),
provavelmente contribuiram para o insucesso das tentativas de se contar o nimero de &vulos
penetrados pela presenca de um pedaco do tubo polinico atado a micrépila (método sugerido por Gibbs

& Bianchi 1993).
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Figura 53-54: Seccdes transversais do ovdrio destituido de sua parede. 53: Aspecto geral. Setas indicam
tecido transmissor. 54: Tecido transmissor (maior aumento da regido indicada na figura anterior). Setas
indicam células superficiais do tecido transmissor, deslocadas pelo crescimento intrusivo de tubos
polinicos. Figura 55-59: Seccdes longitudinais de 6vulos ndo-penetrados contendo saco embriondrio
maduro, orientados com o pdlo calazal voltado para o topo da pédgina. 55: Saco embriondrio com
nicleos polares ainda ndo fusionados (seta). 56: Saco embrionario com célula média apresentando
apenas um unico e conspicuo ntcleo (seta clara) resultante da fusdo dos nicleos polares. A seta escura
indica a regido calazal proeminente da oosfera. 57: Aparelho oosférico, mostrando as duas sinérgides.
A seta indica o aparelho fibrilar. O asterisco indica o pélo calazal da oosfera em sec¢do tangencial. 58:
Pélo calazal do saco embriondrio mostrando as antipodas (setas) e a hipdstase fortemente corada. 58:
Saco embriondrio sob o teste histoquimico PAS. Observe os amiloplastos (corpisculos avermelhados)
em torno dos ntcleos polares e do niicleo da oosfera. Figura 60: Saco embriondrio fecundado,
apresentando niucleo secundario em Profase mitética (seta). Todas as secgdes provenientes de material
fixado em glutaraldeido e embebido em metacrilato (exceto figura 60: material fixado em FAASQO e
embebido em parafina). Coloragdes: 53-58: azul-de-toluidina e fucsina-dcida; 59: PAS e azul-de-
toluidina; 60: azul-de-astra e fucsina-bésica. a = antipodas; cm = célula média; cmi = canal micropilar;
en = epiderme nucelar; ese = envoltério do saco embriondrio; h = hipdstase; np = nicleos polares; o =

oosfera; s = sinérgides; tt = tecido transmissor.

Penetracdo dos évulos

Em todos os pistilos autopolinizados e submetidos a polinizagdo cruzada examinados no
intervalo de fixacdo de 24 horas, muitos tubos polinicos ja haviam atravessado da base do estilete para
o tecido transmissor do ovdrio, penetrando vdrios 6vulos (Tabela 12, figura 61A). Entretanto, a
incidéncia de 6vulos penetrados foi significativamente superior em polinizagdes cruzadas, tanto no
intervalo de 24, como nos de 48 e 72 horas apds a polinizagdo (X2 =253,7,df =1, p< 0,001; x2 = 140,1,
df =1, p< 0,001; e X2 =928, df = 1, p < 0,001, respectivamente), embora a maioria dos dvulos em

ambos os tratamentos tenham sido penetrados e fecundados no intervalo de 48 horas (Tabela 12, figura
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61A-C). Nao foi observada qualquer variacdo no nimero de 6vulos penetrados em diferentes niveis do

ovario.

Tabela 12: Ovulos de Spathodea campanulata: eventos posteriores 2 polinizagdo nos intervalos de
fixacdo de 24, 48 and 72 horas, em pistilos autopolinizados (auto) vs. pistilos submetidos a poliniza¢do
cruzada (cruz)*

24h 48h 72h
auto cruz auto cruz auto cruz
np 1694 1372 477 168 102 0
(84.9%) (65.6%) (18.7%) (7.5%) (4.5%)
2 pen 221 668 1961 2058 2026 1924
(11.1%) (31.9%) (76.9%) (91.5%) (90.0%) (98.4%)
2 fec 0 0 1871 1931 1999 1924
(73.3%) (85.8%) (88.8%) (98.4%)
End 2c 0 0 3 266 835 1180
(0.12%) (11.8%) (37.1%) (60.3%)
End 3¢ 0 0 0 2 0 636
(0.08%) (32.5%)
End 3/5¢ 0 0 0 0 0 62
(3.2%)
SSE 52 39 91 15 97 27
(2.6%) (1.9%) (3.6%) (0.67%) (4.3%) (1.4%)
SE an6m 26 11 22 9 26 4
(1.3%) (0.52%) (0.86%) (0.4%) (1.6%) (0.20%)
Total de 1993 2090 2551 2250 2251 1955
ovulos:

*Cada coluna contém observacdes de 3 pistilos selecionados aleatoriamente para cada tratamento. np
= Ovulos ndo-penetrados; X pen = soma dos 6vulos penetrados (i.e. penetrados + fecundados + com
endosperma inicial); X fec = soma dos 6vulos fecundados (i.e. fecundados + com endosperma inicial);
End 2c¢ = 6vulos contendo endosperma 2-celular; End 3¢ = évulos contendo endosperma 3-celular;
End 3/5¢ = 6vulos contendo endosperma 5S-celular, ou em estddio de transicdo entre 3-celular e 5-
celular; SSE = 6vulos sem saco embrionario; SE andm = dvulos contendo saco embrionario andmalo.

Histologia do saco embriondrio

Embora nao tenham sido feitas observacdes do saco embriondrio no primeiro dia de antese,
quase todos os 6vulos em ovdarios fixados no segundo dia continham um saco embriondrio maduro
normal (figura 55-59). O saco embriondrio em S. campanulata é do tipo Polygonum, alongado, mais

alargado no pdlo micropilar, sendo esta regiao envolvida por remanescentes de células endoteliais,
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Figura 61: Incidéncia de 6vulos penetrados e fecundados em Spathodea campanulata, 24 (A), 48 (B) e
72 (C) horas apds a polinizagdo. Foram utilizados 3 pistilos para cada tratamento e intervalo apds a
polinizacdo. As barras verticais indicam os desvios padres. ™®  autopolinizacio; BB polinizacio
cruzada.

ricas em amiloplastos, que sofreram degeneracdo e foram parcialmente absorvidas durante o
crescimento do gametdfito feminino (envoltério do saco embriondrio, cf. Bittencourt Jr & Mariath
2002b). As sinérgides sdo mais largas e vacuoladas no pdlo calazal, estreitando-se no p6lo micropilar,
no qual se observa um proeminente aparelho fibrilar PAS-positivo (figura 57). O formato da oosfera é
semelhante ao das sinérgides, porém a oosfera assume um posicionamento ligeiramente mais calazal,

sendo que sua extremidade micropilar ndo estabelece contato direto com o canal micropilar. Além

disso, o nucleo da oosfera € envolvido por numerosos amiloplastos (figura 59) e posiciona-se no pdlo
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Figura 62: Ovulos de Spathodea campanulata 24 (A), 48 (B) e 72 (C) horas ap6s a polinizagio. Foram
utilizados 3 pistilos para cada tratamento e intervalo apds a polinizagdo. As barras verticais indicam os
desvios padroes. g autopolinizacio; @  polinizacdo cruzada; np = ndo-penetrados; pen =
penetrados porém ndo-fecundados; fec = fecundados; end 2c = com endosperma 2-celular; end 3c =
com endosperma 3-celular; end 3/5 = com endosperma 3 — 5-celular; s/se = sem saco embriondrio; se
andm = com saco embriondrio anomalo.

calazal, sendo as regides media e micropilar do protoplasma conspicuamente vacuoladas (figura 55-
56). Nao foi constatada a presenca de parede celular entre o pdlo calazal do aparelho oosférico e a
célula média, e um estreito espaco preenchido pelo protoplasto da célula média foi verificado entre as
paredes laterais do aparelho oosférico e o envoltério do saco embriondrio. Os dois nicleos polares da
célula média permaneceram nao-fusionados até o segundo dia da antese (figura 55), e embora a fusdo
possa ocorrer antes da penetracdo do 6vulo pelo tubo polinico, nicleos polares ndo-fusionados ou

incompletamente fusionados foram freqiientemente observados em sacos embriondrios recentemente

penetrados. Amiloplastos sdo abundantes no citoplasma da célula média madura (figura 59), sendo
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subseqiientemente herdados pelas células do endosperma inicial (figura 65). No estddio final da
maturacdo do saco embriondrio, i.e. pouco antes da copula, o pélo calazal da oosfera se torna bastante
proeminente, de modo que o nicleo da oosfera se aproxima dos nicleos (fusionados ou ndo) da célula
média (figura 56). As antipodas apresentam citoplasma denso, porém contendo pequenos vacuolos

(figura 58), e persistem até os estddios iniciais da formagdo do endosperma.

Penetragdo e fecundagdo do gametdfito feminino em pistilos autopolinizados vs. pistilos submetidos a
polinizagdo cruzada

O inicio do processo degenerativo em uma das sinérgides, sinalizado pela coloragdao mais escura
do citoplasma, foi observado somente apos a micrdpila ter sido penetrada, porém antes do tubo polinico
estabelecer contato fisico com o aparelho fibrilar. Apds a copula, o tubo polinico descarrega seu denso
contetido protoplasmatico no interior da sinérgide degenerativa, obscurecendo os componentes internos
desta célula. Subseqiientemente, uma al¢a citoplasmética da prépria sinérgide degenerativa se
desenvolve, intrusivamente, entre a superficie calazal da oosfera e a superficie micropilar da célula
média (figuras 63 e 64). Nao foi possivel observar de modo inequivoco a transferéncia dos niicleos das
células espermdticas para os protoplasmas da oosfera e da célula média. Porém, estudos recentes
realizados em vérias espécies tém demonstrado que alg¢a protoplasmética que se desenvolve no pdlo
calazal da sinérgide degenerativa estd associada a formagdo da coroa actinica, um componente do
citoesqueleto envolvido com a transferéncia das células espermadticas para dentro da oosfera e da célula
média (Ye et al. 2001).

Da mesma forma, ndo foi possivel observar direta e inequivocamente os processos da singamia
e da fusdo tripla. Entretanto a fusdo tripla deve ocorrer antes da singamia, uma vez que na maioria dos
sacos embriondrios penetrados, contendo a al¢a citoplasmaética do pdlo calazal da sinérgide degenerada,
um proeminente nidcleo endospérmico primdrio em préfase mitdtica foi observado (figura 60),

enquanto nenhum sinal de alteracdo nuclear se verificava na oosfera. Os évulos que apresentavam a
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conspicua alga citoplasmatica da sinérgide degenerada foram computados como fecundados, e um
nimero significativamente maior de 6vulos fecundados foram observados em pistilos submetidos a
polinizacdo cruzada, relativamente aos autopolinizados, nos intervalos de 48 e 72 horas apds a
polinizacao (X2 =76,6,df =1, p < 0,001, x2 = 118,7, df = 1, p < 0,001, respectivamente) (Tabela 12,

figuras 61B-C e 62B-C).

Desenvolvimento do endosperma

Os estddios iniciais do desenvolvimento do endosperma na familia Bignoniaceae sdo
relativamente constantes, seguindo um padrdo de endospermogénese celular muito caracteristica
(Govindu 1950, Johri et al. 1992, Shivaramiah 1998), e portanto util ao monitoramento de eventos
posteriores a penetragdo dos 6évulos. A célula endospérmica primdria divide-se transversalmente, dando
origem a uma cé€lula calazal menor e a uma célula micropilar maior (estddio 2-celular). A célula
micropilar entdo divide-se longitudinalmente, originando 2 células no pdlo micropilar (estddio 3-
celular). O terceiro ciclo mitético € sinalizado pela cariocinese do nicleo da célula calazal, a qual pode
ou ndo ser seguida de uma citocinese longitudinal (estddios 4-celular ou 3-celular porém 4-nucleado,
respectivamente). Subseqiientemente, na maioria dos taxa, cada uma das células no pélo micropilar do
endosperma divide-se transversalmente, originando um par de células intermedidrias e um novo par de
células micropilares (estddios 6-celular ou 6-nucleado/5-celular, respectivamente). Dai em diante, o
desenvolvimento do endosperma usualmente se processa por ondas de divisdes sincronizadas de células
derivadas do par intermedidrio.

No intervalo de 48 horas apds a polinizacio, endospermas no estddio 2-celular (figura 65) foram
observados em cerca de 12% dos 6vulos em pistilos submetidos a polinizacdo cruzada, ao passo que
muito poucos endospermas 2-celulares foram vistos em pistilos autopolinizados (Tabela 2). Embora a

segunda divisdao mitética do endosperma na cimara micropilar (figura 66) usualmente seja longitudinal,
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Figuras 63-71: Secg¢des longitudinais de 6vulos fecundados e sementes em iniciagdo de Spathodea
campanulata, em sucessivos estddios de desenvolvimento, orientados com o pélo calazal voltado para
o topo da pagina. 63: Ovulo contendo sinérgide penetrada. A seta indica o tubo polinico dentro do
canal micropilar. 64: Aparelho oosférico contendo sinérgide penetrada (inser¢cdo da figura anterior em
maior aumento). A seta indica a al¢a protoplasmadtica da sinérgide degenerativa, entre a oosfera e a
célula média. 65: Endosperma 2-celular. Setas indicam amiloplastos. 66: Endosperma 3-celular
imediatamente ap6s o segundo ciclo mitético da endospermogénese. 67: Endosperma 3-celular apés a
expansdo do par de células micropilares. Setas claras indicam os dois nucleos da célula calazal em
diferentes planos de foco. Setas escuras indicam a parede celular em torno do pdélo calazal do zigoto.
68: Aspecto geral de um 6vulo contendo endosperma 5-celular. Seta maior indica a ala emergente.
Setas menores indicam remanescentes de tubos polinicos, entrelacados, sobre a superficie externa da
placenta. 69: Endosperma 5-celular. 70: Tubo proembridnico em iniciagdo, 5 dias apds a polinizagdo. A
seta clara indica o nucleo micropilar; a seta escura indica o nucleo calazal. 71: Endosperma e tubo
proembridnico, 7 dias apds a polinizacdo. A seta indica a extremidade calazal do tubo proembridnico.
O nicleo micropilar do tubo proembriénico ndo é mostrado. Todas as sec¢des provenientes de material
fixado com glutaraldeido e embebido em metacrilato. Coloracd@o: azul-de-toluidina e fucsina-icida. a =
antipodas, cm = célula média; sd = sinérgide degenerativa; h = hipdstase; hc = haustério calazal; sp =

sinérgide persistente; z = zigoto.

divisGes transversais foram ocasionalmente verificadas. Ainda no intervalo de 48 horas, alguns 6vulos
contendo endosperma 3-celular foram vistos em polinizacdes cruzadas, mas nenhum endosperma 3-
celular foi observado em pistilos autopolinizados (Tabela 2).

No intervalo de 72 horas, a maioria dos 6vulos em polinizagdes cruzadas continham
endospermas no estddio 2-celular ou em estddio posterior, enquanto em apenas 37% dos 6vulos de
pistilos autopolinizados, a primeira divisdo do endosperma havia ocorrido. Novamente, esta diferenca
foi estatisticamente significativa: X2 =227/7, df = 1, p< 0,001. E enquanto neste intervalo de tempo
32% dos 6vulos em pistilos submetidos a polinizacdo cruzada apresentaram endospermas nos estadios

3-celular ou posterior (Tabela 12), évulos contendo endosperma 3-celular foram vistos apenas em um
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dos pistilos autopolinizados que sobreviveram até 96 horas ap6s a polinizagdo. Conseqiientemente, a
diferenca entre autopolinizagdes e poliniza¢des cruzadas para 6vulos com endosperma 3-celular foi
altamente significativa. A diferenca entre autopolinizagdes e polinizacdes cruzadas quanto ao nimero
de O6vulos fecundados, mas ainda ndo apresentando um endosperma em desenvolvimento (ndo
mostrado) também foi estatisticamente significativa.

A presenca de uma parede PAS-positiva no pélo calazal da oosfera (figura 67) é um indicativo
de que a mesma se tornou um zigoto (Schulz & Jansen 1968, Olson & Cass 1981). Antes do terceiro
ciclo de divisdes no endosperma, as duas células micropilares passaram por um periodo de expansdo
volumétrica e vacuolacdo (figura 67), fazendo com que as paredes laterais do aparato oosférico se
afastassem do envoltério do saco embriondrio. Alguns 6vulos em pistilos submetidos a poliniza¢ao
cruzada, apresentando tais endospermas com células micropilares vacuoladas, foram observados no
intervalo de 72 horas. O terceiro ciclo mitético do endosperma foi usualmente observado na célula
calazal (figura 67). Esta divisdo ndo foi seguida por formacgado de parede celular, originando uma célula
binucleada que, posteriormente, diferenciou-se num haustdrio calazal (figura 72).

A divisdo simultinea e transversal das duas células micropilares, ja expandidas, do endosperma
3-celular pode ocorrer apds, ou a0 mesmo tempo em que a cariocinese tem lugar na camara calazal.
Este quarto ciclo de divisdes é desigual, resultando em duas células intermedidrias menores e duas
células micropilares maiores (figuras 68 e 69). Portanto, neste estddio o endosperma S-celular é
constituido por duas células micropilares, duas células intermedidrias e pelo futuro haustério calazal
binucleado. A sinérgide persistente ainda se encontrava intacta neste estddio, mas degenerou-se logo
em seguida. Embora alguns endospermas 5-celulares tenham sido vistos em Ovulos de pistilos
submetidos a polinizacdo cruzada, 72 hora apds a polinizacdo, eles foram mais comuns no intervalo de
96 horas. No pistilo autopolinizado que sobreviveu até o intervalo de 96 horas, apenas 4 6vulos
contendo endosperma 5-celular foram observados, e este foi o estado de desenvolvimento

endospérmico mais avancgado, encontrado em pistilos autopolinizados. O alongamento tangencial de
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células nas margens do tegumento tnico do 6vulo de S. campanulata, o qual sinaliza o inicio do
crescimento da ala da semente, foi claramente verificado a partir do estddio em que os pistilos
passaram a apresentar endospermas 3 ou S-celular (figura 68), incluindo em 6vulos invidveis (figuras
78 ¢ 79). Em pistilos do 14° dia posterior a polinizagdo cruzada, o tltimo estddio monitorado, as jovens
sementes usualmente apresentavam endospermas com 11 células, as quais, salvo o par de células da
extremidade micropilar e o haustério calazal, descenderam do par de células intermedidrias do
endosperma S-celular, com o par de células micropilares simplesmente sofrendo expansdo e
vacuolacdo. Estas divisdes celulares foram usualmente perpendiculares ao eixo longitudinal do
endosperma, de modo que o corpo do endosperma multicelular € constituido de duas fileiras celulares
longitudinais, as quais sdo progressivamente menores na dire¢do calazal (figuras 71-74). Pelo menos
até este estddio, as células micropilares do endosperma nunca mostraram um aumento de densidade
citoplasmatica que pudesse sinalizar sua diferenciacdo em células haustoriais. Embora alguns
endospermas com um arranjo celular algo diferente do descrito acima tenham sido ocasionalmente
observados (figura 77), nenhum sinal de malformacdo no endosperma foi verificado, seja em
autopolinizagdes ou em polinizacdes cruzadas. Efetivamente, até os intervalos de 96 horas em pistilos
autopolinizados e 14 dias em pistilos submetidos a polinizagdo cruzada, nenhum sinal de mal-

funcionamento (salvo o desenvolvimento mais lento em pistilos autopolinizados) foi observado nos

endospermas.

Formacgdo do tubo proembriénico

Ap6s a fecundacdo, o zigoto gradualmente se torna cilindrico. Embora nio tenha sido feita
nenhuma observacdo direta da cariocinese no niicleo do zigoto, um tubo proembridnico binucleado foi
claramente verificado a partir do quinto ou sexto dias apds a polinizac@o cruzada (figura 70). O nticleo
micropilar € menor do que o nicleo calazal, e um grande vactolo se desenvolve entre eles. Nos

estddios subseqiientes, o tubo proembrionico continua a se alongar em dire¢do a calaza, usualmente
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entre as duas fileiras longitudinais de células do corpo do endosperma (figura 71 e 77). Inicialmente, o
alongamento do tubo proembridnico pareceu simplesmente acompanhar a expansdo longitudinal do
endosperma. Entretanto, o crescimento intrusivo da extremidade calazal do tubo proembridnico tornou-
se evidente a partir do sétimo dia apds a polinizacdo, quando ele comecou a penetrar a regido calazal do
endosperma (figuras 71 e 73), onde se localizam as menores células do mesmo. Neste estddio o niicleo
calazal do tubo proembridnico € proeminente, apresentando um conspicuo nucléolo e sendo envolvido
por um denso citoplasma, ao passo que o ndcleo micropilar permanece inconspicuo e com nucléolo
reduzido (figura 75). Os dois nudcleos sdo separados por um extenso vacuolo, e ndo se verificou a
formacgdo de parede celular entre estes nucleos. O tubo proembridonico permaneceu binucleado até o
ultimo estddio examinado da jovem semente, ou seja, 14 dias apds a polinizagao.

Restos das sinérgides permaneceram na extremidade micropilar do endosperma, adjacentes a
base do tubo proembridnico, e o tubo polinico também permaneceu visivel na abertura micropilar até o
ultimo estddio monitorado (figura 76). Tal como no desenvolvimento do endosperma, nenhum sinal de
mal-funcionamento do tubo proembridnico foi verificado até o 14° dia, embora alguma varia¢do no seu
progresso de desenvolvimento tenha sido observado, com alguns proembrides e endospermas se
apresentando em estddios de desenvolvimento anteriores aos observados na maioria das demais jovens

sementes do mesmo fruto.

Ovulos ndo-funcionais

Menos de 4% dos 13.090 6vulos observados em sec¢des de ovdrios de ambos os tratamentos
(Tabela 12) eram Ovulos nado-funcionais, i.e. destituidos de saco embriondrio (figura 78) ou
apresentando um saco embriondrio degenerado, ou ainda contendo um gamet6fito feminino de
estrutura andmala (i.e. em estddios 1-4 nuclear, ou apresentando um saco embriondrio aparentemente

maduro, porém destituido de algumas de suas células). Em alguns casos, tais 6vulos desprovidos de um
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Figuras 72-77: Sec¢des longitudinais de sementes jovens de Spathodea campanulata, orientadas com o
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polo calazal voltado para o topo da pdgina. Extremidade calazal do endosperma, 7 dias apds a
polinizacdo. A seta indica o haustdrio calazal binucleado. 73-74: Extremidade calazal do tubo
proembridnico (setas) penetrando a regido calazal do endosperma pelo meio (73) ou lateralmente (74)
(8 dias ap6s a polinizacdo). 75: Nucleo micropilar do tubo proembridnico (seta). 76: Aspecto geral de
uma semente jovem, 13 dias apds a polinizagdo. A seta indica remanescentes do tubo polinico na
abertura micropilar. 77: Tubo proembrionico (pontas de setas), 10 dias apds a polinizacdo. A seta
indica a extremidade calazal. Todas as seccdes provenientes de material fixado com glutaraldeido e

embebido em metacrilato. Coloracao: azul-de-toluidina e fucsina-4cida. tp = tubo proembrionico.
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saco embriondrio normal foram penetrados, tendo o tubo polinico se enrolado no interior da cavidade
do saco embriondrio (figura 79). Da mesma forma que 6vulos funcionais, nos diferentes estadios de
desenvolvimento pré- e pds-zigbtico, se encontravam distribuidos ao longo de todo o ovdrio, ndo foi
encontrada qualquer indicacdo da correlacdo entre 6vulos nao-funcionais e posi¢des especificas no

ovario.

Produgdo de sementes por fruto

Os resultados das contagens de
6vulos por ovdrio e sementes por fruto
resultante de polinizacio compativel e
excessiva  (i.e. polinizacdo  cruzada
manual) sdo mostrados na Tabela 13. Foi
possivel classificar as sementes em trés

categorias: (1) sementes  normais:

S -&’ :;‘;gﬁg

DRLSRET,
Figuras 78-79: Seccdes longitudinais de 6vulos nido-
funcionais. 78: Ovulo destituido de saco embrionrio, 96
horas apds a polinizagdo. A seta indica o canal
micropilar. 79: Ovulo penetrado, com o tubo polinico
enrolado no interior da cavidade do saco embriondrio.
Material fixado em glutaraldeido e embebido em
metacrilato. Coloragdo: azul-de-toluidina e fucsina-
dcida.

apresentando comprimento e largura =
1,63+0,15 x 3,26+0,36 cm e contendo um
embrido normal, cordiforme, com
comprimento e largura = 0,38+0,03 x
0,45+0,03 cm (n = 10); (2) sementes anor-

mais tipo I: sementes de tamanho normal porém sem embrido, ou contendo embrido atrofiado e de
formato irregular; (3) sementes anormais tipo II: sementes atrofiadas de varios tamanhos (<0,01-1,5 cm
de largura) contendo embrido atrofiado e de formato irregular, ou sem embrido. Somente as sementes
normais germinaram (percentagem de germinacdo = 100%), e o ndmero de &6vulos por ovdrio

contrastou significativamente com o nimero de sementes vidveis produzidas por fruto.
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Tabela 13: Numero de sementes por fruto resultante de poliniza¢ao cruzada manual e nimero de
6vulos por ovério em Spathodea campanulata.

Numero de Média Desvio padrao
frutos/pistilos
examinados
Sementes normais 10 718,5 153,39
Sementes anormais tipo | 10 26,2 20,65
Sementes anormais tipo II 10 29 51,79
Ovulos por ovario 10 1019,7 46,90

O teste ¢ bicaudal indicou diferenca significativa entre o nimero de sementes normais por fruto e

o nimero de évulos por ovério (p < 0.01).
5.5. Discussao
Biologia da polinizacdo

O conspicuo volume e a baixa concentracdo do néctar nas flores de S. campanulata sio

congruentes com a polinizac¢do por pdssaros que empoleiram (Faegri & van der Pijl 1979, Waser 1983).
Teixeira et al. (2002) sugeriram a polinizagdo por beija-flores em drvores de S. campanulata cultivadas
em dreas urbanas de Campo Grande, MS, mas ndo forneceram informacgdes detalhadas sobre como o
comportamento de visita de beija-flores permitiria o contato de partes especificas do corpo destes
passaros com as anteras e do estigma da flor de S. campanulata. As presentes observacgdes indicam que,
na drea de estudos, o polinizador natural de S. campanulata foi substituido principalmente, ou talvez
somente por Mimus saturninus. Uma vez que o passaro pousa sobre os botdes florais da regido central
da inflorescéncia, ao introduzir o bico no tubo corolino o passaro contata as anteras € o estigma sempre
com a parte ventral do pescogo, permitindo assim a deposi¢do de pdlen e induzindo o fechamento do
estigma. O mesmo comportamento de visita as flores de S. campanulata foi relatado para um péassaro
australiano - Philemon sp., Meliphagidae (Westerkamp 1990). Embora aparentemente Mimus
saturninus visite as flores de S. campanulata em busca de néctar, ndo se pode descartar a possibilidade
de que esta ave, e talvez outras espécies de pdassaros, simplesmente utilizam as flores de S.

campanulata como fonte de &dgua, tal como sugerido por Borrero et al. (1979). Entretanto, M.
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saturninus também visita e poliniza as flores de Hortia brasiliana (Rubiaceae), um arbusto nativo dos
cerrados brasileiros (Barbosa 1999).

O atraso observado na abertura das anteras, relativamente ao momento de abertura dos lobos da
corola, bem como o estigma ligeiramente aberto e apresentando papilas turgidas desde o inicio da
antese, indicam que as flores de S. campanulata sdo protoginicas, confirmando as observacdes de
Newcombe (1924). Embora nenhum teste quimico para a receptividade do estigma tenha sido
realizado, os resultados dos testes de polinizacdes manuais - somente poliniza¢cdes compativeis em
flores de primeiro dia resultaram na formacdo de frutos -, bem como o murchamento das papilas
estigmadticas apés o primeiro dia de antese, claramente indicam que o estigma estd receptivo somente
no primeiro dia.

Independente do tipo de tratamento, i.e. autopolinizagdo ou polinizacdo cruzada, quando uma
quantidade suficiente de graos de pdlen foi depositada no estigma, os lobos estigmaticos se fecharam
permanentemente. Newcombe (1924) igualmente observou o fechamento permanente do estigma de S.
campanulata, ao ser polinizado. Conseqiientemente, parece ser possivel estimar o sucesso da
poliniza¢do natural em individuos de uma popula¢do simplesmente checando-se o ntimero de flores
com estigmas fechados, relativamente ou nimero de flores com estigma aberto num dado momento. A
mesma conclusdo foi relatada para outras espécies com estigmas sensiveis, tais como Catalpa speciosa
(Stephenson & Thomas 1977) e Tecoma stans (Singh & Chauhan 1996). O fechamento do estigma em
Bignoniaceae parece ser importante ndo somente para evitar a autopolinizacdo, mas também pode
favorecer o estabelecimento de um microambiente adequado a germinacido dos grdos de pdlen no
estigma (Newcombe 1922, 1924). A polinizacdo de S. campanulata por abelhas (Apis mellifera e
Trigona spinipes), sugerida por Oliveira et al. (1991) com base simplesmente na freqii€ncia de visitas,
ndo foi suportada pelas presentes observacdes, pois o montante de pdélen depositado no estigma por
abelhas foi muito limitado e seu comportamento de visita ndo foi capaz de induzir o fechamento do

estigma.
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Viabilidade polinica e eficdcia da produgdo de sementes por fruto

Em poliniza¢des cruzadas manuais, embora o nimero médio de graos de pdlen depositado no
estigma tenha sido 8 vezes maior que o nimero médio de dvulos no ovdrio, apenas cerca de 70% destes
Ovulos resultaram em sementes vidveis (Tabela 13). Os testes de germinacdo do pdlen in vitro
sugeriram viabilidade acima de 80%, portanto bastante superior ao esperado se o nimero médio de
sementes formadas por fruto tivesse sido limitado pela viabilidade dos graos de pdlen. Portanto, o
excesso de graos de polen depositados no estigma, relativamente ao nimero de évulos por ovdrio, e 0s
altos niveis de viabilidade do pdlen observados no teste de germinagdo in vitro indicam que o nimero
de sementes vidveis por fruto resultante de polinizacdo cruzada manual ndo foi limitado nem pela
viabilidade do pdlen, nem por deposi¢do insuficiente de pdlen no estigma. A coloracdo do citoplasma
de graos de pdlen mortos por aquecimento em estufa claramente demonstra ser o teste do carmim-
acético inadequado para se estimar a viabilidade dos graos de pdlen de S. campanulata.

Tal como esperado, a taxa de formagdo de sementes em frutos resultantes de polinizacdo
compativel e excessiva, relativamente ao nimero de évulos ("seed/ovule ratio"), foi bastante elevada
(em torno de 0,7), uma vez que uma taxa média de 0,5 em frutos formados por poliniza¢do natural foi
reportada para espécies xenogamas e perenes (Wiens 1984). Entretanto, o nimero médio de 6vulos por
ovdrio em S. campanulata apresentou variacdo relativamente pequena, e a significativa diferenca entre
o nimero médio de évulos por ovdrio e o de sementes vidveis por fruto claramente indica o aborto de
uma boa parte dos 6vulos (Tabela 13). A incidéncia de sementes anormais (i.e. sementes atrofiadas ou
destituidas de um embrido vidvel) foi muito baixa se comparada ao nimero médio de sementes normais
(i.e. viaveis), e foi eqiiivalente a menos que 6% do nimero médio de 6vulos por ovario. Portanto,
aproximadamente 24% dos Ovulos em pistilos submetidos a polinizagdo cruzada ndo apresentou
qualquer crescimento detectdvel durante o desenvolvimento do fruto. Embora a producdo de um
nimero muito maior de &vulos por ovdrio do que o de sementes por fruto seja uma condicdo

perfeitamente normal em angiospermas (Seavey & Carter 1996), e em certos casos mesmo em se
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tratando de polinizagdes artificiais (Bawa & Webb 1984), os dados do presente estudo indicam que
causas pré-zigéticas sdo responsdveis por uma parcela muito pequena da diferenga entre a fecundidade
potencial e real em S. campanulata, pois a andlise histolégica indicou que apenas cerca de 4% dos
6vulos no ovario eram nao-funcionais (i.e. sem saco embriondrio ou contendo saco embriondrio
andmalo ou degenerado). A média da freqiiéncia de fecundagdo para poliniza¢gdes cruzadas, encontrada
em S. campanulata, foi em torno de 98% (Tabela 12), similar a relatada para Epilobium angustifolium
(Wiens et al. 1987). Excluindo-se os 6vulos que apresentaram algum tipo de malformacdo do saco
embrionario, todos 0s 94% restantes de 6vulos funcionais (i.e. contendo um saco embrionario maduro
normal durante a antese) foram penetrados e fecundados. Portanto, o nimero de évulos nio-funcionais
por ovério contribuiu para uma parcela muito pequena dos 6vulos que ndo se transformaram em
sementes, e qualquer que seja a causa do aborto dos restantes 20%** do total de 6vulos por ovério que
ndo se transformaram em sementes, o aborto destes 6vulos necessariamente tem que ter ocorrido apds a

iniciacdo das sementes.

Embriologia

O saco embriondrio do tipo Polygonum observado em S. campanulata é semelhante ao descrito
por Bittencourt Jr. & Mariath (2002b) em Tabebuia pulcherrima, exceto pelo conspicuo aparelho
fibrilar, pela auséncia de parede celular no polo calazal da oosfera e pela proeminente expansdo da
oosfera para dentro da célula média. Nas angiospermas de um modo geral, no saco embriondrio maduro
as paredes comuns entre as sinérgides, a oosfera e a célula média (por¢do calazal do aparelho
oosférico) sdo muito delgadas, apresentam descontinuidades ou estdo totalmente ausentes, sendo as
células, neste ultimo caso, delimitadas apenas pela membrana plasmatica (Jensen 1972, Kapil &

Bhatnagar 1981, Willemse & van Went 1984, Russell 1992, Huang & Russell 1992). A auséncia total

2 . - . S
Total de 6évulos no ovério (100%) - percentagem de 6vulos que se transformaram em sementes vidveis (70%) -
percentagem de 6vulos que se transformaram em sementes anormais (6%) - percentagem de évulos invidveis por ovdrio
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ou parcial de paredes celulares na por¢ao calazal do aparelho oosférico exerce um papel essencial na
dupla fecundagdo, uma vez que os gametas masculinos, liberados pelo tubo polinico no interior de uma
das sinérgides, precisam ser transferidos, um para a oosfera e outro para a célula média. Além disso,
segundo Mansfield et al. (1991), a auséncia de paredes celulares nessa regido permite a livre
translocacdo de nutrientes das sinérgides para a oosfera e para a célula média. A expansdo do pélo
calazal da oosfera para dentro da célula média, tal como verificado em S. campanulata, € essencial a
aproximacdo espacial entre o nicleo da oosfera e os nicleos polares, o que por sua vez estd
correlacionado ao processo de transferéncia dos gametas masculinos e da dupla fecundacao (Kapil &
Bhatnagar 1981, Willemse & van Went 1984, Russell 1992, Huang & Russell 1992). A expansdo
calazal da oosfera de S. campanulata foi mais acentuada do que a observada em 7. pulcherrima,
confirmando a sugestdo feita por Bittencourt Jr & Mariath (2002b), segundo a qual o formato da
oosfera no saco embriondrio maduro pode variar em diferentes espécies de Bignoniaceae.

O atraso da singamia e da divisdo do zigoto, relativamente a fusdo tripla e a divisao da célula
endospérmica primdria, tal como verificado em S. campanulata, tem sido descrito também para outras
espécies de Bignoniaceae (Ghatak 1956, Mehra & Kulkarni 1985). A regeneracdo da parede celular na
regido calazal da oosfera apds a fecundacgdo, também verificada no presente estudo, tem sido descrita
como um fendbmeno comum nas angiospermas (Schulz & Jensen 1968, Olson & Cass 1981), e uma das
mais importantes indicacdes de que a unidade germinativa feminina (i.e. aparelho oosférico + célula
média, Dumas et al. 1984) completou a sua funcio sexual, qual seja, a de garantir a dupla fecundacdo
(Russell 1993).

O desenvolvimento inicial do endosperma em S. campanulata é do megatipo celular, tipo
heteropolar-micropilar e subtipo longitudinal, de acordo com a classificagdao proposta por Di Fulvio

(1983). Mauritzon (1935) distinguiu dois tipos principais de desenvolvimento endospérmico em

(4%) = 20%.
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Bignoniaceae: o tipo Catalpa e o tipo Incarvillea. No tipo Catalpa, tanto o haustério micropilar como o
calazal sdo constituidos de 4 células. No tipo Incarvillea, ambos os haustérios s@o unicelulares.
Nenhum aumento de densidade citoplasmdtica foi verificado nas duas células da estremidade
micropilar do endosperma de S. campanulata, até o ultimo estddio ontogenético monitorado. Tal como
descrito para as quatro células micropilares do endosperma de Jacaranda mimosifolia (Govindu 1950),
as duas células micropilares do endosperma de S. campanulata provavelmente ndo apresentam
qualquer funcdo haustorial, pelo menos até o ultimo estddio monitorado. Portanto, o desenvolvimento
do endosperma em S. campanulata nao é congruente com a classificacdo de Mauritzon (1935), embora
investigacOes adicionais, sobre o desenvolvimento subseqiiente do endosperma de S. campanulata,
sejam necessdrias para se concluir quanto a formacao de um haustério micropilar.

Embora a formag¢do de um longo tubo proembridnico tenha sido considerada uma caracteristica
tipica da embriogénese das Sympetalae (Maheshwari 1950), as quais atualmente estdo incluidas no
grupo Asteridae (APG 1998), até onde se sabe, a formag¢do de um tubo proembridnico binucleado
nunca foi citada para Bignoniaceae. O alongamento do tubo proembridonico em dire¢do ao polo calazal
do corpo do endosperma sugere um padrdo de crescimento restrito a regido apical, semelhante ao
crescimento de um tubo polinico (Mascarenhas 1993). Além disso, o corpo do embrido propriamente
dito necessariamente terd que se formar somente de células derivadas do nudcleo calazal do tubo
proembridnico, e o crescimento do tubo proembridnico em direcdo a calaza garante o posicionamento
do futuro embrido em uma regido nutricionalmente mais favorecida, devido a sua proximidade com a
hipdstase (Bittancourt Jr & Matriath 2002a).

E importante salientar ainda que a penetracio, pelo tubo polinico, de évulos que careciam de
saco embriondrio, tal como constatado no presente estudo, contradiz a sugestdo de que as sinérgides
exerceriam importante funcdo no direcionamento quimiotrépico do crescimento do tubo polinico

(Huang & Hussell 1992, Russell 1992,1993).
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Sistema reprodutivo

Spathodea campanulata é claramente uma espécie auto-incompativel (nenhum fruto foi
formado em 101 flores autopolinizadas e em 5 individuos), mas isto se deve a algum tipo de LSI, uma
vez que a maioria dos 6vulos em pistilos autopolinizados foi penetrada e fecundada até 48 horas apds a

polinizac@o.

Desenvolvimento posterior a penetragdo dos ovulos em pistilos autopolinizados vs. pistilos submetido
a polinizacdo cruzada

Tal como é comum em estudos embrioldgicos, ndo foi possivel estabelecer com precisdo o
momento da cariogamia na formag¢do do zigoto e o da fusdo tripla na formagdo do nicleo endospérmico
primdrio. Entretanto, a iniciacdo do endosperma em Bignoniaceae, com seu padrdo consistente de
divisdes celulares, € suficientemente caracteristico para permitir o acompanhamento passo a passo do
desenvolvimento endospérmico em pistilos autopolinizados, comparativamente ao mesmo
desenvolvimento em pistilos submetidos a poliniza¢do cruzada.

Gibbs & Bianchi (1999) verificaram um atraso na incidéncia da penetragdo dos 6vulos em
pistilos autopolinizados, comparado aos pistilos submetidos a poliniza¢do cruzada em Tabebuia nodosa
e Dolichandra cynanchoides, duas espécies de Bignoniaceae com LSI, embora o nimero de 6vulos
penetrados em autopoliniza¢des e polinizagdes cruzadas tenha se igualado no intervalo de 96 horas
apds a poliniza¢do. Entretanto, os autores ndo investigaram a histologia dos 6vulos penetrados. Em
Spathodea campanulata verificou-se um atraso similar na incidéncia de &6vulos penetrados em
autopolinizagdes vs. poliniza¢des cruzadas nos intervalos de 24, 48 e 72, i.e. do inicio da antese até a
abcisdo da flor. Além disso, as presentes andlises histologicas revelaram que, no intervalo de 48 horas
apos a polinizacdo, o nimero de 6vulos cujo endosperma havia alcangado o estddio bicelular foi quase
cem vezes maior em pistilos submetidos a polinizacio cruzada, relativamente aos pistilos

autopolinizados. No intervalo de 72 horas, efetivamente no ultimo dia antes da abscisdo da maioria dos
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pistilos autopolinizados, novamente um numero significativamente menor de 6vulos com endosperma
bicelular foi verificado nos pistilos autopolinizados (37%), relativamente aos pistilos submetidos a
polinizag¢do cruzada (60%), e em nenhum 6vulo de pistilos autopolinizados o endosperma alcangou o
estddio 3-celular, comparado a 32% de 6vulos com endospermas neste estddio em pistilos submetidos a
polinizagao cruzada.

Os presentes resultados indicam que os pistilos autopolinizados de S. campanulata apresentam
um tipo de LSI no qual o progresso do desenvolvimento em diferentes fases apds a polinizagdo, da
penetracdo e fecundacdo dos 6vulos até os estddios iniciais do desenvolvimento do endosperma, €
atrasado relativamente ao progresso do desenvolvimento em pistilos submetido a poliniza¢do cruzada,
porém sem outros sinais de anormalidade. Em nenhum estddio até a abscisdo da flor foi encontrada
qualquer indicac@o de malformacdo em 6vulos de pistilos autopolinizados. Portanto, no presente estudo
ndo foram encontradas evidéncias que suportem a visdo de que os pistilos autopolinizados sofram
abscisdo devido a ocorréncia de malformacdes no embrido ou no endosperma, as quais seriam
decorrentes dos efeitos de alelos recessivos deletérios. A auséncia de malformagdes no proembrido
também caracterizou o desenvolvimento das jovens sementes, em pistilos submetidos a polinizagdo
cruzada, até 14 dias ap6s a polinizagao.

Estudos anteriores sugeriram o controle da LSI por um gene principal em Sterculiaceae (Cope
1962, Jacob 1980). O estudo recente de Lipow & Wyatt (2000), baseado em cruzamentos dialélicos,
demonstrou que a LSI em Asclepias exaltata é controlada por um tnico gene com multiplos alelos
operando esporofiticamente, ou talvez gametofiticamente, abrindo novas possibilidades para estudos
sobre auto-incompatibilidade de acdo tardia®. Da mesma forma, o estudo de Sage et. al. (1999)
demonstrou que, em Narcissus triandrus, o crescimento dos tubos polinicos no estilete de pistilos

N

autopolinizados vs. pistilos submetidos a polinizacdo cruzada exerceu diferentes efeitos sobre a

> Infelizmente a realizacio de cruzamentos dialélicos envolvendo sucessivas geragdes, necessarios a tais estudos genéticos,
€ inexeqiiivel em espécies arbéreas como S. campanulata, devido ao seu longo ciclo de vida.
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maturacdo dos 6vulos no ovdrio. Este estudo evidencia a possibilidade de que, em espécies com LSI,
interacOes '"negativas" entre os tubos polinicos e o estilete podem induzir o aborto dos pistilos
autopolinizados, embora os tubos polinicos alcancem o ovério e fecundem os 6vulos.

Dada a possibilidade do controle da LSI por um gene principal em alguns taxa, tal como
demostrado em Asclepias, e portanto sua similaridade com o controle genético da auto-
incompatibilidade gametofitica (GSI), o estudo de Lush & Clarke (1997) sobre o crescimento dos tubos
polinicos em pistilos autopolinizados de Nicotiana alata, uma espécie com GSI, é de particular
importancia. Estes autores demonstraram que em N. alata o crescimento dos tubos polinicos
incompativeis ndo € totalmente suprimido pela resposta de incompatibilidade, pois os tubos polinicos
continuam se desenvolvendo no estilete, embora numa taxa de crescimento muito mais lenta do que a
dos tubos polinicos em pistilos submetidos a polinizacdo cruzada, até a flor senescer. Tais observagdes
sdo similares as de Herrero & Dickinson (1980), os quais demonstraram que os tubos polinicos
incompativeis em Petunia hybrida, outra espécie com GSI, continuam crescendo lentamente no estilete
por 5 dias ap6s a polinizagdo.

Uma caracteristica peculiar da LSI em S. campanulata é que a longevidade das flores
autopolinizadas é similar a das flores ndo-polinizadas, e elas sofrem abscisdo em trés dias, a despeito
do fato de que, neste intervalo de tempo, a maioria dos 6vulos no ovdrio tenham sido fecundados. As
unicas diferencas verificadas nesta espécie entre pistilos autopolinizados e submetidos a polinizacdo
cruzada foram a menor incidéncia de penetragdo dos vulos e as taxas mais lentas do desenvolvimento
subseqiiente nos primeiros, relativamente aos ultimos. A diferenca na eficdcia dos tubos polinicos em
autopolinizagdes vs. polinizagOes cruzadas, caracteristica da LSI em S. campanulata, assim como a
diferenca entre as taxas de crescimento dos tubos em pistilos autopolinizados vs. submetidos a
polinizacdo cruzada, em espécies com GSI, provavelmente sdo mais de natureza quantitativa do que
qualitativa. Em plantas com GSI, o crescimento dos tubos polinicos em pistilos autopolinizados € tao

severamente reprimido que os tubos nunca alcangam o ovdrio, enquanto que em S. campanulata, e
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possivelmente em outras espécies com LSI, os tubos polinicos em pistilos autopolinizados sdo mais
ativos, uma vez que eles alcancam o ovario em 24 horas, ndo obstante o atraso na fecundacdo dos
Oovulos possa significar o comprometimento do seu desenvolvimento subseqiiente, ou seja, que tais

pistilos ja estejam programados para sofrer abscisdo.
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6. Sistema Reprodutivo e Aspectos da Biologia Floral de Cybistax antisyphilitica (Martius)

Martius (Bignoniaceae)

6.1. Resumo - Cybistax antisyphilitica é arvore de ampla distribuicio na América do Sul, sendo
particularmente freqiiente nos cerrados do Planalto Central Brasileiro. Foram realizados estudos sobre a
biologia reprodutiva desta espécie, através da observacdo dos eventos e dos visitantes florais,
experimentos de polinizagdes controladas, observacdes do crescimento in situ dos tubos polinicos por
microscopia de fluorescéncia e quantificacdo do numero de dvulos penetrados em sucessivos intervalos
ap6s autopolinizacdes e polinizagGes cruzadas. A antese durou apenas um dia, sendo produzido um
volume considerdvel de néctar, o qual pode escorrer por um sulco longitudinal existente no "assoalho”
do tubo corolino, acumulando-se na base do lobo anterior. A atracdo de polinizadores a curtas
distancias pela apresentacdo do préprio néctar € sugerida. Na populagdo investigada, as flores de C.
antisyphilitica foram polinizadas por abelhas de médio e grande porte, especialmente abelhas do género
Epicharis. A formacgdo de frutos quase somente por polinizacdes cruzadas, o atraso na penetracdo dos
6vulos pelos tubos polinicos em pistilos autopolinizados (embora a maioria dos 6vulos nos mesmos
pistilos sejam penetrados) e o aborto uniforme dos pistilos autopolinizados num intervalo relativamente

curto apds a polinizagdo, indicam a ocorréncia da LSI em C. antisyphilitica.

Palavras-chave: Auto-incompatibilidade de acdo tardia, Cybistax, Bignoniaceae, sistema reprodutivo,

biologia floral, melitofilia, polinizagao.
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6.2. Introducao

Unica espécie do género, Cybistax antisyphilitica (Martius) Martius (Bignoniaceae) apresenta
ampla distribuicdo na América do Sul, estendendo-se por todo o territdrio brasileiro extra-amazonico
até o Paraguai, a Bolivia e a por¢do mais drida da vertente amazonica dos Andes peruanos, tendo ainda
uma populacdo disjunta ao extremo sul do Suriname (Gentry 1992). Trata-se de uma espécie
particularmente freqiiente no cerrado (Lorenzi 1992). No Brasil, C. antisyphilitica € popularmente
conhecida como ipé-verde, caroba-brava, cinco-chagas e ipé-mandioca (Martins & Girnos 2000).

No tnico estudo até entdo publicado sobre andlise filogenética em Bignoniaceae, baseado em
seqiiéncias combinadas (rbcL e ndhF) de cpDNA, Spangler & Olmstead (1999) sugerem que os taxa
Cybistax, Tabebuia e Crescentieae constituam um grupo monofilético bastante derivado na familia,
embora as relacdes entre estes taxa sejam ainda mal definidas. Segundo Gentry (1990), C.
antisyphilitica esta entre as espécies de Bignoniaceae das quais menos se tem registros sobre a biologia
reprodutiva, desconhecendo-se até mesmo quais sdo os visitantes de suas flores. Nao ha registros sobre
estudos de sistema reprodutivo realizados com C. antisyphilitica. No presente trabalho foram realizados
estudos sobre a biologia reprodutiva desta espécie, através da observacdo dos eventos e dos visitantes
florais, experimentos de polinizagdes manuais controladas e determinacao do sitio de resposta de auto-

incompatibilidade.

6.3. Material e Métodos
Descricdo da espécie

Arvore decidua de 1,5-20 m de altura, com folhas digitadas 5-7 folioladas, apresentando
filotaxia decussada. As inflorescéncias sdo tirsos terminais, semi-pendulados, bastante ramificados e
portando ramos dicasiais (figura 80). Cada inflorescéncia pode produzir de 13 a 82 flores, e uma vez
que o desenvolvimento das inflorescéncias € precedido pelo rebrotamento das folhas novas dos nds
subjacentes, as flores ficam semi-ocultas sob a folhagem. As flores (figuras 81-84, 85-89) sdo de cor
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verde-limdo, porém bem mais claras na regidao dos lobos da corola, e ndo apresentam odor. O cdlice é
glabro, clorofilado, apresentando lobos terminados em lacinios e conspicuos nectdrios extraflorais
(figuras 82-83 e 91). Estes ultimos sdo funcionais e freqiientemente foram vistos sendo visitados por
formigas, vespas e abelhas. A corola € tubular-campanulada, 5-lobada, pendente, com fauce antero-
posteriormente achatada. O lado anterior do tudo corolino apresenta duas pregas longitudinais, entre as
quais h4d um sulco estendendo-se da abertura da camara nectarifera até a base do lobo anterior (figuras
82-83). O lobo anterior da corola € ligeiramente curvo e voltado para cima, de modo que sua drea basal
assume o formato de uma pequena concha (figura 85). O androceu € didinamo, apresentando um
estaminddio posterior de tamanho reduzido. As anteras sdo rimosas, ditecas e apicefixas, produzindo
graos de poélen de coloragdo amarela. A base do ovdrio € envolvida por um disco nectarifero anular-
puvinado. O ovério € ovoéide-oblongo, ligeiramente comprimido no plano dorsiventral e
longitudinalmente costado. O estilete terminal possui 3,2-3,8 cm de comprimento e € encimado por um
estigma bilamelado, sensivel ao toque. O fruto capsular € eliptico, alongado e com &dpice acuminado,
apresentando deiscéncia longitudinal perpendicular ao septo placentdrio e valvas naviculares
percorridas por costelas longitudinais. As sementes exalbuminosas apresentam embrido cordiforme
envolvido em um nicleo seminifero (corpo) achatado, cuja margem € totalmente envolvida por uma ala

hialino-membranécea.

Procedimentos

Os estudos de campo foram realizados com drvores cultivadas no Campus da Universidade
Estadual de Campinas (UNICAMP), Municipio de Campinas, Estado de Sdo Paulo, nos periodos de
setembro a fevereiro dos anos de 1999/2000 e 2000/2001. A presenga de inflorescéncias e flores em
antese foi verificada em 6 arvores, ao longo das duas estacdes de floracdo. Foram marcados 100 botdes
florais em 13 inflorescéncias pertencentes a dois individuos para o monitoramento dos eventos florais.

Os dados foram registrados em vdrios hordrios da manhd ou da tarde, sendo que em uma das
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inflorescéncias marcadas em cada arvore (total de 12 flores) foram feitas pelo menos duas observacoes

a cada dia. Medi¢des do volume e da concentragdo do néctar foram realizadas nos mesmos individuos,

Figuras 80-84: Cybistax antisyphilitica. 80: Inflorescéncia. 81: Flor - lado posterior. 82: Flor - lado
anterior. 83 e 84: Flores seccionadas longitudinalmente. 83: Vista da superficie interna do lado anterior.
84: vista da superficie interna do lado posterior.
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tanto em botdes florais como em flores de primeiro dia de antese, previamente ensacadas com redes de
nylon, utilizando-se seringa microvolumétrica e refratometro de bolso. Observacdes dos visitantes
foram feitas durante a realizacao dos experimentos de polinizagdes manuais e durante a verificagdo dos
eventos florais, em diversos horarios entre as 6:00 e as 19:00 horas, totalizando mais de 400 horas de
observacdo. Os principais visitantes foram capturados para observacdo da deposic¢do de grdos de pdlen
e montagem a seco para identificacdo.

Os experimentos de polinizagdes manuais controladas foram realizados em 3 individuos durante
a primeira estacdo de floracdo e em 3 outros individuos na segunda estacdo. Inflorescéncias inteiras,
contendo botdes florais em varios estddios de desenvolvimento, foram ensacadas com redes de nylon.
Subseqiientemente, flores em antese de primeiro dia foram autopolinizadas (com pélen da mesma flor
ou de outras flores da mesma planta), ou submetidas a polinizagdo cruzada (com pdlen de outro
individuo) e re-ensacadas. As poliniza¢cdes manuais foram feitas de modo a cobrir com grios de pdlen
toda a superficie receptiva do estigma (i.e. toda a superficie ventral de ambas as 1aminas estigmaticas).
Virias flores foram marcadas e ensacadas para testar a ocorréncia de autopolinizacdo espontanea.
Flores ndo-ensacadas foram marcadas para o monitoramento da frutificagdo natural (controle). As
flores foram marcadas com linhas coloridas, uma cor para cada tratamento. Testes de coloracdo
citoplasmatica dos grdos de pdlen das anteras proximais e distais em 5 flores das arvores 2 e 3 foram
feitos com carmim-acético (Radford et al. 1974). Frutos em inicio de deiscéncia, resultantes de
polinizagdes cruzadas manuais, foram coletados entre 0 5° € 0 6° més ap6s o periodo de realizacdo das
polinizacGes para a contagem do nimero de sementes. Cinqgiienta sementes sadias, i.e. portando um
embrido de forma e tamanho normais (ver Resultados), € mais 10 sementes portando embrido atrofiado
foram tratadas com hipoclorito de sédio 0,5% e submetidas ao teste de germinagdo em camara
climatica Eletrolab 102 FC, a 25° C e 12 horas de fotoperiodo.

Parte dos pistilos autopolinizados e submetidos a polinizagdo cruzada dos experimentos

realizados na segunda estacdo de floracdo foram utilizados nas andlises do crescimento dos tubos
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polinicos e da incidéncia de 6vulos penetrados. Os pistilos de ambos os tratamentos foram coletados
nos intervalos de 24, 48, 72, 96, 120, 144 e 168 horas apds a polinizacdo e fixados em FAASOQ
(formaldeido 4%, éacido acético glacial e etanol 50% nas propor¢des de 5:5:90%; Johansen 1940). Em
pelo menos 5 pistilos de cada tratamento e intervalo, a por¢do acima do ovério (i.e. o estilete e o
estigma) foi amolecida e clarificada com NaOH 9N a 65° C por aproximadamente 30 minutos e corada
com azul-de-anilina para a verificacdo da germinagdo dos grdos de pélen e do crescimento dos tubos
polinicos em microscépio de epi-fluorescéncia (Martin 1959). Os valores das distancias percorridas
pelos tubos polinicos no estilete, nos intervalos de 24 e 48 horas apds a polinizag¢do, foram submetidos
ao teste de normalidade Kolmogorov-Smirnov com aderéncia Lilliefors e ao teste ¢ bicaudal (Ayres et
al. 2000). Os ovirios foram submetidos a microdissec¢do em estereomicroscopio de modo a remover a
sua parede, expondo assim os 6évulos. Em seguida, os ovérios dissecados foram submetidos ao mesmo
tratamento dado aos estiletes/estigmas. Sobre uma lamina histolégica contendo uma gota de azul-de-
anilina, os 6vulos de cada ovario foram raspados com o auxilio de uma agulha histolégica, de modo a
se soltarem da superficie placentdria. Os 6vulos embebidos em corante foram cobertos com laminula e
analisados em microscopio Optico Olympus BX 40 e em microscopio de epi-fluorescéncia Leitz
Diaplan para a quantificacdo do nimero de 6vulos penetrados (i.e. apresentando um pedago de tubo
polinico atado a micrépila) e de 6vulos ndo-penetrados (i.e. sem tubo polinico) (Gibbs & Bianchi
1993). Registros fotograficos foram obtidos utilizando-se diapositivos Fujichrome Provia 100F. Os
6vulos cuja presenca ou ndo de tubo polinico na micrépila era duvidosa foram desconsiderados. O teste
estatistico do qui-quadrado foi utilizado para comparar o nimero de O6vulos penetrados e ndo-
penetrados em pistilos autopolinizados vs. pistilos submetidos a polinizagdo cruzada, em cada um dos
intervalos de tempo ap6s a polinizacdo, combinando os totais dos 5 pistilos de cada tratamento. Os

calculos do qui-quadrado foram feitos utilizando-se o software BioEstat 2.0. Foram analisados 20.997
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6vulos®* de um total de 70 pistilos.

6.4. Resultados
Fenologia de floracdo

Os periodos de floracdo de C. antisyphilitica na drea de estudos sdo mostrados na Tabela 14. A
floracdo concentrou-se principalmente entre os meses de outubro a dezembro, embora tenha-se
observado uma certa divergéncia entre e individuos quanto ao inicio e termino da floragdo. Além disso,
alguns individuos apresentaram episédios de 2 ou 3 flora¢des durante cada estacdo. Pelo menos um

individuo (n* 5) ndo floresceu em uma das esta¢oes verificadas.

Tabela 14: Periodos de floracdo de Cybistax antisyphilitica no Campus da Universidade Estadual de

Campinas (UNICAMP) nas duas estacdes de floracdo investigadas.

Arvore 1999 2000 2000 2001
n” set. | out | now. | dez | jan | few set. | out | nov. | dez. | jan | few
1 ] I L]
o | ]
3 | ]
| I I |
5 |
& I I | I
Eventos florais

Os botodes florais levaram cerca de 21 dias para completar o seu desenvolvimento, desde o
primérdio de botdo floral (= 0,5 cm de comprimento) até a abertura dos lobos da corola. O egresso
floral ocorreu quando o botdo apresentava entre 1,5 e 2,0 cm de comprimento. O tempo decorrente
entre o egresso floral e o inicio da antese foi de aproximadamente 9 dias. Botdes florais pouco antes

inicio da abertura dos lobos (pré-antese) apresentaram em média 5,5 cm de comprimento (n = 22). O

** Este valor corresponde a soma de todos os 6vulos nos 70 pistilos examinados. O total de Gvulos computados como

154



tempo que os lobos da corola levaram para se distender, de seu posicionamento imbricado nos botdes
em pré-antese até a flor totalmente aberta, foi verificado em duas ocasides e durou em torno de uma
hora e meia. A antese durou apenas um dia, sendo que cada inflorescéncia apresentou 0-4 flores em
antese a cada dia. A abertura de flores individuais (inicio da antese) foi verificada ao longo de todo o
dia, e o murchamento da corola teve inicio ainda no primeiro dia de antese (em flores que se abriram no
inicio da manhd), ou no dia seguinte. A abscisdo da corola ocorreu usualmente no dia seguinte ao da
abertura da flor.

A deiscéncia das anteras € anterior a abertura dos lobos da corola. O inicio da deiscéncia foi
verificado em botdes florais com cerca de 4,5 cm de comprimento e, neste estddio, os estames ja se
encontram em sua posicdo usual verificada na flor em antese, i.e. didinamos, com os filetes curvos
(figuras 83-84) e extremidade distal voltada para o eixo longitudinal mediano da flor e para cima, com
as anteras tocando o teto do tubo corolino. Porém o movimento de abducdo das tecas (cf. Tabebuia
pulcherrima, Bittencourt Jr. & Mariath 1997) s6 se completa momentos antes da abertura dos lobos da
corola, quando as anteras ja se encontram totalmente abertas e com a face interna de suas valvas
voltada para baixo (i.e. para o "assoalho" do tubo corolino), expondo totalmente os graos de pélen.

A abertura do estigma € igualmente anterior ao inicio da antese, pois as extremidades distais das
lamelas estigméticas comecam a se afastar uma da outra aproximadamente no mesmo estddio em que
se observa a deiscéncia estomial, quando a superficie ventral (receptiva) das lamelas estigmaticas
apresentam papilas tirgidas e brilhantes. A curvatura dos lobos estigmaticos prossegue apds iniciada a
antese, sendo interrompida apenas ao ser tocado; do contrdrio o movimento culmina com o
enrolamento dos lobos estigmadticos para trés, no final da antese.

No primeiro dia de antese o estigma € esverdeado, tornando-se amarelado e passando a

apresentar sinais de murcha no dia seguinte. Em flores de primeiro dia, o fechamento do estigma

penetrados e ndo-penetrados foi de 14.533 dvulos.
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induzido pelo toque ocorreu em apenas 10-15 segundos, e o fechamento foi permanente em todos os
estigmas polinizados. Na maioria das flores monitoradas até o final da antese, o estigma se encontrava
fechado e apresentando grios de pélen nas margens dos lobos™, indicando que a flor havia sido
visitada e polinizada.

O volume e a concentracdo de agticares no néctar em flores de primeiro dia variou entre 31,50 -
98,50 ul (65,75£18,14 ul, média + desvio padrao) e 23,5 - 29,5% (25,7+1,2%, média * desvio padrao),
respectivamente (n = 22). Medidas realizadas em botdes florais em pré antese (comprimento do botdo =
5,5 cm) indicaram volume e concentragdo iguais a 16,04+1,19 ul e 25,710,6% (média + desvio padrio,
n = 5). Em flores ensacadas, parte do néctar acumulado freqiientemente escorreu ao longo da fenda
longitudinal do lado anterior ("assoalho") da corola (figura 83), formando uma gota junto a
concavidade da base do lobo anterior, de modo que parte do néctar ficava exposto do lado de fora da
fauce. Manchas de necrose, indicando o término da atividade secretora do disco, foram verificadas em
flores cuja corola apresentava sinais de murcha. Porém apds a abcisdao da corola, vestigios de néctar
foram freqiientemente verificados dentro do célice, os quais eram forrageados por formigas, vespas e

abelhas Meliponinae.

Visitantes

As abelhas que visitaram as flores de C. antisyphilitica durante as estagdes investigadas sdo
apresentadas na Tabela 15. Esta listagem ndo tem a pretensdo de esgotar os forrageadores das flores da
espécie estudada, mesmo porque o estudo foi conduzido somente com individuos cultivados em drea
urbana. Nao obstante, fornece indicacdes conclusivas quanto aos polinizadores potenciais e efetivos de

C. antisyphilitica na area de estudos.

» A presenca de grios de pélen na superficie estigmatica pdde ser facilmente verificada com auxilio de lupa de bolso, pois a
coloracdo amarela do pdlen contrastava com a cor esverdeada do estigma.
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Em larga escala, os visitantes mais freqiientes foram machos de abelhas do género Epicharis
(figuras 85-88), sendo que sua atividade nas inflorescéncias de C. antisyphilitica foi verificada ao longo
de todo o dia. Freqiientemente se observou visitas de até quatro abelhas deste género ao mesmo tempo,
numa mesma drvore, ndo raro apresentando comportamentos agonisticos. Em cada seqiiéncia de visitas,
a abelha visitava duas ou mais flores da mesma inflorescéncia, quase sempre passando por vdrias
inflorescéncias antes de abandonar o local. Ao visitar uma flor, a abelha pousava preferencialmente no
lobo anterior da corola (figura 86), caminhando sobre a superficie ventral do lado anterior ("assoalho")
do tubo até alcancar a camara nectarifera, e contatando o estigma e as anteras com o dorso do térax. A
deposi¢do nototribica de graos de pdlen foi constatada apds visitas de flores recém-abertas. Além de
visitar flores abertas, as abelhas também visitaram botdes florais em pré-antese, utilizando-se de suas
mandibulas para rasgar os lobos imbricados da corola e penetrar o tubo (figura 87). E provavel que
estas abelhas utilizem as flores de C. antisyphilitica ndo somente como fonte de alimento, mas também
como abrigo tempordrio, pois em algumas ocasides se observou a abelha permanecer imével dentro do
tubo corolino (com a cabeca voltada para a camara nectarifera) por varios minutos (figura 88).

Visitas de Euglossa sp. foram bem menos freqiientes do que as de Epicharis (foram
presenciadas de zero a trés visitas ao dia numa mesma 4arvore). As visitas ocorreram tanto durante a
manhd como a tarde. Ao visitar uma inflorescéncia, a abelha sempre apresentava o caracteristico
comportamento de pairar varios segundos a frente de uma flor aberta, antes de pousar geralmente no
lobo anterior da corola e penetrar a fauce, caminhando até o fundo do tubo para alcancar o néctar.
Entretanto as abelhas fémeas visitaram as flores também para coletar pdlen nas anteras. Visitas de
Xylocopa brasilianorum, Oxaea austera e O. flavescens ocorreram vdrias vezes ao longo do dia,
embora estas abelhas sempre pousassem do lado de fora da corola (figuras 89-90), perfurando a base do
tubo para ter acesso ao néctar, portanto atuando apenas como pilhadoras. Além das espécies citadas na
Tabela 15, foram também observadas visitas de vdrias espécies ndo identificadas de Meliponinae e

Halictidae, sendo que as primeiras forrageavam o pdlen e vestigios de néctar que permaneciam dentro
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do cdlice apds a abscisdo da corola, e as ultimas foram vistas somente pilhando pdlen. Visitas dos
principais pilhadores de néctar (Xylocopa e Oxaea) e p6len (Trigona) nao foram verificadas durante a

primeira metade da floragdo em cada individuo.

Tabela 15: Abelhas visitantes das flores de Cybistax antisyphilitica no Campus da Universidade
Estadual de Campinas (UNICAMP).

Espécie Tribo, Familia Tipo de visita - recurso
forrageado
Epicharis (Epicharana) sp. (macho) Centridini, Apidae Legitima - néctar
Epicharis (Triepicharis) cf. schrottkyi (macho) Centridini, Apidae Legitima - néctar
Epicharis (Epicharis) sp. (fémea) Centridini, Apidae Legitima - néctar
Euglossa sp. (macho e fémea) Euglossini, Apidae Legitima - néctar
Apis mellifera Apini, Apidae Legitima - pdlen
Trigona spinipes Meliponinae, Apidae  Legitima ou ilegl’tima26 - pélen
Xylocopa (Neoxylocopa) brasilianorum Xylocopini, Apidae Ilegitima - néctar
Oxaea austera Oxaeninae, Andrenidae Ilegitima - néctar
Oxaea flavescens Oxaeninae, Andrenidae Ilegitima - néctar

Sistema reprodutivo

Os resultados dos experimentos de polinizacdes realizados na primeira estacdo de floracdo sdo
mostrados na Tabela 16. Nao ocorreu formacdo de frutos por autopolinizagdo espontdnea, e apenas uma
flor autopolinizada (0,62% do total das autopoliniza¢des) formou fruto. Embora a proporcao de frutos
formados por polinizagdes cruzadas, relativamente ao nimero de flores utilizadas neste tratamento,
tenha sido baixa, a maior parte das poliniza¢des cruzadas nos individuos 2 e 3 foram cruzamentos

reciprocos, 0s quais nao resultaram em formacao de frutos. Ainda assim, a produc¢ao de frutos por

% Freqiientemente, estas abelhas utilizavam-se de suas fortes mandibulas para fazer aberturas no tubo corolino de botdes
florais, penetrando em seu interior para coletar graos de pélen. A pilhagem de pdlen por Trigona spinipes intensificou-se
particularmente no final de cada floragdo, ocasides em que quase todos os botdes florais foram violados por estas abelhas.
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Figuras 85-90: Visitantes das flores de Cybistax antisyphilitica. 85-86: Epicharis visitando flores em
antese. 87: Epicharis violando um botdo floral (seta). 88: Epicharis utilizando a flor como abrigo
tempordario. 89-90: Xylocopa pilhando néctar em uma flor em antese (89, seta) e em um botdo floral
(90).

polinizagdes naturais foi inferior a frutificagdo por poliniza¢des cruzadas manuais. O teste do carmim-
acético revelou a presenca de citoplasma em mais de 96% dos graos de pélen em flores das drvores 2 e
3. Descartou-se a possibilidade da rejei¢do reciproca do pdlen entre as drvores 2 e 3 ser decorrente das
mesmas serem clones, pois embora estas arvores se localizassem muito proximas uma da outra

(distanciadas por ndao mais do que 3 m), diferencas fenotipicas entre estes individuos quanto a

morfologia do célice foram verificadas (figura 91).
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Tabela 16: Experimentos de polinizacdes controladas e frutificacdo em Cybistax antisyphilitica,

durante a primeira estagao.

Arvore | Autopolinizagio Autopoliniza¢do manual Polinizacao Polinizagao
n” espontanea I I cruzada manual | natural (controle)
n®fl.| n®fr. | %fr. |[n>fl.| n®fr. |%fr. |n®fl.| n®fr. | %fr. |n®fl.| n®fr. | % fr. | n*>fl. | n>fr. | % fr.
1 50 0 0 | 15 0 0 | 20 1 5 [37*] 19 |514] 56 0 0
2 64 0 0 | 57 0 0 | 33 0 0 [56°| 0 0 |33 1 3
3 16 0 0 | 16 0 0 | 19 0 0 (84" 0 0 |33 4 |12,1
Total | 130| O 0 | 88 0 0 | 72 0 |L1,39*%(177| 19 [10,7|122| 5 | 4,1

a. Maior parte das poliniza¢des com pdlen proveniente da drvore n* 2.
b. Maior parte das poliniza¢gdes com pdlen proveniente da drvore n® 3.
* Percentagem de frutos em relagdo ao ndmero total de autopolinizacdes (I + I1): 0,62%.
I: com o pélen da mesma flor; II: com o pdélen de outra flor da mesma planta; fl. = flores; fr. =
frutos.

Os resultados dos experimentos realizados na segunda estacdo sdo apresentados na Tabela 17.

Nio houve formagdo de frutos por autopolinizagio manual ou espontdnea. O individuo n 5 ndo

frutificou e, tal como na estacdo anterior a producdo de frutos por poliniza¢cdes naturais foi muito

inferior a produc¢do de frutos resultantes de polinizagdes cruzadas manuais.

Tabela 17: Experimentos de polinizacdes controladas e frutificacdo em Cybistax antisyphilitica,

durante a segunda estacgdo.

Arv. | Autopolinizacdo Autopoliniza¢do manual Polinizagdo Polinizagdo

n” espontinea | I cruzada manual | natural (controle)
n®fl.| n®fr. | %fr. |[n>fl.| n®fr. | %fr. |n®fl.| n®fr. | %fr. |n®fl.| n®fr. | % fr. |n*>fl. | n*fr. | % fr.

1 0 0 0 | 30 0 0 | 29 0 0 |76 50 [658]100| 1 1

4 1100 O 0 |182] O 0 100 O 0 0 0 0 [100| 2 2

5 60 0 0 | 32 0 0 | 32 0 0 |[70°] 0O 0 [100]| O 0

6 40 0 0 8 0 0 8 0 0 10° 6 60 | O 0 0
Total {200 | O 0 [252] O 0 (169 O 0 |156| 56 (359|300 3 1,3

————————
a. Pdlen proveniente da drvore n* 4.

b. Pélen proveniente das drvores n® 1 e 2.
c. Pdlen proveniente de outras drvores, ndo registradas.
I: com o pélen da mesma flor; II: com o pélen de outra flor da mesma planta; fl. = flores; fr. = frutos.
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Figura 91: Flores das arvores 3 (a) e 2
(b). A arvore 3 apresentou flores com
calice maior e mais aberto do que o das

flores da arvore 2 .

Crescimento dos tubos polinicos no estilete

Os resultados da andlise de microscopia de fluorescéncia sobre o crescimento dos tubos
polinicos no estilete de pistilos autopolinizados vs. pistilos submetidos a polinizagdo cruzada sdo
apresentados na Tabela 18. Tanto em autopoliniza¢cdes como em polinizacdes cruzadas, centenas tubos
polinicos alcancaram a por¢do ovariana do tecido transmissor, penetrando muitos évulos no intervalo
de 72 horas apds a polinizacdo (figuras 92-94). O teste ¢ para a distincia percorrida pelos tubos
polinicos nos intervalos de 24 e 48 horas, relativamente ao comprimento total do estilete, ndo indicou
discrepancia estatisticamente significativa entre pistilos autopolinizados e submetidos a polinizacao

cruzada (p > 0,05).

Penetragdo dos évulos

Os resultados das contagens de ¢évulos penetrados e ndo-penetrados sdo mostrados na Tabela 19
e na figura 96. No intervalo de 48 horas apds a polinizacdo, alguns poucos 6vulos penetrados foram
observados em pistilos submetidos a polinizacdo cruzada, ao passo que nenhum 6vulo penetrado foi
verificado em pistilos autopolinizados. Nos intervalos subseqiientes, o nimero de évulos penetrados
nas polinizacdes cruzadas foi sempre significativamente superior ao nimero de évulos penetrados em

autopolinizagdes (x> = 111,0, df = 1, p < 0,001; x* = 66,9, df = 1, p < 0,001; x* = 137,0, df = 1, p <
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Tabela 18: Crescimento dos tubos polinicos no estilete em pistilos autopolinizados vs. pistilos
submetidos a polinizag¢do cruzada em Cybistax antisyphilitica, nos intervalos de 24, 48 e 72 horas apds

a poliniza¢do (média * desvio padrﬁo”, n = 3 pistilos).

Tratamento 24h 48h 72h
c.e. d. p. (%) c.e. d. p. (%) c.e. d. p. (%)
autopolinizagdo 3,7310,02 | 2,51+0,07 | 3,76+0,07 | 3,37+0,20 | 3,68+0,11 | 3,68+0.11
(67%) (90%) (100%)
polinizacdo cruzada 3,54 +£0,01 | 2,24£0,11 | 3,5840,15 | 3,46+0,15 | 3,694+0,13 | 3,69+0,13
(63%) (97%) (100%)

c. e. = comprimento do estilete (cm); d. p. (%) = distancia percorrida pelos tubos polinicos (cm) e
percentagem da distancia até o topo do ovdrio. O teste ¢ (tanto para dados percentuais submetidos a
transformacdo arcoseno como para dados ndo-transformados) nio indicou diferencga estatisticamente

significativa entre autopolinizag¢des e polinizagGes cruzadas em nenhum dos intervalos (p > 0,05).

Tabela 19: Incidéncia de 6vulos penetrados e ndo-penetrados™ 48, 72, 96, 120, 144 e 168 horas apds

autopolinizagdes e polinizacdes cruzadas em Cybistax antisyphilitica.

48h 72h 96h 120h 144h 168h
auto cruz auto cruz auto cruz auto cruz auto cruz auto cruz
np. 1030 991 1058 716 1008 613 810 436 559 245 305 166
(100%) | (99,7%) | (94,2%) | (78,5%) | (76,6%) | (60,9%) | (66,1%) | (41,6%) | (51,8%) | (28,0%) | (38,1%) | (14,9%)
pen. 0 3 65 196 307 393 416 613 520 630 496 949
(0%) 0,3%) | (5,8%) | (21,5%) | (23,4%) | (39,1%) | (33,9%) | (58,4%) | (48,2%) | (72,0%) | (61,9%) | (85,1%)
Tot. 1030 994 1123 912 1315 1006 1226 1049 1079 875 801 1115

* Foram analisados 5 ovdrios de cada tratamento e de cada intervalo apds a polinizag@o. np. = 6vulos

ndo-penetrados; pen. = ovulos penetrados; Tot. = soma dos dvulos penetrados e ndo-penetrados

(i.e. excluindo-se os duvidosos).

27 . - - . . . L. . P

O desvio padrdo neste caso nio reflete a verdadeira variacdo no crescimento dos tubos polinicos, pois o ponto médio
aproximado da distancia percorrida por centenas de tubos polinicos ao longo do tecido transmissor do estilete, em cada
intervalo apds a polinizagao, foi estabelecido visualmente.
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Figuras 92-94: Fotomicrografias de fluorescéncia em pistilos de Cybistax antisyphilitica. 92: Tubos
polinicos na base do estilete, 48 horas ap6s autopolinizagdo. 93: Tubos polinicos no ovario, 72 horas
apos autopolinizacdo. 94: Ovulos penetrados, 96 horas ap6s autopolinizacdo (observar ala emergente).
95: Sementes jovens com ala emergente, 168 horas apds polinizacio cruzada.
0,001, ¥* = 113,1, df = 1, p < 0,001, > = 135,2, df = 1, p < 0,001, respectivamente), sendo que a
maioria dos Ovulos, tanto em polinizagdes cruzadas como em autopolinizagdes, foi penetrada no
intervalo de 168 horas.
Os ovdrios de pistilos autopolinizados apresentaram um ligeiro crescimento, porém inferior ao
dos pistilos submetidos a polinizacdo cruzada no mesmo periodo (figura 97). Os pistilos ndo

polinizados sofreram abcisdo entre 0 4° ¢ 0 6° dias apds o inicio da antese, e os pistilos autopolinizados

entre 0 6° e 0 8° dias apds a polinizagio.
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Figura 96: Incidéncia de O6vulos penetrados em ovérios de Cybistax antisyphilitica, segundo
metodologia proposta por Gibbs & Bianchi 1993. Para cada tratamento e intervalo apds a polinizagdo,
foram utilizados 5 pistilos. As barras verticais indicam os desvios padrdes. g autopolinizacdo;
@ polinizacdo cruzada.
Producdo e viabilidade das sementes

Os resultados das contagens 6vulos por ovdrio e de sementes em frutos obtidos por poliniza¢io
cruzada manual s3o mostrados na Tabela 20. As sementes puderam ser classificadas em trés categorias,
conforme suas dimensdes, a presenca, o formato e o tamanho do embrido: (1) sementes normais -
sementes de tamanho normal (comprimento e largura = 2,88+0,23 x 4,06+0,32 cm), apresentando
embrido cordiforme e de tamanho normal (comprimento e largura = 5,40+0,55 x 7,10+0,82 mm) (n =
5) -; (2) sementes anormais tipo I - sementes de tamanho normal, mas com embrido atrofiado, i.e. de
formato irregular e tamanho reduzido (comprimento e largura = 2,4 x 3,5 mm, ou menor) -; (3)
sementes anormais tipo II - sementes de tamanho normal ou reduzido (i.e. em um continuum de
tamanhos inferiores a 2,4 cm de comprimento por 3,5 cm de largura), destituidas de embrido. As

sementes normais € as sementes sem embrido compreenderam cerca de 65% e 30% do total de

sementes por fruto, respectivamente. Das sementes submetidas ao teste de germinagdo, apenas 76% das
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Figura 97: Crescimento do ovario de Cybistax antisyphilitica apés autopolinizacdo (azul) e polinizagdo
cruzada (vermelho). comprimento; = — — = largura. Para cada tratamento e intervalo apds a
poliniza¢do furam medidos 5 pistilos. A seta indica a abscisdo dos pistilos autopolinizados.

sementes normais germinaram, o que corresponde a uma viabilidade em torno de 50% do total de

sementes por fruto.

Tabela 20: Numero de sementes por fruto resultante de poliniza¢do cruzada manual e nimero
de 6vulos por ovério em Cybistax antisyphilitica.

Numero de
frutos/pistilos Média Desvio padrao
examinados
Sementes normais 10 206,9 46,4
Sementes anormais tipo [ 10 14,3 8,5
Sementes anormais tipo II 10 98,7 28,3
Ovulos por ovirio 70 300%* 46

O teste ¢ bicaudal indicou diferenca significativa entre o nimero de sementes normais por fruto e o nimero de
6vulos por ovério (p < 0,01). *O valor aqui apresentado € ligeiramente subestimado, devido a perda de alguns
6vulos em cada pistilo, durante o processamento do material para contagem de 6vulos penetrados.
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6.5. Discussao
Biologia floral

As flores de C. antisyphilitica sao melitéfilas, produzindo néctar abundante, cuja concentragdo
de agticares € compardvel a encontrada em outras espécies com flores zigomorfas, polinizadas por
abelhas (Kevan & Baker 1983). A variacdo encontrada para o volume de néctar na flor provavelmente
decorreu de limitagdes do método de amostragem, pois uma vez que a abertura da flor (i.e. o inicio da
antese) ocorreu a qualquer hora ao longo do dia, ndo houve nenhum controle em relacdo a quanto
tempo teria decorrido do inicio da antese até o momento em que o néctar foi mensurado em cada flor
amostrada, e portanto sobre quanto néctar teria sido acumulado na flor no mesmo periodo. A presenca
de néctar em botdes florais em pré-antese, bem como o comportamento das Epicharis de violar estes
botdes florais para forragear néctar, demonstram que a producdo do néctar se inicia antes da abertura da
flor.

Por apresentar corola membrandcea e estames inclusos, a flor de C. antisyphilitica se ajusta
relativamente bem ao tipo Anemopaegma, conforme a classificagdo morfoldgica proposta por Gentry
(1974); porém devido ao achatamento antero-posterior do tubo corolino, a flor de C. antisyphilitica
deve ser considerada intermedidria entre os tipos Anemopaegma e Cydista da mesma classificagdo. A
morfologia da corola, com o seu sulco longitudinal estendendo-se ao longo da superficie ventral do
lado anterior do tubo, bem como a observacdo de que parte do néctar secretado escorre por este sulco
até acumular-se na base do lobo anterior, sugerem uma importante estratégia de atracdo de
polinizadores a curtas distancias pela apresentagdo do préprio néctar, junto a abertura do tubo
corolino™. Tal interpretacdo é corroborada pela observacio de que muitas vezes as flores ensacadas
pareciam ser mais atrativas as abelhas do género Epicharis do que as ndo ensacadas, pois

freqiientemente estas abelhas pousavam sobre as redes de nylon, frente a abertura de flores em antese

28 Flores ndo visitadas tenderiam a se tornar cada vez mais atrativas aos polinizadores, durante o periodo de antese, devido
ao acimulo de néctar na base do lobo anterior.
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nelas contidas, e tentavam cortar a rede com suas mandibulas (porém sem o conseguir) para ter acesso
ao néctar retido na base do lobo anterior. Uma vez que em algumas espécies o néctar reflete a radiacao
UV, sendo portanto possivel que os polinizadores sejam nestes casos atraidos visualmente pelo néctar
(Thorp et al. 1975), andlises da possivel reflexdo da luz UV pelo néctar de C. antisyphilitica seriam
relevantes para um melhor entendimento do significado funcional da apresentagdo do néctar junto a
abertura do tubo corolino.

Embora a presenca de um sulco entre duas dobras longitudinais no "assoalho" do tubo corolino
seja uma caracteristica morfolégica compartilhada por muitas espécies de diferentes tribos de
Bignoniaceae (Gentry 1974, Yanagizawa 1983, Amaral 1992), em algumas espécies, tais como em
Stizophyllum perforatum (Amaral 1992) e na espécie presentemente estudada, este sulco parece ser
mais profundo. Devido as visitas de borboletas de grande porte (Papilio astyalys e Battus polydamas,
Papilionidae) observadas em Stizophyllum perforatum, Amaral (1992) interpretou a fenda longitudinal
do lado anterior do tubo corolino como "guia de lingua". Em C. antisyphilitica a polinizacdo por
borboletas deve ser descartada, pois o ovdrio multiovulado e o grande nimero de sementes em frutos
formados por poliniza¢cdo natural nesta espécie, tornam improvdveis tanto o transporte de um nimero
proporcionalmente grande de graos de pdlen aderidos a probdcide de borboletas como a sua deposicao
eficaz no estigma. Por outro lado, um acimulo de néctar em sulcos longitudinais da superficie interna
do lobo anterior da corola, semelhante ao observado em C. antisyphilitica, foi também relatado em
Chilopsis linearis, Bignoniaceae (Whitham 1977), uma espécie melitéfila.

Embora ndo tenham sido feitos testes de reflexdo de luz ultravioleta pela flor, tomadas em
conjunto, as constatagdes acima citadas quanto ao modo de apresentacdo do néctar, bem como a
coloracdo esverdeada das flores, o fato das inflorescéncias ficarem semi-ocultas sob a folhagem, e a
auséncia dos principais pilhadores de néctar ou pdlen na primeira metade do periodo de floracio em
cada individuo, sugerem a atuacdo de uma sofisticada estratégia de atracdo preferencial dos

polinizadores efetivos, em detrimento das visitas de forrageadores que ndo contribuiriam, ou mesmo
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poderiam prejudicar o sucesso reprodutivo de C. antisyphilitica. Nao obstante o efeito positivo da
pilhagem de néctar sobre o sucesso reprodutivo de algumas espécies tenha sido sugerido diversas vezes
(e.g. Heinrich & Raven 1972, Gentry 1978, Camargo et al. 1984, Silberbauer-Gottsberger &
Gottsberger 1988, Vieira et al. 1992, Santos & Machado 1998, Dutra & Machado 2001), hé escassez de
estudos experimentais que testem tal hipitese e, embora estudos realizados em Impatiens capensis
(Zimmerman & Cook 1985) e em Corydalis caseana (Maloof 2001), tenham indicado que a presenca
dos pilhadores de néctar induz os polinizadores legitimos a voar distdncias mais longas para satisfazer
as suas necessidades energéticas, aumentando assim o fluxo de pdlen e favorecendo a xenogamia, um
estudo realizado em Ipomopsis aggregata (Irwin & Brody 1998) indicou que a pilhagem de néctar
causa um decréscimo na producdo de frutos e sementes, com um efeito negativo sobre a aptiddao da
planta.

Os resultados das observagdes de campo indicaram que as abelhas do género Epicharis foram
os principais polinizadores de C. antisyphilitica na area de estudos, ndo sé devido a freqii€ncia elevada
de suas visitas, como também pelo porte corporal, a presenga de pélos abundantes no dorso tordcico (os
quais auxiliam a ades@o dos graos de pdlen nesta regido) e o comportamento de visita destas abelhas as
flores da espécie estudada. Nao obstante, a deposi¢do geitonogamica (i.e. incompativel) de pélen no
estigma deve ser altamente favorecida, uma vez que as abelhas visitam muitas flores de vérias
inflorescéncias a cada seqiiéncia de forrageamento. Esta provavelmente € a principal causa da baixa
taxa de frutificacdo natural verificada na populacdo, tendo em vista que a maior parte das flores em
antese aparentemente foi visitada e polinizada por estas abelhas. Euglossa sp. atuou apenas como
polinizador secunddrio, ndo sé por sua baixa freqii€ncia de visitas, como também devido ao seu porte
reduzido. Todavia o achatamento antero-posterior do tubo corolino e a fenda longitudinal caracteristica
do seu lado anterior provavelmente direcionam os movimentos da abelha durante a visita, induzindo-a

a tocar inadvertidamente a superficie receptiva do estigma e, portanto, atuar como polinizadora.

168



Sistema reprodutivo

Do total de 581 flores autopolinizadas manualmente durante as duas estacdes de floracgdo,
apenas uma (0,17%) formou fruto, claramente indicando que C. antisyphilitica ¢ uma espécie auto-
incompativel. Nao obstante, isto se deve a algum tipo de LSI, uma vez que a maioria dos 6vulos em
pistilos autopolinizados foi penetrada e fecundada até 168 horas apds a polinizagdo, semelhantemente
ao verificado em Tabebuia aurea, T. ochracea (Gibbs & Bianchi 1993), T. nodosa e Dolichandra
cynanchoides (Gibbs & Bianchi 1999). O fato das flores ndo polinizadas terem sofrido abscisdo até o 5°
dia apés o fim da antese, enquanto a abscisdo dos pistilos autopolinizados foi verificada entre 0 6° € o
8° dias ap6s a poliniza¢do, bem como o pequeno crescimento do ovdrio em pistilos autopolinizados
antes de sua abscisdo, sdo indicativos de que algum desenvolvimento posterior a penetragdo dos évulos
(e.g. iniciagcdo do endosperma em O&vulos fecundados) deve provavelmente ocorrer nos pistilos
autopolinizados. Entretanto, tal como verificado nas espécies de Bignoniaceae investigadas por Gibbs
& Bianchi (1993, 1999), os pistilos autopolinizados em C. antisyphilitica sdo abortados
uniformemente, i.e. durante um curto periodo apds a poliniza¢do, o que normalmente estd associado a
um mecanismo de auto-incompatibilidade, e ndo seria esperado se a auto-esterilidade verificada em C.
antisyphilitica fosse decorrente de depressio endogamica, situagdo em que o aborto dos
Ovulos/sementes deveria ocorrer em vérios estadios de desenvolvimento (Seavey & Bawa 1986, Sage et
al. 1994).

A rejeicdo reciproca de graos de pélen observada nos cruzamentos entre os individuos 2 e 3,
ap6s aproximadamente 130 flores polinizadas, claramente indica a inter-incompatibilidade entre os
mesmos, pois a formagdo de frutos por polinizacdo natural (Tabela 16) permitiu descartar a
possibilidade destas drvores serem estéreis. A possibilidade das mesmas arvores serem clones deve
igualmente ser descartada, uma vez que, a despeito de estarem localizadas muito pr6ximas uma da
outra (portanto sob influéncia das mesmas vicissitudes ambientais), estas drvores apresentaram

diferencas macromorfoldgicas, especialmente quanto a morfologia do cdlice. Além disso, embora o
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resultado do teste de coloracdo citoplasmatica ndo seja propriamente um indicador de viabilidade dos
graos de polen (ver capitulo 5), exclui pelo menos em parte a possibilidade de uma baixa viabilidade
decorrente de malformagdes dos graos de pdlen nas arvores 2 e 3. Admitindo-se a existéncia de SI com
base genética do tipo mais comum em C. antisyphilitica, i.e. o controle genético da SI por um tnico
locos multialélico, diferentes causas poderiam ser atribuidas a inter-incompatibilidade observada entre
os individuos 2 e 3, e.g. o casual compartilhamento de alelos idénticos no locus S, e/ou a ocorréncia de
um numero restrito de alelos alternativos na populagdo investigada. Infelizmente, o estabelecimento de
uma base genética para a SI em uma dada espécie s6 pode ser realizado com estudos de cruzamentos
dialélicos, envolvendo vdrias gerag¢des de individuos da espécie analisada. Isto torna a determinacao do
mecanismo genético da SI em plantas perenes, com seus longos ciclos de vida, quase sempre uma
tarefa inexeqiiivel. Porém, cruzamentos adicionais, envolvendo maior nimero de individuos, inclusive
em populagcdes naturais poderiam pelo menos fornecer dados sobre a freqii€éncia com a qual a inter-
incompatibilidade intraespecifica ocorre em C. antisyphilitica.

Os resultados da andlise do crescimento dos tubos polinicos no estilete sugerem ndo haver
diferenca significativa entre pistilos autopolinizados e submetidos a polinizagdo cruzada quanto as
taxas de crescimento dos tubos polinicos. Nao obstante, alguns poucos évulos foram penetrados em
pistilos submetidos a polinizacdo cruzada no intervalo de 48 hora apds a polinizacdo, ao passo que
nenhum 6vulo penetrado foi verificado em pistilos autopolinizados no mesmo intervalo. Nos intervalos
de 72-168 horas apds a polinizacdo, a incidéncia de 6vulos penetrados foi sempre significativamente
maior em polinizagdes cruzadas, relativamente as autopolinizagdes. Estes resultados claramente
indicam que, embora nio tenham sido encontradas evidéncias de interacdes "negativas" entre os tubos
polinicos e o estilete em pistilos autopolinizados, a baixa incidéncia de penetracdao dos 6vulos sinaliza
uma menor eficicia dos tubos polinicos no ovdrio, a qual pode ser decorrente de um mecanismo de

reconhecimento tardio e rejeicdo dos tubos polinicos incompativeis. O mesmo atraso na penetra¢do dos

170



o6vulos em pistilos autopolinizados foi verificado em Tabebuia nodosa e Dolichandra cynanchoides
(Gibbs & Bianchi 1999).

Embora o nimero médio de sementes produzidas em frutos resultantes de polinizagdo
compativel (i.e. poliniza¢do cruzada) e excessiva tenha sido eqiiivalente ao nimero médio de 6vulos
por ovdério, apenas a metade destas sementes eram vidveis, Além disso, cerca de 5% do total de
sementes apresentaram embrides atrofiados e 30% eram sementes destituidas de embrido. Estudos
recentes em Epilobium obcordatum demonstraram que mesmo os 6vulos ndo fecundados podem ser
induzidos a se desenvolver em sementes estéreis, devido a sua proximidade com 6vulos fecundados do
mesmo fruto, os quais seguem um padrdo normal de transformacdo em sementes (Seavey et al. 2000).
Portanto, as sementes sem embrido verificadas em frutos de C. antisyphilitica poderiam ser decorrentes
do desenvolvimento de 6vulos ndo-fecundados, ou mesmo com qualquer tipo de malformagdo pré-
zigética do saco embriondrio. Entretanto, a elevada taxa de penetracio dos Ovulos em pistilos
submetidos a polinizacdo cruzada até o intervalo de 168 horas sugere, indiretamente, uma freqiiéncia
média de fecundagdo relativamente alta (85%, ver Tabela 19)*°, de modo que a esterilidade de pelo
menos parte das sementes destituidas de embrido resultou de distirbios dos eventos posteriores a
penetracdo dos 6vulos ou do desenvolvimento pds-zigético. Além disso, a presenca de sementes
estéreis portando embrides atrofiados, em frutos de C. antisyphilitica resultantes de polinizacdes
cruzadas manuais, indica que a ocorréncia de malformacdes no desenvolvimento embriondrio por si s6
ndo é evidéncia suficiente para a ocorréncia de depressdo endogamica, pois sementes contendo

embrides malformados sdo comuns mesmo em frutos resultantes de polinizagdes cruzadas.

29 . . . ~ . - .

Este valor pode ter sido subestimado, caso os 6vulos que ndo foram considerados, por sua condi¢do duvidosa como
penetrados ou ndo, na verdade sejam 6vulos penetrados, nos quais a ruptura do tubo polinico durante a preparacdo do
material ocorreu dentro da micrépila (ver capitulo 5.3).
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7. Variacao do Sistema Reprodutivo e Aspectos da Biologia Floral no Género Tabebuia Gomes

(Bignoniaceae)

7.1. Resumo - Embora o sistema reprodutivo tenha sido determinado em apenas 9 das cerca de 100
espécies de Tabebuia, todas revelaram-se auto-incompativeis, sendo que nas 4 espécies onde o sitio de
reacdo de incompatibilidade foi verificado, encontrou-se indica¢des da LSI. Porém a poliembrionia tem
sido verificada em 7. chrysotricha e em T. ochracea, sendo que nesta ultima a origem adventicia dos
embrides supranumerdrios foi constatada. No presente trabalho, a biologia reprodutiva de T.
chrysotricha, T. heptaphylla, T. impetiginosa, T. umbellata e T. vellosoi foi investigada através de
experimentos de polinizagdes controladas (intra- e interespecificas), observacdo dos eventos e dos
visitantes florais e testes de germinagdo das sementes. Além disso, a andlise do desenvolvimento in situ
dos tubos polinicos, por microscopia de fluorescéncia, e o estudo histolégico quantitativo dos eventos
posteriores a autopolinizac¢do vs. polinizacdo cruzada, foram feitos em 7. vellosoi e T. impetiginosa,
respectivamente. As floragdes ocorreram predominantemente no periodo mais seco do ano, i.e. de julho
a setembro. A duracdo da antese variou entre 1 a 6 dias, embora as flores usualmente sejam receptivas
apenas durante o 1" dia. Todas as espécies foram polinizadas por abelhas de médio e grande porte.
Somente T. chrysotricha e T. heptaphylla formaram frutos por autopolinizacdo, em proporcdes
compardveis a frutificacdo resultante de polinizagdes cruzadas, e tanto as sementes obtidas por
autopolinizagdo como por polinizacdo cruzada apresentaram altos indices de germinacdo. A
poliembrionia foi verificada somente em sementes de 7. chrysotricha e de frutos resultantes dos
cruzamentos entre 7. chrysotricha e T. ochracea, indicando portanto que a quebra da auto-
incompatibilidade em Tabebuia ndo estd necessariamente associada a apomixia. Tabebuia
impetiginosa, T. umbellata e T. vellosoi sio 100% auto-incompativeis. Embora a taxa de crescimento
dos tubos polinicos em pistilos de 7. vellosoi, submetidos a polinizacdo cruzada, tenha sido maior que

em pistilos autopolinizados, a diferenca nao foi estatisticamente significativa. A penetracao dos évulos
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iniciou-se mais cedo em pistilos submetidos a polinizacdo cruzada; porém centenas de évulos foram
penetrados em pistilos autopolinizados. Em 7. impetiginosa, embora a maioria dos dvulos em pistilos
autopolinizados também tenha sido penetrada e fecundada, verificou-se ndo s6 um atraso na incidéncia
de penetracdo, fecundacdo e iniciagdo do desenvolvimento endospérmico, mas também uma
desaceleracdo do progresso de desenvolvimento endospérmico precedendo a abscisdo dos pistilos
autopolinizados. Em todas as espécies auto-incompativeis, o aborto dos pistilos autopolinizados
ocorreu em um curto periodo apds a polinizagdo, sendo que em 7. umbellata nenhum crescimento do
ovério posterior a autopoliniza¢dao foi verificado. Todos estes resultados sdo congruentes com a
ocorréncia de LSI em 7. impetiginosa, T. umbellata e T. vellosoi, nao tendo sido encontradas
evidéncias de que a auto-esterilidade nestas espécies seria decorrente dos efeitos de genes recessivos
deletérios. Os testes de polinizagGes interespecificas indicaram a ocorréncia de inter-fertilidade uni- ou

bilateral entre algumas espécies de Tabebuia, sugerindo a inexisténcia de barreiras genéticas que

impecam a hibridizagdo e a introgressao génica entre as mesmas.

Palavras-chave: Sistemas reprodutivos, auto-incompatibilidade de acdo tardia, auto-compatibilidade,

poliembrionia, apomixia, Tabebuia, Bignoniaceae, polinizacao, biologia floral inter-fertilidade.

7.2. Introdugao

O género Tabebuia compreende cerca de 100 espécies de arvores e arbustos neotropicais,
ocorrendo desde os 28° de latitude norte (Sonora e Chihuahua, México e Ilhas Bahamas) até o norte da
Argentina e Uruguai (Gentry 1973, 1992). Muitas das espécies arbdreas sdo de grande importancia
econdmica, devido a sua ampla utilizacdo na inddstria madeireira e na composi¢do de paisagens
urbanas. Embora existam vérios trabalhos abordando aspectos da biologia floral em espécies de
Tabebuia (e.g. Knuth 1905, Janzen 1967, Borrero 1972, Gentry 1973, 1974a, b, 1976, 1978, Reich &

Borchert 1982, Stevens 1991, Thomas & Dave 1992, Vitali & Machado 1995, Figueiroa & Fournier
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1996 e Barros 2001 - ver Tabela 1), muitos destes trabalhos sdo levantamentos em vérias espécies de
diversas familias, abordando diferentes aspectos da biologia reprodutiva porém ndo fornecendo
informagdes detalhadas sobre a biologia floral de cada espécie. O sistema reprodutivo foi determinado
de modo conclusivo em 9 espécies (Bawa 1974, Bawa & Webb 1984, Seavey & Bawa 1986, Bullock
1985 e Gibbs & Bianchi 1993, 1999 - ver Tabela 2), sendo que a auto-incompatibilidade foi verificada
em todas elas. Entretanto, estudos sobre os sitios de barreira de incompatibilidade foram realizados em
apenas 4 espécies (Tabela 2) e em todas elas foram encontradas indica¢des da ocorréncia de algum tipo
de auto-incompatibilidade de a¢do tardia.

A auto-incompatibilidade de acdo tardia (L.SI), também conhecida como auto-incompatibilidade
ovariana (OS]), e a depressdao endogamica de acdo precoce sdo dois diferentes tipos de auto-esterilidade
que, embora se manifestem de maneira muito semelhante - i.e. a baixa produtividade ou mesmo a néo-
formacdo de frutos e sementes por autopolinizacdo, a despeito do desenvolvimento dos tubos polinicos
em pistilos autopolinizados ser aparentemente tdo bem sucedido como em polinizagdes cruzadas -,
resultam de causas totalmente diversas (Seavey & Bawa 1986, Klekowski 1988, Sage et al. 1994). Na
LSI, o aborto de pistilos autopolinizados ocorre devido a acdo de um genuino mecanismo de
incompatibilidade, controlado provavelmente por um conjunto de genes com relagdes de dominancia
entre si (Cope 1962), ou por um tnico locus S principal (Lipow & Wyatt 2000). J4 na depressdo
endogamica de agdo precoce, o aborto de pistilos autopolinizados € desencadeado pela expressdo de
genes deletérios recessivos, durante o desenvolvimento do embrido ou do endosperma (Klekowski
1988, Nic Lughadha 1998). Entretanto, alguns autores parecem referir-se a LSI e a depressdo
endogamica de acdo precoce como um mesmo fendmeno (e.g. Nettancourt 1977, Wiens 1984). Além
disso, embora varios tipos de andlise tenham sido propostos para se distinguir entre a depressdo
endogimica e a LSI (Seavey & Bawa 1986, Sage et al. 1994), dentre elas a verificacdo da incidéncia de
6vulos penetrados (Gibbs & Bianchi 1999) e a andlise histoldgica quantitativa dos eventos pré- e pos-

zigbticos (Sage et al. 1999) em diferentes intervalos de tempo apds autopolinizacdes e polinizagdes
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cruzadas, a discriminacdo entre os dois fendmenos €é uma tarefa laboriosa e dificil, e a LSI
freqlientemente tem sido atribuida a espécies para as quais estas andlises ndo foram realizadas.

Embora a familia Bignoniaceae seja citologicamente pouco conhecida (Bawa 1973, Goldblatt &
Gentry 1979, Piazzano 1998), com base em um estudo sobre determina¢do do nimero cromossdmico
de vérias espécies, pertencentes a diversos géneros e tribos desta familia, Goldblatt & Gentry (1979)
salientaram que os géneros de Bignoniaceae sdo muito constantes, citologicamente, sendo a poliploidia
uma condi¢do rara. Ainda segundo o referido estudo, das 8 espécies de Tabebuia até entdo
citologicamente investigadas, apenas Tabebuia chrysantha revelou-se 2n = 38; em todas as demais
espécies30, inclusive T. impetiginosa e T. heptaphylla, o nimero cromossémico encontrado foi 2n = 40.
Nao obstante, a ocorréncia de poliploidia, i.e. 2n = 80, foi constatada em Macfadyena unguis-cati
(Bowden 1945, Venkatasubban 1945, Jullier 1989, Piazzano 1998) e, mais recentemente, em 7.
chrysotricha (Piazzano 1998, Matos 2003) e em T. ochracea (Matos 2003). Paralelamente, a ocorréncia
de poliembrionia tem sido relatada em 7. chrysotricha (Piazzano 1998, Sampaio et al. 2000) e em T.
ochracea (Costa et al. 2000, Costa & Sampaio 2001, Salomao & Allem 2001, Sampaio 2002). Além
disso, a origem esporofitica dos embrides supranumerdarios em 7. ochracea, i.e. a partir de células da
hipéstase e do endotélio, foi recentemente determinada por Sampaio et al. (2002) e Sampaio (2002).
Questiona-se se a poliembrionia e a poliploidia seriam fendmenos de algum modo relacionados, uma
vez que 0s mesmos co-ocorrem em 2 das 3 espécies para as quais o nimero cromossdmico 2n = 80 foi
verificado (ndo ha registros sobre a ocorréncia de poliembrionia em Macfadyena unguis-cati). Quanto
aos sistemas reprodutivos, a ocorréncia de LSI foi verificada em 7. ochracea (Gibbs & Bianchi 1993)
e, embora com base em um nimero limitado de poliniza¢gdes manuais, Vitali & Machado (1995)

sugeriram a auto-compatibilidade facultativa em 7. chrysotricha. Tais constatacdes evidenciam a

3% 0 mesmo nimero cromossdmico foi posteriormente verificado em T. pulcherrima (Piazzano 1998).
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importancia da realizacdo de estudos mais detalhados sobre a biologia reprodutiva das espécies
polipléides de Bignoniaceae.

No presente trabalho foram investigados os sistemas reprodutivos - através de experimentos de
polinizagdes controladas (intra- e interespecificas) e testes de germinagdo das sementes - e aspectos da
biologia floral de Tabebuia chrysotricha (Martius ex de Candolle) Standley, T. heptaphylla (Vellozo)
Toledo, T. impetiginosa (Martius ex de Candolle) Standley, T. umbellata (Sonder) Sandwith e T.
vellosoi Toledo. Foram também realizados a andlise do sitio de rea¢do de incompatibilidade por
microscopia de fluorescéncia em 7. vellosoi, e o estudo histolégico comparativo dos eventos

posteriores a autopoliniza¢do vs. polinizacio cruzada em 7. impetiginosa.

7.3. Material e Métodos
Areas de estudo

O estudo foi realizado entre os anos de 1999 e 2002. O estudo de 7. vellosoi foi feito com
plantas nativas, encontradas em matas ciliares dos campos rupestres do Alto do Paldcio (19°10'S,
43°30'W), localidade que faz parte da Area de Protecio Ambiental (APA) do Morro da Pedreira,
pertencente ao Parque Nacional da Serra do Cipé (voucher UEC n®* 108.671, 109.191; coletor n*™
99/27, 99/30). O clima nesta regido € do tipo temperado chuvoso, segundo a classificagcdo de Kdppen
(Antunes 1986), e a vegetacdo estd compreendida no bioma do cerrado (Costa et al. 1998). Para T.
chrysotricha foram utilizadas tanto plantas nativas localizadas na vertente sul e extremo leste da Serra
da Mantiqueira, nos Municipios de Santa Rita de Jacutinga (22°10'S, 44°05'W) e Bom Jardim de Minas
(21°57'S, 44°12'W), Minas Gerais (voucher UEC n®* 109.106, 111.863, 114.057, 115.058, 115.059),
como éarvores cultivadas no Campus da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP). O clima da
area de estudos das populagdes naturais de 7. chrysotricha é do tipo subtropical de altitude, segundo a

classificacdo de Koppen (Antunes 1986), e a vegetacdo original € de floresta estacional semidecidual
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(Costa et al. 1998). O estudo das demais espécies foi realizado apenas com drvores cultivadas no

Campus da UNICAMP.

Descricdo das espécies

Segue-se caracteristicas usuais da morfologia de Tabebuia: folhas digitadas, 5-7-folioladas;
filotaxia decussada; inflorescéncias terminais, tirsdides ou botridides; calice 5-lobado ou 5-dentado,
com pilosidade bastante varidvel; corola amarela, rosa ou branca, tubular-infundibuliforme, 5-lobada;
estames didinamos com estaminddio posterior reduzido, apresentando tricomas glandulares
pedunculados na base dos filetes; anteras ditecas e apicefixas, rimosoas, adjacentes ao "teto" do tubo e,
apOs deiscentes, com a superficie interna das valvas voltadas para baixo, expondo os graos de pdlen;
disco nectarifero anular-puvinado em torno da base do gineceu; ovdrio linear-oblongo, bicarpelar e
bilocular, glabro ou apresentando tricomas tectores ou glandulares (ou ambos), ndo raro também
apresentando nectdrios extraflorais; cdpsula loculicida, linear-cilindrica, coridcea, glabra ou
pubescente, freqiientemente apresentando nectdrios extraflorais; sementes anemocoricas,
exalbuminosas, bialadas, com embrido cordiforme envolvido em um nucleo seminifero (corpo)
achatado, e alas membrandceas, translicidas ou opacas. A maioria das espécies de Tabebuia
caracteriza-se pela floracdo sazonal, com producdo macica de flores durante 3-10 semanas, ou por
floracao explosiva durante apenas alguns dias - floragdes dos tipos "cornucopia" e "big-bang",
respectivamente, segundo a classificacdo proposta por Gentry (1974). Alguns estudos tém demonstrado
que a floragdao em varias espécies de Tabebuia, incluindo T. impetiginosa e T. ochracea, resulta do
rebrotamento de seus ramos prolépticos (jd diferenciados em meristemas florais), desencadeado pela
reidratacdo da planta, durante ou no final da estacdo seca, seja devido a precipitacdes ou a diminuicdo
da evapotranspiracdo, decorrente da queda das folhas (Reich & Borchert 1982, Borchert 1983, 1992,

1994).
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Segundo Gentry (1992), Tabebuia chrysotricha (figuras 97-99) é arvore da Mata Atlantica
brasileira, com 2-10 m de altura, bastante comum em ambientes de restinga, mas também encontrada
em florestas arbustivas abertas, tais como em topos de morros e dreas perturbadas, especialmente em
solos arenosos. Suas flores (figuras 102-103) sdo grandes31 (4-7,5 cm de comprimento, 2-3,5 cm de
largura da fauce e 5,5-8,5 cm de envergadura dos lobos) e com corola vivamente amarela, apresentando
achatamento antero-posterior da fauce, guias de nectdrio de cor ferruginea e tricomas tectores
uniseriados na superficie ventral do lado anterior, convergindo para o fundo to tubo. O cilice
caracteriza-se pela densa cobertura de tricomas tectores ramificados de cor marrom-ferruginea na sua
superficie externa (dorsal), sendo que os mesmos tricomas estdo mais esparsamente distribuidos ao
longo das nervuras principais da face externa (dorsal) da corola.

Em é4reas de pastagens da regido de Santa Rita de Jacutinga e Bom Jardim de Minas, T.
chrysotricha, localmente conhecida como "pau-mulato”, comporta-se como espécie extremamente
robusta e resistente, reproduzindo-se vegetativamente por brotamento do sistema axial subterraneo.
Este sistema de reproducdo ndo parece ser muito comum em outras espécies de Tabebuia, e
aparentemente estd associado as perturbacdes decorrentes da manutencio das areas de pastagens, pois
em muitas delas 7. chrysotricha pareceu ser a espécie lenhosa mais abundante, com "individuos" muito
pouco afastados entre si e raramente ultrapassando 1 m de altura (figuras 100-101). O rebrotamento dos
seus ramos aéreos nestas dreas de pastagens também se dd ano apds ano, sempre que o mato € rocado
ou queimado. Em virtude do desmatamento constante no local, poucos individuos alcancam maturidade
suficiente para ostentar um porte mais avantajado. Entretanto, alguns individuos esparsos sdo sempre
preservados e seu tronco rigido e resistente € localmente utilizado na fabricacdo de cabos de

ferramentas.

3! Relativamente ao tamanho das flores na maioria das espécies de Tabebuia.
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Figuras 97-103: Tabebuia chrysotricha. 97: Hébito de uma arvore em floracdo, cultivada no Campus

da UNICAMP. 98: Hébito de uma drvore nativa em floracdo, localizada na Serra da Mantiqueira. 99:

Hébito de uma arboreta nativa com aproximadamente 2,5 m de altura, localizada em drea de

pastagem na Serra da Mantiqueira. 100-101: Individuos jovens localizados em 4rea de pastagem na

Serra da Mantiqueira. 102-103: Inflorescéncias em arvore nativa (102) e em arvore cultivada (103).
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Tabebuia chrysotricha e T. ochracea sdo espécies muito relacionadas, e a ocorréncia natural
de formas intermedidrias entre 7. ochracea, uma espécie tipica dos cerrados do Planalto Central
Brasileiro, e T. chrysotricha tem sido citada na literatura (e.g. Gentry 1992), o que provavelmente se
deve a eventos de hibridizacdo e introgressdo gé€nica entre estes taxa, e freqiilentemente ocasiona
problemas na identificacdo dos espécimes. Além disso, T. chrysotricha também é muito semelhante a
T. pedicellata, uma espécie de distribuicao restrita a regido costeira do Rio de Janeiro e a caatinga do
interior de Minas Gerais (Gentry 1992). Na drea de estudos do presente trabalho na Serra da
Mantiqueira, foram encontrados somente individuos da morfo-espécie 7. chrysotricha, conforme as
descricdes de Gentry (1992) para T. chrysotricha e espécies afins.

Tabebuia impetiginosa (figura 106) € talvez a espécie de ipé-roxo mais comum encontrada no
pais. De ampla distribuicdo neotropical, ocorre desde o noroeste do México até o noroeste da
Argentina. Tem preferéncia por florestas estacionais deciduais ou semi-deciduais, ocorrendo também
em regides aridas da Amazonia (Gentry 1992). Alcanca até 30 m e é proximamente relacionada a 7.
heptaphylla (figura 104), sendo esta tltima mais comum na mata atlantica da regido litoranea da Bahia
ao Rio Grande do Sul, ocorrendo também no oeste do Parand e Rio Grande do Sul, Paraguai, nordeste
da Argentina e esparsamente no oeste da Bolivia (Gentry 1992). As flores de T. impetiginosa e T.
heptaphylla sao muito semelhantes (figuras 105 e 107) e sua colorac@o se modifica ao envelhecer (ver
Resultados). As duas espécies distinguem-se principalmente por sua distribuicio predominantemente
alopétrica, mas também por algumas caracteristicas morfoldgicas, tais como inflorescéncias em geral
mais globulares (i.e. congestas, figura 106) e o foliolo inteiro em 7. impetiginosa, ao passo que as
inflorescéncias apresentam flores mais espacadas entre si e foliolo geralmente serrado em T.
heptaphylla.

Tabebuia umbellata é uma arvore de Mata Atlantica com 5-25 m de altura, distribuindo-se

desde o Estado da Bahia até o Rio Grande do Sul (Gentry 1992). Suas flores (figuras 108-109). sdo
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Figuras 104-105: Tabebuia heptaphylla. 104: Habito. 105: Inflorescéncias. Figuras 106-107: T.
impetiginosa. 106: Habito. 107: Inflorescéncia. Figuras 108-109: Inflorescéncias de 7. umbellata.
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Figuras 110-111: Tabebuia vellosoi. 110: Em primeiro plano, arboreta em floragdo. 111:
Inflorescéncias.

amarelas, com fauce achatada antero-posteriormente, apresentando guias de néctar de cor ferruginea
sobre as reentrancias das nervuras principais no "assoalho" do tubo corolino.

Tabebuia vellosoi (figura 110) é arvore de 2-20 m de altura, ocorrendo nos Estados de Minas
Gerais, Rio de Janeiro, Sdo Paulo e Parand, especialmente em floresta montana (acima de 1000 m)
(Gentry 1992). Trata-se de uma 4arvore bastante comum em matas ciliares dos campos rupestres de
Minas Gerais. A corola € vivamente amarela (figura 111), apresentando achatamento antero-posterior
da fauce, guias de néctar de cor marrom-ferruginea e tricomas tectores uniseriados na superficie ventral
do lado anterior, convergindo para o fundo to tubo. O cdlice caracteriza-se pela densa cobertura de
tricomas tectores de cor marrom-escura na sua superficie externa (dorsal).

Tabebuia chrysotricha, T. impetiginosa e T. heptaphylla sdo espécies amplamente utilizadas na
arborizacdo urbana, devido ao seu crescimento relativamente rdpido e a beleza de suas flora¢des, sendo
a primeira também muito adequada ao plantio sob rede elétrica, devido ao seu porte relativamente

pequeno.
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Fenologia de floragdo, eventos e visitantes florais

A presenca de inflorescéncias e flores em antese em individuos marcados foi verificada ao
longo de pelo menos duas estacdes de floracio em cada espécie. Para o monitoramento dos eventos
florais, 60 botdes florais foram marcados em 3 arvores de 7. impetiginosa32, e 30 botdes florais foram
marcados em 5 arvores de T. vellosoi, durante as floracdes do ano 2000. Os dados foram registrados em
varios horédrios da manha ou da tarde, sendo que em pelo menos 10 flores marcadas em cada espécie
foram feitas duas observagdes a cada dia. Medi¢des do volume e da concentracdo do néctar foram
realizadas somente em 7. vellosoi, tanto em botdes florais como em flores de 10, 20, 3" e 4 dias de
antese, previamente ensacadas com redes de nylon, utilizando-se seringa microvolumétrica e
refratometro de bolso. Observagdes dos visitantes foram feitas durante a realizacdo dos experimentos
de polinizagdes manuais em todas as espécies, e também durante a verificagdo dos eventos florais em

T. impetiginosa e T. vellosoi. Os principais visitantes foram capturados para montagem a seco,

observacdes da deposicdo de graos de pdlen e identificacio.

Sistemas reprodutivos

Para realiza¢do dos experimentos de polinizagdes manuais controladas, inflorescéncias inteiras,
contendo botdes florais em varios estddios de desenvolvimento, foram ensacadas com redes de nylon,
ou com sacos de papel-manteiga. Subseqiientemente, flores em antese de primeiro dia foram
autopolinizadas (com pdélen da mesma flor ou de outras flores da mesma planta), ou submetidas a
polinizacdo cruzada (com pélen de outro individuo®) e re-ensacadas. As polinizacdes manuais foram
feitas de modo a cobrir com grios de pélen toda a superficie receptiva do estigma (i.e. toda a superficie
ventral de ambas as 1aminas estigmaticas) para se evitar que a taxa de évulos fecundados fosse limitada

pela quantidade de graos de pdlen depositadas no estigma. Vérias flores foram marcadas e ensacadas

32 Z ~ . . . . .,
Porém, observagdes suplementares sobre os eventos florais foram realizadas em muitos outros individuos, tanto em 7.
impetiginosa como em T. heptaphylla.
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para testar a ocorréncia de autopolinizacdo espontanea. Flores ndo-ensacadas foram marcadas para o
monitoramento da frutificacdo natural (controle). As flores foram marcadas com linhas coloridas, uma
cor para cada tratamento. O mesmo procedimento utilizado nas poliniza¢des cruzadas manuais foi
empregado nas polinizagdes interespecificas, realizadas conforme a Tabela 31.

Em cada espécie, alguns frutos resultantes de polinizacdes manuais foram protegidos com redes
de nylon até o inicio de deiscéncia™, quando foram coletados para a contagem do ndmero de sementes
e realizacdo de testes de germinacdo. Em T. chrysotricha, a andlise estatistica das diferencgas entre os
nimeros de sementes por frutos resultantes dos diferentes tratamentos de polinizacdo foram feitas
através do teste do qui-quadrado, utilizando-se o software BioEstat 2.0. Sementes sadias™, i.e. portando
um embrido de forma e tamanho normais (ver Resultados) foram tratadas com hipoclorito de sédio
0,5% e submetidas ao teste de germinacdo em cAmara climdtica Eletrolab 102 FC, a 25° C e 12 horas
de fotoperiodo. Para verificar a ocorréncia ou ndo de poliembrionia foram também testadas as sementes
de espécies pertencentes a alguns outros géneros da Tribo Tecomeae: Cybistax antisyphilitica,
Sparattosperma leucanthum, Spathodea campanulata, Tecoma stans e Zeyheria montana®. Foram
consideradas "germinadas" as sementes cujo embrido apresentou desenvolvimento da radicula > a 1,5
cm, bem como crescimento geotropico negativo do hipocdtilo, cotilédones clorofilados e em angulo
reto com o eixo longitudinal da plantula.

Autopolinizacdes e polinizagdes cruzadas adicionais foram realizadas em 7. vellosoi, para a
verificacdo dos sitios de reagdes de incompatibilidade (Martin 1959). Os pistilos de ambos os

tratamentos foram coletados nos intervalos de 24, 48, 72 e 96 horas apds a polinizacdo e fixados em

3 Nos casos de T. vellosoi e de individuos da populacio natural de T. chrysotricha, a planta doadora de pélen localizava-se
sempre a distancia de pelo menos 10 m do individuo polinizado.

3 3.4 semanas (T. chrysotricha, T. vellosoi e T. umbellata), ou 11-12 semanas (T. heptaphylla ¢ T. impetiginosa) ap6s o
periodo de realizacdo das polinizagdes.

% Nos casos de 7. impetiginosa, T. heptaphylla e T. vellosoi, cujas sementes apresentam envoltério opaco e portanto nio
permitem a visualizacdo do embrido, este foi removido de dentro do tegumento e submetido aos tratamentos subseqiientes
para o teste de germinag@o.
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FAAS5O (formaldeido 4%, acido acético glacial e etanol 50% nas propor¢des de 5:5:90%; Johansen
1940). Em pelo menos 5 pistilos de cada tratamento e intervalo, a parede do ovdrio foi removida por
microdissec¢do em estereomicroscopio. Os pistilos destituidos da parede ovariana foram entdo
amolecidos e clarificados em NaOH 9N a 65° C por 20-40 minutos e corados com azul-de-anilina para
a verificacdo da germinagdo dos griaos de pdlen no estigma e do crescimento dos tubos polinicos no
estilete e no ovdrio, utilizando-se um microscépio de epi-fluorescéncia Leitz Diaplan. Os valores das
distancias percorridas pelos tubos polinicos no estilete em autopoliniza¢des vs. poliniza¢des cruzadas
foram comparados utilizando-se o teste 7.

No terceiro ano de estudos (2001), autopoliniza¢des e polinizagdes cruzadas manuais foram
feitas em 7. impetiginosa, tal como no ano anterior. Os pistilos foram coletados nos intervalos de 24-
216 horas apds a polinizacdo, tiveram a parede do ovério removida por microdissec¢do em
estereomicroscopio e foram fixados em FAAS0 (Johansen 1940). Pelo menos um pistilo de cada
tratamento e intervalo apés a polinizacdo foi obtido de cada uma das 6 drvores’ utilizadas neste
experimento. Os ovdrios foram infiltrados com dlcool butilico tercidrio, embebidos em parafina
(Johansen 1940) e submetidos a sec¢Oes transversais seriadas na espessura de 8 pm, utilizando-se um
micrétomo rotatério Micron HM 240 E. As sec¢des foram coradas com fucsina-bdasica e azul-de-astra
(Roeser 1972) e utilizadas na andlise histologica quantitativa da penetragdo dos 6vulos e de eventos
posteriores em um microscopio Olympus BX40. Quando o tecido transmissor localizado no topo do
ovério (i.e. na regido de transi¢do entre a base do estilete e o ovario) ndo apresentava tubos polinicos, o
ovério foi interpretado como derivado de polinizacdo malsucedida, sendo substituido por outro, de
tratamento e intervalo correspondente. Foram examinadas todas as secc¢des (i.e. ao longo de todo o

comprimento do ovario) de 4 pistilos autopolinizados e de 4 pistilos submetidos a polinizagdo cruzada,

3 procedéncia das sementes: Sparattosperma leucanthum: plantas nativas, Municipio de Santa Rita de Jacutinga, MG;
Tecoma stans: plantas cultivadas, Municipio de Lagoa Santa, MG; Zeyheria montana: plantas nativas, Parque Nacional da
Serra do Cip6, MG. Demais espécies: plantas cultivadas, Campus da UNICAMP, Campinas, SP.

37 Incluindo os individuos utilizados nos experimentos de poliniza¢des executados no ano anterior.
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selecionados aleatoriamente em cada um dos intervalos de fixag@o. Utilizou-se o teste estatistico do
qui-quadrado para se comparar o nimero de 6vulos penetrados, bem como os vdrios estddios dos
eventos posteriores a penetracdo dos Ovulos, entre autopolinizacdes e polinizagdes cruzadas,
empregando-se o software BioEstat 2.0. Para cada tratamento e intervalo de fixacdo, os resultados
foram tratados como pertencendo a um fundo comum. Foram analisados 12.529 ¢vulos em 72 ovarios.
Registros fotograficos foram feitos em um fotomicroscopio Olympus BX50, utilizando-se diapositivos

Fujichrome Provia 100F.

7.4. Resultados
Fenologia de floracdo

Os periodos de floracdo das espécies investigadas, em suas respectivas dreas de estudos, sdo
mostrados na Tabela 21. As floragdes ocorreram de maio a novembro, porém predominaram entre oS
meses mais secos do ano, i.e. de julho a setembro. Somente na populacdo de 7. chrysotricha localizada
na Serra da Mantiqueira, a flora¢cdo na maioria dos individuos foi caracterizada por dois episodios de
apresentacdo de flores em antese, sendo cada um subseqiiente a um periodo chuvoso de ndo mais do
que trés dias. Embora a floracdo em cada populagdo tenha durado em média 45 dias, a floracdo em cada

individuo durou apenas cerca de 2-2,5 semanas (ndo mais que 10 dias em 7. umbellata).

Eventos florais

Em Tabebuia vellosoi, o egresso floral ocorreu quando os botdes florais apresentavam entre
2,04 e 2,31 cm de comprimento. O comprimento dos botdes florais no dia anterior ao do inicio da
antese foi de 4,5-5,6 cm. A abertura dos lobos da corola (inicio da antese) ocorreu em diferentes
horérios ao logo do dia, porém a maioria da flores abriu no inicio da manha (de 5:00 as 9:00 horas). A
antese durou de 4 a 5 dias, sendo o fim da antese sinalizado pela abscisdo da corola. Nao se verificou

mudanga de coloracio da corola durante a senescéncia da flor, salvo por um ligeiro clareamento. Porém
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os guias de néctar, que inicialmente apresentavam cor ferruginea, e portanto contrastavam nitidamente
com o amarelo vivo da corola, tornaram-se também amarelos a medida em que a flor envelheceu.

A abertura das anteras foi observada somente vdrias horas apés o inicio da antese, porém o
inicio da murcha e o aparecimento de pontos de necrose nas anteras foram verificados jia no segundo
dia. Observou-se uma certa variagdo (em diferentes flores de uma mesma &rvore) quanto ao
posicionamento do estigma, relativamente ao posicionamento das anteras, sendo que algumas flores
apresentaram o estigma em posicdo intermedidria entre o par de anteras distais e o par proximal,
enquanto outras flores apresentaram o estigma a frente do par de anteras distais (um continuum de
situacdes intermedidrias entre os dois posicionamentos citados foi também verificado). O estigma ja se
encontrava receptivo no inicio da antese, uma vez que os lobos estigmaticos encontravam-se semi-
abertos e apresentando, em suas superficies ventrais, papilas estigmadticas tirgidas e brilhantes. A
superficie ventral dos lobos estigmdticos tornou-se opaca, devido a murcha das papilas estigmaticas,
entre 0 2 ¢ 0 3 dias de antese. Das 30 flores monitoradas, 14 (47%) apresentaram estigmas fechados ao
término da antese, indicando que as mesmas haviam sido visitadas e, provavelmente, polinizadas. Nas
demais flores o movimento de abertura dos lobos prosseguiu até o fim da antese, quando ocorreu o
enrolamento das extremidades distais dos mesmos para tras. O aparecimento de manchas de necrose no
disco ocorreu um ou dois dias antes da abscisdo da corola.

A flor apresentou odor suave e agradavel do inicio ao fim da antese. Lesdes foram observadas
em vérios pontos da corola desde o estddio de botdo floral em pré-antese até o fim da antese, devido a
acdo de herbivoros, especialmente uma larva de Lepdoptera (espécie ndo identificada), a qual ndo sé se
alimentava das pétalas mas também utilizava o tubo corolino como abrigo. O volume e a concentracao

do néctar em flores ensacadas de 10, 20, 3" e 4’ dias de antese foram 4,40+1,29 pl e 27,80+2,41% (n = 5),

8,43+3,31 pl e 24,71£3,59% (n = 7), 14,60£2,33 ul e 27,10£1,52% (n = 5), 36,67£5,69 ul e
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30,67£1,55% (n = 3), respectivamente (média + desvio padrao). Botdes florais em pré-antese (n = 3) e
flores no momento da abertura dos lobos da corola (n = 3) ndo apresentaram néctar.

Em T. impetiginosa, o egresso floral ocorreu quando os botdes florais apresentavam entre 0,67 e
1,00 cm de comprimento, e o tempo decorrente entre o egresso floral e a abertura dos lobos da corola
(inicio da antese) foi de 5-7 dias. O periodo da antese - i.e., da abertura dos lobos corolinos até a queda
da corola - durou de trés a seis dias, tendo sido mais extenso num dos individuos (média 5,3 dias)
relativamente aos demais (médias 3,2 e 3,3 dias). A abertura dos lobos corolinos em cada flor foi
verificada ao longo de todo o dia. Dos 60 botdes florais monitorados, seis abortaram antes da antese, e
apenas trés flores formaram frutos naturalmente.

O inicio da antese foi claramente marcado por um colorido geral bem vivo de toda a corola,
esmaecendo-se nos dias subseqiientes. Numa flor de primeiro dia (figura 107), a face interna do lado
posterior ("teto") do tubo € lisa e geralmente de cor amarelo-pélida, sendo que a saturacdo variou de
individuo para individuo. O lado anterior do tubo apresenta duas pregas longitudinais, separadas por
um sulco mediano - tal como descrito para Cybistax antisyphilitica (capitulo 6) -; sua face interna é de
cor amarela-ouro muito intensa, podendo as nervuras destacar-se por coloracdo rdseo-avermelhada,
neste caso atuando visualmente como guias de néctar. A coloracdo dos lobos e da face externa do tubo
varia de individuo para individuo, de réseo-alva até magenta escura, sendo o lado posterior geralmente
mais escuro que o anterior, e a base do tubo esbranquicada.

A mudancga de coloracdo nos dias subseqiientes a abertura da flor foi especialmente notavel na
face interna do lado anterior do tubo (figura 107). Em alguns individuos, esta regido se tornou amarelo-
palida no segundo dia; noutros ela assumiu uma coloracdo ferruginea ou terrosa. Do terceiro dia em
diante esta regido se tornou rosada; porém em muitos individuos houve uma fase intermedidria em que
ela se tornou esbranquicada antes de assumir o tom réseo que marca o fim da antese. Os lobos e o lado

externo do tubo apenas tornaram-se progressivamente mais claros na medida em que a flor envelheceu.
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Tabela 21: Periodos de floracdo das espécies de Tabebuia em suas respectivas dreas de estudos.

Espécie Area de estudos Ano N indiv. Periodo de floracio
monit. mai jun jul ago set out nov
T. ChrySOIl’iChCI Campus UNICAMP 1999 6 I
2001 6 E—
T. chrysotricha  Serra da Mantiqueira 2000 8 [ |
T. heptaphylla ~ Campus UNICAMP 1999 3 |
2000 5 |
2002 22 |
T. impetiginosa Campus UNICAMP 2000 8 [
2001 8 ]
T. umbellata Campus UNICAMP 1999 3 I
2000 5 I
T. vellosoi Serra do Cip6 1999 8 |
2000 10 |
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Os eventos que se sucederam no androceu e no gineceu durante a antese foram semelhantes aos
jé descritos para T. vellosoi. Tanto as anteras como o estigma j4 se encontravam receptivos no primeiro
dia da antese, embora a abertura das anteras tenha coincidido com o momento da abertura dos lobos da
corola. De um modo geral, no 2’ dia, as anteras jd apresentavam pouco ou nenhum pélen, murchando
do 3 dia em diante. A perda de turgescéncia das papilas estigmaéticas foi verificada a partir do 2" dia.
Testes realizados numa tarde ensolarada (temperatura = 30° C) demonstraram que o estigma se fecha
entre 5 e 15 segundos apds ter sido tocado, dependendo este tempo do quanto os lobos estigmadticos se
encontravam inicialmente afastados. Em flores ndo visitadas, o movimento de abertura dos lobos
estigmaticos progrediu gradativamente até os mesmos se enrolarem para trds, o que ocorreu somente
apods a abcisdo da corola. Se o estigma € tocado mas sem que haja deposi¢do de pdlen na superficie
receptiva, os lobos se fecham; porém, lentamente, tornam a se abrir. Quando hé deposic¢do de pdélen no
estigma, os lobos se fecham permanentemente.

O odor muito agraddvel da flor de T. impetiginosa foi mais intenso nos dois primeiros dias da
antese, suavizando-se nos dias subseqiientes. Foi detectado néctar nas flores do primeiro até o dltimo
dia da antese, porém o disco algumas vezes apresentou manchas de necrose um ou dois dias antes da
queda da corola.

Embora os eventos florais ndo tenham sido detalhadamente monitorados nas demais espécies,
os mesmos padroes de mudanca de coloracdo da corola, observados em 7. impetiginosa, também
caracterizaram a senescéncia das flores de 7. heptaphylla (figura 105). Em T. chrysotricha e T.
umbellata, ndo se observou mudanca de coloragdo da corola a medida em que flor envelhecia, salvo
pelo clareamento dos guias de néctar, e os eventos que se sucederam no androceu e no gineceu destas
espécies, bem como em 7. heptaphylla, foram semelhantes aos verificados em 7. vellosoi e T.
impetiginosa; porém as alteracdes do androceu e do gineceu ocorreram mais rapidamente em flores de

T. umbellata, nas quais a abscis@o da corola ocorreu entre 0 2 e o 3 dias apds o inicio da antese.
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Visitantes

Os principais visitantes das espécies de Tabebuia em suas respectivas dreas de estudo sdo
apresentados na Tabela 22. Na Serra da Mantiqueira, os principais polinizadores de 7. chrysotricha
foram Bombus atratus, B. morio e espécies de Centris. A atividade destas abelhas nas copas das
arvores de T. chrysotricha foi verificada ao longo de todo o dia, embora tenha sido mais intensa de
10:00 as 12:00 horas, e de 14:00 as 16:00 horas, com varios individuos visitando ao mesmo tempo as
flores da copa de uma mesma arvore. As visitas de Bombus morio foram realizadas quase sempre por
operdrias; porém visitas de rainhas foram ocasionalmente observadas. Embora algumas das operdrias
de B. morio e B. atratus apresentassem pdlen armazenado em suas corbiculas, ndo foi verificada a
coleta de pdlen por parte destas abelhas em flores de T. chrysotricha. As visitas de Bombus e Centris
foram legitimas, envolvendo o contato com o estigma e as anteras e a deposic@o nototribica de graos de

polen. Machos de Centris freqlientemente apresentaram comportamento de patrulha, i.e. voos agitados
de ida e volta entre as flores, em linha reta ou circulares, ou ainda formando um ©o0; porém

eventualmente também pousavam sobre o lado superior externo do tubo ou sobre os lobos posteriores
da corola para aguardar a visita de fémeas.

Além das espécies apresentadas na Tabela 22, varias espécies de Meliponinae foram vistas
visitando as flores de T. chrysotricha para pilhar-lhes o pdlen. Algumas espécies de vespas foram
também verificadas ndo s6 freqiientando as flores (forrageando as secrecdes dos nectdrios extraflorais
do cdlice), como também os frutos. Formigas foram visitantes freqiientes ndo s6 dos nectdrios
extraflorais, como também do proprio néctar produzido pelo disco, o qual as formigas tiveram acesso
gracas as perfuracdes a base da corola, realizadas por pilhadores primdrios. Estes ultimos foram
principalmente beija-flores, cebinhos e Xylocopa.

Porém o visitante ilegitimo mais freqiientemente observado em flores de T. chrysotricha na

Serra da Mantiqueira foi Trigona spinipes, a qual atacava intensamente as flores, os botdes florais em
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pré-antese e, especialmente, os frutos. Nas flores e nos botdes florais, a atividade mais constante de tais
abelhas foi a pilhagem de pélen, tal como observado em Cybistax antisyphilitica (capitulo 6) e outras
espécies de Tabebuia (ver adiante). Eventualmente estas abelhas foram também vistas introduzindo
suas mandibulas nas perfuragdes realizadas na base da corola por pilhadores primérios, aumentando-
lhes a extensdo para ter acesso ao néctar. Os frutos na maioria dos individuos desta populacdo sofreram
danos significativos devido a acdo de enxames destas abelhas. Utilizando-se de suas fortes mandibulas
para dilacerar as paredes carpelares, estas abelhas procuravam ter acesso as secrecdes das cavidades
loculares, onde as jovens sementes se desenvolviam. Frutos em estddios iniciais de desenvolvimento
foram preferencialmente predados, provavelmente por apresentarem tecidos mais macios. As abelhas
atacavam especialmente a regido de articulacdo do fruto com o receptdculo para iniciar a atividade
perfuradora. Em decorréncia disto, grande parte dos frutos terminavam por ser decepados, ocasionando
perda total de suas sementes. Embora a formacgdo natural de numerosos frutos tenha sido verificada em
diversas arboretas, muitas delas ndo mais apresentavam frutos nas ultimas observacoes realizadas.

No Campus da UNICAMP, a entomofauna visitante das flores de 7. chrysotricha foi mais
diversificada, com maior nimero de espécies polinizadoras em potencial (Tabela 22). Os principais
visitantes foram também espécies de Bombus e Centris, 0s quais exibiram comportamentos
semelhantes aos dos polinizadores de T. chrysotricha na Serra da Mantiqueira, € 0 mesmo padrdo de
intensa atividade sobre as copas das arvores. Além dos pilhadores de néctar citados na Tabela 22,
Coereba flaveola (L.) e algumas espécies de beija-flor, tais como Eupetomena macroura (Gmelin) e
Amazilia lactea (Lesson), visitaram freqiientemente as flores perfurando a base da corola para ter
acesso ao néctar. A pilhagem de pdlen exercida por Trigona spinipes em flores de T. chrysotricha no
Campus foi semelhante a observada na Serra da Mantiqueira, ndo tendo sido verificada a predagdo de

frutos por estas abelhas em arvores do Campus. Entretanto, larvas de uma espécie ndo identificada de
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vespa® foram parasitéides muito freqiientes nos frutos de 7. chrysotricha em arvores do Campus. Estas
larvas se alimentavam de tecidos do septo e das sementes em desenvolvimento. Cada fruto parasitado
abrigou 2-6 larvas de vespas, sendo que grande parte de suas sementes foi danificada. Porém as
sementes ndo afetadas geralmente alcancaram a maturidade, mesmo em frutos muito danificados.

As flores de T. chrysotricha em arvores do Campus da UNICAMP foram ainda visitadas por
Thraupis sayaca (L.) (Emberizidae - Thraupinae). Estes passaros pousavam em ramos préoximos as
inflorescéncias, ou sobre o préoprio ramo da inflorescéncia visitada para se alimentar de pedacos dos
lobos da corola, os quais o pdssaro arrancava com o bico. As visitas de Thraupis sayaca ocorreram
predominantemente no final da tarde.

De um modo geral, T. heptaphylla e de T. impetiginosa compartilharam os mesmos visitantes
florais. Devido ao seu comportamento de visitas legitimas e porte corporal, Centris (Hemisiella) cf.
tarsata € provavelmente o polinizador mais eficaz. Porém espécies de Centris de porte menor, bem
como Exomalopsis sp., foram os visitantes legitimos mais freqiientes (intensa atividade de varios
individuos ao mesmo tempo foi verificada nas copas das drvores ao longo de todo o dia, mas
especialmente entre 9:00 e 16:00 horas); porém devido ao seu porte, o contato com o estigma e com as
anteras durante suas visitas as flores de T. heptaphylla e T. impetiginosa provavelmente foi menos
freqiiente (ou menos eficaz) do que os de Centris tarsata. As visitas de Euglossa sp. foram
relativamente freqiientes e, devido ao seu porte, tais abelhas provavelmente atuaram como
polinizadores de importincia secunddria. Além dos visitantes legitimos citados na Tabela 22, visitas
legitimas de uma espécie ndo identificada de Bombyliidae (Diptera) foram ocasionalmente verificadas,

sendo este também um polinizador secunddrio potencial ndo s6 devido ao seu porte € comportamento

¥ As tentativas de se isolar os frutos parasitados para que as larvas sofressem metamorfose e o inseto adulto pudesse ser
identificado foram mal sucedidas, pois o confinamento sempre provocou a morte das larvas. Verificou-se que, em dias
chuvosos, as larvas mais desenvolvidas de frutos protegidos com redes de nylon sempre abandonavam os mesmos, ficando
aprisionadas na malha da rede. Estas observacdes parecem sugerir que as larvas provavelmente completam o seu
desenvolvimento no solo (R. A. S. Pereira, comunicagdo pessoal).
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de visita as flores de T. heptaphylla e T. impetiginosa, mas também por sua morfologia e abundante
pilosidade corporal.

Virias espécies de Meliponinae foram observadas pilhando o pélen das flores de T. heptaphylla
e T. impetiginosa, especialmente Trigona spinipes. Estas ultimas atacavam tanto as flores em antese
como os botdes florais, utilizando-se de suas fortes mandibulas para fazer aberturas no lado inferior do
tubo corolino para ter acesso ao pélen em estames ainda imaturos. Estas aberturas foram utilizadas por
outros insetos, tais como borboletas (Nymphalidae), formigas e outras abelhas para explorar os
recursos da flor. A atividade de T. spinipes, especialmente no final das floragcdes de T. impetiginosa e T.
heptaphylla foi tao intensa que em algumas drvores ndo foi encontrada uma s6 flor intacta. Somente
flores e botdes florais de inflorescéncias ensacadas quando os botdes florais ainda se encontravam em
estddios anteriores ao egresso floral ficaram livres dos danos provocados por 7. spinipes. Apis mellifera
foi também um visitante freqiiente, adentrando flores em antese pela fauce, ou utilizando as perfuracdes
realizadas por 7. spinipes para coletar pdlen e, provavelmente, também secrecdes de tricomas
glandulares das superficies internas da corola e da base dos estames.

Embora nao tenham sido feitas observagdes detalhadas sobre os visitantes das flores de T.
umbellata, apenas Euglossa sp., Centris (Hemisiella) cf. tarsata e Exomalopsis sp. foram visitantes
legitimos freqiientes e podem ser considerados polinizadores efetivos ou potenciais das drvores de 7.
umbellata cultivadas no Campus da UNICAMP. Visitas de pilhadores de néctar (Xylocopa e Oxaea) ou
polen (Trigona spinipes e outras Meliponinae, Apis mellifera) foram também observadas. Os mesmos
passaros que visitaram as flores de T. chrysotricha (exceto Thraupis sayaca) também foram visitantes
freqlientes de 7. umbellata, T. impetiginosa e T. heptaphylla. Embora as visitas de beija-flores tenham
sido geralmente ilegitimas, em algumas ocasides estes pdssaros foram vistos visitando também

legitimamente as flores de T. umbellata, T. impetiginosa e T. heptaphylla.
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Tabela 22: Principais abelhas visitantes das espécies de Tabebuia presentemente estudadas.

Espécie vegetal | Local Visitantes Tribo, Familia Tipo de visita Recurso forrageado
T. chrysotricha |Serra da Bombus morio Bombini, Apidae Legitima Néctar
Mantiqueira | Bombus atratus Bombini, Apidae Legitima Néctar
Centris (Trachina) sp. (macho) Centridini, Apidae Legitima Néctar
Centris sp. (macho) Centridini, Apidae Legitima Néctar
Xylocopa sp. Xylocopini, Apidae Ilegitima Néctar
Apis mellifera L. Apini, Apidae Legitima Pélen
Trigona spinipes Meliponinae, Apidae | Ilegitima ou legitima |Pdlen e néctar
Campus Bombus morio Bombini, Apidae Legitima Néctar
UNICAMP | Centris (Trachina) sp. (macho) Centridini, Apidae Legitima Néctar
Epicharis (Triepicharis) cf. schrottkyi Centridini, Apidae Legitima Néctar
Eulaema nigrita Euglossini, Apidae Legitima Néctar
Apis mellifera L. Apini, Apidae Legitima Pélen
Euglossa sp. (macho) Euglossini, Apidae Legitima Néctar
Xylocopa (Neoxylocopa) brasilianorum Xylocopini, Apidae Ilegitima Néctar
Oxaea austera Oxaeinae, Andrenidae | Ilegitima Néctar
Trigona spinipes Meliponinae, Apidae | Ilegitima ou legitima |Pdlen e néctar
T. heptaphylla | Campus Centris (Hemisiella) sp. (macho e fémea) | Centridini, Apidae Legitima Néctar
UNICAMP | Centris (Hemisiella) cf. tarsata (macho) | Centridini, Apidae Legitima Néctar
Xylocopa (Neoxylocopa) brasilianorum Xylocopini, Apidae Ilegitima Néctar
Exomalopsis sp. Exomalopsini, Apidae |Legitima Néctar
Oxaea flavescens Oxaeinae, Andrenidae |Ilegitima Néctar
Apis mellifera L. Apini, Apidae Legitima Pélen

Trigona spinipes

Meliponinae, Apidae

[legitima ou legitima

Pélen e néctar
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Tabela 22 (Continuagao)

Espécie vegetal |Local Visitantes Tribo, Familia Tipo de visita Recurso forrageado
T. impetiginosa | Campus Centris (Hemisiella) sp. (macho e fémea) | Centridini, Apidae Legitima Néctar
UNICAMP Centris (Hemisiella) cf. tarsata (macho) | Centridini, Apidae Legitima Néctar
Xylocopa (Neoxylocopa) brasilianorum Xylocopini, Apidae Legitima Néctar
Exomalopsis sp. Exomalopsini, Apidae |Legitima Néctar
Euglossa sp. (fémea) Euglossini, Apidae Legitima Pdlen e néctar
Oxaea austera Oxaeinae, Andrenidae | Ilegitima Néctar
Oxaea flavescens Oxaeinae, Andrenidae |Ilegitima Néctar
Apis mellifera L. Apini, Apidae Legitima Pélen
Trigona spinipes Meliponinae, Apidae | Ilegitima ou legitima |Pdlen e néctar
T. umbellata Campus Euglossa sp. (fémea) Euglossini, Apidae Legitima Pélen e néctar
UNICAMP Exomalopsis sp. Exomalopsini, Apidae |Legitima Néctar
Centris (Hemisiella) cf. tarsata (fémea) Centridini, Apidae Legitima Néctar
Xylocopa (Neoxylocopa) brasilianorum Xylocopini, Apidae Legitima Néctar
Oxaea austera Oxaeinae, Andrenidae |Ilegitima Néctar
Apis mellifera L. Apini, Apidae Legitima Pélen
Trigona spinipes Meliponinae, Apidae |llegitima ou legitima |P6len e néctar
T. vellosoi Serra do Cip6 | Centris (Ptilotopus) sp. Centridini, Apidae Legitima Néctar
Bombus atratus Bombini, Apidae Legitima Néctar
Xylocopa (Schonherria) sp. Xylocopini, Apidae Legitima Néctar
Tri gona seiniees Meliponinae, AEidae Ilegl’tima ou legitima Pélen e néctar
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Os visitantes mais freqiientes das flores de 7. vellosoi foram abelhas de médio e grande porte, e
as visitas ocorreram durante todo o dia, mas especialmente de 10:00 as 12:00, e de 14:00 as 16:00
horas. As visitas foram raras ou mesmo nulas nas primeiras horas da manha, provavelmente devido ao
nevoeiro quase sempre presente na area de estudos, durante o periodo em que as observacdes foram
realizadas. Dias chuvosos foram igualmente caracterizados pela baixa freqiiéncia de visitantes florais.
Centris (Ptilotopus) sp. foi em larga escala o visitante mais freqiiente (>1 seqiiéncia de visitas a cada 30
minutos, numa mesma arvore). As visitas desta abelha foram sempre legitimas e, devido ao seu grande
porte e a abundancia de pélos no dorso toricico, esta espécie provavelmente é o principal polinizador
de T. vellosoi na area de estudos. Visitas legitimas de Eupetomena macroura foram ocasionalmente
observadas.

Além dos visitantes ja citados, as flores de todas as espécies de Tabebuia presentemente
investigadas foram utilizadas como abrigo e fonte alimentar por trips (Thysanoptera) e por pequenos

besouros.

Sistemas reprodutivos
Os resultados dos experimentos de polinizagcdes manuais controladas intraespecificas sdo
mostrados na Tabela 23. Os testes para a verificacdo da ocorréncia de agamospermia, realizados em 7.

chrysotricha e T. vellosoi, sdo apresentados separadamente, na Tabela 24.

Tabebuia chrysotricha

Ao contrdrio do que foi verificado nas outras espécies de Bignoniaceae presentemente
investigadas, os experimentos de polinizacGes controladas realizados em 7. chrysotricha no ano de
1999 indicaram que a propor¢do de frutos e sementes derivados de autopolinizacdes manuais foi
compardvel a propor¢do obtida por polinizagdes cruzadas manuais, ainda que, tal como nas demais

espécies investigadas, o nimero de frutos formados por tais tratamentos tenha sido bastante superior ao
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nimero de frutos formados por polinizagdes naturais. Os resultados dos testes da agamospermia ndo
sugerem a ocorréncia deste fendmeno em 7. chrysotricha, salvo se a mesma for dependente da
polinizacdo (pseudogamia). A auséncia de frutificacdo a partir do grande niimero de flores submetidas
ao teste da autopolinizacdo espontanea sugere ndo s6 a impossibilidade da ocorréncia de autogamia,
como também da formagdo de sementes agamospérmicas sem que haja polinizagao.

Os frutos em inicio de deiscéncia foram coletados um meés apds a realizagdo dos experimentos
de polinizagdo. As sementes puderam ser classificadas em 5 categorias, conforme o tamanho das
mesmas, bem como a presenca, forma e tamanho dos embrides: (1) sementes normais: apresentando
comprimento e largura = 1,04+0,12 e 4,0240,24 cm, contendo embrido principal39 cordiforme e de
tamanho normal, com comprimento e largura = 0,7+0,04 e 1,0£0,08 cm (n = 5) (figura 112a); (2)
sementes anormais tipo I: de tamanho normal, porém apresentando um ou mais embrides atrofiados
(i.e. de formato irregular, comprimento e largura < 0,5 cm) (figura 112b); (3) sementes anormais tipo
II: de tamanho normal, porém destituida de embrides (figura 112c); (4) sementes anormais tipo III:
sementes atrofiadas (i.e. de formato irregular, comprimento e largura < 0,7 e 2,0 cm, e com embrido
atrofiado) (figura 112d); (5) sementes anormais tipo 1V: sementes atrofiadas, sem embrido (figura
112e). Os resultados das contagens das sementes de cada uma destas categorias por fruto sio
apresentados na Tabela 26 . Os testes qui-quadrado para o nimero de sementes normais € o nimero de
sementes anormais (dados agregados das categorias "sementes anormais tipos I, II, IIT e IV") indicaram
diferenca estatisticamente significativa entre os tratamentos de autopolinizagdo vs. polinizacdo cruzada
()(2 = 52,35, df. = 1, p < 0,001), autopolinizacdo vs. poliniza¢ao natural (XZ =60,58,df =1,p <0,001) e
polinizacdo cruzada vs. polinizacdo natural (y* = 12,48, df = 1, p < 0,05).

Os testes de germinagdo das sementes normais revelaram altas taxas de germinagdo, tanto em

sementes obtidas por autopolinizacdo como em sementes obtidas por poliniza¢do cruzada (Tabela 25).

3 2 .~ . .
° Isto é, 0 embrido mais desenvolvido.
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Além disso, a maior parte das sementes em cada fruto apresentou embrides supranumerdarios, i.e. 2-4
embrides na mesma semente. Em casos extremos, observou-se a germinacdo de até 8 embrides de
diversos tamanhos, a partir de uma mesma semente.

A repeticdo dos experimentos de poliniza¢des no ano seguinte, porém em arvores de
uma populacdo natural de 7. chrysotricha, revelou o mesmo padrio de formacdo de frutos por
autopoliniza¢des e polinizagdes cruzadas (Tabela 23). Ndo obstante, um dos individuos (4rvore n* 97)

nao formou frutos por autopolinizacdo. O nimero de flores empregadas no tratamento de autopoliniza-

¢do neste individuo (35 flores) foi relativamente alto, se
comparado ao numero de flores utilizadas no mesmo
tratamento em outros individuos, o que torna improvével a
aleatoriedade deste resultado. Disseccoes de sementes
revelaram a ocorréncia de poliembrionia também nas arvores
da Serra da Mantiqueira, tanto em frutos obtidos por
autopolinizagdo como por polinizacdo cruzada manual. Os

resultados dos testes de autopolinizacdo espontinea e

polinizagdao natural (controle) foram semelhantes aos obtidos

no ano anterior em arvores cultivadas.
1,5cm

Figura 112: Sementes de Tabebuia
chrysotricha, tipos normal (a) e
anormais I (b), II (c), III (d) e
IV(e).

Tabebuia heptaphylla

Os resultados dos testes para verificacdo da ocorréncia
de autopolinizac¢io espontanea nos dois anos de estudo em 7.
heptaphylla demonstram a dependéncia de polinizadores para que haja a formacdo de frutos (Tabela
23). Verificou-se a iniciagdo de frutos tanto a partir de flores autopolinizadas como de flores
submetidas a polinizagdo cruzada na drvore n® 1. Entretanto, no primeiro ano de estudos, todos os

frutos resultantes de autopolinizagio manual na drvore n® 1 abortaram ainda em estadios iniciais do
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desenvolvimento, ao passo que quase a metade das flores submetidas a poliniza¢do cruzada formou
frutos até a maturidade. O nimero de flores utilizadas para se estimar a frutificacdo natural (controle)
foi insuficiente, pois a despeito de alguns frutos resultantes de polinizacdo natural terem sido
verificados nesta arvore, nenhuma das flores marcadas formou fruto durante o mesmo ciclo
reprodutivo, o que sugeriu uma taxa de frutificacdo natural extremamente baixa neste individuo, no ano
de 1999.

No segundo ano de estudos, pouco mais da metade das flores autopolinizadas e 80% das flores
submetidas a polinizag¢do cruzada no mesmo individuo n® 1 frutificaram. Na drvore n 90, verificou-se
a iniciacdo de vdrios frutos tanto em autopolinizagdes como em poliniza¢des cruzadas manuais; porém
estes frutos abortaram ainda em estddios iniciais do desenvolvimento. A despeito de ndo ter sido
verificado o desenvolvimento de frutos até a maturidade, resultantes de polinizacdo cruzada manual
nesta arvore n” 90, 10% das flores marcadas neste individuo para a estimativa da frutificagdo natural
formaram frutos. Ao contrario do observado para os individuos n°* 1 e 90, a drvore n* 91 formou frutos
somente por polinizacdes cruzadas. A produgio de frutos por poliniza¢do natural no individuo n® 1 no
ano de 2000 foi bastante superior a do ano anterior; porém, tal como verificado nas demais espécies de
Tabebuia, a taxa de frutificacdo natural em 7. heptaphylla de um modo geral foi inferior a da produgdo
de frutos por polinizacdes manuais.

Frutos deiscentes foram coletados entre a 11" e a 12 semanas apés a realizacio dos
experimentos de polinizagdo. Os resultados dos testes de germinacdo das sementes de 7. heptaphylla
sdo apresentados na Tabela 27. As taxas de germinagdo foram altas em ambos os tratamentos; porém,

ao contrdrio do observado em T. chrysotricha, ndo foi verificada a poliembrionia em 7. heptaphylla.

Tabebuia impetiginosa
Nao houve formacgdo de frutos por autopolinizagdo espontinea ou induzida em 7. impetiginosa,

ao passo que mais da metade das flores submetidas a polinizacao cruzada manual frutificou. A forma-
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Tabela 23: Experimentos de polinizacdes intraespecificas controladas e frutificagdo em Tabebuia.

Espécie Local Ar. Autopolin. Espontinea Autopoliniza¢do manual I | Autopolinizacdo manual I | Polinizag¢do cruzada manual | Poliniza¢@o natural (contr.)
(ano) n* | n”fl. | n°fr. | % fr. | % tot. | n®fl. | n®fr.| % fr. | % tot. | n®fl. | n®fr. | % fr. | % tot. | n®fl. | n®fr. | % fr. | % tot. | n® fl. | n®fr. | % fr. | % tot.
Campus 2 20 0 0 11 2 18,2 11 3 27,3 23 7 30,4 47 3 6,4
UNICAMP 3 20 0 0 0 11 3 273 | 20° 10 4 40 | 29.4% | 20 3 15 | 23,1* | 38 4 10,5 | 9,9
(1999) 6 20 | 0 0 13 2 154 13 3 1231 22 5 1227 66 8 | 12,1
Tabebuia 93 | 25 | 0 0 15 | 5 [333 16 | 5 |312 13 2 | 154 25 3 12
chrysotricha | Serra da 95 5 0 0 2 1 50 2 1 50 4 2 50 5 1 20
Mantiqueira | 96 | 25 0 0 0 14 6 | 428 294 | 13 2 | 154 209 | 22 5 2271356 | 26| 0 0 5,6
(2000) 97 30 0 0 16 0 0 19 0 0 35 7 20 1 0 0
104 | 50 0 0 4 3 75 17 6 | 353 27 20 | 74,1 50 2 4
Campus
UNICAMP | 1 | 20 | © 0 0 10| 0°] 0 0 10| 0] 0 0 11 | 5% |455] 455 | 40 | © 0 0
Tabebuia (1999)
heptaphylla | Campus 1 30 0 0 15 7 46,7 10 6 60 25 20 80 40 11 |275
UNICAMP | 90 20 0 0 0 10 0° 0 18,9 10 0° 0 17,6 20 0° 0 35 20 2 10 16,2
(2000) 91 50 0 0 12 0 0 14 0 0 38 9° | 237 20 0 0
Campus 86 30 0 0 10 0 0 21 0 0 21 11 | 524 25 1 4
Tabebuia UNICAMP | 87 20 0 0 0 14 0 0 0 10 0 0 0 21 13 | 61,9 | 582 25 3 12 8
impetiginosa | (2000) 88 30 0 0 12 0 0 15 0 0 24 15 | 62,5 30 4 13,3
89 35 0 0 22 0 0 20 0 0 32 18 | 56,2 20 0 0
Campus 5 21 0 0 11 0 0 12 0 0 23 6 | 26,1 37 3 8,1
UNICAMP 8 20 0 0 0 13 0 0 0 10 0 0 0 20 6 30 | 27,9° | 40 5 12,5 | 10,4
(1999)
Tabebuia Campus 8 60 0 0 11 0 0 14 0 0 15 4 |26, 50 4 8
umbellata UNICAMP | 98 72 0 0 36 0 0 35 0 0 41 7 17,1 40 2 5
(2000) 99 20 0 0 0 5 0 0 0 5 0 0 0 5 1 20 19,8 20 1 5 6,7
100 | 20 0 0 10 0 0 10 0 0 10 1 10 20 2 10
103 | 20 0 0 5 0 0 5 0 0 20 5 25 20 1 5

*Os frutos que iniciaram o desenvolvimento mas ndo alcangaram a maturidade abortaram com 0,96-12,8 cm de comprimento.

® Foi observada a iniciagdo de vérios frutos, porém estes abortaram antes de alcangar 3,5 cm de comprimento.

¢ Os frutos que iniciaram o desenvolvimento mas ndo alcangaram a maturidade abortaram com 1,0-13,4 cm de comprimento.

4'V4rios frutos iniciaram desenvolvimento, mas abortaram ainda em estddios iniciais.

¢ Os frutos que iniciaram o desenvolvimento mas néo alcangaram a maturidade abortaram com 1,21-4,90 cm de comprimento.

Ar. = drvore; n”fl. = nimero de flores polinizadas; n®fr. = ndmero de frutos formados (até a maturidade das sementes); % fr. = percentagem de frutos formados; % tot.
= percentagem de frutos formados, relativamente ao total de flores polinizadas em todos os individuos.
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Tabela 23 (continuagio).

Espécie Local Ar. Autopolin. espontinea Autopolinizacdo manual I | Autopoliniza¢do manual II | Poliniza¢do cruzada manual | Polinizacdo natural (contr.)

n” | n®fl. | n®fr. | % fr. | %tot. | n®fl |n®fr.| %fr.| %tot. |n®fl. |n®fr.| % fr. | %tot. | n®fl. |n®fr.| % fr.| %tot. |n®fl. [ n®fr.| % fr. | % tot.

10 9 0 0 8 0 0 16 0 0 8 3 1375 16 0 0

11 37 0 0 19 0 0 13 0 0 26 7 1269 21 5 1238

12 8 0 0 0 0 4 0 0 23 2 8,7 ) 17 1 5,9
Tabebuia |Serrado | 13 2 0 0 0 1 0 0 0 2 0 0 0 17 3 17,6 221 21 2 9.5 11,8
vellosoi | Cip6 14 | 73] 0 0 10 | 0 0 16 | 0 0 22 | 5 [227 20 | 4 [ 20

15 - 0 0 - 0 0 3 0 0 3 0 0 7 2 |28,6

16 0 0 0 3 0 0 3 0 0 3 2 | 66.7 5 0 0

17 0 0 0 7 0 0 11 0 0 16 4 25 20 1 5

" A maioria dos frutos que ndo alcancaram a maturidade abortaram ao alcancar 0,85-2,59 cm de comprimento.
Ar. = drvore; n* fl. = niimero de flores polinizadas; n®fr. = nimero de frutos formados (até a maturidade das sementes); % fr. = percentagem de frutos formados; % tot.
= percentagem de frutos formados, relativamente ao total de flores polinizadas em todos os individuos.

Tabela 24: Teste para verificacdo da ocorréncia de agamospermia (do tipo ndo-dependente
da poliniza¢do) em Tabebuia chrysotricha e T. vellosoi.

Espécie Local Ar. n® Flores emasculadas e ensacadas Flores emasculadas, ndo-ensacadas
n®fl. | n°fr. | % fr. % tot. n®fl. | n®fr. | %fr. % tot.
Tabebuia 2 10 0 0 10 0 0
chrysotricha | Campus da UNICAMP 3 20 0 0 0 20 1 5 2
6 20 0 0 20 0 0
10 2 0 0 2 0 0
11 5 0 0 5 1 20
Tabebuia 12 2 0 0 3 1 33,3
Vellosoi Serra do Cip6 13 3 0 0 0 3 0 0 25
14 5 0 0 5 2 40
15 - - - - - -
16 3 0 0 3 0 0
17 2 0 0 7 3 42,8

Ar. = arvore; n” fl. = nimero de flores polinizadas; n°fr. = niimero de frutos formados (até a maturidade das
sementes); % fr. = percentagem de frutos formados; % tot. = percentagem de frutos formados, relativamente ao total
de flores polinizadas em todos os individuos.
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Tabela 25: Teste comparativo da germinagdo de sementes de Tabebuia chrysotricha, resultantes de
polinizacOes cruzadas e autopoliniza¢cdes manuais.

Arvore | Fruto N de N de semen- | Poliem- Total de Total de
Tratamento n® n® sementes tes germina-das | brionia sementes sementes
semeadas (%) (+/-) semeadas germinadas (%)
1 100 83 (83%) +
2 2 100 75 (75%) +
3 50 40 (80%) +
Autopolinizacdo 4 100 69 (69%) + 650 517 (79,5%)
3 5 100 48 (48%) +
6 100 72 (72%) +
6 7 100 90 (90%) +
8 100 91 (91%) +
2 9 100 92 (92%) +
10 100 64 (64%) +
Polinizacdo 11 100 47 (47%) + 750 612 (81,6%)
cruzada 12 100 68 (68%) +
3 13 100 74 (74%) +
14 100 88 (88%) +
6 15 50 44 (88%) +

Tabela 26: Nimero de sementes normais e de sementes anormais tipos I, II, IIl e IV em frutos de
Tabebuia chrysotricha, resultantes dos experimentos de polinizag¢oes controladas (arvores n” 2 e 3).

Tratamento N de frutos | Categorias de sementes Média Desvio padrio
examinados
normais 285,44 63,04
anormais tipo I 23,78 7,76
Autopolinizac¢io 9 anormais tipo II 18,67 10,44
manual anormais tipo I1I 4,22 4,76
anormais tipo IV 44,78 14,46
total de sementes 376,89 66,47
normais 330,90 46,11
anormais tipo I 18,90 10,34
Polinizagdo 10 anormais tipo II 18,30 9,57
cruzada manual anormais tipo I1I 1,90 1,79
anormais tipo IV 30,80 14,60
total de sementes 400,80 47,71
normais 298,33 55,52
anormais tipo | 12,00 8,48
Polinizacao 3 anormais tipo II 9,67 2,08
natural anormais tipo 111 2,33 0,58
anormais tipo IV 26,00 7,94
total de sementes 344,67 41,20
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Tabela 27: Teste comparativo da germinagao de sementes de Tabebuia heptaphylla, resultantes de
polinizagdes cruzadas e autopolinizagdes manuais.

Arvore Fruto | N* de sementes | N de semen- | Poliem- Total de Total de sementes
Tratamento n® n® semeadas tes germina- | brionia sementes germinadas (%)
das (%) (+/-) semeadas
Autopolinizacdo 1 1 25 19 (76%) - 50 36 (72%)
2 25 17 (68%) -
Polinizacdo 1 3 25 20 (84%) - 50 41 (86%)
cruzada 91 4 25 21 (80%) -

cao de frutos por polinizacdo natural foi verificada em apenas 8% das flores marcadas (Tabela 23). O
baixo niimero de frutos obtidos no procedimento controle, bem como a formagdo de apenas trés frutos
a partir das 60 flores marcadas para verificacio dos eventos florais, indicam uma baixa taxa de
frutificacio natural. A deiscéncia dos frutos maduros ocorreu entre a 11" e a 12" semanas apés a
realizacdo dos experimentos de polinizagdes.

O aborto dos pistilos autopolinizados ocorreu de 168 a 216 horas apds a polinizagdo. Verificou-
se um ligeiro crescimento dos ovérios antes da abcisdo dos pistilos autopolinizados, porém inferior ao

crescimento dos ovérios em pistilos submetidos a poliniza¢do cruzada no mesmo periodo (figura 113).

Tabebuia umbellata

Tal como em T. impetiginosa, ndo ocorreu formacao de frutos por autopoliniza¢do espontanea
ou por autopolinizacdo induzida em 7. umbellata (Tabela 23). Entretanto, tanto os pistilos ndo-
polinizados como os autopolinizados murcharam ou sofreram abscisdo entre o 2" e 0 3 dias apds a
polinizacdo, sem apresentar qualquer crescimento do ovdrio. A exemplo do observado nas demais
espécies de Tabebuia, a producio de frutos por polinizacdo cruzada manual foi quase 3 vezes superior

a producao de frutos por poliniza¢do natural.
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Comprimento do ovério (mm)

24 48 72 96 120 144 168 192 216

Intervalos de tempo apds a polinizacao

Figura 113: Crescimento do ovdrio em pistilos de Tabebuia impetiginosa, nos intervalos de 24-216
horas apds autopolinizagdo e polinizag¢do cruzada (n = 5, para cada tratamento e
intervalo apds a polinizacao).

Tabebuia vellosoi

Tal como verificado em T. impetiginosa e T. umbellata, ndo ocorreu formacgao de frutos a partir
de flores autopolinizadas ou ndo-polinizadas em 7. vellosoi (Tabela 23), e o nimero de frutos formados
por polinizagdes cruzadas manuais foi duas vezes maior que o nimero de frutos formados por
poliniza¢des naturais. Os resultados do teste para a agamospermia ndo sugerem a ocorréncia deste
fenomeno em 7. vellosoi (Tabela 24), embora ndo excluam a possibilidade de ocorrer pseudogamia. A
deiscéncia dos frutos maduros ocorreu um més ap6s a realizacao dos experimentos de polinizagdes.

A maior parte dos pistilos autopolinizados sofreu abscisdo 144-168 horas apds a polinizacio;
porém, tal como verificado em 7. impetiginosa, a abscisdo dos pistilos autopolinizados foi precedida
por um ligeiro crescimento do ovario, embora inferior ao crescimento do ovario em pistilos submetidos
a polinizacdo cruzada no mesmo periodo (figura 114). A andlise do crescimento dos dvulos em pistilos
autopolinizados vs. submetidos a polinizagdo cruzada igualmente revelou tanto o desenvolvimento

posterior a polinizacdo em pistilos autopolinizados como a discrepancia entre os dois tratamentos, a
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qual foi particularmente evidente em relacdo ao aumento da largura da semente em iniciacdo,
decorrente da emergéncia da ala (figura 114).

A andlise do crescimento dos tubos polinicos no estilete por microscopia de fluorescéncia
sugeriu um pequeno atraso no crescimento dos tubos polinicos em pistilos autopolinizados,
relativamente ao crescimento dos tubos polinicos em pistilos submetidos a polinizacdo cruzada, nos
intervalos de 24 e 48 horas apds a polinizacdao (Tabela 28). Entretanto esta diferenca ndo é

estatisticamente significativa, conforme indicado pelo teste 7 (p > 0,05). A despeito da maioria dos
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Figura 114: Crescimento do ovdrio em pistilos de Tabebuia vellosoi, nos intervalos de 24-216 horas
ap6és — autopolinizagdo e polinizagdo cruzada (n = 9, para cada tratamento e intervalo
apo6s a polinizagdo).

tubos polinicos em autopolinizagdes e polinizagdes cruzadas terem percorrido, respectivamente, nao
mais que 84 e 89% da distancia entre o estigma e a base do estilete até 48 horas apds a polinizagdo,
alguns tubos polinicos, neste mesmo intervalo, alcangaram a por¢do ovariana do tecido transmissor,
penetrando alguns dvulos nos pistilos submetidos a polinizagdo cruzada. Embora o nimero de 6vulos

penetrados ndo tenha sido quantificado, centenas de tubos polinicos alcancaram o ovério penetrando
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Figura 115: Crescimento dos 6vulos de Tabebuia vellosoi em pistilos autopolinizados e submetidos a
polinizagdo cruzada, 24-168 horas apds a polinizacao. comprimento; largura;

azul = autopolinizac¢do; vermelho = poliniza¢do cruzada (n = 10, para cada tratamento e intervalo apds

a polinizagdo).

muitos 6vulos no intervalo de 72 horas apds a polinizacdo, tanto em pistilos autopolinizados como nos

submetidos a polinizag¢do cruzada.

Eventos posteriores a polinizagdo em Tabebuia impetiginosa

Em cada face do septo do ovdrio de T. impetiginosa, as placentas se apresentam como duas
cristas longitudinais, sobre as quais os 6vulos andtropos, unitegumentados e tenuinucelados estdo
aderidos. As duas placentas de cada lado do septo sdo separadas pela por¢dao ovariana do tecido
transmissor (figura 116), o qual € formado por 7-9 camadas de células. Em pistilos ndo polinizados, o
tecido transmissor do ovdrio, em seccdo transversal, consiste de células arredondadas apresentando
citoplasma denso (porém vacuolado), espacos intercelulares relativamente amplos e abundante matriz
extracelular, a qual se cora fortemente pelo azul-de-astra (figura 117). Uma secrecdo mucilaginosa foi

verificada nos espacos intercelulares e na superficie externa do tecido transmissor, a qual também
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corou-se pelo azul-de-astra. A epiderme da placenta apresenta células ligeiramente papilosas e com
caracteristicas histolégicas semelhante as do tecido transmissor. A mesma secre¢do observada na
superficie e nos espacos intercelulares do tecido transmissor foi também verificada sobre a superficie

externa da epiderme placentdria.

Tabela 28: Crescimento dos tubos polinicos no estilete em pistilos autopolinizados vs. pistilos
submetidos a poliniza¢do cruzada em Tabebuia vellosoi, nos intervalos de 24, 48 e 72 hora apds a

polinizacdo (média + desvio padrio™’, n = 5 pistilos).

Tratamento 24h 48h 72h

C.e. d. p. (%) C.e. d. p. (%) C.e. d. p. (%)

Autopolinizagdo 3,20+0,25 | 1,4410,42 | 3,10+0,29 | 2,60+0,25 | 3,20+0,27 | 3,20+0,27
(45%) (84%) (100%)

Polinizagdo cruzada | 3,1440,27 | 1,60+0,45 | 3,32+0,28 | 2,96+0,34 | 3,32+0,30 | 3,32+0,30
(50%) (89%) (100%)

c. e. = comprimento do estilete (cm); d. p. (%) = distancia percorrida pelos tubos polinicos (cm) e
percentagem da distancia até o topo do ovdrio. O teste ¢ (tanto para dados percentuais submetidos a
transformacgdo arcoseno como para dados ndo-transformados) ndo indicou diferenca estatisticamente

significativa entre autopolinizac¢des e polinizagdes cruzadas em nenhum dos intervalos (p > 0,05).

Tanto nos pistilos autopolinizados como nos submetidos a polinizagdo cruzada, o crescimento
de grande nimero de tubos polinicos sobre a superficie externa e nos espacos intercelulares de tecido
transmissor do estilete e do ovdrio ocasionou o colapso de suas células (figura 118). Apds atingir a
por¢do ovariana do tecido transmissor, os tubos polinicos abandonaram o mesmo, desenvolvendo-se
sobre a superficie externa da epiderme placentdria até alcangarem os 6vulos e penetrd-los através da
micropila (figura 122).

O desenvolvimento do saco embriondrio de 7. impetiginosa é do tipo Polygonum, tal como

usualmente verificado em Bignoniaceae. Entretanto, em todos os ovdrios examinados no intervalo de
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24 horas ap0s a polinizagdo, uma parcela dos 6vulos apresentavam saco embriondrio ainda imaturo
(figura 119) - i.e. nos estddios de cendcitos 2-, 4-, ou 8-nucleados (aproximadamente 43% dos 6vulos

em pistilos autopolinizados e 30% dos 6vulos em pistilos submetidos a polinizagdo cruzada) -, ou eram

Y T
A

B
A i

e tecido transmissor (seta). 117-118: Tecido transmissor antes (117) e apds (118) o desenvolvimento
dos tubos polinicos (setas). Coloracdo: azul-de-astra e fucsina bésica. tt = tecido transmissor.

ovulos nao-funcionais (figuras 137-138) - i.e. destituidos de saco embriondrio, ou contendo saco
embriondrio de estrutura anémala’' (aproximadamente 6% dos 6vulos em pistilos de ambos os
tratamentos) (Tabela 29 e figura 125A e 132A). O restante dos 6vulos apresentavam saco embriondrio
maduro e de estrutura normal (figuras 120-121), i.e. com duas sinérgides, e uma oosfera no pélo
micropilar, uma ampla célula média na regido central e trés antipodas no pdlo calazal
(aproximadamente 51% dos 6vulos em pistilos autopolinizados e 64% em pistilos submetidos a
poliniza¢do cruzada; Tabela 29 e figura 125A e 132A). O teste do qui-quadrado indicou diferenca
estatisticamente significativa quanto ao nimero de 6évulos contendo saco embriondrio imaturo vs. sem
esta condicdo, entre pistilos autopolinizados vs. pistilos submetidos a poliniza¢io cruzada no intervalo

de 24 horas (x2 =24,6,df =1, p <0,001).

%0 desvio padrio neste caso nio reflete a verdadeira variagdo no crescimento dos tubos polinicos, pois o ponto médio
aproximado da distancia percorrida por centenas de tubos polinicos ao longo do tecido transmissor do estilete, em cada
intervalo ap6s a polinizagdo, foi estabelecido visualmente.
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Penetragdo dos évulos
Em todos os pistilos autopolinizados e submetidos a polinizagdo cruzada examinados no
intervalo de fixacdo de 48 horas, vdrios 6vulos ja haviam sido penetrados por tubos polinicos (Tabela
29). Entretanto, a incidéncia de 6vulos receptivos (i.e. portando um saco embriondrio maduro e
funcional) penetrados, relativamente ao total de dvulos receptivos, foi significativamente superior em
polinizacdes cruzadas, tanto no intervalo de 48, como no de 72 horas apés a polinizacdo (x> = 117,7, df
=1, p< 0,001; X2 = 37,1, df = 1, p< 0,001, respectivamente), embora a maioria dos 6vulos receptivos
em ambos os tratamentos tenham sido penetrados e fecundados no intervalo de 72 horas (Tabela 29,
figura 125C). A percentagem de 6vulos receptivos penetrados em pistilos autopolinizados praticamente
se igualou a mesma em pistilos submetidos a polinizacdo cruzada no intervalo de 72 horas; porém a
discrepancia entre os dois tratamentos quanto ao nimero de 6vulos receptivos ndo-penetrados foi ainda
significativa neste intervalo, desaparecendo nos intervalos subseqiientes (Tabela 29, figura 125C-E).
Virtualmente, todos os dvulos funcionais, tanto em autopoliniza¢cdes como em polinizacdes cruzadas,
foram penetrados 120 horas apds a polinizacio (Tabela 29, figura 125E). Nao foi observada qualquer
variacdo no ndmero de 6vulos penetrados em diferentes niveis do ovério.
Apbs a copula, o tubo polinico descarrega seu denso conteddo protoplasmético no
interior da sinérgide degenerativa, obscurecendo os componentes internos desta célula (figuras 122-
124). Tal como no estudo histologico dos eventos posteriores a penetracdo dos 6vulos realizados em
Spathodea campanulata (capitulo 5), ndo foi possivel observar diretamente a transferéncia dos ntcleos
das células espermadticas para os protoplasmas da oosfera e da célula média. Porém os 6vulos contendo
uma sinérgide penetrada fortemente corada, bem como apresentando uma alga citoplasmatica no seu

polo calazal, (figuras 122-123) foram computados como évulos fecundados. A incidéncia de évulos

41 . N . L. - . .

Foram considerados andmalos os sacos embriondrios néo celularizados apresentando protoplasma contraido e
irregularmente corado, ou 0s sacos embriondrios nao celularizados com formato irregular, algumas vezes apresentando
nucleos extra-numerarios e em posicionamento nao usual.
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Figuras 119-124: Seccdes longitudinais de 6vulos de Tabebuia impetiginosa. 119: Saco embriondrio

imaturo (2-nucleado). 120-121: Seccdes seriadas de um mesmo 6vulo contendo saco embriondrio
maduro (receptivo); 120: sinérgides e niicleos polares; 121: oosfera e antipodas. 122: Ovulo
penetrado e fecundado. 123: Saco embriondrio fecundado, com sinérgide degenerativa apresentando
alca citoplasmatica em torno do pélo calazal da oosfera (seta). 124: Ovulo fecundado no momento da
fusdo tripla (seta). Coloracdo: azul-de-astra e fucsina-bdsica. a = antipodas; edt = endotélio; h =
hipdstase; np = nticleos polares; o = oosfera; s = sinérgides; sd = sinérgide degenerativa; tp = tubo
polinico.
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Tabela 29: Ovulos de Tabebuia impetiginosa: eventos posteriores a polinizagio nos intervalos de fixagio de 24-216 horas, em pistilos autopolinizados (auto) vs.
pistilos submetidos a polinizacdo cruzada (cruz)*

Estadio de 24h 48h 72h 96 h 120 h 144 h 168 h 192 216
desenvolv. auto cruz auto cruz auto cruz auto cruz auto cruz auto cruz auto cruz auto cruz auto cruz
se 2n 31 20 20 6 3 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
@.6%) | 32%) | 31% | ©09% | 04%) | 0.1%)
se 4n 184 133 101 116 58 50 17 18 3 1 0 0 0 0 0 0 0 0
(274%) | 21,1%) | (15.8%) | (16,9%) | (7.8%) | 5.8%) | @.5%) | @3%) | 05%) | 0,1%)
se 8n 75 35 16 15 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
112%) | 5.6%) | 25%) | 2% | 03%)
se 7c (np) 345 400 416 295 51 3 9 6 0 1 2 0 10 0 1 0 0 0
(51.3%) | (63,6%) | (65,0%) | (43,0%) | 6.9%) | ©09%) | 13%) | ©0.8%) 0,1%) | (03%) (1.2%) (0,1%)
se 7c (p) 0 0 11 25 11 2 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
(1L7%) | G.6%) | (1,5%) | ©02%) | 0.1%)
se 7c () 0 0 40 187 364 234 60 3 5 0 9 0 2 0 1 0 1 0
62%) | 272%) | 49.1%) | @7.4%) | ©9.0%) | 1.0%) | 0.9%) (13%) 0.2%) (0,1%) (0,1%)
end 2¢ 0 0 0 0 154 329 229 111 13 2 10 0 15 0 1 1 0 0
(20,8%) | (38,5%) | 34.2%) | (14.1%) | 2.4%) | 03%) | (1.5%) (1,8%) (0,1%) | (0,1%)
end 3¢ 0 0 0 0 2 25 59 49 15 5 10 1 7 0 0 0 0 0
03%) | 9% | 8.8%) | 6.2%) | 8% | 0% | 1.5%) | 01%) | (0.8%)
end 4c 0 0 0 0 0 38 93 180 83 26 60 10 19 0 7 0 4 0
44%) | (13,9%) | 22,9%) | (153%) | 3.8%) | ©.0%) | 1.5%) | 2.3%) (1,0%) (0,6%)
end 5¢ 0 0 0 0 0 0 3 19 13 5 7 0 1 0 0 0 0 0
04%) | A% | 4% | 0.7%) | 1.0%) (0,1%)
end 6¢ 0 0 0 0 0 0 10 174 233 358 344 240 384 37 238 3 176 0
(1,5%) | (22,1%) | (43.1%) | (52.3%) | 51.1%) | 36.4%) | 46,5%) | 5.7%) | 33.0%) | (04%) | 27.7%)
end 7c 0 0 0 0 0 0 0 0 0 5 9 6 11 3 7 1 7 0
0,7%) | (13%) | 09%) | 13%) | ©04%) | 1,0%) | 01%) | 1,1%)
end 8¢ 0 0 0 0 0 0 0 0 2 63 47 136 119 328 217 145 221 39
04%) | 92%) | (7.0%) | 282%) | 14.4%) | 502%) | 30.0%) | 213%) | 34.7%) | (5.0%)
end 9c 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 10 0 13 3 7
(0,1%) (1,5%) (L9%) | 05%) | 0.9%)
end 10c 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 7 4 73 4 280 3 256
0,1%) | ©0.1%) | (L,1% | 05%) | 11.2%) | ©05%) | @1.1%) | 0.5%) | (33,1%)
end 11c 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 3 0 15
(0.4%) (1,9%)
end 12¢ 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2 0 24 0 164
(0,3%) (3,5%) (21,2%)
end 13¢ 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 3
(0,4%)
end 14c 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 19
(2,4%)
aném (np) 29 27 16 27 30 139 148 189 125 167 138 121 168 113 128 90 118 96
A3% | @3% | 5% | 3.9%) | 108%) | 162%) | 22.1%) | 24.0%) | (23.1%) | 24.4%) | 20,5%) | (183%) | 204%) | 17.3%) | 17.7%) | (13.2%) | (18.5%) | (12.4%)
anom (p) 0 0 0 0 2 1 0 2 3 6 1 6 4 6 4 10 4 3
03%) | (0.1%) 02%) | 05%) | 09%) | ©01%) | ©9%) | ©05%) | 09%) | 05%) | 1.5%) | 0,6%) | 04%)
sse (np) 8 14 20 15 14 28 40 30 43 40 34 77 79 77 111 103 95 165
(12%) | @2%) | G.1%) | @2%) | 1.9%) | 33%) | 6.0%) | 3.8%) | (71.9%) | (5.9%) | (5.0%) | (11,7%) | 9.6%) | (11.8%) | (154%) | (15,12% | (14,9%) | (21,3%)
)
sse (p) 0 0 0 0 0 0 0 1 3 4 0 6 2 4 3 3 4 7
0,1%) | (05%) | 0,6%) 0.9%) | 02%) | 0.6%) | ©04%) | 1.2%) | ©6%) | 09%)
Total 672 629 640 636 741 855 669 787 541 634 673 660 825 653 722 631 636 774
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Legenda da Tabela 29: * Cada coluna contém observagdes de 4 pistilos selecionados aleatoriamente
para cada tratamento. se 2n = 6vulo contendo saco embriondrio 2-nucleado; se 4n = évulo com saco
embriondrio 4-nucleado; se 8n = ¢vulo com saco embriondrio 8-nucleado; se 7c (np) = 6vulo portando
saco embriondrio maduro (7-celular), ndo-penetrado pelo tubo polinico; se 7c (p) = évulo penetrado
pelo tubo polinico, contendo saco embriondrio maduro ainda ndo fecundado; se 7c (f) = dvulo
penetrado e com saco embriondrio fecundado; end 2c = 6vulo contendo endosperma 2-celular; end 3c
= 6vulo contendo endosperma 3-celular; 6vulo com endosperma 4-celular; end 5c = 6vulo com
endosperma 5-cellular; end 6¢ = 6vulo com endosperma 6-celular; end 7c¢ = évulo com endosperma 7-
celular; end 8c = 6vulo com endosperma 8-celular; end 9¢c = 6vulo com endosperma 9-celular; end
10c = 6vulo com endosperma 10-celular; end 11c = évulo com endosperma 11-celular; end 12c =
6vulo com endosperma 12-celular; end 13c = évulo com endosperma 13-celular; end 14c = 6vulo com
endosperma 14-celular; andm (np) = 6vulo contendo saco embriondrio andmalo ou degenerado, ndo-
penetrado pelo tubo polinico; andém (p) = 6vulo contendo saco embriondrio andmalo ou degenerado,
penetrado pelo tubo polinico; sse (np) = 6vulo destituido de saco embrionério, ndo-penetrado pelo tubo

polinico; sse (p) = 6vulo destituido de saco embriondrio, penetrado pelo tubo polinico.

receptivos fecundados, relativamente ao total de dvulos receptivos, foi significativamente maior em
pistilos submetidos a polinizacdo cruzada, nos intervalos de 48 e 72 horas (x2 =109,1,df =1, p <

0,001, Xz =45,0,df =1, p < 0,001, respectivamente; Tabela 29, figuras 132B-C).

Desenvolvimento do endosperma

Apo6s a fusdo tripla (figura 124), a célula média sofre uma divisdo transversal, originando uma
célula micropilar e uma célula calazal (estidio bicelular do endosperma), sendo a primeira mais
volumosa que a segunda (figura 126). No intervalo de 72 horas apds a polinizacdo, endospermas
bicelulares foram observados em cerca de 20,8% dos 6vulos em pistilos autopolinizados e em 38,5%
dos 6vulos em pistilos submetidos a polinizagdo cruzada (Tabela 29, figura 132C). Embora o segundo

ciclo de divisOes em geral tenha sido observado simultaneamente em ambas as células do endosperma
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Figura 125: Ovulos de Tabebuia impetiginosa, 24 (A), 48 (B), 72 (C), 96 (D) e 120 (E) horas ap6s a

polinizacdo (versao sumdria). Foram utilizados 4 pistilos para cada tratamento e intervalo apds a

polinizagio. HM autopoliniza¢do; Bl poliniza¢do cruzada.
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Figuras 126-131: Secc¢des longitudinais de 6vulos de Tabebuia impetiginosa. 126: Endosperma 2-
celular. 127: Endosperma 3-celular; 128: Endosperma 4-celular. 129: Inser¢do da figura anterior em
maior aumento. 130: Endosperma 6-celular. 131: Endosperma 6-ceular (em estddio posterior ao
mostrado na figura anterior. Coloracdo: azul-de-astra e fucsina-bdsica. a = antipodas; edt = endotélio; h

= hipdstase; z = zigoto.
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Figura 132: Ovulos de Tabebuia impetiginosa, 24 (A), 48 (B), 72 (C), 96 (D), 120 (E), 144 (F); 168
(G), 192 (H) e 216 (I) horas apds a polinizagdo (versdo detalhada). Foram utilizados 4 pistilos para
cada tratamento e intervalo apds a polinizacdo. As barras verticais indicam os desvios padroes. SE =
saco embrionério; 2n, 4n e 8n = 2-, 4- e 8-nucleado, respectivamente; 7c = 7-celular (receptivo); penetr.
= penetrado porém nao-fecundado; fecund. = fecundado; End = endosperma; 2c, 3c, 4c, 5c, 6¢, 7c, 8c,
9c, 10c, 11c, 12¢, 13c, 14c = 2-, 3-, 4-, 5-, 6-, 7-, 8-, 9-, 10-, 11-, 12-, 13-, 14-celular, respectivamente.

Bl autopolinizacdo; HM polinizagdo cruzada.

2-celular, originando o endosperma 4-celular (figuras 128-129), em alguns 6vulos a divisdo da célula
micropilar precedeu a divisdo da célula calazal, dando origem a um efémero estddio 3-celular (figura
127). As divisdes nas células micropilar e calazal do endosperma 2-celular foram usualmente

longitudinais, embora em algumas ocasides uma divisdo transversal na célula micropilar tenha sido
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observada. Ao contrdrio do observado em Spathodea campanulata (capitulo 5), a divisao da célula
calazal no endosperma 2-celular foi sempre seguida de citocinese. O nimero de 6vulos contendo
endosperma 3-celular no intervalo de 72 horas foi maior em pistilos submetidos a polinizacio cruzada
(Tabela 29). Ainda no intervalo de 72 horas, alguns 6vulos contendo endosperma 4-celular foram vistos
em polinizagdes cruzadas, mas nenhum endosperma 4-celular foi observado em pistilos
autopolinizados neste intervalo (Tabela 29). As diferencas entre pistilos autopolinizados vs. submetidos
a polinizacdo cruzada, tanto para 6vulos fecundados mas ainda ndo apresentando endosperma em
iniciacdo vs. évulos apresentando endosperma 2-celular ou em estddio posterior, como para évulos com
endosperma 2-celular ou em estddio precedente vs. 6vulos contendo endosperma em estddio 3- ou 4-
celular, foram estatisticamente significativas (Tabela 30).

No intervalo de 96 horas apds a polinizacdo, 13,9% dos 6vulos em pistilos autopolinizados
apresentaram endosperma 4-celular, ao passo que em pistilos submetidos a polinizacdo cruzada a
percentagem de O6vulos contendo endosperma 4-celular foi de 22,9% (Tabela 29, figura 132D).
Novamente a diferenca entre autopoliniza¢des e poliniza¢des cruzadas quanto ao nimero de 6vulos
contendo endospermas em estddio 3-celular ou precedente vs. 6vulos apresentando endosperma 4-
celular ou posterior foi estatisticamente significativa (Tabela 30). Da mesma forma, a incidéncia de
Ovulos contendo endospermas 5- e 6-celulares vs. 6vulos sem estas condi¢des foi significativamente
maior em pistilos submetidos a poliniza¢do cruzada no intervalo de 96 horas (Tabelas 29 e 30, figura
132D).

Por outro lado, a incidéncia de évulos fecundados mas ainda ndo apresentando um endosperma
em iniciagdo, bem como o ndmero de 6vulos contendo endosperma 2- ou 3-celular, tornaram-se
inferiores em pistilos submetidos a polinizagdo cruzada, relativamente aos autopolinizados, no
intervalo de 96horas (Tabela 29, figura 132D). Este mesmo ciclo de ascensdo e queda da incidéncia de
6vulos contendo endospermas em um determinado estddio de desenvolvimento, ambas ocorrendo mais

cedo em pistilos submetidos a polinizacdo cruzada do que em pistilos autopolinizados, foi observado

221



em todos os estddios de desenvolvimento do endosperma até o ultimo intervalo de fixacdo verificado
(Tabela 29, figuras 132E-I, figuras 139-140), sendo as diferencas entre autopolinizacdes e polinizagdes

cruzadas sempre estatisticamente significativas (Tabela 30). Porém verificou-se também uma progres-

Tabela 30: Testes qui-quadrado da significancia estatistica da diferenca entre pistilos autopolinizados vs. pistilos submetidos
a polinizagdo cruzada, relativamente a incidéncia de évulos portando endospermas nos estadio 2-14-celulares, nos intervalos

de 72-216 horas ap6s a polinizag@o.

Intervalo de Estadios de desenvolvimento testados x’ df P
fixacdo (h)
Ovulos fecundados mas ainda nio apresentando endosperma em iniciagio | 148,9 1 < 0,001
72 vs. 6vulos apresentando endosperma 2-celular ou em estddio posterior.
Ovulos com endosperma 2-celular ou em estddio precedente vs. 6vulos 55,0 1 < 0,001
contendo endosperma em estddio 3- ou 4-celular.
Ovulos contendo endosperma em estadio 3-celular ou precedente vs. 6vulos | 207,0 1 < 0,001
apresentando endosperma 4-celular ou em estddio posterior.
96 Ovulos contendo endosperma 5-celular ou em estddio precedente vs. dvulos | 165,6 1 < 0,001
com endosperma 6-celular.
Ovulos contendo endosperma 6-celular ou em estadio precedente vs. Ovulos | 148,3 1 < 0,001
sem esta condicio.
Ovulos contendo endosperma 6-celular ou em estadio precedente vs. dvulos 53,1 1 < 0,001
120 com endosperma 7-celular ou em estddio posterior.
Ovulos contendo endosperma 7-celular ou em estddio precedente vs. Gvulos | 48,5 1 < 0,001
com endosperma 8-celular.
144 Ovulos contendo endosperma 7-celular ou em estddio precedente vs. 6vulos | 136,6 1 < 0,001
com endosperma 8-celular ou em estddio posterior.
Ovulos contendo endosperma 7-celular ou em estddio precedente vs. dvulos | 491,8 1 < 0,001
168 com endosperma 8-celular ou em estddio posterior.
Ovulos contendo endosperma 8-celular ou em estddio precedente vs. dvulos | 102,2 1 < 0,001
com endosperma 9- ou 10-celular.
Ovulos contendo endosperma 9-celular ou em estadio precedente vs. ovulos | 445,5 1 < 0,001
192 com endosperma 10-celular ou em estddio posterior.
Ovulos contendo endosperma 10-celular ou em estadio precedente vs.| 28,1 1 < 0,001
6vulos com endosperma 11- ou 12-celular.
Ovulos contendo endosperma 9-celular ou em estadio precedente vs. dvulos | 738.9 1 < 0,001
216 com endosperma 10-celular ou em estddio posterior.
Ovulos contendo endosperma 10-celular ou em estddio precedente vs.| 212,3 1 < 0,001
6vulos com endosperma 11-celular ou em estddio posterior.

siva desaceleracdo do desenvolvimento em Ovulos de pistilos autopolinizados, relativamente ao
desenvolvimento dos évulos em pistilos submetidos a polinizacdo cruzada, e conseqiientemente um
aumento progressivo da discrepancia entre autopolinizagdes e polinizagdes cruzadas quanto ao

progresso de desenvolvimento dos 6vulos (figuras 139-140). Além disso, a abscisdo da maioria dos
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pistilos autopolinizados ocorreu num momento em que a incidéncia de &vulos apresentando
endosperma 8-celular ainda apresentava uma tendéncia ascendente (figura 139), ao passo que nos
pistilos submetidos a polinizagdo cruzada a ascensdo e a queda da incidéncia de 6vulos contendo
endospermas 8- e 10-celulares foi verificada no mesmo periodo (figura 140). Muito poucos 6vulos
apresentando endosperma 10-celular (figura 135) foram vistos em pistilos autopolinizados (144-216
horas apds a polinizacdo; Tabela 29, figuras 132F-I), e este foi o estddio mais avangado do
desenvolvimento endospérmico observado em pistilos autopolinizados, ao passo que 6évulos contendo
endospermas 11-, 12-, 13- e 14-c foram verificados em pistilos submetidos a poliniza¢do cruzada (168-
216 horas apds a polinizacdo; Tabela 29, figuras 132G-I e 140).

Do estddio 6-celular (figuras 130-131) até os ultimos estddios da endospermogénese
verificados, tanto em pistilos autopolinizados como em pistilos submetido a polinizacdo cruzada, as
divisGes celulares foram usualmente transversais, originando duas fileiras longitudinais de células
(figuras 134-135), todas elas derivadas do par transversal mediano de células do corpo do endosperma
6-celular, tal como verificado em Spathodea campanulata (capitulo 5). Nao foram observadas divisdes
nos pares micropilar e calazal de células endospérmicas, e tradicionalmente admite-se que as cé€lulas
micropilares e calazais do endosperma em iniciacdo de Bignoniaceae estdo destinadas a constituir os
haustérios micropilar e calazal, respectivamente (Johri et al. 1992; Shivaramiah 1998). J4 no estadio 6-
celular um aumento de densidade citoplasmdtica foi observado no par de células calazais do
endosperma de 7. impetiginosa (figura 130), ao passo que nenhum aumento de densidade
citoplasmadtica foi verificado nas células micropilares. Embora as sucessivas divisdes em cada par de
células da regido intermedidria do corpo do endosperma tenham sido geralmente simultaneas, algumas
divisdes ndo-sincronizadas, tal como observado na transicio dos estddios 4-6-celulares, foram
verificadas, resultando nos efémeros estddios com ndmeros impares de células nos endospermas
(Tabela 29). Embora alguns endospermas com um arranjo celular algo diferente do descrito acima

tenham sido ocasionalmente observados, nenhum sinal de malformacido no endosperma foi verificado,
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Figura 139: Percentagens de 6vulos contendo endospermas 2-, 4-, 6-, 8- e 10-celulares em pistilos
autopolinizados de Tabebuia impetiginosa, nos intervalos de 48-216 horas apds a poliniza¢do (n = 4

pistilos).
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Figura 140: Percentagens de 6vulos contendo endospermas 2-, 4-, 6-, 8-, 10-, 12- e 14-celulares em
pistilos submetidos a polinizacdo cruzada de Tabebuia impetiginosa, nos intervalos de 48-216 horas
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seja em autopolinizacdes ou em polinizacdes cruzadas. Efetivamente, até o intervalo de 216 horas,
tanto em pistilos autopolinizados como nos submetidos a polinizacdo cruzada, nenhum sinal de mal-
funcionamento (salvo o desenvolvimento mais lento em pistilos autopolinizados) foi observado nos

endospermas

Formacdo do tubo proembridnico

A presenca de uma parede celular corada pelo azul-de-astra no pdlo calazal da oosfera entre os
estadios 4-6-celular do desenvolvimento endospérmico (figura 129) é um indicativo de que a mesma se
tornou um zigoto. Nos estddios subseqiientes o zigoto gradualmente se torna cilindrico (figura 131).
Embora ndo tenha sido feita nenhuma observagdo direta da cariocinese no nucleo do zigoto, um tubo
proembrionico binucleado foi claramente verificado a partir do 6 ou 7 dias ap6s a polinizagdo, tanto
em pistilos autopolinizados como nos submetidos a polinizagdo cruzada (figuras 133 e 136). O tubo
proembridnico de 7. impetiginosa apresentou as mesmas caracteristicas do tubo proembridnico de S.
campanulata (capitulo 5), i.e.: nucleo micropilar inconspicuo e posicionado junto a base do
proembrido; nucleo calazal proeminente, posicionado junto a extremidade apical do proembrido e
envolvido por denso citoplasma; nicleos calazal e micropilar separados por um amplo vactolo;
crescimento apical em direcdo a regido e calazal, entre as duas fileiras longitudinais de células
endospérmicas. Restos das sinérgides permaneceram na extremidade micropilar do endosperma,
adjacentes a base do tubo proembridnico (figuras 133 e 135), e o tubo polinico também permaneceu
visivel na abertura micropilar até o ultimo estddio monitorado. Tal como no desenvolvimento do
endosperma, e tal como em S. campanulata, nenhum sinal de mal-funcionamento do tubo
proembrionico foi verificado, sendo que o mesmo permaneceu binucleado até o ultimo estiddio

monitorado.
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Ovulos imaturos e évulos ndo-funcionais

Embora representem uma parcela muito pequena dos 6vulos em pistilos fixados 24 hora apds a
polinizacdo, os 6vulos ndo-funcionais passaram a constituir cerca de 35% do total de 6vulos no
intervalo de 216 horas (Tabela 29), sendo que a maior parte do aumento da incidéncia de 6vulos ndo-
funcionais se deu entre os intervalos de 24 e 120 horas apds a polinizacdo (figura 125A-E).
Contrariamente, observou-se um decréscimo da incidéncia de vulos imaturos até a sua total extincdo
em pistilos fixados 144 horas apds a polinizagdo. Verificou-se durante as andlises histologicas que o
saco embriondrio na maior parte dos 6vulos imaturos, especialmente em 6vulos contendo sacos
embriondrios 2- e 4-nucleados, aparentemente nao seguiu a rota de desenvolvimento normal da
ontogénese do gametofito feminino em Tabebuia (cf. Bittencourt Jr. & Mariath 2002), terminando por
sofrer degeneragdo. Tais observagdes sugerem que a maioria dos évulos imaturos contribuiram para o
aumento da incidéncia de 6vulos nao-funcionais verificado nos intervalos de 24-144 horas, tanto em
pistilos autopolinizados como nos submetidos a polinizagdo cruzada.

Tal como observado em S. campanulata, alguns 6vulos ndo-funcionais foram penetrados, tendo
o tubo polinico se enrolado no interior da cavidade do saco embriondrio (figura 138). E da mesma
forma que 6vulos funcionais, nos diferentes estddios de desenvolvimento pré- e pds-zigdtico, se
encontravam distribuidos ao longo de todo o ovério, ndo foi encontrada qualquer indicacdo da

correlacdo entre 6vulos nao-funcionais e posi¢des especificas no ovario.

Polinizacoes interespecificas

Os resultados dos experimentos de polinizacdes interespecificas sdo apresentados na Tabela 31.
Verificou-se a formacdo de frutos e sementes nos cruzamentos entre as espécies 1. umbellata e T.
chrysotricha quando a segunda contribuiu como doadora de pdlen, mas nao houve frutificacdo quando
os cruzamentos foram realizados na direcdo contrdria. Em 182 sementes provenientes de 2 frutos

resultantes do cruzamento entre 7. umbellata e T. chrysotricha, examinadas em estereomicroscopio,
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apenas 50 sementes (27%) apresentavam embrides aparentemente sadios. As demais sementes
apresentaram embrides atrofiados e deformados, ou eram destituidas de embrido. Ocorreu a formagao
de frutos e sementes nos cruzamentos entre 7. umbellata e T. ochracea; porém 100% das sementes
resultantes destes cruzamentos apresentaram embrides atrofiados ou eram destituidas de embrido. Os
cruzamentos realizados entre 7. chrysotricha e T. impetiginosa também nao resultaram em formacao de
frutos. Nos demais cruzamentos ocorreu a formacdo de frutos e sementes sadias.

Os resultados dos testes de germinagdo das sementes resultantes de cruzamentos
interespecificos, bem como de sementes resultantes de polinizagdes naturais ou de poliniza¢des
cruzadas manuais em Tabebuia (exceto T. chrysotricha e T. heptaphylla42) e em algumas espécies de

outros géneros de Tecomeae sdo mostrados na Tabela 32.

Tabela 31: Producdo de frutos por polinizagdes interespecificas em Tabebuia.

Planta polinizada Planta doadora de pdlen Periodo N” de | N* de frutos (%)
Espécie Arvore n* Espécie Arvore n* (més/ano) flores

T. umbellata 7 T. chrysotricha - agosto 1999 10 5(50)
T. umbellata 98 T. chrysotricha - agosto 2000 22 20 (91)
T. chrysotricha 6 T. umbellata - agosto 1999 10 0

T. chrysotricha 2 T. umbellata - agosto 2000 45 0

T. umbellata 103 T. ochracea 101 agosto 2000 12 10 (83)
T. umbellata 99 T. ochracea 101 agosto 2000 3 1(33)
T. chrysotricha 2 T. ochracea 101 agosto 2000 25 24 (96)
T. umbellata 98 T. impetiginosa - agosto 2000 12 6 (50)
T. chrysotricha 2 T. impetiginosa - agosto 2000 12 0

T. heptaphylla 91 T. impetiginosa 92 julho 2000 20 8 (40)
T. heptaphylla 1 T. impetiginosa 92 julho 2000 20 8 (40)
T. impetiginosa 92 T. heptaphylla 91 julho 2000 20 7 (35)
T. impetiginosa 92 T. heptaphylla 1 julho 2000 20 14 (70)

*2 Para estas espécies ver Tabelas 25 e 26, respectivamente.
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Tabela 32: Resultados dos testes de germinacdo das sementes resultantes de cruzamentos
interespecificos (polinizacdes manuais) e intraespecificos (polinizacdes manuais ou naturais) em
Tabebuia e em algumas espécies de outros géneros da Tribo Tecomeae.

Espécies N de semen- | N* de indiv. | N* de sementes | Poliembrionia
tes semeadas™® /frutos germinadas (%) (+/-)
Cybistax antisyphilitica 50 3/5 38 (76) -
Sparattosperma leucanthum 50 5/5 40 (80) -
Intraespecificos | Spathodea campanulata 50 5/5 50 (100) -
Tabebuia impetiginosa 50 5/5 41 (82) -
Tabebuia umbellata 60 2/2 60 (100) -
Tecoma stans 100 2/6 55 (55) -
Zeyheria montana 50 5/5 33 (66) -
T. impetiginosa x T. heptaphylla 50 1/4 43 (86) -
T. heptaphylla x T. impetiginosa 50 2/6 40 (80) -
Interespecificos | T. chrysotricha x T. ochracea 52 1/3 33 (63) +
T. umbellata x T. impetiginosa 100 1/6 93 (93) -
T. umbellata x T. chrysotricha 50 2/4 37 (74) -

* Somente sementes que apresentavam um ou mais embrides aparentemente sadios.

7.5. Discussao
Biologia floral

Embora a ocorréncia de dois ou mais episédios de apresentacdo de flores em antese no mesmo
individuo, porém restritos a um mesmo periodo de 4-10 semanas, ano apds ano venha sendo observada
em algumas espécies de Tabebuia, tais como T. roseo-alba, T. ochracea e T. chrysotricha (observacao
pessoal), no presente trabalho, a ocorréncia de mais de um episédio de apresentacao de flores em antese
durante o mesmo periodo de floracdo foi verificada somente em individuos da populacdo natural de 7.
chrysotricha, localizada na Serra da Mantiqueira. Este padrdao de seqiiéncias de curtos episddios de
floragdo durante um determinado periodo do ano indica que, em pelo menos algumas espécies de
Tabebuia, a fenologia de floracio pode ser considerada como intermedidria entre os padrdes
"cronucopia" e "multiple bang" estabelecidos por Gentry (1974). Além disso, a observac¢do de dias
chuvosos precedendo os dois episddios de apresentacdo de flores em antese nos individuos de T.
chrysotricha da Serra da Mantiqueira corrobora os estudos de Reich & Borchert (1982) e Borchert

(1983, 1992, 1994), os quais indicam que a apresentacdo de flores em antese em espécies de Tabebuia

229



que ocorrem em ambientes sob influéncia de secas sazonais € desencadeada por fatores que favorecem
a reidratacao da planta, durante a estacdo seca.

De um modo geral, os atributos florais verificados em Tabebuia, tais como a acentuada
zigomorfia, o odor agraddvel, a presenca de uma plataforma de pouso (lobo anterior da corola), a
antese diurna, as cores da corola, a presenca de indicadores de néctar e o acimulo do néctar numa
camara nectarifera localizada na base do tubo corolino, estdo associados a melitofilia (Faegri & van der
Pijl 1979) e sdo encontrados em muitas outras espécies da familia Bignoniaceae polinizadas por
abelhas (Gentry 1974, 1990, Stephenson & Thomas 1977, Bittencourt 1981, Yanagizawa &
Gottsberger 1981, Petersen et al 1982, Yanagizawa 1983, Amaral 1992, Vieira et al. 1992, Bittencourt
Jr. 1992, Barros 2001, Dutra & Machado 2001). A concentracdo do néctar de 7. vellosoi é compardvel
a encontrada em outras espécies melitofilas com flores zigomorfas (Kevan & Baker 1983) e, embora se
saiba que a quantidade de néctar produzida em flores de um mesmo individuo (Cruden 1976, Opler
1983, Vogel 1983), ou em diferentes individuos de uma populacio (Heinrich 1975, Vogel 1983), possa
variar significativamente, o crescente volume de néctar verificado em flores ensacadas de T. vellosoi,
em sucessivos estddios apds a abertura da flor, parece sugerir que o néctar seja secretado
continuamente, durante a maior parte do periodo de antese.

Mudancgas da coloragdo floral durante o periodo de antese sdo comuns em espécies de diversas
familias (Kevan 1983), inclusive em Bignoniaceae (Barrows 1977, Amaral 1992), e admite-se que a
alteracdo cromdtica sinalize o término da antese (Vogel 1983), ou a auséncia de recompensa aos
visitantes (Gori 1983). Em T. impetiginosa e T. heptaphylla as mudancas cromdticas sio muito
evidentes a percep¢do visual humana, e provavelmente também o sdo para os padrdes visuais dos
polinizadores, pois sabe-se que a cor amarela, conspicuamente refletida pela superficie interna do lado
anterior do tubo corolino de tais flores no inicio da antese, faz parte do espectro de sensibilidade visual
em abelhas (Chittka & Waser 1997). Segundo Gori (1983) a sinalizagdo da auséncia de recompensa

pode conferir uma vantagem adaptativa para a planta, pois induziria os polinizadores a visitarem flores
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com recompensa (i.e. receptivas), evitando o desperdicio de pélen em flores ndo receptivas ou ja
polinizadas, ao passo que o polinizador otimizaria o seu tempo de permanéncia na planta, visitando
apenas flores com recompensa. Portanto, ¢ provdvel que a mudanca de cores da corola de T.
impetiginosa e T. heptaphylla, e talvez também o esmaecimento das linhas indicadoras de néctar da
corola de T. vellosoi, sinalizem o término da receptividade e da presenca de recompensa nas flores.

A morfologia floral das espécies presentemente investigadas se ajusta ao tipo Cydista, conforme
a classificacdo de Gentry (1974a), embora o achatamento antero-posterior do tubo corolino seja menos
acentuado em 7. impetiginosa e T. heptaphylla. Esta compressao do tubo corolino é de vital
importancia quanto a0 mecanismo da polinizagdo, pois obriga o polinizador a ter que forgar a abertura
do tubo para entrar na flor, o que torna inevitdvel o contato da regido dorsal de seu corpo com o
estigma e as anteras, posicionados junto ao "teto" do tubo. Além disso, a compressdo antero-posterior
do tubo atua também como um mecanismo de exclusdo de alguns tipos de pilhadores de néctar ou
pdlen (e.g. borboletas de probdcide curta, vespas e certas abelhas de pequeno porte), os quais ndo tém o
corpo anatomicamente adaptado, ou forca suficiente, para afastar os lados anterior e posterior
("assoalho" e "teto") do tubo corolino para penetra-lo.

As duas pregas longitudinais verificadas no lado anterior do tubo floral em Tabebuia
impetiginosa e T. heptaphylla, bem como em Cybistax antisyphilitica (capitulo 6), também
caracterizam tipicamente a morfologia de muitas outras espécies de Bignoniaceae (Gentry 1974a,
Yanagizawa 1983, Amaral 1992), e estdo associadas ao mecanismo da polinizagdo, pois por
direcionarem o movimento das abelhas que realizam visitas legitimas ao caminharem no "assoalho" do
tubo - i.e. por atuarem como guias de néctar do tipo estrutural -, induzem-nas a estabelecer contato com
0 estigma e as anteras, mesmo quando o didmetro tordcico em abelhas de médio porte ndo € suficiente
para preencher o espacgo interno do tubo corolino. Além disso, as dobras longitudinais do lado anterior

do tubo corolino favorecem a polinizagdo nototribica, pois promovem uma certa pressao mecanica do
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corpo do visitante contra o estigma e as anteras, tal como descrito para vdrias espécies de lianas da
familia Bignoniaceae e para algumas espécies de Jacaranda (Yanagizawa 1983, Amaral 1992).

Embora nao tenham sido feitos testes quimicos para monitorar a receptividade do estigma, os
sinais morfoldgicos do processo de senescéncia, i.e. perda de turgescéncia das papilas estigmdticas € o
aparecimento de sinais de murcha, ou de manchas de necrose nos lobos estigmaticos, permitiram inferir
que o estigma nas flores de Tabebuia s6 esta receptivo no 1" dia, ou talvez durante o 1 e parte do 2" dia
de antese. Da mesma forma, a auséncia de graos de pdélen no estigma e o aparecimento de sinais de
murcha ou de manchas de necrose nas anteras indicam que as mesmas sao funcionais apenas durante o
primeiro dia. Nao obstante, a abcisdo da corola ocorreu entre o 4 eo?5 dias apos a abertura da flor em
T. vellosoi e entre 0 3’ ¢ 0 6 dias em T. impetiginosa. A floragdo macica durante um periodo em que a
arvore se encontra sem folhas, comum em muitas espécies de Tabebuia, tem sido apontada como
estratégia que permite a atracdo de polinizadores a longas distancias (Janzen 1967, Gentry 1974a), e a
persisténcia da corola apds o término do periodo em que a flor se encontra receptiva parece estar
associada a mesma estratégia.

O fechamento permanente do estigma polinizado em Tabebuia é um indicativo da possibilidade
de se estimar o sucesso da polinizacdo natural em individuos de uma populacdo, simplesmente
checando-se o ndmero de flores com estigmas fechados, relativamente ou nimero de flores com
estigma aberto num dado momento, tal como sugerido para outras espécies com estigmas sensiveis -
e.g. Catalpa speciosa (Stephenson & Thomas 1977) e Tecoma stans (Singh & Chauhan 1996).
Entretanto, a percentagem de flores de 7. vellosoi apresentando estigma fechado no final da antese,
relativamente ao total de flores monitoradas, foi mais que duas vezes superior a percentagem de frutos
formados por poliniza¢do cruzada manual, indicando portanto que a eficicia das polinizagdes naturais
efetivamente realizadas deve ser bastante inferior a das polinizagdes compativeis e excessivas. Esta é
justamente a situacdo esperada em plantas com o padrdo de floracdo verificado em Tabebuia, as quais

atraem grande nimero de polinizadores apresentando centenas de flores receptivas a0 mesmo tempo,
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favorecendo portanto altas taxas de polinizacdo geitonogamica, porém, salvo em casos excepcionais,

impedindo a auto-fertilidade mediante um forte sistema de auto-incompatibilidade.

Sistemas reprodutivos
Tabebuia chrysotricha

Os resultados dos experimentos de polinizacdes controladas realizados no ano de 1999
sugeriram que, ao contrario de todas as demais espécies de Tabebuia até entdo estudadas, T.
chrysotricha seria uma espécie auto-compativel, embora a presenca de poliembrionia torne os
resultados menos conclusivos, pois ndo permitem descartar a possibilidade da ocorréncia de algum tipo
de apomixia dependente da polinizagdo. Uma vez que os resultados obtidos poderiam ter alguma
relacdo com o fato de terem sido utilizados somente individuos cultivados, experimentos de poliniza¢do
adicionais foram realizados no ano seguinte com individuos de uma populagdo natural. Os resultados
obtidos no ano 2000 foram semelhantes aos do ano anterior, i.e. sementes poliembridnicas foram
obtidas tanto por autopolinizacdo como por polinizagdo cruzada. Porém em um dos individuos
estudados (drvore n” 97) ndo foi verificada a formagdo de frutos por autopolinizag¢do, o que sugere a
auto-incompatibilidade e, portanto, a existéncia de variabilidade na expressdo do sistema reprodutivo
nesta populagdo.

Sabe-se que a poliploidia pode estar associada com a quebra da GSI (Nettancourt 1977) e
também pode estar ligada ao estabelecimento da apomixia, pois para hibridos polipldides a apomixia é
uma forma de escapar da esterilidade (Richards 1997). Oliveira et al. (1992) sugeriram que a auto-
incompatibilidade de acdo tardia poderia favorecer o estabelecimento da apomixia, pois em espécies
com LSI, tal como verificado em Tabebuia ochracea e T. caraiba (= T. aurea) (Gibbs & Bianchi
1993), a formacdo de um zigoto dormente e a iniciacdo do desenvolvimento endospérmico em 6vulos
de pistilos autopolinizados criariam as condi¢des ideais para a emergéncia da embrionia adventicia,

uma vez que as primeiras divisdes celulares da endospermogénese estimulariam células esporofiticas a
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iniciarem embrides adventicios, os quais seqiiestrariam recursos maternos, prevenindo assim o aborto
dos pistilos autopolinizados. Segundo Gibbs & Bianchi (1993), a rejeicdo do pistilo autopolinizado
poderia ser "sinalizada" por uma determinada quantidade de 6vulos "auto-fecundados" no ovério, os
quais desenvolvem-se normalmente porém geram um tipo errado de fedback hormonal para a planta-
made, o que resulta no aborto do pistilo, ao contrdrio do que ocorreria em um pistilo submetido a
polinizagdo cruzada, no qual o fedback hormonal gerado pelo desenvolvimento dos 6vulos fecundados
seria o correto, preservando assim o desenvolvimento do fruto. Assim, o tempo decorrente entre a
autopolinizagdo e a rejei¢do do pistilo seria suficiente para o estabelecimento dos embrides adventicios,
cujo fedback hormonal seria interpretado pela planta-mde como sendo idéntico ao gerado pelo
desenvolvimento de 6vulos em pistilos submetidos a polinizagdo cruzada.

Os argumentos acima apresentados, aliados as recentes descobertas de que (1) a poliembrionia
em 7. ochracea é resultante da formacao de embrides adventicios - i.e. a partir de células da hipdstase e
do endotélio (Sampaio 2002) -, (2) de que individuos de 7. ochracea que produzem sementes
poliembridnicas podem ser tetrapléides (Matos 2003), e (3) de que a LSI estd presente na maioria,
sendo em todas as espécies auto-incompativeis de Bignoniaceae (Gibbs & Bianchi 1999), parecem
indicar que a poliembrionia em 7. chrysotricha também seja resultante da formacdo de embrides
adventicios, e que a formacgdo de frutos por autopolinizacdo em 7. chrysotricha seja decorrente ndo da
alteracdo do sistema genético da auto-incompatibilidade, mas da emergéncia de um certo tipo de
pseudogamia, favorecida pelas peculiaridades fisiologicas da auto-incompatibilidade de agdo tardia e
provavelmente associada a poliploidia.

Nao obstante, algumas importantes questdes necessitam ainda ser respondidas para um melhor
suporte cientifico da hipdtese acima apresentada. Em primeiro lugar, ndo hé, até o presente momento,
evidéncias que consubstanciem a suposi¢do de que o desenvolvimento inicial do endosperma estimule
a diferenciacdo de células esporofiticas responsdveis pela formacdo dos embrides adventicios em

Tabebuia - definidas por Sampaio (2002) como "células precursoras de embrides adventicios". E
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mesmo que tais evidéncias sejam descobertas em futuro préximo, a questdo de como ou por qué o
desenvolvimento inicial do endosperma induziria a formagdo de tais células precursoras de embrides
adventicios permaneceria em aberto. Em segundo lugar, a despeito da poliploidia e da poliembrionia
co-ocorrerem tanto em 7. chrysotricha como em T. ochracea, em experimentos de polinizagdes
manuais realizados em 7. ochracea (Gibbs & Bianchi, 1993), ndao houve a formacdo de frutos por
autopolinizagdo (210 flores autopolinizadas em 4 arvores). Como explicar o contraste entre os sistemas
reprodutivos de T. chrysotricha e T. ochracea? Em terceiro lugar, ndo se sabe se a inicia¢do do
desenvolvimento dos embrides adventicios em 7. ochracea (e presumivelmente em 7. chrysotricha)
realmente ocorre antes da iniciacdo do processo de rejeicdo dos pistilos autopolinizados. Em quarto
lugar, embora a ocorréncia de poliembrionia em sementes de frutos obtidos por polinizagdo cruzada
indique que os embrides adventicios sdo formados mesmo na presenca de um embrido zigético, ndo ha
evidéncias de que o endosperma, em 6vulos de pistilos autopolinizados, seria capaz de se desenvolver
independentemente do desenvolvimento do embrido zigético”. Estudos histolégicos comparativos do
desenvolvimento pdz-zigotico dos Ovulos em pistilos autopolinizados e submetidos a polinizacdo
cruzada, bem como em pistilos ndo-polinizados, seriam de grande valia para o esclarecimento de
algumas destas questdes.

Por outro lado, admitindo-se a hipdtese de que a formagdo de frutos tanto por autopolinizagdo
como por polinizagdo cruzada em 7. chrysotricha seja decorrente de quebra do sistema de auto-
incompatibilidade, os presentes resultados sugerem que esta perda da auto-incompatibilidade pode ter
sido provocada por perturbagdes antropicas sobre populagdes naturais e cultivadas deste taxon. A
intensa atividade predatdria sobre flores e frutos exercida por Trigona, bem como a acdo de vespas que

parasitam o septo e as sementes em desenvolvimento, provavelmente exercem um impacto negativo

# Admitindo-se que a depressio endogamica seja um importante fator gerador da pressio seletiva que mantém a auto-
incompatibilidade em espécies de Bignoniaceae, a combinagdo de genes deletérios em homozigose nos embrides zigdticos
poderia ocasionar o aborto dos mesmos nos pistilos autopolinizados, de modo que, em cada 6vulo, o endosperma e,
conseqiientemente, os embrides adventicios, teriam que ser capazes de se desenvolver na auséncia da quantidade minima de
embrides zigdticos em desenvolvimento necessaria para que o pistilo ndo seja abortado.
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sobre o sucesso da reproducao sexual em 7. chrysotricha. Além disso, tal como salientado por Oliveira
et al. (1992), a intensa predacdo de flores e frutos causando perda de fertilidade pode favorecer o
estabelecimento da apomixia. Parece pouco provavel que o efeito de tais predadores e parasitdides
sobre a reproducdo sexual de T. chrysotricha, nas condi¢des naturais do ecossistema da floresta
mesofila, possam ser tdo dramdticos quanto nos ambientes perturbados, pois em circunstancias
ecoldgicas semelhantes as condicdes originais para T. chrysotricha, os recursos buscados nesta espécie
pelos referidos predadores e parasitéides poderiam ser encontrados também em outras espécies
vegetais, diluindo-se assim as pressdes exercidas por estes animais sobre a reproducdo sexual de T.
chrysotricha.

No modelo explicativo acima apresentado, a auto-compatibilidade em 7. chrysotricha sem
divida seria uma condi¢do derivada a partir de ancestrais auto-incompativeis. Vdrias linhas de
evidéncia contribuem para tal conclus@do. Em primeiro lugar, de todas as espécies de Tabebuia ja
investigadas quanto ao sistema reprodutivo, apenas 7. chrysotricha expressou-se como auto-
compativel. Além disso, a auto-incompatibilidade é a condicdo esmagadoramente predominante em
Bignoniaceae, presente inclusive em Cybistax (capitulo 6), um dos gé€neros mais proximamente
relacionados a Tabebuia (Spangler & Olmstead 1999). Em segundo lugar, Gibbs & Bianchi (1993)
demonstraram a auto-incompatibilidade em 7. ochracea, a qual parece ser a espécie mais relacionada a
T. chrysotricha (Gentry 1992). Somando-se a tais evidéncias a aparente auto-incompatibilidade da
arvore 97, sugerida pelos presentes resultados, parece razodvel admitir-se que a presumivel auto-
compatibilidade verificada em 7. chrysotricha emergiu dentro dos limites do préprio taxon.

Em consiliéncia com tal hipétese parece estar a sugestdo feita por Schemske & Lande (1985),
segundo a qual espécies compostas de grandes populacdes com ampla dispersdo de pdélen/sementes e
alta fecundidade serdo capazes de manter um fluxo génico adequado e tolerar um baixo nivel de auto-
fecundagdo. A ampla distribuicdo geografica de Tabebuia chrysotricha (Rio Grande do Sul e nordeste

da Argentina até a Paraiba) é assegurada pela eficiente dispersdo anemocorica de suas sementes; €
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contribuiriam para sua alta fecundidade a estratégia de utilizacdo de um amplo espectro de
polinizadores, através de floracdes explosivas e altamente sincronizadas, durante a estagdao seca. A
suposta deplecdo da fecundidade nas populag¢des naturais de 7. chrysotricha na Serra da Mantiqueira,
imposta pelos distirbios ecoldgicos causados por extensas pastagens mantidas desde muitas décadas,
pode ter favorecido o espalhamento dos genétipos auto-compativeis, os quais por ndo dependerem da
troca de pdlen com outros individuos garantiriam uma maior producdo de frutos e sementes,
compensando assim as perdas causadas por predadores e parasitdides. Além disso, a apomixia, bem
como outras formas de reprodugdo vegetativa, podem ter contribuido para a fixacdo dos genétipos
auto-compativeis. Semelhantes alteracdes do ambiente natural em outras populacdes de 7. chrysotricha
poderiam ter desencadeado o mesmo processo de expansdo dos gendtipos auto-compativeis.

Uma das implica¢des do modelo explicativo acima sugerido seria a de que o sistema de auto-
incompatibilidade atuante em espécies de Tabebuia € do tipo simples, i.e. regido por vérios alelos de
um unico locus-S, pois a restricdo filogenética resultante de num sistema genético mais complexo (i.e.
com vdrios loci) tornaria bem menos provavel a quebra da auto-incompatibilidade (Olmstead 1989).
Neste contexto, o alto grau de conservagdo encontrado para a auto-incompatibilidade em Tabebuia e
outros géneros de Bignoniaceae parece contririo a existéncia de um sistema genético simples e
facilmente alterdvel, salvo se, a despeito de um sistema genético simples, a SI nos taxa até entdo
investigados de Bignoniaceae for mantida por fortes pressoes seletivas.

Embora a deplecdo da producdo de frutos e sementes em 7. chrysotricha, decorrente do ataque
de predadores e parasitdides, pareca ser Obvia nas populagdes investigadas, estudos adicionas
empregando-se métodos mais precisos seriam necessdrios para se constatar até que ponto tais agentes
realmente afetam o sucesso da reproducdo sexual dos individuos da espécie investigada. A relacdo
causal entre, de um lado, a atividade dos agentes depletores da producdo de frutos e sementes e, de
outro, as alteracdes antropicas impostas aos ecossistemas dos quais 7. chrysotricha faz parte, é também

ndo mais do que mera especulacdo. Estudos do sistema reprodutivo envolvendo maior nimero de
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individuos e de diferentes populagdes e localidades, incluindo também comunidades intactas, cujas
populacdes de 7. chrysotricha ndo tenham sofrido nenhuma alteracdo, seriam de grande valia para um

entendimento mais abrangente do sistema reprodutivo deste taxon.

Tabebuia heptaphylla

Tal como em T. chrysotricha, os resultados indicam a ocorréncia de variagdo na expressdo do
sistema reprodutivo de T. heptaphylla, uma vez que a éarvore n® 91 ndo formou frutos por
autopolinizagdo, ao passo que a drvore n* 1 consistentemente formou frutos tanto por autopolinizag¢do
como por polinizacdo cruzada. Entretanto, ao contrario de 7. chrysotricha, nao houve poliembrionia em
sementes de T. heptaphylla. A auséncia de poliembrionia foi constatada também em Tecoma stans,
uma espécie auto-compativel (Singh & Chauhan 1996, Dutra & Machado 2001). Tais resultados
sugerem que a perda da auto-incompatibilidade em Tabebuia, ou em outros géneros de Bignoniaceae,
ndo estd necessariamente associada a ocorréncia de apomixia. Efetivamente, embora o nimero de
individuos utilizados nos experimentos de poliniza¢des controladas tenha sido pequeno e os resultados
em um dos individuos investigados (arvore n® 90) ndo sejam conclusivos, os presentes resultados
sugerem que alguns individuos de 7. heptaphylla sdo auto-incompativeis, enquanto outros sdo auto-
compativeis, sendo que nestes tltimos a formagdo de frutos e sementes vidveis por autopolinizacio

pode estar indicando alguma alterag@o no controle genético da auto-incompatibilidade.

Tabebuia impetiginosa

Os resultados dos experimentos de polinizagdes manuais realizados com 7. impetiginosa
claramente indicaram ser esta espécie auto-incompativel (ndo houve formacao de frutos a partir de 124
flores autopolinizadas em 4 individuos), confirmando resultados de investigacdes anteriores (Bullock
1985). O ligeiro crescimento do ovério em pistilos autopolinizados antes de sua abscisdo, porém

inferior ao crescimento do ovdrio em pistilos submetidos a poliniza¢do cruzada no mesmo periodo,
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indica a ocorréncia de um atraso no desenvolvimento posterior a polinizacdo em pistilos
autopolinizados, relativamente aos submetidos 4 poliniza¢do cruzada, e tal discrepancia foi amplamente
confirmada pela andlise histolégica dos eventos posteriores a polinizagao.

A maioria dos 6vulos funcionais, tanto em pistilos autopolinizados como nos submetidos a
polinizacdo cruzada, foi penetrada e fecundada 72 horas apds a polinizacdo, e todos os dvulos
funcionais em ambos os tratamentos foram penetrados e fecundados no intervalo de 120 horas. Estes
resultados indicam a ocorréncia de LSI em 7. impetiginosa. Nao apenas um atraso no desenvolvimento
inicial do endosperma em pistilos autopolinizados, relativamente aos pistilos submetidos a polinizagdo
cruzada, tal como verificado em Spathodea campanulata (capitulo 5) e em Jacaranda racemosa
(capitulo 3), mas também uma clara desaceleracdo do progresso de desenvolvimento endospérmico em
pistilos autopolinizados foi verificada em T. impetiginosa. Além disso, o aborto dos pistilos
autopolinizados ocorreu num momento em que quase todos os évulos funcionais apresentavam
endospermas 8-celulares ou em estddio precedente, ao passo que 90% dos 6vulos funcionais em pistilos
submetidos a polinizagdo cruzada encontravam-se no estddio 10-celular ou posterior, no mesmo
intervalo apés a polinizagdo (figura 132I). A desaceleracdo do progresso de desenvolvimento
endospérmico em pistilos autopolinizados, claramente visivel nos intervalos de 120-216 horas (figura
139), evidentemente € mais uma das manifestacdes do processo de rejeicio dos pistilos
autopolinizados, a qual s6 foi detectada devido ao tempo de persisténcia mais prolongado dos pistilos
autopolinizados em 7. impetiginosa, comparado ao curto periodo de persisténcia dos mesmos pistilos
em S. campanulata. Em nenhum estddio até a abscisdo dos pistilos autopolinizados foi encontrada
qualquer indicac¢do de malformacio do endosperma ou do proembrido incipiente em 6vulos funcionais.
Portanto, ndo foram encontradas evidéncias que suportem a visdo de que os pistilos autopolinizados
sofram abscisdo devido a ocorréncia de malformacdes no embrido ou no endosperma, as quais seriam

decorrentes dos efeitos de alelos recessivos deletérios.
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Embora com as mesmas caracteristicas estruturais do tubo proembridnico de S. campanulata, a
formacdo de um tubo proembridnico em 7. impetiginosa foi verificada tanto em pistilos
autopolinizados como nos submetidos a poliniza¢do cruzada, provavelmente também devido ao maior
tempo de persisténcia dos pistilos autopolinizados nesta espécie. Este resultado evidencia o cardter pos-
zig6tico da rejeicdo dos pistilos autopolinizados em 7. impetiginosa. Embora ainda ndo existam estudos
sobre filogenia de Bignoniaceae onde o taxon Spathodea tenha sido incluido, é pouco provavel que
Tabebuia e Spathodea sejam géneros proximamente relacionados dentro da familia. Portanto, a
formag@o de um tubo proembridnico binucleado durante a embriogénese inicial parece ser um cardter
conservado e de ampla ocorréncia em Bignoniaceae.

A variagdo encontrada na incidéncia de 6vulos imaturos no intervalo de 24 horas apds a
polinizacdo, tanto em pistilos autopolinizados como nos submetidos a polinizagdo cruzada, foi
demasiado ampla, tal como atestam os desvios padrdes dos resultados percentuais (figura 132A). Isto
torna duvidosa a existéncia de uma real diferenca entre pistilos autopolinizados vs. submetidos a
polinizagdo cruzada no que se refere a categoria "Ovulos imaturos”, a despeito do resultado
estatisticamente significativo obtido com o teste do qui-quadrado. A andlise de um maior numero de
pistilos de ambos os tratamentos seria necessdria para uma avaliacdo estatistica mais consistente dos
valores encontrados para os 6vulos da referida categoria44. No entanto, admitindo-se que (1) os valores
percentuais encontrados para os Ovulos das categorias "imaturos", "receptivos nao-penetrados”,
"receptivos penetrados” e "ndo-funcionais" correspondam as reais propor¢des destes mesmos ovulos
em pistilos autopolinizados e submetidos a polinizacdo cruzada, e que (2) o saco embriondrio na
maioria dos 6vulos imaturos, observados no intervalo de 24 horas apds a poliniza¢cdo, degenerou-se nos
intervalos subseqiientes, os presentes resultados sugerem o processo de transformacdo dos 6vulos

apresentado na figura 141 (cf. Tabela 29). Em pistilos autopolinizados, uma determinada parcela dos
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o6vulos (o equivalente a 14% do total de 6vulos por ovério), os quais, no intervalo de 24 horas,
apresentavam saco embriondrio imaturo, completaram o seu desenvolvimento e contribuiram para a
formacdo dos = 65% de 6vulos funcionais, verificados no intervalo de 216 horas. J4 nos pistilos
submetidos a polinizacdo cruzada, o nimero de 6vulos imaturos que contribuiram para os (também) =
65% de 6vulos funcionais, observados no intervalo de 216 horas, foi o equivalente a apenas 1% do total

de 6vulos por ovério existentes no intervalo de 24 horas. O restante dos 6vulos imaturos no intervalo de

Sementes jovens (com
endosperma em desenvol-
vimento), 216 h apés a
polinizacao:

65%

Sementes jovens (com
endosperma em desenvol-
vimento), 216 h apés a
polinizacao:

65%

Autopolinizagdo Polinizagdo

cruzada

Ovulos receptivos,
24 h apds a polinizagao:

64%

Ovulos receptivos,
24 h apés a polinizagdo:

51%

149

Ovulos imaturos,
24 h apés a polinizacdo:

30%

Ovulos imaturos,
24 h apés a polinizacio:

43%

Ovulos nio-
funcionais, 24 h apds a
polinizacao:

6%

Ovulos nio-
funcionais, 24 h apds a
polinizacao:

6%

29% 29%

Ovulos nio-
funcionais, 216 h apés
a polinizagdo:

35%

Ovulos nio-
funcionais, 216 h ap6s
a polinizagdo:

35%

Figura 141: Transformagdo dos 6vulos de Tabebuia impetiginosa em pistilos autopolinizados vs.
submetidos a polinizag¢do cruzada, nos intervalos de 24 — 216 horas apds a polinizagdo.

* Entretanto, o aumento do nimero de pistilos a serem analisados entra em choque com a viabilidade de realizagdo do
trabalho, devido ao tempo necessdrio para a execugdo de todo o processo de preparacdo e andlise do material botanico,
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24 horas (29% do total de 6vulos tanto em pistilos autopolinizados como nos submetidos a polinizagdo
cruzada) sofreram degeneracdo, contribuindo para a formagdo dos = 35% de 6vulos ndo-funcionais
verificados no dltimo intervalo de fixacdo em ambos os tratamentos.

Por outro lado, se a diferenca observada entre pistilos autopolinizados vs. submetidos a
polinizacdo cruzada quanto a incidéncia de 6vulos imaturos no intervalo de 24 horas for realmente
significativa, tal como indicado pelo teste do qui-quadrado, isto pode estar indicando que o crescimento
dos tubos polinicos em pistilos submetidos a polinizacdo cruzada induz os gametéfitos femininos
funcionais em 6vulos imaturos a se desenvolver mais rapidamente do que em pistilos autopolinizados.
Estes resultados até certo ponto seriam semelhantes aos obtidos por Sage et al. (1999), no estudo dos
eventos posteriores a polinizac¢do realizados com Narcissus triandrus. Estes autores verificaram que o
crescimento dos tubos polinicos no estilete de pistilos autopolinizados vs. pistilos submetidos a
polinizagdo cruzada exerceu diferentes efeitos sobre a maturacdo dos 6vulos no ovdrio, evidenciando a
possibilidade de que, em espécies com LSI, interacdes "negativas" entre os tubos polinicos e o estilete
podem desencadear o processo de rejeicdo dos pistilos autopolinizados, embora os tubos polinicos
alcancem o ovario e fecundem os 6vulos. Todavia, analises mais detalhadas em Tabebuia, envolvendo
ndo somente o emprego de um nimero maior de amostras (i.e. pistilos), como também observacdes dos
Ovulos em flores ndo-polinizadas, em antese de primeiro dia, tornam-se necessdrias para se obter
evidéncias mais consistentes quanto ao destino dos évulos imaturos, porém funcionais.

A exemplo do que foi verificado em S. campanulata (capitulo 5), cerca de 1,7% do total de
o6vulos por ovdrio foi penetrado pelo tubo polinico, a despeito dos mesmos ndao conterem um saco
embriondrio funcional. Tal resultado contradiz a sugestdo de que as sinérgides exerceriam importante
funcdo no direcionamento quimiotrépico do crescimento do tubo polinico (Huang & Russell 1992,

Russell 1992,1993).

desde a realizag@o das polinizagdes manuais até a investigagc@o das seccdes seriadas.
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Tabebuia umbellata

Os resultados dos experimentos de polinizacdes manuais obtidos com 7. umbellata claramente
indicam ser esta espécie 100% auto-incompativel (nenhum fruto formado em 182 flores
autopolinizadas em 6 arvores). A rdpida e concomitante abscisdo dos pistilos autopolinizados e nao-
polinizados, sem ter ocorrido qualquer crescimento do ovério, € uma evidéncia de que a auto-
esterilidade nesta espécie se deve a um mecanismo de auto-incompatibilidade, pois a abcisdo dos
pistilos em um continuum de estadios de desenvolvimento seria esperada caso a auto-esterilidade fosse

decorrente dos efeitos da depressdo endogamica (Seavey & Bawa 1986, Sage et al. 1994).

Tabebuia vellosoi

Tal como verificado em T. impetiginosa e T. umbellata, os resultados dos testes de poliniza¢des
controladas indicam que 7. vellosoi é totalmente auto-incompativel (nenhum fruto formado em 125
flores autopolinizadas em 8 individuos). Entretanto, esta auto-esterilidade se deve a algum tipo de LSI,
ndo s6 porque centenas de tubos polinicos alcangaram o ovério no intervalo de 72 horas, penetrando
muitos Ovulos tanto em autopolinizagdes como em poliniza¢des cruzadas, mas também porque os
pistilos autopolinizados foram uniformemente abortados entre o 6 co7 dia apo6s a polinizagao.

Embora a diferenga entre o crescimento in situ dos tubos polinicos entre autopolinizacdes e
polinizagdes cruzadas ndo tenha sido estatisticamente significativa, alguns 6vulos penetrados foram
verificados em pistilos submetidos a polinizagdao cruzada no intervalo de 24 horas, ao passo que
nenhum 6vulo penetrado foi visto em pistilos autopolinizados no mesmo intervalo, sugerindo haver um
ligeiro, mas detectéavel atraso dos tubos polinicos em pistilos autopolinizados. Esta menor eficécia dos
tubos polinicos em alcancar e penetrar os 6vulos em pistilos autopolinizados € congruente com a visao
de que interacdes "negativas" entre o estilete e o tecido transmissor podem acionar um processo

fisiol6gico que culmina com o aborto dos pistilos autopolinizados, a despeito dos 6vulos serem

penetrados e fecundados (Sears 1937, Seavey & Bawa 1986, Sage et al. 1994, 1999).
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Os resultados das andlises de crescimento dos ovdrios e dos 6vulos apds a poliniza¢do sugerem
a iniciacdo do desenvolvimento endospérmico (e talvez também do proembrido), tanto em 6vulos de
pistilos autopolinizados como em 6vulos de pistilos submetidos a poliniza¢do cruzada, embora menores
taxas de crescimento tenham sido verificadas em 6vulos e ovdrios de pistilos autopolinizados. Quanto
ao crescimento dos 6vulos, semelhantes resultados foram obtidos por Bianchi & Gibbs 2000 no estudo
da LSI em Capparis retusa (Capparaceae), e os autores concluiram que o atraso no desenvolvimento
dos 6vulos em pistilos autopolinizados tanto pode refletir a acdo precoce de genes recessivos deletérios,
como outros possiveis eventos que causariam o aborto dos pistilos autopolinizados. Dada a semelhanga
dos resultados obtidos no presente trabalho entre 7. vellosoi e T. impetiginosa quanto ao crescimento
do ovdrio apds autopolinizacio e polinizagdo cruzada, e uma vez que ndo foram encontrados sinais de
malformagdes do endosperma ou do tubo proembridnico em évulos de pistilos autopolinizados em 7.
impetiginosa, € pouco provavel que as menores taxas de crescimento verificadas nos 6vulos e nos
ovérios de T. vellosoi apds autopolinizagdo se devam aos efeitos da expressdo de genes recessivos
deletérios. Portanto, os presentes resultados sugerem que, em Tabebuia, os atrasos no crescimento dos
Ovulos e dos ovdarios em pistilos autopolinizados, sdo manifestacdes do processo de rejeicao dos
mesmos, inerentes a0 mecanismo fisiolégico da LSI.

Embora presentemente interpretado como decorrente da fecundacdo dos 6vulos, o crescimento
do ovdrio posterior a autopolinizacdo pode também simplesmente ser estimulado pela deposicdo de
graos de pdlen no estigma. Sabe-se que, pelo menos em algumas espécies com frutos carnosos, o pdlen
depositado no estigma pode atuar como fonte de hormdnios que induzem a iniciacdo do fruto (Crane
1964, Biale 1978) e que a aplica¢do exdgena de hormonios resulta em desenvolvimento do fruto na
auséncia da polinizacdo (Verkerk 1957, Coombe 1960). Portanto, se a iniciagdo de frutos em pistilos
autopolinizados de Tabebuia realmente é determinada pela fecundacdo dos 6vulos, ou mediada por um
estimulo hormonal decorrente da deposicao de pdlen no estigma, ou ainda por uma combinacio de

ambos os fatores, sdo questdes abertas a investigagdes futuras.
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Compatibilidade interespecifica em Tabebuia

Os resultados dos testes de polinizagdes interespecificas indicam que 7. impetiginosa e T.
heptaphylla sao bilateralmente inter-férteis, ao passo que a incompatibilidade unilateral (UI) é sugerida
pelos cruzamentos entre 7. umbellata e T. chrysotricha. Nas demais espécies s6 foram feitos
cruzamentos unidirecionais; portanto os resultados permitem concluir apenas que a inter-fertilidade foi
constatada entre as seguintes espécies: 1. umbellata vs. T. ochracea, T. chrysotricha vs. T. ochracea, e
T. umbellata vs. T. impetiginosa. Nao houve formacdo de frutos quando flores de T. chrysotricha
foram polinizadas com o pdlen de 7. impetiginosa; porém nao foram realizados cruzamentos na dire¢do
contrdria e, portanto, a possibilidade destas espécies também serem inter-férteis nao pode ser excluida.

Embora reacdes de incompatibilidade unilaterais ndo ocorram exclusivamente em plantas com
sistemas reprodutivos diferentes, a Ul nas angiospermas usualmente se manifesta em cruzamentos onde
uma espécie auto-incompativel é o parental pistilado, e uma espécie auto-compativel é o parental
doador de pdlen (Lewis & Crowe 1958, Hiscock & Dickinson 1993). Nao obstante, a situagc@o reversa
foi observada nos cruzamentos entre 7. chrysotricha e T. umbellata, pois a Ul manifestou-se quando
flores de T. chrysotricha (espécie presumivelmente auto-compativel, 55 flores utilizadas) foram
polinizadas com o pélen de T. umbellata (espécie auto-incompativel).

Os percentuais de frutos formados em polinizagdes interespecificas parecem ser, de um modo
geral, superiores aos percentuais de frutos formados por polinizagdes cruzadas intraespecificas. Porém
estes resultados devem ser interpretados com cuidado, em razdo do ndmero relativamente pequeno de
flores empregadas nos testes de polinizagcdes interespecificas, bem como porque estes testes foram
realizados empregando-se apenas um ou dois individuos de cada espécie. Contudo os resultados
obtidos claramente evidenciam altos niveis de inter-fertilidade operando entre as espécies de Tabebuia,
indicando portanto serem ténues as barreiras genéticas que separam as espécies deste gé€nero, ou
mesmo totalmente inexistentes, e que fatores ecoldgicos devem prevalecer no isolamento entre as

espécies. Tais constatagdes sdo congruentes com a possivel ocorréncia de hibridiza¢des naturais e
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introgressdao entre as espécies de Tabebuia, principalmente em relacdo a cruzamentos entre 7.
chrysotricha vs. T. ochracea e T. impetiginosa vs. T. heptaphylla, o que explicaria as formas

intermedidrias comumente encontradas entre tais espécies.
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8. Sistemas Reprodutivos em Bignoniaceae

As flores na maioria das espécies polinizadas por abelhas da familia Bignoniaceae, inclusive das
espécies melitdfilas estudadas no presente trabalho, compartilham caracteristicas morfoldgicas que as
tornam altamente especializadas na polinizacdo por abelhas de médio e grande porte. Dentre estas
caracteristicas, uma das mais importantes é o estreitamento basal em uma corola tubular, o qual, salvo
no caso de abelhas que apresentam pecas bucais adaptadas a pilhagem primdria do néctar (e.g. Oxaea €
Xylocopa), restringe o acesso ao néctar as abelhas de lingua longa (Percival 1965, Proctor & Yeo 1975,
Faegri & van der Pijl 1979) e previne o aumento da concentracdo do néctar, o qual pode ser induzido
pela evaporacdo em flores dialipétalas (Corbet 1978). Além disso, as flores das espécies melitofilas de
Bignoniaceae apresentam vdrias caracteristicas morfoldgicas que normatizam o comportamento de
visita destas abelhas (e.g. os vdrios tipos de indicadores de néctar e os padrdes de mudanga de cor da
corola durante a antese), ou otimizam o contato dos 6rgdos reprodutivos com uma s6 regido do corpo
do visitante (e.g. o posicionamento das anteras e do estigma junto ao "teto" do tubo corolino,
favorecendo a polinizacdo nototribica). Em se tratando de um grupo predominantemente auto-
incompativel, tais adaptacdes sdo de vital importancia no sentido de aumentar a eficicia da
transferéncia de pdlen entre os individuos de uma populagdo. Neste contexto, o fato da melitofilia ser a
sindrome predominante em Bignoniaceae (Gentry 1990) ndo surpreende.

A presenca de um estigma sensivel € um cardter comum em plantas com corola tubular e que
produzem muitas sementes por fruto (Bertin 1982). O fechamento do estigma em espécies com estigma
sensivel estd associado a redugdo da autopolinizagdo, a formacao de um micro-ambiente mais favordvel
a germinagdo dos grios de polen (Newcombe 1922), ou a prevencao da remoc¢do do pdlen ja depositado
no estigma (Thieret 1976). Embora a reabertura temporaria do estigma apos a deposicao de pdlen no
mesmo tenha sido relatada em algumas espécies com estigmas sensiveis (Newcombe 1922, 1924), o
fechamento do estigma apds a polinizagdo foi permanente em todas as espécies presentemente

estudadas, tal como verificado em Spathodea campanulata ¢ Tecoma radicans (= Campsis radicans)
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(Newcombe 1922, 1924), em Catalpa speciosa (Stephenson & Thomas 1977) e em Tecoma stans
(Singh & Chauhan 1996). Sabe-se que, em plantas com LSI, as polinizacdes mistas, situacdo prevalente
em se tratando de polinizagdes naturais, podem favorecer a formacdo de sementes vidveis por
autofecundacdo (Bertin & Sullivan 1988), permitindo portanto a expressdo de eventuais alelos
recessivos deletérios. Portanto, o fechamento permanente do estigma apds a deposi¢do de uma carga
apropriada de graos polinicos poderia conferir uma vantagem adaptativa em espécies com LSI e que
apresentam vdrias flores receptivas ao mesmo tempo (e.g. Tabebuia), pois uma vez que nestas
circunstancias a polinizacdo geitonogamica € favorecida, a probabilidade do estigma receber pélen de
outras flores do mesmo individuo tornar-se-ia maior se sua superficie receptiva fosse contatada em
multiplas visitas de polinizadores.

Com excec¢do de T. chrysotricha e T. heptaphylla, todas as espécies investigadas no presente
trabalho sdo auto-incompativeis. Somados aos dados disponiveis na literatura, os presentes resultados
elevam para 37 o nimero de espécies de Bignoniaceae investigadas quanto ao sistema reprodutivo, das
quais pelo menos 32 (86%) sdo auto-incompativeis. Embora o nimero de individuos investigados em
T. heptaphylla tenha sido limitado, a variacdo observada na expressdo do sistema reprodutivo, tanto
nesta espécie como em 7. chrysotricha, sugere a quebra do sistema de incompatibilidade. Uma vez que
a formagdo de frutos por autopolinizacdo ndo esti necessariamente associada a ocorréncia de
poliembrionia (e.g. Tecoma stans, Tabebuia heptaphylla, etc.), a auto-incompatibilidade e a capacidade
de gerar embrides apomiticos parecem ser fendmenos independentes em Bignoniaceae, podendo a
perda da auto-incompatibilidade em 7. chrysotricha ter precedido a emergéncia da poliembrionia, ou
vice-versa. Porém a poliembrionia verificada em T. chrysotricha também pode estar indicando que,
pelo menos nesta espécie, uma pseudogamia favorecida pelas peculiaridades fisiolégicas da LSI seria
responsavel pelo desenvolvimento bem-sucedido de frutos por autopoliniza¢do. Simplesmente porque a
planta-mde poderia interpretar os sinais quimicos gerados pelo desenvolvimento de um embrido

zigbtico e varios embrides apomiticos, em cada semente resultante de autopoliniza¢do, como idénticos
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aos sinais gerados pelo desenvolvimento de embrides zigéticos e/ou endospermas mais robustos,
resultantes de poliniza¢do cruzada.

As taxas de frutificagdo natural relativamente baixas, verificadas nas espécies presentemente
estudadas (exceto Jacaranda racemosa), sdo compardveis as encontradas em outras espécies de
Bignoniaceae (Yanagizawa 1983, Amaral 1992, Stephenson 1979, Bertin 1982). A propor¢do de flores
que originam frutos maduros varia de zero a 100% entre diferentes espécies (Lloyd 1980, Stephenson
1981, Bawa & Webb 1984) e, numa mesma espécie, a diferenca entre o niimero de flores em antese e o
de frutos produzidos pode variar entre populagdes, entre individuos de uma mesma populagdo, e de ano
para ano (Stephenson 1981). Virios fatores podem limitar a produgdo de frutos, relativamente ao
numero de flores em antese produzidas, tais como o numero de flores polinizadas, o nimero de 6vulos
fecundados, a predacdo de flores/frutos/sementes, as condi¢des do tempo, o custo da producdo dos
frutos e a capacidade do parental materno em prover os recursos necessirios ao desenvolvimento de
frutos e sementes (Stephenson 1981, Wiens 1984, Ehrlén 1991). Porém, o baixo nimero frutos em
relacdo ao de flores freqiientemente € também um fendmeno adaptativo, ndo s6 porque as plantas
competem entre si para polinizar o maior nimero possivel de individuos da mesma espécie ("male
competition") - o que gera pressdes seletivas no sentido de aumentar a producdo e a eficicia de
dispersdo de graos de pdlen -, como também devido ao aborto seletivo de frutos contendo sementes
com menor potencial de desenvolvimento ("female choice") - o que resulta em pressdes seletivas
responsaveis pela formagdo de um nimero excedente de ovdrios, relativamente ao nimero de frutos
que alcancam a maturidade (Stephenson 1981, Stephenson & Bertin 1983, Bawa & Webb 1984).
Conseqiientemente, em plantas homdicas, ambos os tipos de pressdes seletivas favorecem a produgdo
de um excesso de flores em relacio ao nimero de frutos que alcancam a maturidade. Embora em
Catalpa speciosa a maior propor¢do de flores em relacdo a frutos aparentemente seja resultado do
comprometimento entre fatores adaptativos antagdnicos, que por um lado aumentam e por outro

limitam a produgdo de frutos (Stephenson 1979), estudos sobre a frutificacio em Bignoniaceae sdo
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muito escassos, e as interacdes entre os fatores que determinam a propor¢do de flores, relativamente a

de frutos, permanecem pouco compreendidas.

Auto-Incompatibilidade de acdo tardia em Bignoniaceae

Os resultados das andlises histoldgicas de eventos posteriores a polinizagdo indicam que a
rejeicdo dos pistilos autopolinizados em Bignoniaceae é pds-zigdtica, tendo ocorrido inclusive o inicio
do desenvolvimento do tubo proembrionico em 7. impetiginosa. Porém em todas as espécies auto-
incompativeis nas quais foi realizada a contagem de 6vulos penetrados, observou-se um atraso dos
tubos polinicos em penetrar os dvulos nos pistilos autopolinizados, o que sugere um mecanismo de
reconhecimento e rejeicdo destes tubos polinicos e, portanto, a atuacdo de um  sistema de
incompatibilidade. A despeito desta menor eficicia dos tubos polinicos, todos ou a maior parte dos
6vulos em pistilos autopolinizados foram penetrados, o que claramente é um indicativo da LSI.

O presente estudo eleva para 24 o nimero de espécies de Bignoniaceae onde a LSI foi
constatada, ou seja, todas as espécies auto-incompativeis da familia Bignoniaceae nas quais o estudo do
sitio de reacdo de incompatibilidade foi realizado. Uma vez que as demais espécies auto-incompativeis
nao foram estudadas quanto aos eventos posteriores a polinizagdo, é provavel que a LSI esteja presente
também em algumas outras, sendo em todas as espécies auto-incompativeis de Bignoniaceae. Estes
dados corroboram a sugestdo de que a LSI estd agrupada em determinadas familias, em vez de
distribuida fortuitamente nas diversas familias de angiospermas (Gibbs & Bianchi 1999).

Os resultados também indicam que os pistilos autopolinizados nas espécies auto-incompativeis
de Bignoniaceae apresentam um tipo de LSI no qual o progresso do desenvolvimento em diferentes
estadios apds a penetragdo dos 6vulos, da fecundagdo do saco embriondrio até os estadios iniciais do
desenvolvimento do endosperma, é atrasado relativamente ao progresso de desenvolvimento em

pistilos submetidos a polinizagdo cruzada, porém sem outros sinais de anormalidade. Nao foram

encontrados sinais de malformag¢do do proembrido ou do endosperma em pistilos autopolinizados.
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Além disso, o aborto dos pistilos autopolinizados foi sempre uniforme, ocorrendo numa estreita faixa
de desenvolvimento, poucos dias apds a polinizagdo, o que ndo seria esperado se o aborto destes
mesmos pistilos fosse decorrente da expressdo de genes recessivos deletérios apds a fecundagdao dos
Ovulos. Portanto, no presente estudo, ndo foram encontradas evidéncias de que a auto-esterilidade em
Bignoniaceae se deva aos efeitos da depressdo endogamica.

Estudos anteriores realizados em Nicotiana alata (Lush & Clarke 1997) e Petunia hybrida
(Herrero & Dickinson 1980) (Solanaceae), reconhecidamente, plantas com GSI, demonstraram que o
crescimento dos tubos polinicos incompativeis ndo € totalmente suprimido pela reposta de
incompatibilidade, pois estes tubos polinicos continuam se desenvolvendo no estilete, embora numa
taxa de crescimento muito mais lenta do que a dos tubos polinicos em pistilos submetidos a polinizagdo
cruzada, até a flor senescer. Os resultados do presente estudo parecem indicar que a inibi¢do dos tubos
polinicos incompativeis em Bignoniaceae simplesmente ¢ menos severa do que em espécies com GSI,
pois os tubos polinicos chegam a fecundar os 6vulos e desencadear o desenvolvimento inicial do
endosperma e, em alguns casos, até mesmo do proembrido. Porém, a esta altura dos acontecimentos, o
desenvolvimento dos pistilos autopolinizados ja estd comprometido pela resposta de incompatibilidade
e 0s mesmos terminam por abortar. Portanto, pode ser que haja um gradiente de supressdo dos tubos
polinicos incompativeis entre plantas com GSI e plantas com LSI.

Outra inferéncia derivada dos resultados obtidos no presente estudo é a de que o atraso na
penetracdo dos 6vulos em pistilos autopolinizados, presumivelmente decorrente do reconhecimento dos
tubos polinicos, de algum modo estd envolvido com a abscisdo destes mesmos pistilos. Parece ser
bastante plausivel que as diferencas observadas entre autopolinizacdes vs. polinizagcdes cruzadas,
quanto ao progresso de desenvolvimento pds-zigético, sejam conseqiiéncias de um processo de
aborcao, j4 instaurado nos pistilos autopolinizados. Porém a questdo de ser a menor eficicia dos tubos
polinicos em penetrar os 6vulos a causa, ou simplesmente uma conseqiiéncia do processo de abor¢do

dos pistilos autopolinizados permanece aberta a futuras investigacOes. Neste contexto, andlises
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histolégicas envolvendo a determinacdo do momento em que ocorre a formacgdo da zona de abscisdao
pedicelo-receptacular em pistilos autopolinizados, aliadas ao estudo dos eventos posteriores a
polinizag¢do, poderiam fornecer pistas quanto a abscisdo ser iniciada antes ou apds a penetracdo dos

ovulos.
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