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RESUMO

MADUREIRA, Hérika Chagas; D.Sc.; Universidade Estadual do Norte Fluminense
Darcy Ribeiro; Julho de 2009. Caracterizagao celular e molecular do sistema de
auto-incompatibilidade esporofitica do maracujazeiro azedo (Passiflora edulis
Sims). Orientadora: Telma Nair Santana Pereira; Co-orientador: Gongalo
Apolinario de Souza Filho; Conselheiros: Maura da Cunha; e Messias Gonzaga
Pereira.

O maracujazeiro azedo (Passiflora edulis Sims), embora apresente flores
hermafroditas e férteis, normalmente é incapaz de produzir zigotos quando
polinizados com pdélen de mesmo gendtipo, pois apresenta auto-incompatibilidade
(Al) do tipo homomorfica esporofitica, a qual € conhecida em varias familias de
vegetais como Brassicaceae, Asteraceae, Sterculiaceae e Convolvulaceae.
Nestas familias, a Al esta sob controle de um unico locus multialélico, o locus-S. A
reacdo de incompatibilidade esporofitica ocorre na superficie estigmatica,
resultando na inibicdo da germinacdo do grdo de polen. No presente trabalho
teve-se por objetivos avaliar os mecanismos celulares e moleculares envolvidos
no reconhecimento e rejeicdo do poélen incompativel, bem como investigar a base
genética da Al em maracujazeiro azedo. Analises morfolégicas da interacdo
pélen-pistilo indicaram um crescimento reduzido do tubo polinico incompativel,
além de ter sido também observado uma desorganizacdo do protoplasto do tubo
como resposta a incompatibilidade. Uma outra reacéo detectada foi a deposicéo
de calose em tubos polinicos apés polinizacdes incompativeis. Nossos resultados

indicaram ainda, que em flores autopolinizadas até 48 horas antes da antese, 0s



tubos polinicos cresceram através do estilete se encaminhando em direcdo aos
ovulos. Deste modo, observamos que € possivel realizar polinizagfes utilizando
polen com mesmo gendtipo, desde que o estigma esteja imaturo. Quanto a base
genética da Al foram desenhados oligonucleotideos degenerados, a partir de
sequéncias conservadas de proteinas determinantes da Al esporofitica (SLG e
SRK) de espécies descritas na literatura, visando a amplificacdo de tais
sequéncias via PCR. Ensaios de amplificacdo realizados com amostras de DNA
gendmico de Passiflora, utilizando os iniciadores para SLG, revelaram uma banda
amplificada de aproximadamente 200 pares de base (pb). Como controle positivo,
foi utilizado DNA gendmico da espécie Brassica oleracea, onde foi observada
amplificacdo semelhante. Andlises de sequénciamento foram realizadas para
validacdo dos dados e os resultados mostraram uma alta similaridade com genes
envolvidos com Al esporofitica de Brassica. Juntas, tais observac¢des indicaram
que o sistema de auto-incompatibilidade presente em Passiflora edulis contém

similaridades com aquele ja caracterizado para o género Brassica.

Xi



ABSTRACT

MADUREIRA, Hérika Chagas; D.Sc.; Universidade Estadual do Norte Fluminense
Darcy Ribeiro; Julho de 2009. Characterization of cellular and molecular
sporophytic self-incompatibility in passion fruit (Passiflora edulis Sims). Adviser:
Telma Nair Santana Pereira; Co-adviser. Gonc¢alo Apolinario de Souza Filho;
Comitte Members: Maura da Cunha; and Messias Gonzaga Pereira.

The passion fruit (Passiflora edulis Sims) although present fertile flowers is usually
unable to produce zygotes when self pollinated, due to the homomorphic
sporophytic self-incompatibility (SI), which is known in various plant families such
as Brassicaceae, Asteraceae, Sterculiaceae and Convolvulaceae. In theses
families, Sl is under the genetic control of a single multiallelic locus, the S-locus.
The reaction of sporophytic incompatibility occurs on the stigmatic surfaces,
resulting in inhibition of pollen grain germination. The objectives of present work
were to evaluate the cellular and molecular characters involved in the recognition
and rejection of incompatible pollen as well as to investigate the genetic basis of
self-incompatibility in passion fruit. Morphological analysis of pollen-pistil
interaction indicated a reduced growth of incompatible pollen tube and it was also
observed a disorganization of the protoplasm of the tube in response to the
incompatibility. Another reaction that was observed was the deposition of callose
in incompatible pollen tubes after pollination. Our results also indicated that in
flowers self-pollinated up to 48 hours before anthesis, the pollen tubes grew
through the style moving toward the ovules. Thus, we observe that it is possible to

do pollinations using pollen with the same genotype, since the stigma is not
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mature. To do the genetic basis study, degenerated primers were designed from
conserved sequences of protein determinants of sporophytic SI (SLG and SRK) of
species described in the literature, to the amplification of such sequences by PCR.
Amplification tests conducted on samples of genomic DNA of Passiflora, using the
primers for SLG, revealed an amplified band of approximately 200 pb. As positive
control, we used genomic DNA of the species Brassica oleracea, which was
similar amplification. Analysis of sequences were performed to validate the data,
and the results showed high similarity with genes involved in Brassica sporophytic
SI. Together, these results suggest that the self-incompatibility observed in

Passiflora have similarities to that already characterized for the genus Brassica.
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1. INTRODUCAO

O maracujazeiro azedo (Passiflora edulis Sims) € de grande interesse dos
fruticultores, face a sua rapida producdo em relacdo a outras frutiferas e a sua
grande aceitagdo no mercado para consumo in natura e a industrializacdo. No
entanto, ha poucas informacdes disponiveis que corroborem com o trabalho do
melhorista em relacdo a esta espécie, dificultando assim um desenvolvimento
satisfatorio desta cultura na regido Norte e Noroeste Fluminense. Esta espécie é
altamente dependente da polinizacéo cruzada para frutificacdo devido a presenca
da auto-incompatibilidade (Al), porém h& poucos trabalhos abordando este
fenbmeno na cultura.

A presenca da Al tem implicagcdes importantes nas metodologias de
melhoramento por induzir a alogamia e o alto grau de heterozigose, além de ter
influéncias na compatibilidade entre cruzamentos (Allard, 1971; Bruckner et al.,
2005). Além disso, a Al induz o produtor a ter no seu pomar grande variedade de
plantas geneticamente distintas. Bruckner et al. (1995) demonstraram que a Al do
maracujazeiro € do tipo homomaorfica esporofitica, de heranca monofatorial. Anos
mais tarde, estudos realizados por Suassuna et al. (2003), em maracujazeiro,
sugeriram que had um gene de efeito gametofitico associado ao sistema
esporofitico.

O Laboratério de Melhoramento Genético Vegetal (LMGV) da
Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro (UENF) vem

desenvolvendo um programa de melhoramento genético para a cultura visando o



estabelecimento de variedades adaptadas a regido. Neste contexto, no presente
trabalho visou-se investigar os mecanismos celulares e moleculares envolvidos
com 0 processo que conduz ao reconhecimento e a rejeicdo do polen
incompativel como resposta a reacao de Al presente no maracujazeiro azedo.

Até o presente momento, apenas esta esclarecido o tipo de controle
genético que atua na determinagdo da Al no maracujazeiro, porém nado se
conhece 0 mecanismo genético que rege a incompatibilidade nesta espécie.
Assim, nesta pesquisa objetivou-se elucidar alguns pontos relacionados a esse
sitema, além de determinar 0s mecanismos que regem a Al, visando gerar
conhecimentos que possam auxiliar o melhorista, como a possibilidade de
manipular o sistema e, deste modo, desenvolver linhagens e variedades ou

hibridos mais homogéneos e com maior qualidade para o mercado consumidor.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 - O maracuja

O maracuja tem denominacdo indigena de origem Tupi e significa
“alimento em forma de cuia”. Esta espécie € caracterizada por ser uma planta
trepadeira, de caule lenhoso na base e herbaceo no 4pice (Meletti et al., 2000). O
maracujazeiro pertence a familia Passifloraceae e ao género Passiflora, reunindo
mais de 500 espécies distribuidas pelos tropicos, principalmente no Brasil.
Destaca-se economicamente em seus usos farmacolégico, alimentar e
ornamental (Lima, 1999). Sendo, as espécies que produzem frutos comestiveis as
que apresentam maior importancia econdmica. Entre as espécies descritas, a
Passiflora edulis Sims é a mais importante e a mais cultivada, devido ao fato de
esta ser mais vigorosa, adaptada a baixas altitudes, altas temperaturas, além da
qualidade de seus frutos. A polpa desta espécie € mais acida e possui maior
rendimento de suco, sendo este muito apreciado por sua qualidade de aroma e
sabor agradaveis. O fruto € rico em minerais e vitaminas, principalmente A e C
(Lima, 2002).

Os principais paises produtores de maracuja no mundo sdo Brasil,
Colbmbia e Equador. Segundo estimativas da ITI Tropicals (2007) a producéo
mundial de maracuja é de 640.000 toneladas e o Brasil aparece em posicao de
destaque apresentando, aproximadamente, 70% desse total. Nas regides

brasileiras o maracujazeiro azedo € cultivado principalmente em pequenas areas,



cerca de 2 hectares, e em pequenas propriedades, sendo importante gerador de
renda, além de propiciar um periodo longo de colheita (S&do José et al., 1994). O
periodo produtivo pode variar de 6 meses por ano nas regides mais ao Sul do

pais, até o ano todo nas regides ao Norte do Brasil.

2.2 - Taxonomia

O maracujazeiro azedo é uma planta nativa da América do Sul, sendo
encontrado no Havai, Quénia, india, Australia, Caribe e Brasil. Embora existam
divergéncias com relacdo a origem desta espécie, € provavel que o Brasil seja
seu centro de origem (Bernacci et al., 2008). A denominacao Passiflora edulis
forma flavicarpa foi descrita em 1932 por Otto Degener, o qual sugeriu que esta
espécie era originaria da Australia, tendo como caracteristicas exclusivas a cor do
fruto, a porcdo colorida da corona ser maior e com tonalidade roxa mais escura, e
pela presenca de glandulas nas sépalas.

Bernacci et al. (2008) afirmam que as caracteristicas apresentadas para
diferenciar o maracuja amarelo dos demais maracujazeiros azedos sé&o
infundadas. Os autores comentam que as glandulas sdo comuns na espécie,
embora possam estar ausentes em alguns casos. Além disso, afirmam que a
corona possui grandes variagOes de cores independente da cor do fruto, e por
altimo constatam que a coloragdo externa do fruto € um carater de heranca
complexa que ndo possui dominancia, logo é possivel encontrar frutos que
apresentam uma grande variacdo de cores (amarelo palido, amarelo, amarelo-
alaranjado, vermelho-rosado, vermelho-roxo, vermelho, roxo avermelhado, roxo e
roxo escuro). Sendo assim, foi determinado pelo Cdédigo Internacional de
Nomenclatura de Plantas Cultivadas que, a nivel taxondmico, deve-se utilizar
Passiflora edulis Sims para todo e qualquer fruto de maracuja azedo, associando

0 nome da cultivar nos materiais selecionados.



2.3 - Biologia reprodutiva

A reproducao € uma etapa fundamental no ciclo de vida de todos os
organismos, devido a este fato ha um grande interesse em determinar como esta
é controlada. Em plantas com flores, uma das etapas mais importantes no

processo reprodutivo é a polinizacédo (Wheeler et al., 2001).

Nas plantas do género Passiflora, as flores sdo hermafroditas, grandes,
vistosas e protegidas na base por bracteas foliares. No centro da flor, existe o
androginéforo colunar bem desenvolvido. O ovario € globoso, unilocular, com
placentacdo pariental e multiovulado. Os estiletes, em namero de trés, sao livres
ou conatos na base, com estigmas capitados. O androceu é formado por cinco
estames, com filetes livres inseridos abaixo do ovario e anteras dorsofixas e

versateis (Bruckner, 1997) (Figura 1).
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Figura 1. Flor de Passiflora edulis Sims. Foto obtida do site:
http://zoo.bio.ufpr.br/polinizadores/Textos/bio_floral.htm.

A flor do maracujazeiro azedo abre-se a partir do meio dia, permanecendo
aberta até a noite. Foi observado que nos dias com menos horas de luz solar a
abertura das flores é retardada para os horarios finais da tarde. Nas condicdes de
Jaboticabal, Sado Paulo, verificou-se que o florescimento ndo ocorre em dias com

duracdo inferior a 11 horas (Vallini et al., 1976). No periodo da antese ocorre



polinizacdo da flor e posterior fecundacdo dos évulos. A polinizagdo consiste no
transporte dos graos de pdlen das anteras para os estigmas. O maracujazeiro
mostra alto insucesso na polinizacdo pelo vento, devido ao grande peso e a
viscosidade do grao de polen, necessitando portanto de um agente transportador,
principalmente mamangavas, abelhas de médio a grande porte do género
Xylocopa, que apresentam boa eficiéncia na polinizacédo. Estudos revelaram que,
em meédia, sdo produzidos 300 6vulos por flor, havendo uma necessidade de no
minimo 190 grédos de polen depositados no estigma para que ocorra a formacéo
de um fruto normal (Ruggiero, 1978). Os grdos de pdélen precisam permanecer
secos por pelo menos 2 horas na superficie estigmatica para que ocorra a
fecundacdo; com as chuvas estes ficam umedecidos e arrebentam-se nao
ocorrendo entéo a fertilizacdo (Akamine e Girolami, 1959). As flores quando néo
fecundadas murcham e caem.

Ruggiero (1973) constatou que 0 maracujazeiro azedo apresenta
diferentes tipos de flores, que podem ocorrer em uma mesma planta. Assim, as
flores podem ser classificados, em relagdo a curvatura do estigma como:
totalmente curvas (TC), nas quais 0s estigmas encontram-se abaixo e/ou no
mesmo nivel das anteras; parcialmente curvas (PC), nas quais 0s estigmas
encontram-se acima das anteras formando com elas um angulo aproximado de
45° e sem curvatura (SC), nas quais 0s estigmas ndo se curvam permanecendo
unidos formando um angulo aproximado de 90° em relagdo as anteras. Este
estudo indicou ainda que o tempo médio decorrido desde a abertura da flor e a
curvatura total do estilete estd em torno de 71 minutos. E possivel encontrar os
trés tipos de flores em uma mesma planta, bem como em outras plantas os trés
tipos podem nao ocorrer.

De acordo com Ruggiero et al. (1976), as flores sem curvatura néo
produzem frutos, mesmo quando polinizadas com poélen de uma outra planta e,
segundo os autores, isso se deve a um percentual reduzido de células em divisédo
nos ovarios dessas flores. Assim, essas flores apresentam esterilidade feminina
devido a inviabilidade dos o6vulos. Estudos efetuados por Pereira et al. (1996)
mostraram que o saco embrionario das flores do tipo SC nédo apresentam oosfera,
componente essencial para a formacao do embrido. No entanto, o polen é viavel
nos diversos tipos de flores, independente da curvatura do estilete. Em média, as

flores TC ocorrem em maiores porcentagens.



O conhecimento mais detalhado da biologia floral de espécies de
Passiflora €, portanto, de fundamental importancia para subsidiar meios que
conduzam a uma melhor produtividade e, consequentemente, maior rentabilidade

na comercializacao devido este fator influenciar diretamente na producéo.

2.4 - Citogenética

As espécies de Passiflora podem ser dividas dentro de quatro grupos
cariolégicos, representados por x = 6, X = 9, x = 10 e x = 12. A maioria das
espécies apresentam 2n = 2x = 12 ou 18, porém, 2n = 14, 20, 22, 24, 36, 72 e 84
também podem ser encontrados em espécies nativas e introduzidas. Aneupléides
e polipléides tém sido relatados como mecanismo evolucionario (Melo et al.,
2001). As espécies que apresentam maior expressao comercial, como o
maracujazeiro azedo, possuem 2x = 18 cromossomos. Contudo, segundo
Bruckner (1997), muitas secdes e subgéneros permanecem incontados e, deste
modo, ha a necessidade de estudos citoldgicos aprofundados que auxiliem na
determinacao de relacgdes filogenéticas entre as espécies.

Ha uma alta compatibilidade interespecifica em cruzamentos dentro do
grupo com 2n = 2x = 18, e de acordo com esta observacdo hibridos
interespecificos naturais e artificiais tém sido obtidos (Junqueira et al., 2008). Os
cruzamentos sugerem que as barreiras entre varias espécies sao frageis;
entretanto, os hibridos nem sempre séo férteis e viaveis (Knight, 1991). A maioria
dos hibridos interespecificos apresentam problemas de desenvolvimento, macho-
esterelidade, baixa viabilidade polinica ou dificuldade em florescer (Soares-Scott
et al., 2003).

De acordo com Meletti et al. (2005), a hibridacdo interespecifica,
objetivando a transferéncia dos genes de resisténcia a doencas ao maracujazeiro
azedo, tem apresentado pouca aplicacdo pratica. Este fato € decorrente de
diversos problemas, dentre eles a alta variacdo morfologica nos frutos os quais,
normalmente, séo intermediarios entre as duas espécies e desprovidos de
caracteristicas comerciais desejaveis. Deste modo, para recupera-las, muitas
geracdes de retrocruzamentos com 0 progenitor comercial sdo necessarias.

Junqueira et al. (2005) relataram experiéncias de sucesso com este método de



melhoramento e com o uso de espécies silvestres como fonte de genes de
resisténcia. E notorio que informagdes mais aprofundadas da origem e relagéo
entre as espécies podera auxiliar na escolha de procedimentos adequados a

manipulacédo genética dentro de um programa de melhoramento.

2.5 - Interacdo polen-pistilo

Nas angiospermas, a flor é responsavel pela perpetuacdo da espécie.
Dentre os diversos 6rgaos que a constitui, o pistilo e 0 estame sédo responsaveis
pela reproducdo sexuada da planta. O primeiro, representa o 6rgao feminino;
sendo composto pelo estigma, estilete e ovario, onde os Ovulos séo
armazenados. Os grdos de podlen se desenvolvem nos estames, o 6rgao
masculino da flor, quando maduros séo constituidos por uma bicamada: a intina,
camada interna, composta por celulose, pectina e proteina; e a exina, camada
externa, da qual é sintetizada e secretada pela antera e cuja composicdo sdo
lipidios e proteinas. Estudos indicam que as proteinas presentes na exina do
pélen interagem com compostos do pistilo (Doughty et al., 1998).

Durante interacdes compativeis, a polinizacdo se inicia com a deposicéo
do pdlen na superficie estigmatica. Em sequéncia, apos aderir, o pdolen é
hidratado e germina emitindo o tubo polinico, o qual penetra na cuticula das
células do estigma e invadem a matriz extracelular deste tecido, crescendo
através do tecido de transmissédo do estilete. O processo culmina na conducédo
dos gametas masculinos até o saco embrionario, local onde € liberado duas
células espermaticas, uma que sera responsavel pela fertilizacdo da oosfera,
enquanto que a outra fusiona com os dois nucleos polares da célula central para
formar o endosperma triplodide (Hiscock e Allen, 2008).

O grao de polen é liberado da antera como um micrésporo desidratado; o
grau de desidratacao varia de acordo com a espécie, no entanto, estima-se que o
percentual de agua presente no grao de pélen durante a antese encontra-se entre
15 e 35% (Dumas et al., 1984). A hidratacdo necessaria para a germinacdo do
polen é realizada quando este interage com o estigma. A superficie do estigma
tem sido classificada como Umida ou seca; esta indicacéo se da de acordo com a

quantidade de secrecdo presente nesta regido. Estas secre¢fes estdo



diretamente relacionadas com o sucesso da polinizacdo, ja que a absorcdo de
agua € um fator essencial para a germinacdo do poélen e penetracdo do tubo
polinico no estigma (Goldman et al., 1994). As secrecdes presentes nos estigmas
umidos sdo compostas principalmente de lipidios ou carboidratos (Lush et al.,
2000).

Por sua vez, os estigmas secos sao cobertos por uma cuticula continua
que pode ser penetrada pelos tubos polinicos através de processos enzimaticos
utiizando uma cutinase. A funcdo desta pelicula em estigmas secos é
desconhecida, porém ha indicios que esta cobertura desempenhe um papel
essencial no reconhecimento poélen-estigma. Estudos indicam que a remocéo
desta camada através do tratamento com detergentes impede a penetracdo do
tubo polinico no estigma (Hiscock e Dickinson, 1993).

Heslop-Harrison e Shivanna (1977) relataram que em estigmas Umidos os
grdos de polen hidratam e germinam rapidamente. Em contraposi¢cdo, em
estigmas secos as células das papilas sdo estimuladas durante a polinizacédo a
secretar exudatos sobre a superficie estigmatica. Ha indicios que plantas
possuidoras de estigmas Umidos e pélens binucleados estejam correlacionadas a
espécies possuidoras de Al gametofitica, e aquelas que apresentam estigmas
secos e polens trinucleados apresentam Al esporofitica. Contudo, gréos de pélens
binucleados também podem ser encontrado em sistemas de Al esporofitica (De
Nettancourt, 1997).

2.6 - Auto-incompatibilidade em plantas

A Al é um dos mais importantes mecanismos genéticos que interfere na
reproducao das angiospermas. Estima-se que este sistema ocorra em 30 a 50%
das espécies de plantas com flores (Wheeler et al., 2001). Esse mecanismo de
reproducdo favorece a alogamia, promovendo, desta forma, a variabilidade
genética dentro da espécie. A Al pode ser homomorfica, quando nao existem
modificacdes florais que acompanham o processo; ou heteromoérfica, quando o
mecanismo de Al origina flores que diferem basicamente no comprimento relativo
do estilete e da antera, implicando, assim, em barreira fisica para a

autopolinizagdo (De Nettancourt, 1997). A Al homomorfica pode ser gametofitica
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ou esporofitica e a resposta da Al € desencadeada apés a interacdo entre pélen-
pistilo, via um processo de discernimento entre o grao de pdlen compativel e o
incompativel. No sistema gametofitico, o fenétipo da Al é determinado quando o
gréo de pdlen carrega um alelo também presente no estigma. Este fato culmina
na inibicdo do desenvolvimento do tubo polinico. Em contrapartida, na Al
esporofitica a reacdo é gerada pelo genétipo somético da planta adulta, que deu
origem ao grao de polen.

Plantas hermafroditas e férteis que apresentam Al sdo incapazes de
produzirem sementes quando polinizadas com poélen de mesmo gendtipo. Este
fato é resultante do fracasso dos graos de pdlen de mesmo gendétipo de aderirem
ou germinarem no estigma ou, ainda, da incapacidade dos tubos polinicos
penetrarem ou crescerem atraveés deste orgao (Schifino-Wittmann e Dall”Agnol,
2002).

A Al ocorre em diversas familias e géneros de angiospermas, inclusive
em varias espécies de interesse econdmico (Brewbaker,1957), como em
Nicotiana, Brassica, Lycopersicon, Passiflora e muitas outras. Segundo Schifino-
Wittmann e Dall’Agnol (2002), a ocorréncia da Al em espécies economicamente
importantes pode ser de grande valia, pois diversas sdo as aplicacoes desse
mecanismo. Em espécies ornamentais cujas flores sdo destinadas ao corte, a
existéncia da Al pode ser altamente benéfica, pois a ndo ocorréncia de fertilizacao
mantém a flor vicosa por muito mais tempo. Além disso, em algumas culturas a
supressao da frutificacdo pode ser util evitando a alocagdo de recursos para as
partes reprodutivas, assegurando um maior vigor vegetativo. Os autores afirmam
ainda que uma das grandes vantagens praticas da Al para a realizacdo de
cruzamentos em plantas auto-incompativeis, ou quando a auto-incompativel &
utilizada como progenitor feminino, é que a emasculagéo é dispenséavel. Por outro
lado, a principal utilizagdo da indug&o da auto-compatibilidade em espécies auto-
incompativeis é a producao de linhas puras e, posteriormente, hibridos.

Estudos genéticos classicos tém estabelecido que o reconhecimento de
polen compativel e incompativel pelo estigma € controlado na maioria das
espécies por um unico lécus multialélico, o lécus S. Analises moleculares
comprovam que a inibicdo do pélen ocorre quando o mesmo alelo S especifico &

expresso pelo pistilo e pelo pélen ao mesmo tempo (Takayma e Isogai, 2005).
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2.6.1 - Auto-incompatibilidade gametofitica

De acordo com Newbigin et al. (1993), em plantas possuidoras de Al
gametofitica os cruzamentos compativeis sO ocorrerdo se o alelo S do polen for
diferente de qualquer alelo presente no estilete diploide. Nesse sistema o pélen é
binucleado e a superficie estigmatica € umida, a qual facilita a hidratacdo do gréo
de polen. Uma outra caracteristica do mecanismo gametofitico € que a superficie
estigmatica se rompe na maturacdo. Em conjunto, esses fatores favorecem a
germinacao rapida do pdélen, de modo que a rea¢do de incompatibilidade ocorra ja
no estilete. Segundo Mascarenhas (1993), no sistema gametofitico os fatores
inibitdrios ou seus precursores seriam produzidos pelos alelos S, apds a anafase
da primeira divisdo da meiose (Figura 2).

Acredita-se que as RNAses sejam um dos fatores determinantes da
reacdo de incompatibilidade no sistema gametofitico. Estas enzimas estédo
presentes desde a superficie das papilas estigmaticas, nos tecidos condutores do
estilete até o ovario, o que coincide com o trajeto do tubo polinico. Ha evidéncias
de que as RNAses interrompem o crescimento do tubo polinico por meio da
degradacdo do RNA do tubo possuidor do mesmo haplétipo S, mas os processos
celulares que conduzem ao reconhecimento e a eliminacdo dos tubos
incompativeis ainda nao estdo completamente elucidados (Haring et al., 1990; De
Nettancort,1997). Um tipo de controle gametofitico diferenciado das demais
formas descritas foi observado em papoula (Papaver rhoeas), cujo mecanismo de
inibicdo do pélen incompativel é dependente de gradientes de Ca*? (Franklin-
Tong et al., 2002).

Diversos estudos tém relatado que em algumas espécies possuidoras da
Al gametofitica existem genes restauradores da auto-fertilidade, ocorrendo
naturalmente ou surgindo como resultado de mutacdes ou poliploidizagdo. As
analises tém indicado que a poliploidia pode afetar e mesmo impedir a reacéo de
Al gametofitica em dicotileddneas, como consequéncia da alteracdo do balanco
genético, como exemplo podemos citar polipldides de Lycopersicon peruvianum
(Chawla et al., 1997) e Petunia (Entani et al., 1999). No entanto, em espécies
monocotiledéneas e algumas dicotiledéneas primitivas, a incompatibilidade é

mantida a nivel de polipléides (De Nettancort, 1997).
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AI Esporofitica

Célula mae Produtos do alelo S Pé6len maduro
do pélen sintetizados antes de tricelular
completar a meiose

AI Gametofitica

CeIuIa mée Produtos do alelo S
do polen sintetizados depois de
completar a meiose i
Produtos S ;S, = E Polen maduro

bicelular

Figura 2. Modelo da possivel base das diferencas entre as auto-
incompatibilidades esporofitica e gametofitica. Adaptado de Mascarenhas (1993).

2.6.2 - Auto-incompatibilidade esporofitica

A reacdo de incompatibilidade esporofitica ocorre na superficie
estigmatica, resultando na inibicdo da germinacdo do pélen. De um modo geral, a
capacidade de discriminar entre o pélen da mesma planta e um pdlen com
genadtipo distinto é influenciado pelo estadio de desenvolvimento do estigma
(Brugiére et al., 2000; Nasrallah, 2000).

No sistema esporofitico o pélen é trinucleado e a superficie do estigma é
seca, além disso, distintamente do sistema gametofitico, a cuticula permanece
intacta apds polinizacdo. Sendo assim, neste mecanismo, 0 polen tem de ser

capaz de retirar a agua para sua germinacao do protoplasto da célula papilar. A
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principal funcédo da capa polinica, neste caso, € absorver dgua do estigma. Em
cruzamentos compativeis, a capa do pélen e a parede da célula da papila
interagem, permitindo que o tubo polinico penetre a parede celular estigmatica.
Até a passagem desta barreira, o estigma nao distingue entre pdlen compativel e
incompativel (Bruckner et al., 2005). A reacdo de Al ocorre entre produtos do
estigma e componentes do polen, de origem esporofitica. A sintese dos produtos
dos alelos S no sistema esporofitico ocorre supostamente antes da anafase |
(Mascarenhas, 1993) (Figura 2).

A maioria das pesquisas a cerca da Al esporofitica tem sido realizadas na
familia Brassicaceae em plantas como couve, couve-flor, brécolis e rabanete. Em
periodos mais recentes, a batata doce, pertencente a familia Convolvulaceae,
passou a ser estudada a nivel molecular, visando avaliar este tipo de reacao.
Estudos revelaram que o l6cus S é extremamente complexo, medindo cerca de
80 a 100 kb e contendo aproximadamente 17 genes (Watanabe et al., 2000). No
entanto, apenas 2 genes, altamente polimorficos, sdo necessarios para o
processo de reconhecimento do pélen incompativel; um deles codifica um
determinante masculino que é expresso em células do grdo de pélen e o outro é
um determinante feminino, o qual est4 presente no pistilo. As variacdes desse
complexo génico sdo denominados hapl6tipos S (Hiscock e Mclnnis, 2003).

Diversas maneiras de superar a Al tém sido descritas no sistema
esporofitico, dentre elas esta o0 manejo de fatores fisioldgicos, como por exemplo,
a autopolinizagéo das flores na fase de bot&o, ou ainda a utilizagdo de flores
velhas ou polen velho (Richards,1997). Segundo este mesmo autor, nestes casos
a reacao de Al ainda nao foi ativada ou esta enfraquecida, facilitando, deste
modo, a fertilizacdo, utilizando polens portadores do mesmo genoétipo. Em
repolho, por exemplo, a polinizacdo em botdes florais € utilizada para a obtencao
de linhas puras que, posteriormente, sdo cruzadas entre si para a produgéo de
hibridos.

Fernandes et al. (1996) constataram que a fecundacao incompativel pode
também ser conseguida realizando-se duas autopoliniza¢des no dia da antese, as
13 e as 17 horas. Hipoteticamente, a primeira autopolinizacdo anula o efeito das
proteinas, de maneira que a segunda consiga, em parte, fertilizar os 6vulos. As
linhagens poderdo ser mantidas por autofecundacdes no estadio de botdo ou por

meio de propagacao vegetativa. Cruzamentos entre plantas incompativeis entre si
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podem ser realizadas de maneira analoga as autopoliniza¢des acima descritas.
Adicionalmente, tem-se relatos de outros mecanismos que corroboram
para a inativacdo da Al, como exemplo podemos citar a utilizacdo de irradiacao,
horménios (Hasenstein e Zawada, 2001), altas temperaturas, solucdes salinas
(Carafa e Carratu, 1997) e aplicagbes de CO, (Lee et al., 2001); estas estratégias
podem levar a um colapso fisiologico e temporario da Al, permitindo

autopolinizacdes.

2.6.3 - Auto-incompatibilidade em Passifloraceae

A flor do maracujazeiro azedo embora seja hermafrodita, normalmente, é
incapaz de produzir zigotos apOs a autopolinizagdo, pois apresenta uma
caracteristica importante em sua biologia floral, a Al. Tal fator tem implicacdes
importantes nas metodologias de melhoramento por induzir a alogamia e o alto
grau de heterozigose, além de ter influéncias na compatibilidade entre
cruzamentos (Allard, 1971). A Al faz com que o produtor deva ter no seu pomar
grande numero de plantas geneticamente distintas. Bruckner et al. (1995)
concluiram que a auto-incompatibilidade do maracujazeiro é do tipo homomorfica
esporofitica, de heranca monofatorial. Entretanto, estudos realizados por
Suassuna et al. (2003), em maracujazeiro, sugeriram que ha um gene de efeito
gametofitico associado ao sistema esporofitico.

Souza et al. (2006), estudando a biologia reprodutiva na cultura do
maracujazeiro, constataram que o estigma desta espécie é seco, sendo o estilete
do tipo solido. Acredita-se que estas caracteristicas estejam relacionadas ao
mecanismo de Al descrita para esta espécie. Estigmas secos possuem uma
importante funcdo bioldgica no sistema de Al esporofitica, pois permitem uma
interacdo célula-célula entre o pdlen e o estigma, sendo, deste modo, o sitio de
reconhecimento ou rejeicdo do podlen. Régo (1997) verificou, em maracuja
amarelo, que as proteinas responsaveis pela Al sdo encontradas no estigma e na
parte superior do estilete dois dias antes da antese, aumentando gradativamente
até o momento da abertura da flor.

Embora a Al seja uma caracteristica da biologia reprodutiva da maioria

das espécies do género Passiflora, ha espécies de determinados subgéneros que
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apresentam auto-compatibilidade como a P. tenuifila, P. elegans, P. capsularis, P.

villosa, P. suberosa e P. foetida. (Junqueira et al., 2005).

2.6.4 - Genes envolvidos no processo de auto-incomp  atibilidade no sistema
esporofitico

2.6.4.1 - Determinante feminino da auto-incompatibi  lidade

As pesquisas que revelaram a existéncia de um determinante feminino no
mecanismo de Al se iniciaram em Brassica, com a identificacdo imunoldgica de
um antigeno especifico do haplotipo S presente no estigma, seguido pela
identificacdo bioquimica de uma glicoproteina S (SLG). Em Brassica, a SLG
possui massa molecular em torno de 50 a 60 kDa e doze residuos de cisteina
conservados (Nasrallah et al., 1987). A caracterizacdo das SLGs levaram a
identificacdo de um segundo gene do locus S, 0 SRK, receptor quinase do locus S
(Stein et al., 1991).

Sabe-se que o gene SRK é o determinante feminino da Al esporofitica e
codifica formas alélicas de um receptor quinase expresso em células da papila do
estigma (Stein et al., 1996). A proteina SRK possui tamanho aproximado de 120
kDa e se estende da membrana plasméatica da papila até a parede celular.
Estudos utilizando plantas transgénicas mostraram que a SRK sozinha determina
a especificidade-S no estigma (Silva et al., 2001).

As glicoproteinas oriundas da expressao do gene SLG séo secretadas no
estigma e estao localizadas mais especificamente nas paredes celulares da papila
(Nasrallah et al., 1988). Takasaki et al. (2000) afirmaram que a SLG nao é
essencial para o reconhecimento do pélen incompativel, no entanto, ha
evidéncias de que a acdo da SLG e a SRK em conjunto aumenta a forca da

resposta de incompatibilidade.
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2.6.4.2 - Determinante masculino da auto-incompatib  ilidade

Foi identificado em Brassica um determinante masculino do sistema de Al
esporofitica; uma pequena proteina de 6 kDa, rica em cisteina. Esta foi
identificada independentemente por um grupo dos Estados Unidos e outro do
Japao (Schopfer et al., 1999; Takayma et al.,, 2000) e, devido a este fato, é
possuidora de dois nomes distintos: SCR (proteina rica em cisteina do locus S) e
SP11 (proteina 11 do podlen do locus S). A descoberta desta proteina foi de
fundamental importancia na pesquisa da Al por haver sido a primeira vez que um
determinante de incompatibilidade presente no pdlen foi caracterizado. Até o
presente momento, acredita-se que os determinantes de Al masculino e feminino
sejam codificados por diferentes genes do locus S.

A SCR/SP11 é expressa esporofiticamente em células somaticas do
tapete da antera e, gametofiticamente, nos micrésporos hapldides; porém, em
polen recessivo do haplétipo S, a expressdao do SCR/SP11 é exclusivamente
esporofitica em células do tapete. Estudos imunocitoquimicos mostraram que,
guando a SCR/SP11 é expressa em micrésporos, é incorporada dentro da “capa”
do pdlen, isto indica que ha duas vias para a translocacdo de SCR/SP11, uma
controlada esporofiticamente e outra gametofiticamente. Porém, as razdes e
consequéncias destas diferentes vias ainda nao foram esclarecidas (lwano et al.,
2003).

2.6.4.3 - Interacdo entre os determinantes masculin o e feminino

A expressao dos genes SRK, SCR/SP11 e SLG sao rigorosamente
regulados, sendo indetectaveis em botdes florais jovens, porém alcancam niveis
maximos de expressao pouco antes da antese, periodo quando as flores tornam-
se Al. Deste modo, quando a flor se abre, ela estd preparada para discriminar
entre o préprio polen e pdlens com gendtipos distintos. O reconhecimento da
autopolinizagdo ocorre a nivel de interagdo proteina-proteina dos determinantes
feminino e masculino, e a resposta incompativel ocorre quando os dois
determinantes se originam do mesmo haplétipo S (Takayama e Isogai, 2005).

No estigma antes de ocorrida a polinizagdo, a SRK aparentemente
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encontra-se associada com duas proteinas tioredoxina-H, THL 1 e THL 2
(Giranton et al., 2000; Cabrillac et al., 2001). A interacdo da THL 1 e,
provavelmente, da THL 2, com o dominio quinase da SRK in vivo, a mantém em
estado inativo. A transicdo do complexo SRK para o estado ativo € desencadeado
rapidamente pela presenca de grdos de poélen na superficie estigmatica, através
da interacdo haplétipo especifica entre o0 dominio SCR/SP11 e o dominio receptor
da SRK (lwano et al., 2003; Cabrillac et al., 2001). Esta interacdo resulta em uma
rapida autofosforilacdo dos residuos serina e tirosina, no dominio quinase da SRK
(Takayma et al., 2001), hipoteticamente, como consequéncia imediata, ocorre
uma dissociacdo da THL 1 e THL 2 (Cabrillac et al., 2001). A ativacdo da SRK é
necessaria para iniciar a cascata de sinalizacdo dentro das células da papila
através da interacdo do dominio quinase com proteinas citosolicas especificas,
tendo como produto final a rejeicdo do pdlen incompativel.

No entanto, estudos revelaram que a proteina SCR/SP11 sozinha nao é
capaz de desencadear a resposta de incompatibilidade quando aplicada
diretamente no estigma, acredita-se que este fato seja em decorréncia da
incapacidade desta em difundir-se através da cuticula estigmatica (lwano et al.,
2003). Esta observagdo sugere que um fator adicional do pdlen seja necessario

para que se estabeleca a interacdo entre a SCR/SP11 e a SRK.

2.6.5 - Transducgao de sinal no sistema de auto-inco  mpatibilidade

A cascata de sinalizacdo que desencadeia a reposta de Al, ainda nao foi
completamente elucidada. No entanto, duas moléculas sinalizadoras foram
identificadas como mediadoras da via, que é iniciada pela ativagcdo da SRK e
culmina na resposta de Al (Figura 3). Uma delas € a ARC 1, uma proteina
presente no estigma; acredita-se que ela interaja com o dominio citoplasmatico da
SRK (Muzzurco et al., 2001). O papel da ARC 1 como molécula sinalizadora da
resposta de Al foi investigado por meio de experimentos realizados por Stone et
al. (1999). Neste caso, foi utilizado plantas transgénicas expressando uma
construcdo na orientacdo anti-sentido do cDNA da ARC 1; como resultado foi
observado que houve uma perda parcial da resposta de Al, indicando que a ARC

1 exerce um papel importante na via de sinalizagdo que ativa 0s genes
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responsaveis pelo processo de Al. Portanto, a perda incompleta da resposta de Al
sugere que h& outras moléculas envolvidas nesta via de sinalizacao.

Mais recentemente, foi identificado uma proteina quinase denominada
MLPK em uma variedade auto-compativel de Brassica rapa, que se localiza na
membrana das células papilares (Murase et al., 2004). Foi observado que esta
variedade era portadora de uma mutacdo que resultava na perda da atividade
guinase desta proteina. Contudo, as pesquisas concluiram que a expressao
correta da proteina em questdo poderia restaurar a habilidade de a papila celular
rejeitar o proprio polen. Deste modo, estas andlises sugerem que a MLPK & um

mediador da sinalizagdo da Al.
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Figura 3: Modelo molecular da resposta de auto-incompatibilidade esporofitica.
Adaptado de Takayama e Isogai (2005).
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2.7 - Melhoramento genético de Passiflora

O Brasil é o maior produtor mundial de maracujazeiro azedo (P. edulis
Sims); o cultivo desta fruteira € uma atividade econémica em 652 municipios de
23 Estados (IBGE, 2002). A producdo em escala comercial no pais tem origem
relativamente recente na década de 70. Atualmente, o agronego6cio do maracuja
no Brasil gera 500 milhdes de reais ao ano, empregando aproximadamente
250.000 pessoas e pode disponibilizar de 5 a 6 empregos diretos e indiretos por
hectare no decorrer de 2 anos; desta forma, tal cultura oferece uma excelente
opcdo de investimento para pequenos e médios agricultores. O maracujazeiro
azedo € uma das € uma das 8 espécies frutiferas mais extensivamente cultivadas
na regido sudeste, sendo precedida apenas pelas culturas da laranja, banana,
lim&o, manga, tangerina, abacaxi e uva (Piza Junior, 1998).

Contudo, apesar da grande importancia da cultura, hd uma escassez na
literatura no que diz respeito a producdo cientifica basica e aplicada,
principalmente na area de melhoramento genético. Este fato culmina em numero
reduzido de cultivares homogéneos e produtivos, tolerantes as principais
moléstias que afetam esta espécie. Normalmente, os produtores reutilizam
sementes de plantios anteriores, este fato € um entrave que limita a qualidade e
produtividade dos pomares. Por ser uma espécie aldgama, por exceléncia, os
métodos de melhoramento a serem utilizados no desenvolvimento de cutivares
devem ser os recomendados de acordo com o sistema reprodutivo da espécie.
Segundo Meletti et al. (2005), os primeiros trabalhos de melhoramento utilizaram
o método da selecdo massal que é eficiente para caracteres de facil mensuracao
e que possuam consideravel herdabilidade como formato do fruto, teor de suco,
teor de sdlidos soluveis totais, dentre outros.

Os primeiros cultivares de maracuja tornaram-se disponiveis a partir da
década de 1990; entretanto, antes dessa década varias sele¢cdes foram utilizadas
como a selecdo Maguary, mais cultivada em Minas Gerais, ‘Composto I1AC-270’,
mais utilizado em S&o Paulo; a selecdo Golden Star, utilizada no Rio de Janeiro e
Espirito Santo (Meletti et al., 2005)

Essas selecOes foram importantes para o desenvolvimento de materiais
mais promissores, sendo que em 1999 foram disponibilizadas as primeiras

cultivares de maracuja azedo. Essas cultivares foram desenvolvidas visando o
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mercado de frutas in natura e a agroindustria, por isso elas apresentam
caracteristicas definidas e distintas. A cultivar IAC-273 e IAC-277 foi
disponibilizada para o mercado de frutas frescas e IAC-275 para a industria
(Meletti et al., 2005).

Recentemente, foram langados trés novos hibridos de maracujazeiro
azedo: BRS Sol do Cerrado, BRS Gigante Amarelo e o BRS Ouro Vermelho
(Faleiro et al.,, 2008). Esses materiais foram obtidos via melhoramento
populacional por selecdo recorrente e obtencdo e avaliacdo de hibridos
interespecificos. Apresentam como principais caracteristicas alta produtividade,
tolerancia a véarias doencas da parte aérea, menor dependéncia da polinizagédo
manual e 6timas caracteristicas fisico-quimicas de frutos.

A América do Sul é considerada o local de origem de pelo menos 95%
das espécies de maracuja, sendo o Brasil o maior centro de distribuicdo
geografica do género Passiflora (Vanderplank, 1996). Deste modo, o pais €&
possuidor de uma ampla variabilidade natural extremamente valiosa como fonte
de germoplasma para o melhoramento genético. Determinadas espécies
silvestres, tém apresentado caracteristicas importantes que podem contribuir em
programas de melhoramento, dentre elas podemos observar fendtipos de
resisténcia a doencas ou pragas, longevidade, maior adaptacdo a condicOes
climaticas adversas, maior periodo de florescimento e concentracdo ampliada de
componentes quimicos de interesse a industrias farmacéuticas (Meletti et al.,
2005). Outra vantagem é que estas espécies podem ser uma alternativa para
diversificar o mercado de consumo in natura, e também podem ser empregadas
como plantas ornamentais.

Segundo Oliveira e Ferreira (1991), as metodologias de introducdo de
plantas, hibridacdo, selecdo massal e selecdo com teste de progénies sao ideais
para explorar a grande variabilidade genética presente no maracujazeiro. Além
disso, a propagacao vegetativa € apontada como uma alternativa para sobrepor
os transtornos causados por patégenos presentes no solo. Habitualmente é
empregado como estratégia outras espécies do género como porta-enxertos
resistentes (Menezes et al., 1994).

Nos tempos atuais, é possivel observar contribuicbes as metodologias
tradicionais, a exemplo do notdrio avango no ambito da pesquisa nas areas de

biologia molecular, associada ao melhoramento e a genética, possibilitando a
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elucidagdo de mecanismos biologicos envolvidos na transmissdo de
caracteristicas de uma geracao para outra. A combinagdo de técnicas de biologia
molecular, culturas de tecidos in vitro e transferéncia exégena de genes
representa uma importante ferramenta para introducdo de novas caracteristicas
no organismo de interesse. Genes oriundos de diferentes espécies vegetais,
animais ou microorganismos podem ser implantados de forma controlada em um
genoma vegetal receptor, de modo independente da fertilizacdo (Gander et al.,
1996).

Utilizando esta abordagem, ja é possivel encontrar hoje pesquisas bem
sucedidas que obtiveram como produto plantas de maracuja transgénicas
oriundas de uma transformagdo com um RNA derivado do genoma do Cowpea
aphid-borne mosaic virus. Segundo dados apresentados pelos autores, as plantas
portadoras desse gene apresentaram um fenotipo de resisténcia ao virus de
endurecimento do fruto (Alfenas et al., 2005). Contudo, atualmente, a geragéo dos
organismos geneticamente modificados tem sido alvo de polémica e discussdo
nos diversos segmentos da sociedade. No entanto, o uso dos transgénicos deve
ser analisado quanto as suas vantagens, desvantagens e contribuicdo a melhoria
da qualidade de vida, levando sempre em consideragéo a questéao do fluxo génico
que pode ocorrer, especialmente por ser o Brasil um pais centro de origem e de
diversidade primaria das Passifloras e também pelo fato de facil obtencédo de
hibridos entre algumas espécies de Passiflora com a forma cultivada.

No presente trabalho, utilizamos o maracuja, P. edulis Sims, espécie que
atualmente apresenta maior importancia comercial. A grande variabilidade
genética existente em maracujazeiro, o ciclo reprodutivo relativamente curto e a
ascensao da procura desta fruta pelo mercado consumidor sdo apenas alguns
dos fatores favoraveis a esta cultura. Deste modo, é evidente que o maracuja
necessita de incrementos em melhoramento genético com o intuito de viabilizar o
aumento da produtividade, a qualidade adequada de frutos e resisténcia a
doencas.

Por ser uma espécie alogama, a obtencdo de hibridos seria o caminho
natural para aumentar a produtividade da cultura, mas considerando a questao da
Al, que impede a autopolinizacdo e obtencéo de linhagens, este tipo de material
ainda nao foi obtido pelos pesquisadores. Apesar de a utilizacdo da Al no

melhoramento de plantas ser realizada a longa data, em maracujazeiro ainda
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existe uma lacuna entre o grau de conhecimento tedrico, como as bases genética
e molecular, e a aplicacdo deste conhecimento nesta area de pesquisa. Sendo
assim, a proposta deste trabalho consiste em elucidar alguns pontos relacionados
a esse mecanismo, que venham acrescentar em conhecimento que possam ser

empregados posteriormente pelo melhorista.
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3. OBJETIVOS

O objetivo geral deste trabalho foi identificar os processos celulares e
moleculares envolvidos no reconhecimento e na rejeicdo do polen incompativel

em maracujazeiro azedo. Os objetivos especificos foram:

a) Analisar a nivel morfoldgico e ultra-estrutural a interacao pélen-estigma
apos polinizacdes compativeis e incompativeis;

b) Caracterizar a anatomia e a ultra-estrutura dos tubos polinicos
compativeis e incompativeis;

c) Analisar a estrutura de gréos de polen apos polinizacbes compativeis e
incompativeis;

d) Analisar o desenvolvimento in vivo de tubos polinicos apos
polinizagBes compativeis e incompativeis;

e) Caracterizar alteracGes na estrutura e no crescimento do tubo polinico
entre interacdes compativeis e incompativeis;

f) Realizar a analise gendbmica do sistema de Al presente no

maracujazeiro.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 - Material Vegetal

Esta pesquisa foi realizada com amostras coletadas em plantas oriundas de
uma populacdo de meio irmaos de maracuja azedo. A populacao foi estabelecida
no campo experimental do Centro de Ciéncias e Tecnologias Agropecuarias da
UENF, localizado na Escola Agricola Anténio Sarlo, no municipio de Campos do
Goytacazes, regido Norte do Estado do Rio de Janeiro. As plantas foram
conduzidas no sistema de espaldeira vertical, com mourdes de 2,5 metros de
altura, espagados a 4 metros e com um fio de arame namero 12 a 1,80 metros de
altura em relacdo ao nivel do solo. A distancia entre linhas de plantio foi de 3,5

metros. O método de irrigacao utilizado foi o de microasperséao (Silva et al., 2009).

4.2 - Polinizagao

Para as metodologias realizadas com grdos de poélen compativeis e
incompativeis foram realizados cruzamentos manuais. Para tal, botdes florais
(receptores) foram marcados em fase de antese (10 botbes para cada
cruzamento) e protegidos com sacos de papel entre os horarios de 10:00 e
11:30. As polinizagcdes foram efetuadas a partir das 14:00 horas. Foram

executadas autopolinizacdes e polinizacdes cruzadas. Apds as polinizacbes, as
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flores foram protegidas novamente com sacos de papel, até 0 momento da coleta.
O vingamento do cruzamento foi avaliado 48 horas apds quando o ovario se
apresentava intumescido e ainda fixo no pedudnculo. Combinagdes cujo
cruzamento ndo vingaram foram consideradas auto-incompativeis ou de genétipo

similar para a auto-incompatibilidade.

4.3 - Analise morfoldgica e ultraestrutural

4.3.1 - Fixacao e desidratacdo do estigma para anal ise microscépica

Amostras de estigmas, polinizados com pdlens compativeis e outros
polinizados com pélens incompativeis, foram fixadas por duas horas em solucao
aguosa contendo glutaraldeido 2,5 %, formaldeido nascente 4% e tampéo
cacodilato 0,05 M, pH 7,2. Posteriormente, as amostras foram lavadas trés vezes,
por 45 minutos, no mesmo tampéo e poés-fixadas por duas horas em solucao de
tetroxido de 6smio 1% diluido em tampédo cacodilato 0,05 M em pH 7,2, a
temperatura ambiente. ApoOs trés lavagens de 45 minutos no mesmo tampdao
seguiu-se uma série ascendente de desidratacdo cetdnica (50%, 70%, 90% e trés

vezes em 100%), por uma hora cada etapa.

4.3.2 - Infiltracdo e inclusdo do material

Para infiltracdo do estigma, a acetona foi substituida gradualmente pela
resina Epoxi (Poli-bed). As amostras em Epon puro foram colocadas em férmas e
levadas a estufa, 65°C, por um periodo de 48 horas para que ocorresse a
polimerizacdo. ApOs essas duas etapas, os tecidos infiltrados foram seccionados

de acordo com o tipo de microscopia utilizado para a analise.
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4.3.3 - Microscopia 6ptica

Em ultramicrétomo, Reichert ultracuts, os tecidos incluidos em resina foram
submetidos a cortes semi-finos entre 0,60 e 0,70 um de espessura com o0 auxilio
de faca de diamante. As secc¢bes foram coradas com azul de toluidina a 1 % e as
laminas seladas com Entelan®. Em seguida, o material foi observado e as

imagens foram capturadas em microscopio 6ptico Olympus BX 60.

4.3.4 - Microscopia eletronica de transmissao

ApoOs as etapas de infiltracdo e inclusdo foram feitos cortes ultra finos nos
tecidos, utilizando ultramicrotomo e faca de diamante; os cortes ultrafinos, entre
70 a 90 nm de espessura, foram coletados em grades de cobre de 300 mesh. Em
seguida, os cortes foram contrastados com acetato de uranila 5% por 20 minutos
e citrato de chumbo por 5 minutos em temperatura ambiente. Posteriormente, as
amostras foram observadas e fotografadas no microscopio eletrénico de
transmissao ZEISS — TEM 900, a uma voltagem de 80 kV.

4.3.5 - Microscopia eletronica de varredura

Com a finalidade de observar a interacdo polen-estigma em polinizacdes
compativeis e incompativeis, amostras dos estigmas, apos as etapas de fixacao,
pos-fixacdo e desidratacéo, detalhadas anteriormente, foram submetidas ao ponto
critico de secagem com o auxilio do aparelho Bal-Tec Critical Point Dryer CPD
030 através da substituicdo de toda acetona por CO, liquido, em condi¢des de
alta pressdo até atingir o ponto critico para CO,. Em seguida, os fragmentos
oriundos deste tecido foram fixados com fita adesiva de carbono em suportes
cobertos com uma fina camada de ouro de 20 nm com a finalidade de aumentar a
condutividade eletronica do material. As amostras foram observadas e
eletromicrografadas no microscopio eletronico de varredura Zeiss — DSEM 962, a

uma voltagem de 25 KV.
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4.4 - Andlise da interacdo podlen-pistilo  in vivo

Com o intuito de observar o desenvolvimento do tubo polinico in vivo,
foram realizados cruzamentos compativeis e incompativeis, bem como
autopolinizagbes em flores no estadio de botdo, onde o pdlen era proveniente de
uma flor doadora em antese e era possuidor do mesmo genoétipo do pistilo
receptor. Apdés as polinizagcbes, os estigmas foram tratados seguindo a
metodologia proposta por Dafni (1992).

Assim, as flores foram coletadas nos periodos correspondentes a 1, 2, 12
e 24 horas apods a polinizagdo e tiveram seu pistilo removido e fixado em FAA
(Formalina 37%, Acido Acético e Alcool 70%) na propor¢do 5:5:90,
respectivamente, por um periodo de 24 horas.

Apbs esse periodo o material foi lavado em agua destilada e transferido
para solucdo de etanol 70%, onde permaneceram armazenados. O estigma,
estilete e ovario foram imersos em solucao de hidréxido de sédio (NaOH) por um
periodo de 8 horas, com a finalidade de amaciar os tecidos; posteriormente, estes
foram lavados em &gua destilada por 5 vezes, com 5 minutos de duracéo cada
lavagem. Em seguida, o material foi corado em solucdo composta por azul de
anilina clarificada a 0,1% diluida em acetato de potassio (0,1 M) por 4 horas. Os
tecidos corados foram colocados em laminas e esmagados com o auxilio de uma
laminula. A observacédo foi realizada em microscopio de fluorescéncia Olympus

BX 60, equipado com filtro de ultravioleta.

45 - Deteccdo da deposicdo de calose como resposta a auto-

incompatibilidade

Estigmas submetidos previamente a polinizagbes compativeis e
incompativeis foram utilizados para analise da deteccdo de calose; para isto, as
amostras foram fixadas e lavadas como descrito no item 4.2.1. Em sequéncia, 0s
estigmas foram expostos a desidratacdo alcodlica nas concentracfes de 50%,
70%, 90 % e 100 %, permanecendo por uma hora em cada etapa. A infiltracéo foi

realizada substituindo gradualmente o alcool pela solucédo de infiltracdo da resina
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Leica Historesin. O material foi incluido em solucdo de embebimento da resina
como determinado pelo fabricante, sendo sua polimerizagdo realizada em
temperatura ambiente em capsulas de gelatina. Apés processado, com auxilio do
micrétomo rotatorio (Cut 4050 Slee Mainz) e faca de aco; foram obtidos cortes
finos de 4 um de espessura. Os cortes foram transferidos para lamina e corados
com azul de anilina clarificada a 0,1%, diluida em acetato de potassio (0,1 M) por
1 hora. As amostras coradas foram observadas e fotografadas em microscoépio de

fluorescéncia Olympus BX 60, equipado com filtro de ultravioleta.

4.6 - Analise molecular

4.6.1 - Extracdo do DNA gendmico

O DNA gendmico de P. edulis Sims e de Brassica oleracea foi extraido do
tecido foliar utilizando o DNAzol (Gibco), seguindo as instru¢cdes do fabricante. As
folhas foram maceradas em nitrogénio liquido até atingirem a consisténcia de um
poé fino; cerca de 0,1 g do macerado foi transferido para um tubo de
microcentrifuga contendo 300 puL de DNAzol e 300 pL de cloroférmio. Em
seguida, apoés centrifugacdo de 10 minutos a 12000 x g, a fase aquosa da solugéo
foi transferida para um novo tubo. O DNA foi precipitado pela adicdo de 225 uL de
etanol absoluto. Posteriormente, a solugdo foi incubada por 5 minutos e
centrifugada a 5000 x g por mais 5 minutos. Em sequéncia, o sobrenadante foi
descartado, sendo o precipitado lavado inicialmente com uma mistura de DNAzol
e etanol absoluto (1:0,75) e numa préxima etapa com etanol 75% (v/v). Essa
solucéo foi centrifugada por 5 minutos a 4000 x g e o precipitado foi solubilizado

com 50 pL de agua ultrapura.
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4.6.2 - Quantificacdo do DNA

Com a finalidade de determinar a concentracéo final do DNA obtido apods
processo de extracdo, amostras do mesmo foi aplicado em um gel de agarose 1%
juntamente com concentracdes conhecidas de um marcador (vetor SuperScript
KS) fabricado pela Invitrogen. Por comparacéo da intensidade do sinal da amostra

e das bandas do marcador, estimou-se a concentracdo aproximada do DNA.

4.6.3 - Desenho de iniciador degenerado para identi ficagdo de genes

envolvidos com a auto-incompatibilidade

Com o intuito de investigar a base genética da Al em maracuja azedo foram
desenhados oligonucleotideos degenerados, a partir de sequéncias conservadas
de proteinas determinantes da Al esporofitica (SLG e SRK) de diferentes
espécies vegetais descritas na literatura. Para isso, efetuamos a conversédo dos
aminoacidos para a correspondente sequéncia em nucleotideos, visando,
posteriormente, a amplificacdo de tais sequéncias via PCR. Os iniciadores
utilizados para a deteccao de genes envolvidos com a Al foram: FW1 [5" TT (CT)
(CT)T TGG CA(AG) (AT)(GC) TT(CT) GA 3], FW2 [5° CC(AG) (CT)GA (CT)AC
(CTDOT(CT) T 3], FW3 [5° TA(CT) ATG (AT)(GC)C CGA (AG)TA (CT)GC 37], Fw4
[(AT)(GC)G TGT TGG ATG (CT)TG G(AT) 3], REV [5" CC(AG) TTC CAG GCC
3T

4.6.4 - Reagao em cadeia da polimerase (PCR)

Para o ensaio de PCR foram utilizados 10 ng de DNA gendémico de P. edulis
Sims e de Brassica oleracea como molde. As reacbes utilizaram tampé&o para
enzima Tagq DNA Polimerase (1x concentrado) (MBI Fermentas, Lituania); 1,5 mM

de cloreto de magnésio; 0,2 mM de dNTP, 10 pmoles de cada iniciador, 1 U de
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Taq DNA polimerase (MBI Fermentas, Lituania) e agua ultra pura g.s.p 20 pL. As
condicdes de amplificacdo se procederam durante 40 ciclos, compostos de: 95°C
por 45 segundos, 47°C por 45 segundos, 72°C por 1 minuto e 30 segundos. As
amostras amplificadas foram analisadas por fracionamento em gel de agarose 1

%, e registradas em fotodocumentador Mini Bis pro (Bioamerica).

4.6.5 - Purificacao do fragmento amplificado

Para a purificacdo do fragmento obtido P. edulis Sims via PCR, foi
utilizado o Kit Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System fabricado pela Promega.
Inicialmente a amostra foi submetida a separacdo eletroforética em gel de
agarose 1% contendo brometo de etideo, sendo a banda de DNA visualizada
contra luz UV. Em seguida, a banda de interesse foi recortada do gel e transferida
para um tubo de microcentrifuga. A execucao do processo de purificacdo seguiu
as instrucbes fornecidas pelo fabricante. Primeiramente o fragmento de gel
contendo a banda de interesse foi pesado e para cada 10 mg de gel foram
adicionados 10 pL da solucdo membrane binding solution constituida de acetato
de potassio 0,5 M; pH 5,0 e isotiocianato de guanidina 4,5 M. O tubo contendo o
gel e a solugéo foi incubado a 60°C com a finalidade de dissolver completamente
o gel. A amostra foi inserida em uma mini-coluna, onde permaneceu por 1 minuto
a temperatura ambiente, logo apoés, a coluna foi centrifugada a 10.000 g por 1
minuto; sendo o volume que passou através da mesma descartado.
Posteriormente, foi adicionado a coluna 700 pL da solugdo membrane wash
solution, composta por acetato de potassio 10 mM, pH 5,0; etanol 80% e EDTA
16,7 pM, pH 8,0. Em seguida, a coluna foi centrifugada em condi¢gbes
equivalentes a etapa anterior; sendo o0 volume que passou pela mesma
descartado, entdo, foram adicionados mais 500 pL da solugdo membrane wash
solution na coluna. Apdés esta etapa, a coluna foi mais uma vez centrifugada a 10.
000 g por 5 minutos e ao final do processo ela foi transferida para um tubo coletor.
A coluna foram adicionados 50 pL de agua ultra-pura, e essa foi deixada em
contato com a coluna por 1 minuto a temperatura ambiente. Apds esta etapa a

coluna foi centrifugada a 10.000 g por 1 minuto, e o material coletado foi
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armazenado a - 20°C. Posteriormente, a concentracdo da amostra foi estimada
para a realizagcdo dos ensaios seguintes.

4.6.6 - Clonagem do fragmento amplificado no vetor PCR®2.1

Para a clonagem do fragmento purificado foi utilizado o vetor PCR®2.1,
parte constituinte do kit TA Clone, fabricado pela Invitrogen (Figura 4); o protocolo
utilizado foi fornecido pelo fabricante. A reacdo de clonagem foi composta por 50
ng do vetor, 1 pL de tampao de ligacdo 10X, 40 ng do fragmento de DNA
purificado, 1 pL de T4 DNA liga se e agua ultra-pura g.s.p. 10 pL. A solucao foi
gentilmente homogeneizada e incubada por 10 minutos, a temperatura ambiente,
antes de ser transferida para banho de gelo. Os vetores ligados ao fragmento
foram utilizados posteriormente para ensaio de transformacdo de células

competentes.

4.6.7 - Producdo de células competentes de  E. Cali, linhagem DH 5 a via

cloreto de rubidio

Para a producdo de células competentes foi produzido inicialmente um
pré-indculo constituido por uma colbnia fresca de E. coli linhagem DH 5aq; esta foi
inoculada em um tubo contendo 10 mL de meio SOB, o qual foi incubado a 37°C
por 16 horas sob agitacdo moderada de 250 rpm. Posteriormente, foi retirado uma
aliquota de 1 mL do pré-inéculo e adicionado a um erlenmeyer contendo 100 mL
de meio SOB. O erlenmeyer foi mantido sob agitacdo de 250 rpm a uma
temperatura de 37°C até atingir densidade Gtica de aproximadamente 0,4, as
leituras foram efetuadas em espectrofotdmetro a 600 nm. Ao atingir a densidade
desejada a cultura foi transferida para banho de gelo por 10 minutos e
centrifugada a 2.500 g por 10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi descartado e o

sedimento de células foi ressuspenso em 1/3 do volume inicial da cultura em
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solucdo RF1 composta de acetato de potassio 30 mM pH 7,5; RbCl 100 mM;
MnCl, 50 mM; CaCl, 10 mM; e glicerol 15%; sendo mantido em banho de gelo por
15 minutos. Em seguida, a ressuspensao foi centrifugada nas mesmas condi¢cdes
descritas anteriormente. O sobrenadante foi mais uma vez descartado e o
sedimento de células foi ressuspenso em tampdo RF2 (MOPS 10 mM, RbCI 10
mM, CaCl, 75 mM, glicerol 15%), na propor¢cdo 1/125 do volume original da
cultura. As células foram homogeneizadas gentilmente e incubadas em banho de
gelo por 15 minutos. Em seguida, aliquotas de 200 pL da solucdo foram
transferidas para tubos de microcentrifugas previamente autoclavados e
resfriados. As amostras foram imediatamente congeladas em nitrogénio liquido e,

posteriormente, armazenados a - 70°C.

4.6.8 - Transformacédo de células competentes de  E. coli com o vetor ligado

ao fragmento amplificado

Como passo inicial para a transformacdo das células competentes, 200
UL das células armazenadas a - 70°C foram descongeladas em banho de gelo.
ApOs esta etapa, a elas foram adicionados 5 pL da reacédo de clonagem descrita
no item 4.5.6; em seguida, a mistura foi homogeneizada gentilmente e entdo o
tubo foi incubado por 15 minutos em banho de gelo. Apds esse periodo, o tubo
contendo as células e o vetor foi transferido do gelo para uma temperatura de
42°C por um periodo de 90 segundos e posteriormente foi retornado ao banho de
gelo por mais 10 minutos. ApGs o choque térmico, foram adicionados 800 pL de
meio SOB e 16 pL de glicose estéril as células e, entdo, essas foram incubadas a
37°C por 50 minutos. Apos esse periodo de incubacdo, 50 pL, 100 pL e 150 pL
das células foram plaqueadas em trés placas de Petri contendo meio LB
acrescido de ampicilina (100 pg/mL™) e recobertas com X-gal (2ug). Ao final do

plagueamento as trés placas foram incubadas a 37°C por 16 horas.

ApoOs este periodo, foram obtidas coldnias que receberam apenas o vetor
sem o fragmento amplificado, estas apresentavam coloracao azul; e colonias que
receberam o vetor pCR®2.1 ligado ao fragmento de interesse, que apresentavam

coloracdo branca. Para a analise das colbnias foram utilizadas todas as colbnias
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brancas e uma colonia azul foi utilizada como controle negativo.

4.6.9 - Identificacdo dos clones positivos, extraca o e digestao dos vetores

Com o intuito de confirmar que os clones positivos que possuiam o vetor
pCR®2.1 contendo o fragmento amplificado, os vetores foram extraidos das
células bacterianas e submetidos a uma digestdo com enzima de restricdo para
gue ao final do processo fosse liberado o fragmento de interesse. O procedimento
teve inicio com a transferéncia de uma aliquota de cada um dos indculos
provenientes das col6nias positivas (brancas) e uma negativa (azul) para tubos de
microcentrifugas distintos, sendo centrifugados, em seguida, a 9 000 g por 2
minutos. Os sobrenadantes foram descartados e aos sedimentos celulares foram
adicionados 300 pL de TENS (Tris-HCI 0,01 M, pH 8,0; EDTA 1 mM; NaOH 0,1 M
e SDS 25 mM) e as amostras foram agitadas por 10 segundos para que
ocorresse a lise das células. Apds a lise celular, 150 pL de acetato de sédio 3 M
pH 5,2 foram adicionados e novamente as amostras foram agitadas por mais 10
segundos, em seguida as mesmas foram centrifugadas a 13.200 g por 4 minutos.
Os sobrenadantes foram transferidos para um novo tubo, e os precipitados foram
descartados. Ao sobrenadante foi adicionado etanol 100% gelado. As amostras
foram homogeneizadas gentilmente e incubadas por 1 minuto a temperatura
ambiente, sendo centrifugadas posteriormente, seguindo as mesmas condicdes ja
descritas acima. Os sobrenadantes foram descartados e os precipitados, lavados
com 1 mL de etanol 70%. As amostras foram centrifugadas nas mesmas
condicbes, os sobrenadantes foram descartados e os preciptados secos em
banho seco a 37°C por um periodo aproximado de 10 minutos. Apds secagem, 0S
preciptados foram ressuspensos em 40 puL de TE contendo RNase A (Tris-HCI
0,01 M, pH 8,0; EDTA 1 mM e RNase A 20 pg.mL™) e incubados nesse tampao
por 1 hora a 37°C.

Ao final deste procedimento, aliquotas dos preciptados ressuspensos
foram submetidas a uma digestdo com enzima de restricdo EcoR | para que o
fragmento de interesse fosse liberado do vetor. O procedimento da digestao

consistiu na adicdo de 5 pL da solucdo contendo os preciptados ressuspensos a



34

qual continha os vetores pCR®2.1 contendo o fragmento inserido, 2 pL de tamp&o
da enzima 10X (Tris-HCI 660 mM, pH 7,6; MgCl, 66 mM; DTT 100 mM e ATP 660
uM), 0,29 pL de EcoRI 17 u.pL™? (5u) e Agua ultrapura g.s.p. 20 pL. As amostras
foram homogeneizadas e entdo incubadas a 37°C por 2 horas. Apds esse

processo, as mesmas foram analisadas em gel de agarose 1%.

4.6.10 - Sequenciamento dos fragmentos

Para o preparo dos clones para sequenciamento, trés clones positivos
foram submetidos a procedimentos descritos no item 4.6.9. Posteriormente, a
concentracdo do DNA extraido foi estimada como descrito no item 4.6.2. Para o
sequenciamento foram montadas duas reacdes, uma composta de 10 ng dos
vetores e 3,2 pmol do iniciador reverse (5" CAGGAAACAGCTATGAC 3°) para o
sitio M13 reverse do vetor e outra contendo 10 ng dos mesmos vetores e 3,2 pmol
do iniciador forward (5° GTAAAACGACGGCCAG 3") para o sitio M13 forward do
vetor, para que as fitas pudessem ser sequenciadas separadamente. A reacéo de
amplificacéo foi preparada com o kit Big Dye Terminator (Applied Biosystems)
segundo informacbes fornecidas pelo fabricante. A reacdo procedeu-se em
termociclador, com um aquecimento inicial de 92°C por 3 minutos e, entdo, foi
submetido a 35 ciclos, baseados na seguinte programacdo: 92°C por 30
segundos, 50°C por 1 minuto, 72°C por 1 minuto. Ao final dos 35 ciclos
programados, as amostras passaram por um periodo de extens&do de 72°C por 30

minutos e, em seguida, foram resfriadas a 4°C, ainda no termociclador.

ApOs realizada a reacao de amplificacdo, a amostra foi transferida para
um tubo de microcentrifuga novo, onde foi adicionado 40 pL de isopropanol 65%,
solugéo foi homogeneizada e mantida por 30 minutos em temperatura ambiente
com o intuito de precipitar o DNA. Os tubos contendo as amostras foram entao
centrifugados por 25 minutos a 12 000 rpm. Ao final deste processo, 0s
sobrenadantes foram descartados e os tubos foram vertidos em papel para
eliminar o restante do sobrenadante. Em seguida, os precipitados foram lavados
com 200 pL de etanol 60% gelado e centrifugados por 5 minutos a 12 000 rpm.

Os sobrenadantes foram descartados e o etanol restante foi eliminado pela
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inversdo do tubo em papel, seguido de secagem em banho seco 60°C por 10
minutos. Os precipitados foram ressuspensos em 10 pL de formamida, sendo
agitados vigorosamente. ApOs esta etapa, a solucao foi transferida para a placa
do sequenciador automatico ABI 3130 (Applied Biosystems), para a determinacéo

da sequéncia de nucleotideos.

4.6.11 - Analise das sequéncias de nucleotideos

As sequéncias de nucleotideos obtidas foram alinhadas utilizando a
ferramenta do algoritimo do BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.org/Blast) e do

Clustal (http://www.expasy.org).
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Figura 4. Mapa do sitio de policlonagem do vetor pCR®2.1-TA Cloning, mostrando
os sitios de enzimas de restricdo. Caixas mostram as posi¢cfes dos sitios M13
reverse e forward, usados para sequenciar o fragmento clonado.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 - Andlise da interacdo polen-estigma apos polin  izagBes compativeis e

incompativeis

As interagBes polen-estigma em plantas de maracuja azedo foram avaliadas
e podemos ter uma visdo geral do estigma na presenca de grdos de polen
compativeis, apos 1 hora de polinizacdo compativel na Figura 5A, onde se
observa o grdo de pdlen apdés germinacdo emitindo o tubo polinico sobre o
estigma receptivo. Pode-se também visualizar que, de modo distinto da maioria
das espécies, em maracuja, o tecido estigmatico ndo forma papilas; estas
definem-se por serem uma extensdo da parede de células do estigma e, no
presente trabalho, observamos que a projecao do estigma € constituida por varias
células independentes. Porém, Souza et al. (2006) definem estas projecdes
estigméaticas como papilas do tipo multicelular e multiseriada.

Um outro diferencial observado neste estudo, é que o tubo polinico cresce
em direcao ao ovario dentro das projecdes do estigma e néo entre elas (Figuras 5
B e 5 C). Contudo, na maioria das espécies descritas, a inser¢cao do tubo polinico
ocorre entre as papilas estigmaticas; este fato pode ser visualizado na espécie
Senecio squalidus L., dentre os eventos ocorridos apos polinizacdo (Hiscoch et
al., 2002). Nesta espécie, os tubos polinicos compativeis sempre crescem entre
as papilas estigméaticas, penetram no estigma através da regido basal da

epiderme da papila, onde a cuticula estd ausente, ndo atuando como uma
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barreira. Sendo assim, a penetracao do tubo polinico no estigma em Senecio, se
da fisicamente e ndo envolve processos enzimaticos para a degradacdo da
cuticula. Segundo Hiscock e Allen (2008), a cuticula exerce importante funcéo no
estigma, atuando na protecdo contra patdogenos, e € a principal barreira para a
penetragcdo dos tubos polinicos, embora, aparentemente, seja permeavel a agua e
moléculas grandes, como proteinas. No entanto, esta permeabilidade é que a
distingue das demais cuticulas presentes em outras células epidérmicas de
plantas. Lolle e Cheung (1993), em estudos prévios, demonstraram que mutantes
possuidores de cuticulas permeaveis em outros 6rgdos, que nao o estigma,
permitiam a hidratacdo e germinacéo de gréos de polen até mesmo em folhas.

Em Ipomoea trifida, espécie silvestre relacionada a batata doce, a
germinacao do podlen ocorre poucos minutos apos a realizacdo de polinizacdes
compativeis, sendo possivel observar o desenvolvimento do tubo polinico entre
10 e 20 minutos apds o cruzamento (Kowyama et al., 2000). Em contraste com
esses resultados esta a espécie Casuarina equisetifolia, a qual, ao contrario da
maioria das angiospermas, possui um tempo nao usual entre o periodo de
germinacdo do grado de polen e a efetuacdo da fecundacdo. Este processo pode
levar mais de um més para se concluir (Sogo et al.,, 2004). Geralmente, nas
interacbes compativeis, a fertilizacdo acontece entre 24 a 48 horas apos a
polinizacdo. Contudo, este tempo pode ser ainda menor, em Elaeis guineensis,
por exemplo; quando estabelecida a interacdo pélen-estigma, 0os grdos germinam
e o tubo penetra no estigma avancando ao longo do canal do estilete, e apds um
periodo entre 18 e 20 horas, ja € possivel observar os 6vulos sendo fertilizados
(Tandon et al., 2001).

Em nossos experimentos observamos que a resposta de incompatibilidade
no maracujazeiro azedo induz um crescimento reduzido do tubo polinico
proveniente de pdlen possuidor de gendtipo similar ao apresentado pelo pistilo,
fato visivel apdés 1 hora de polinizacdo incompativel (Figura 5 D). Essas
observacbes sao similares a resultados descritos nas familias Brassicaceae,
Compositae e Convolvulaceae, que apresentam sistema de Al esporofitico, como
0 maracujazeiro. Uma caracteristica comum de plantas que possuem este tipo de
Al é a rapida inibicdo do tubo polinico incompativel que ocorre na interface pélen-
estigma (Nasrallah e Nasrallah, 1993), contudo o tempo de rejeicdo varia de

acordo com a espécie avaliada. Em concordancia com estes resultados esta a
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pesquisa realizada por Hiscock et al. (2002), em ensaios utilizando a espécie
Senecio squalidus. Os autores constataram que os graos de pélen incompativeis,
quando hidratados, obtiveram um reduzido crescimento do tubo polinico apos
germinacdo. Dados apresentados em Ipomoea trifida também mostram uma
reposta de Al em um curto espaco de tempo, poucos minutos apés a polinizacao.
Esta reacdo ocorre assim que o pdlen entra em contato com a superficie do
estigma, apos esta fase a germinacéo é blogueada (Kowyama et al., 2000).

Em Brassica, a resposta de incompatibilidade é dada imediatamente e, como
consequéncia, raramente o tubo polinico consegue penetrar no estigma,
geralmente a inibicdo ocorre ainda no estadio de hidratagdo (Dickinson, 1995).
Ainda em concordéancia com os dados apresentados; em diversas espécies de
Rubiaceae, que apresenta Al esporofitica, porém heteromorfica, os tubos
polinicos incompativeis também tiveram o crescimento interrompido ainda na
regido do estigma (Coelho e Barbosa, 2004; Klein, 2009). Esta rapida reacdo de
Al observada no sistema esporofitico é distinta das espécies possuidoras do
sistema de Al gametofitica. Este fato pode ser observado em determinadas
espécies presentes na familia Solanaceae, onde a rejeicdo do pélen incompativel
ocorre tardiamente. Geralmente, o tubo polinico nestas situacfes séo inibidos ao
alcancarem o estilete (Newbigin et al., 1993).

Um outro exemplo deste tipo de Al pode ser observado em Chaenomeles
japonica, onde nas interacfes incompativeis o crescimento do tubo polinico €
retardado e, geralmente, sdo bloqueados no estilete. Porém, apesar desta
espécie ser possuidora do sistema de Al gametofitica, alguns tubos polinicos
oriundos de polens incompativeis conseguem alcancar os Ovulos e efetuar a
fertilizacdo; contudo a viabilidade dos oOvulos fecundados €& muito baixa
(Kaufmane e Rumpunen, 2002). Observacdes semelhantes foram detectadas em
estudos realizados por Sage et al. (2001), que relataram a presenca de Al em
espécies de Trillium grandiflorum e Trillum erectum; nestes modelos foi
observado que a reacdo de incompatibilidade era iniciada 10 minutos apds a
polinizag&o, no inicio da emisséo do tubo polinico. Todavia, em contraste com os
resultados descritos para o sistema de incompatibilidade esporofitico, em Trillium
erectum a reacdo de Al ndo é completa e, deste modo, alguns tubos polinicos
foram detectados, entrando nos ovulos e efetuando a fertilizacdo. Neste caso,

foram observados baixos niveis de formagédo de sementes.
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Extendendo nossas analises, foi possivel observar que ap6s um periodo de
interacdo polen-estigma, como resposta a reagdo de incompatibilidade, o tubo
polinico desencadeia um processo de desorganizacdo do protoplasma,
apresentando-se em formato circular, contrariando o modelo de crescimento
normal observado em tubos compativeis (Figura 5 D). A Figura 5 E revela em
maior detalhe a desestruturacdo na organizagéo celular ocorrida no tubo polinico
incompativel. Em contraposi¢édo, na Figura 5 F podemos observar um detalhe de
um tubo polinico com desenvolvimento normal apdés 1 hora de polinizacao
compativel.

Geitmann et al. (2000) relataram uma correlacdo entre alteracbes no
citoesqueleto de tubos polinicos com a reacdo de Al em Papaver rhoeas. Neste
estudo os pesquisadores avaliaram o efeito de proteinas provenientes da
expressao de genes-S com a actina, um dos componentes do citoesqueleto. Os
resultados revelaram que a actina dos tubos polinicos incompativeis é
rapidamente e drasticamente rearranjada durante a resposta de Al, tanto nas
andlises in vitro quanto in vivo. Os autores mostraram ainda que a inibicdo n&o
especifica do crescimento dos tubos polinicos, com a adicdo de compostos
quimicos, resultam num rearranjo do citoesqueleto distinto daqueles induzidos
pela resposta de Al. Corroborando com estas observacbes, Snowman et al.
(2002) relataram que a Al estimula intensas alteracdes na actina do citoesqueleto
do tubo polinico. Este estudo mostrou que o processo de Al estimula uma
reducdo dos niveis de actina. Observacdes semelhantes foram detectadas por
Staiger e Franklin-Tong (2003), contudo os autores diagnosticaram que a reacéo
de incompatibilidade também induzia um processo de despolimerizacdo dos
filamentos de actina. Em conjunto, esses dados sugerem fortemente um papel da

actina como um alvo para vias de sinalizagcédo envolvendo a resposta de Al.
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Figura 5: Interacdo pdélen-estigma em maracuja azedo. A. Gréo de polen emitindo
tubo polinico (indicado pela seta) sobre o estigma 1 hora apo6s polinizagédo
compativel. Barra = 50 um. B. Detalhe do tubo polinico penetrando o estigma 1
hora apos polinizagdo compativel. Barra = 20 um. C. Como em B, ap6s um
periodo de 2 horas apds polinizacdo compativel. Barra = 20 um. D. Secao através
de grdo de pdlen incompativel com tubo polinico apresentando crescimento
reduzido. Barra = 30 um. E. Tubo polinico coletado 1 hora apds polinizacdo
incompativel evidenciando uma desorganizacao a nivel celular. Barra = 10 um. F.
Tubo polinico 1 hora apo6s polinizacdo compativel. Barra = 10 um. Legenda: gp =
grao de poélen, tp = tubo polinico, e = estigma.
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5.2 - Anadlise ultraestrutural das interacbes compat ivel e incompativel em

maracuja azedo

Os resultados da analise de microscopia eletrbnica de transmisséo
revelaram que as estruturas celulares do tubo polinico compativel permaneceram
sem deformagBes ao penetrarem através das células estigmaticas; 1 hora apos
realizada a polinizacéo (Figura 6 A). O citoplasma do tubo exibe a presenca de
varias vesiculas em sua extensdo. Esta ultima observacdo também foi detectada
em Arabidopsis. Analises verificaram que os graos de polen desta espécie, antes
de submetidos a interacdo com o estigma, apresentavam uma distribuicdo
relativamente uniforme das organelas. Contudo, apos esta etapa, o polen inicia
um processo de mudancas estruturais que culminara na emisséo do tubo, e uma
das caracteristicas mais marcantes deste periodo € o acumulo de vesiculas
(Kandasamy et al., 1994).

A presenca de vesiculas derivadas do Golgi estdo diretamente associadas
ao crescimento do tubo, o qual é restrito a regido apical, diferente do crescimento
da maioria das demais células de plantas. O citoplasma de tubos polinicos na
regido anterior da zona de crescimento contém mitocondrias, complexo de Golgi,
reticulo endoplasmatico e vesiculas (Mascarenhas, 1993). Entretanto, na regiao
apical, onde ocorre o crescimento desta estrutura, podemos observar um grande
namero de vesiculas e auséncia de organelas (Figura 6 A). As vesiculas
associadas ao crescimento sdo derivadas do complexo de Golgi e contém
materiais precursores de parede. Estas fusionam com a membrana celular da
zona apical do tubo, contribuindo, deste modo, para o0 seu crescimento
(Mascarenhas, 1993).

Nas interacbes compativeis podemos observar, ainda, que as células do
estigma ndo sofreram alteracfes evidentes ap0s o contato com o gréo de polen,
permanecendo turgidas; e com o citoplasma apresentando organelas bem
organizadas, dentre elas podemos evidenciar a presenca de mitocondrias e do
complexo de Golgi. Em contraposicdo, em decorréncia da polinizacao
incompativel, ap6s transcorrido o0 mesmo periodo de tempo, é possivel observar
que o tubo polinico desencadeou uma resposta celular drastica. Uma
caracteristica evidente foi uma intensa desestruturacdo celular e do sistema de

membrana do tubo, como resposta a Al; outra caracteristica ultraestrutural
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observada em decorréncia da reacdo de incompatibilidade, foi o distanciamento
do tubo polinico e o estigma, propondo uma provavel deposi¢cdo de calose nas
paredes celulares do tubo e do estigma (Figura 6 B).

O tubo polinico incompativel apresentou ainda a presenca de grandes
vacuolos, sugerindo o inicio de um processo de morte celular. Além disso, é
possivel observar também a presenca de vesiculas autofagicas e de amiloplastos
apresentando diversos grédos de amido, 0S quais posteriormente serdo
provavelmente degradados. As células do estigma que se apresentavam em
contato direto com o tubo incompativel apresentaram-se menos targidas e com
citoplasma desorganizado (Figura 6 B); caracteristicas nao observadas na
interacdo compativel (Figura 6A). O citoplasma do tubo polinico incompativel
apresenta-se eletrodenso. Estudos realizados por Klein et al. (2009) em
Psychotria nuda corroboram com observagdes presentes em nosso trabalho. Em
dados apresentados pelo autor, verifica-se uma disposicdo ultraestrutural
diferenciada entre tubos polinicos compativeis e incompativeis. Uma das
caracteristicas visualizadas como resposta a reacdo de Al foi a presenca de
organelas degradadas na regido apical do tubo incompativel, além da presenca
de diversos vacuolos.

Pesquisas recentes tém sugerido que o processo de morte celular
programado pode ser induzido especificamente pela reacdo de Al, sendo
desencadeado pela presenca do tubo polinico incompativel. A fragmentacdo do
DNA nuclear é considerado ser um dos eventos posteriores, em resposta a este
processo. Esta etapa é detectada apenas algumas horas apés a inducédo da Al
(Rudd e Franklin-Tong, 2003). A sugestdo do envolvimento da morte celular
programada como uma das respostas a reacao de incompatibilidade € reforcada
por Reape et al. (2008).

Esta capacidade refinada de evitar a auto-polinizacdo entre as plantas
possuidoras de sistema de incompatibilidade esta associada a mecanismos que
interrompem o crescimento dos tubos polinicos, através de interacbes especificas
entre receptores e eliciadores que culminam na ativacdo de uma cascata
intracelular para a destruicdo do tubo, seja por atividades de RNAses ou pela
inducdo da morte celular programada; indicando uma associacao deste sistema
com a imunidade inata. Nasrallah (2005) afirma que os eventos relacionados as

interacdes hospedeiro-patdgeno sdo similares a reacdes de Al. Uma evidéncia € a
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similaridade estrutural entre o determinante da Al masculina e as defensinas,
sugerindo uma ligagéo entre estas moléculas numa escala evolutiva (Sanabria et
al., 2008).
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Figura 6: Microscopia eletrbnica de transmissdo mostrando a zona de contato
entre o tubo polinico e o estigma apoés polinizacbes compativeis e incompativeis.
A. Interacdo polen-estigma 1 hora apos a polinizacdo compativel. B. Reacéo de
auto-incompatibilidade do tubo polinico 1 hora apds a polinizagdo incompativel.
Barra = 1 um. Legenda: tp = tubo polinico, e = estigma, m = mitocondria, g =
complexo de Golgi, a = amido, v = vacuolo, pc = parede celular. As setas indicam
a presenca de vesiculas.
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5.3 - Andlise comparativa de graos de pélen de mara cuja azedo através de

microscopia eletrbnica de varredura

Para corroborar com as investigacdes a respeito das respostas estruturais
relacionadas as reacdes de incompatibilidade em maracuja azedo, empregamos
analises comparativas de gréos de poélen antes do processo de polinizacdo e apos
polinizacées compativeis e incompativeis, com o auxilio de microscopia eletrénica
de varredura. Na Figura 7 A, podemos observar que os graos de pdlen de
maracujd azedo que ndo foram submetidos a interacdo direta com o estigma,
guando maduros, apresentam-se isolados, com aparente forma esférica, com
colpos longos; sendo a exina, estrutura mais externa da parede do polen,
heteroreticulada. O reticulo apresenta muros sinuosos, altos, formando limens
grandes com varios baculos em seu interior (Figura 7 B). Apés 1 hora de
polinizacdo compativel, o polen apresentou estrutura muito similar aquele
evidenciado anteriormente, o qual ndo foi submetido a interacdo com células
estigmaticas (Figura 7 C-D). Contudo, os graos de pdlen em polinizacdes
incompativeis, ao permanecerem em contato com o estigma durante o periodo de
1 hora, apresentaram altera¢des na sua forma. Como resposta a Al, é possivel
visualizar a formacdo de protuberancias dentre as ornamentacdes da exina
(Figura 7 E-F). Ao todo foram analisados trinta grédos de pdlens incompativeis, e
todos apresentaram esta alteracdo em sua estrutura.

Milward-de-Azevedo et al. (2004), estudando a paliotaxonomia em oito
espécies de Passiflora do subgénero Decaloba presentes no sudeste do Brasil,
observaram gue, em sua maioria, 0s graos de polen eram de tamanho médios ou
grandes, isopolares, prolato-esferoidais, com ambito circular, e area polar muito
pequena. As amostras avaliadas possuiam de 6 a 12 colpos, sendo estes muito
longos, com pseudopérculos, endoaberturas lolongadas. A exina apresentou-se
com forma heteroreticulada. Os resultados referentes a espécie P. capsularis
apresentaram algumas semelhancas aqueles observados em nossas analises. A
vista equatorial do pdlen desta espécie exibe uma significativa semelhanca com a
do maracuja amarelo, fato que ndo é observado quando comparamos com 0S
grados de polen de P. misera. Contudo, a vista polar dos grdos de podlen de P.
capsularis é distinta daquela observada em maracuja azedo. Dados recentes,

apresentados por Amorim (2009), em avaliagdes realizadas no sul da Babhia,
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contrastam quanto a morfologia do polen de P. capsularis. A vista equatorial do
grao é distinta daquela observada por Milward-de-Azevedo et al. (2004).

Garcia et al. (2002) analisaram a ontogenia e a palinologia de seis
espécies de Passiflora pertencentes a trés subgéneros; Passiflora, Dysosmia e
Decaloba. Os resultados encontrados por esses autores evidenciaram que as
espécies P. caerulea, P. mooreana, P. foetida e P. chrysophylla possuem 6
colpos; resultados concordantes com os observado em nossos estudos. Enquanto
a P. misera e a P. suberosa apresentam 12 colpos. A morfologia dos graos de
polen de P. caerulea e P. mooreana € semelhante aqueles avaliados em nossos
estudos. A quantidade e disposicdo dos colpos dessas espécies também se
apresentam de forma idéntica. Este nivel de semelhancas, provavelmente, esta
associado ao fato de que estas espécies sdo do mesmo subgénero, Passiflora.

O numero de pesquisas de paleontologia de espécies de Passiflora ainda
sdo escassos e relacionandos a Al séo raros. Deste modo, no presente trabalho,
toda discussdo quanto a analise polinica esta associada aos graos de polen antes
da polinizacdo. Ndo foram encontrados dados na literatura que relacionasse

detalhes da superficie polinica com interacdes compativeis e incompativeis.
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Figura 7: Caracterizacdo estrutural dos graos de podlen de maracuja azedo via
microscopia eletrénica de varredura. A. Superficie do grdo de pélen; a seta indica
a localizacdo do colpo. B. Detalhe da estrutura da exina; a seta indica a presenca
de béaculos. C. Grdo de pdlen 1 hora ap0s polinizacdo compativel. D. Grdo de
polen em interacdo compativel, exibindo detalhes da ornamentacéo da parede. E.
Grdo de polen 1 hora apOs polinizagdo incompativel. F. Reacdo de Al
apresentada na superficie do polen 1 hora apds a interacdo incompativel
(indicado pelas setas). Barra = 20 pum.
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5.4 - Analises da interacao polen-pistilo de maracu  ja azedo in vivo

As interagBes polen-pistilo in vivo em maracuja azedo apdés polinizacdes
compativeis e incompativeis foram avaliadas neste estudo. O processo de
polinizacdo se inicia na deposicdo de grdos de podlen na superficie do estigma.
Esta etapa pode ser visualizada na Figura 8 A, onde é possivel observar detalhes
da ornamentacao da exina de pélens de maracuja azedo.

As analises de estigmas submetidos a polinizacdo compativel revelaram
gue os graos de podlen que entram em contato com células da superficie
estigmatica, apds 1 hora de interacdo, sdo hidratados e germinam emitindo tubos
polinicos que penetram o estigma (Figura 8 B). Resultados foram observados em
Senecio squalidus. Neste modelo, depois de efetuada poliniza¢cdes compativeis
0s tubos polinicos podem ser vistos claramente penetrando o estigma (Hiscock,
2000). Em nossas analises podemos visualizar que o0s tubos polinicos
subsequentemente se estendem através do tecido de transmissao do estilete. A
medida que ocorre este processo tampdes de calose sdo formados ao longo
destes. A fungdo dos tampdes é isolar as zonas onde o citoplasma é menos ativo
daqueles de intensa atividade, além de manter o citoplasma restrito as zonas
apicais, ja que durante o crescimento dos tubos polinicos ndo ocorre aumento de
massa intracelular (Appezzato-da-Gloria e Carmello-Guerreiro, 2006).

Em anadlises de imunomarcacéo realizadas por Ferguson et al. (1998)
em Nicotiana tabacum, foi observado que a calose € depositada nos graos de
polen compativeis apdés 4 horas de germinacdo. A sintese deste composto
aumenta gradualmente nas primeiras 18 horas. Os autores determinaram ainda
que a calose ndo estava presente em grdos ndo germinados. No presente estudo,
nossos resultados evidenciaram que, depois de 24 horas ap0s a polinizacao
compativel, os tubos alcangcam o ovario, onde estdo presentes os évulos, e em
seguida estes irdo se direcionar ao saco embrionario efetuando a fertilizacédo
(Figura 8 C).

As observagfes da interacdo polen-pistilo revelaram uma correlagéo
entre o estadio de desenvolvimento do pistilo e a rejeicdo do pdlen incompativel.
Assim como em outras espécies possuidoras do sistema de auto-
incompatibilidade esporofitica, em maracuja amarelo a reacdo de

incompatibilidade estd diretamente associada a idade do estigma. Polinizacdes
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realizadas em estigmas 2 dias antes da antese com grdos de pdolen maduros e
incompativeis mostraram que estes conseguem penetrar as células estigmaticas
e alcancam o estilete seguindo em direcdo ao ovario (Figura 8 D). Estes
resultados sugerem que na maturidade o pistilo produz sinais que sao
responsaveis pela rea¢do de Al. Deste modo, observamos que é possivel realizar
polinizagcBes utilizando pdlen com mesmo genadtipo, desde que o0 estigma esteja
imaturo. Bruckner et al. (1995) realizaram auto-polinizagcdes em botdes florais de
maracujazeiro amarelo e notificaram a obtencdo de 14,8% de frutificacdo. Essas
observacdes estdo de acordo com aquelas ja descritas em Brassica, Nasrallah e
Nasrallah (1993), observaram que estigmas imaturos s&o incapazes de
discriminarem o polen auto-incompativel dagueles provenientes de cruzamentos.
Os autores concluiram que os botbes florais sdo auto-compativeis e apenas
tornam-se auto-incompativeis 1 dia antes da abertura da flor. Estas evidéncias
geram indicios de que a manipulagdo dos periodos de desenvolvimento floral
permitem a geracdo e manutencdo de homozigotos para o locus S através da
polinizacdo em botao.

Um estudo da receptividade de botbes florais imaturos foi conduzido por
Kandasamy et al. (1994) em plantas de Arabidopsis ndao possuidoras de Al, tendo
sido avaliada a receptividade do estigma de acordo com a idade do mesmo. As
analises foram efetuadas em botdes com 13 estadios de desenvolvimentos
distintos. Os dados mostraram que poliniza¢cées em botbes mais jovens foram mal
sucedidas j4 que pouquissimos graos de pdélen conseguiram aderir e germinar.
Contudo, polinizacdes em botdes florais no periodo de 1 a 2 dias antes da antese
mostraram-se altamente receptivos aos gréos de podlen e os tubos polinicos
conseguiram penetrar 0 estigma com sucesso.

No entanto, ao contrario das avaliacbes conduzidas em Brassica e
outras espécies possuidoras do sistema de Al esporofitico, Kowyama et al. (2000)
mostraram que em pesquisas realizadas com Ipomoea trifida a reacdo de
incompatibilidade presente nesta espécie ndo é afetada por tratamentos como
altas temperaturas, CO;, nem pela polinizagdo em fase de botdo. Segundo
discusséo apresentada pelos autores, acredita-se que neste caso as reacdes de
Al observadas ndo sao caracteristicas genéticas quantitativas, mas sim

qualitativas.
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Figura 8: Interacdo polen-pistilo in vivo em maracuja azedo. A. Graos de pélen
sobre a superficie estigmatica. Barra = 50 um. B. Crescimento de tubos polinicos
sobre a superficie estigmatica 1 hora apés polinizacdo compativel. Barra = 100
pum. C. Tubos polinicos presentes no ovéario 24 horas apos polinizacdo compativel.
Barra = 50 um. D. Tubos polinicos se alongando paralelo ao eixo do estilete 12
horas apds polinizagdo incompativel sobre estigma imaturo. Barra = 100 um. As
setas evidenciam a presenca de tampdes de calose.
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5.5 - Deposicéo de calose em reposta a reacdo de in  compatibilidade

A calose esta presente geralmente na parede celular e € composta
geralmente de B 1,3 glucano, podendo ser detectada por diferentes metodologias.
A sintese deste composto pode estar associada a diferentes situa¢des, sendo que
uma delas € a reagdo de incompatibilidade. Em sistemas de Al esporofitica, o
reconhecimento do pdélen incompativel culmina na rejeicdo do mesmo, e uma das
respostas a este fendbmeno inclui a deposi¢cdo de calose principalmente na zona
apical do tubo polinico. No presente trabalho utilizamos a coloracao fluorescente
de azul de anilina para observarmos a deposicdo deste polissacarideo em tubos
polinicos em resposta a polinizacdo compativel e incompativel.

Podemos observar que 2 horas apOs polinizacdo compativel ndo €
possivel detectar a presenca da calose no tubo polinico emitido pelo poélen
possuidor de gendtipo distinto ao gendtipo do estigma (Figura 9 A). Por outro
lado, é visivel que o acumulo de calose ocorre no sitio de rejeicdo do tubo polinico
em fendmenos incompativeis (Figuras 9 B-9 D). Na Figura 9 B é possivel
visualizar a deposicao deste composto, representado pela coloracdo verde, no
tubo polinico incompativel apds 1 hora da polinizacdo. A resposta de Al associada
a deposicdo de calose também foi observada em Cosmos bipinnatus; de modo
similar as nossas analises, nesta espécie a reacdo ocorre na superficie do
estigma, onde a germinacdo do tubo polinico incompativel é seguida pela
deposicao do polissacarideo no tubo nascente. Contudo, neste modelo, as células
das papilas estigmaticas que se encontram em contato direto com o tubo também
sintetizam calose (Howlett et al., 1975).

Analogamente, em Senecio squalidus, o tubo polinico em reacao
incompativel teve seu crescimento cessado ao germinar sobre o estigma. A
interrupcdo do crescimento do tubo foi acompanhada pela deposi¢céo de calose
dentro do tubo polinico e nas células da papila embaixo dos grédos de podlen
abortados (Hiscock et al., 2002). De modo distinto, dados apresentados por
Kowyama et al. (2000) mostraram que em Ipomoea trifida, espécie que também
apresenta Al esporofitica, a reagdo de incompatibilidade estava associada com a
deposicdo de calose apenas nas células da papila estigmatica. Em revisao
apresentada por Bell (1995), o autor afirma que pdlens em reagcdo incompativel

geralmente s&o incapazes de hidratarem, ou este processo ocorre muito
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lentamente. Caso ocorra a germinagdo, o tubo penetra a cuticula da papila
estigmética, induzindo a formacdo de calose na parede celular do tubo;
culminando, assim, numa polinizacao ineficiente.

Em nossos estudos, encontramos um fato inesperado: dentre as
polinizacBes incompativeis, um tubo polinico conseguiu crescer em maior
extensao, quando comparados aos demais. No entanto, embora tardiamente, uma
resposta de auto-incompatibilidade foi emitida e seu crescimento foi cessado pela
deposicdo de calose no mesmo (Figura 9 C). Estudos prévios realizados em
Brassica demonstraram que a velocidade da resposta de incompatibilidade dentre
0os membros da espécie é bastante variavel. De um modo geral, os tubos
polinicos das espécies presentes neste género sdo inibidos no estagio da
hidratacdo, e apenas raramente sdo observados penetrando o estigma
(Dickinson, 1995).

Uma outra caracteristica observada em nossas analises como resposta as
polinizacdes incompativeis foi a desestruturacdo na organizacdo celular do tubo
polinico, apresentando-se este em forma circular. Neste caso, também é possivel
detectar a sintese de calose na parede do tubo polinico (Figura 9 D). Estes
resultados sugerem uma possivel associacdo entre a deposicado de calose e a
resposta a expressao dos genes S, que confere a reacao de Al. Os resultados
obtidos em nossas analises morfolégicas estdo de acordo com aqueles indicados
por Geitmann et al. (1995) ao avaliarem localizacdo de calose em tubos de
Brugmansia suaveolens, onde o0s autores afirmam que as principais
caracteristicas observadas no tubo polinico incompativel sdo o seu crescimento
reduzido, um citoplasma aparentemente circular, e a deposicdo de calose de
forma irregular culminando no espessamento da parede interna do tubo polinico.
E importante explicitar que a calose sintetizada como resposta a reacgido de
incompatibilidade, exerce funcdo completamente distinta daquela observada
durante o crescimento do tubo compativel. No primeiro caso, a deposicédo ocorre
rapidamente ainda na superficie do estigma, como forma de restringir o
crescimento do tubo incompativel. Nas interacdes compativeis os tampdes de
calose sdo formados somente varias horas apds a germinacdo do tubo, quando
estes ultrapassaram o0 estigma e ja alcancam o estilete. Neste caso, este
composto esta associado na elongacdo do mesmo. Antes disso, ndo € possivel

detectar a presenca de calose em tubos polinicos compativeis quando estes se
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encontram ainda presente no estigma.

Outros dados presentes na literatura corroboram com os nossos resultados.
Andlises realizadas por Kerhoas et al. (1983) evidenciaram que no sistema
esporofitico de Raphanus o fendtipo de rejeicdo incluiu a deposicao de calose no
periplasma das papilas do estigma adjacentes ao pdlen incompativel, além de
haver um acimulo dessa substancia dentro do tubo polinico, especialmente no
apice desta estrutura. Contudo, em polinizagcdes compativeis, pouca ou nenhuma
calose € formada na interacdo polen-estigma. Deste modo, os autores afirmam
que a producdo de calose ocorre como uma resposta a expressao do gene S,
uma vez que sua producédo é induzida apenas na presenca de grao de pdlen com
genatipo similar ao pistilo. Em discussdo apresentada pelos autores, acredita-se
que receptores associados a superficie do estigma interagem com sinalizadores
gue induzem a sintese de calose.

Esta afirmacéo foi baseada em pesquisas realizadas por Nishio e Hinata
(1982), os quais concluiram que tratamentos quimicos e fisicos responsaveis por
reprimir a resposta de incompatibilidade pode ter efeito similar a resposta de
calose. Altos niveis de CO,, por exemplo, pode atuar bloqueando a resposta de
incompatibilidade em Brassica. Neste caso, foi observado que nao ocorreu
sintese de calose no gréao de polen incompativel. Outras analises corroboram com
esta conclusdo, em estigmas tratados com lectina e concavalina A, substancias
gue se associam a pelicula presente neste 6rgao, apresentaram como resultado
um bloqueio da resposta de incompatibilidade quando efetuada polinizacdo. Além
disso, quando o estigma foi submetido ao tratamento com o detergente Triton X-
100, analogamente, também ocorreu a inibicdo da reacdo de Al. Em todos os
casos apresentados, além do blogueio da reacdo, nao foi observado a sintese de
calose (Dumas et al., 1983). Segundo Harris et al. (1984), a deposicao de calose
€ considerada uma consequéncia secundaria do processo de inibicdo de
crescimento do tubo e ndo a causa.

O acumulo de calose também foi observado em outras situacfes de
incompatibilidade. Gaget et al. (1984), ao cruzarem diferentes espécies de
Populus, constataram que nos cruzamentos incompativeis a rejeicdo foi
caracterizada pelo inchaco da extremidade do tubo polinico e pela sintese de
calose nas paredes dos grdos de polen rejeitados. Nestas analises, 0s

pesquisadores conseguiram observar ainda que os tubos polinicos provenientes
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de cruzamentos incompativeis que conseguiram alcangar o estilete provocaram a
deposicdo de calose nas paredes do tecido de transmissdo das células
adjacentes.

O papel da calose na reacdo de rejeicdo do tubo incompativel até o
presente momento € indefinida (Franklin et al., 1995). Contudo, ha uma teoria
apresentada por Lewis (1980), a qual defende a idéia onde as interacdes
incompativeis possuem similaridades com as interacdes hospedeiro-parasita. O
autor explicitou um modelo onde o boro € sequestrado pela calose, fato que
ocasiona a deficiéncia desta substancia culminando numa alteragdo no
metabolismo de polifenol. Sendo assim, componentes como a fitoalexina podem
ser sintetizados. A fitoalexina € uma substancia frequentemente utilizada para
inibir o crescimento de tubos polinicos in vitro. Além disso, varias analises ja
indicaram que o boro é uma substancia necesséaria para o desenvolvimento do
tubo polinico. Dumas e Knox (1983) acreditam que no sistema de Al a producéo

de calose seja uma das respostas provenientes da expressao do gene S.
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Figura 9: Deteccdo de calose durante interagBes polen-estigma seguindo
polinizacdes incompativeis. A. Grao de polen compativel emitindo tubo polinico
sobre estigma receptivo; a seta indica o tubo polinico na auséncia de sintese de
calose. Barra = 20 um. B. Gréo de pdlen exibindo sintese de calose 1 hora apos
polinizacdo incompativel. Barra = 20 um. C. Reac¢do de auto-incompatibilidade
tardia 2 horas apoOs polinizacdo incompativel. Barra = 20 um. D. Deteccdo de
calose em grdos de pdlen incompativeis 1 hora apos polinizagdo, com tubos
polinicos apresentando protoplasma desestruturado, exibindo formato circular.
Barra = 30 pum. As setas indicam os tubos polinicos desestruturados com
deposicéo de calose.
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5.6 - Analise molecular do sistema de auto-incompat ibilidade em

maracujazeiro azedo

Com o objetivo de investigar a base genética da Al em Passiflora foram
desenhados oligonucleotideos degenerados, a partir de sequéncias conservadas
de proteinas determinantes da Al esporofitica feminina (SLG e SRK) de espécies
descritas na literatura, visando a amplificacao de tais sequéncias via PCR. Vérias
combinacdes de iniciadores foram testadas, no entanto, obtivemos uma Unica
amplificac@o satisfatoria exibindo banda intensa. Estes iniciadores foram obtidos
de sequéncias conservadas de genes que codificam a proteina SLG e séo
descritos a seguir: FW1 [5° TT (CT) (CT)T TGG CA(AG) (AT)(GC) TT(CT) GA 37,
REV [5"CC(AG) TTC CAG GCC 3].

Ensaios de amplificacdo realizados com amostras de DNA gendmico de
maracuja amarelo, utilizando os iniciadores SLG, revelaram uma banda
amplificada de aproximadamente 200 pb (Figura 10). Como controle positivo, foi
utilizado nas reagfes uma amostra do DNA genbmico da espécie Brassica
oleracea, onde foi observada amplificacdo semelhante. O fragmento resultante
da amplificacdo de iniciadores SLG degenerados utilizando DNA de maracuja
amarelo via PCR foi purificado, clonado e, posteriormente, submetido a analises
de sequenciamento. Como resultado, observamos uma alta similaridade destas
sequéncias com genes envolvidos com Al esporofitica de diversas espécies de
Brassica (Figuras 11 e 12). E possivel visualizar em nossas andlises varias
regides conservadas, e caracteristicas fisico-quimicas muito similares ao
comparar a sequéncia obtida em nossos resultados com aquelas provenientes de
distintas espécies de Brassica as quais sao possuidoras de mesmo sistema de Al.
Contudo, o fragmento obtido em nossos resultados € relativamente pequeno, e
este fato dificultou a realizagcdo de estudos percentuais relacionados a
similaridade destas sequéncias, uma vez que a analise estatistica do programa
leva em consideracao toda a sequéncia do gene utilizado como referéncia.

Outro carater evidenciado em nossa pesquisa foi o fato de as sequéncias
obtidas apresentarem caracteristicas comuns tanto com proteinas oriundas da
expressdo do gene SLG, quanto a proteinas oriundas da expressao de genes
SRK. Estes resultados podem ser explicados segundo o fato de que parte da

sequéncia da proteina SRK é altamente similar a SLG. Juntos, tais resultados
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geram indicios de que o sistema de auto-incompatibilidade observado em
Passiflora contém similaridades com aquele ja caracterizado para o género
Brassica.

Durante muitos anos, o género Brassica tem sido utilizado como modelo
para as analises de Al esporofitica. Nessas pesquisas, trés genes tém sido
associados com o fenétipo de incompatibilidade. O primeiro codifica uma
glicoproteina que é secretada dentro da parede celular das papilas, a SLG. O
segundo codifica um receptor quinase (SRK), e o terceiro é um determinante
masculino, sendo expresso em graos de pdlen (SP11/SCR). A SRK é uma
proteina trans-membrana presente na membrana plasmatica das células da
papila, contudo seu dominio receptor € altamente similar a SLG (Cui et al., 2000).
Como ja discutido anteriormente, este fato explica o alto nivel de homologia das
sequéncias geradas em nossas analises por iniciadores provenientes de regides
conservadas da proteina SLG, com proteinas expressas pelo gene SRK.
Atualmente, acredita-se que apenas a SRK seja o determinante feminino
responsavel pelo reconhecimento e rejeicdo do pdlen incompativel. Esta
conclusao foi divulgada por Takasaki et al. (2000) como resultado de suas
avaliacbes utilizando plantas transgénicas de Brassica rapa. Os autores
observaram que os mutantes que apresentavam deficiéncia na expressao do
gene SRK ndo eram capazes de rejeitar o pdlen incompativel. Por outro lado, os
mutantes impossibilitados de expressarem a SLG ndo perderam a capacidade de
discernir entre os podlens de mesmo gendtipo e aqueles provenientes de
cruzamentos. Contudo, quando ambos 0s genes estavam sendo expressos uma
resposta de incompatibilidade muito mais forte foi detectada. Deste modo,
acredita-se que a SLG seria necessaria para potencializar a atividade da SRK na
resposta de Al. Outros autores geraram dados que associam a SLG ao processo
de adesao pdlen-estigma, etapa fundamental para que ocorra o reconhecimento e
a discriminacdo de graos de pdlens compativeis e incompativeis (Luu et al.,
1999).

Um outro modelo de Al esporofitica foi descrito em Ipomoea trifida.
Andlises moleculares foram realizadas nesta espécie com a finalidade de avaliar o
modelo molecular envolvido no sistema de Al presente desta planta (Kowyama et
al., 1996). Para isto, os autores utilizaram uma estratégia semelhante aquela

abordada em nossos estudos. Nesta investigagdo, os pesquisadores utilizaram
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amplificacdo de RNAm extraidos de tecidos estigmaticos, através da técnica de
RT-PCR. Assim como em nossOs ensaios, 0S autores utilizaram para a reacao
iniciadores correspondentes a regibes conservadas de SLG de Brassica. Os
resultados revelaram quatro fragmentos amplificados. Porém, as sequéncias de
aminoacidos mostraram um baixo grau de similaridade quando comparados a
SLG e SRK de Brassica. Além disso, os pesquisadores utilizaram uma técnica
que permite identificar marcadores moleculares ligados a caracteristicas
fenotipicas e assim associa-las a um locus; como resultado foi observado que a
regido amplificada ndo possuia relagdo genética com o lécus S. Como concluséao,
0S autores sugeriram que apesar de a espécie Ipomoea trifida apresentar Al
esporofitica, acredita-se que esta familia apresente um mecanismo molecular de
Al distinto daquele apresentado no género Brassica.

No presente estudo, tivemos como um dos objetivos averiguar a base
molecular que culmina na resposta da Al em maracujazeiro azedo. Contudo, as
analises neste ambito ainda estdo em fase inicial, e técnicas que permitam a
avaliacdo da expressdo génica e localizacdo tecidual do transcrito podem vir a
corroborar com 0s nossos estudos iniciais. Além disso, varias metodologias tém
sido utilizadas para avaliar a funcionalidade de genes de interesse. Uma das
estratégias empregada para estudar o sistema de Al é a utilizacdo de mutantes
auto-compativeis. Esta via facilita a clonagem molecular e ao mesmo tempo a
andlise funcional dos genes envolvidos com a Al (Nasrallah et al., 2000). No
entanto, no sistema esporofitico a obtencdo de exemplares auto-compativeis,
geralmente, é proveniente de mutacdes naturais, ou pela producédo de plantas
transgénicas. No mecanismo gametofitico, mutantes auto-compativeis podem ser
gerados pela inducdo de estresses abidticos, tratamentos quimicos, ou até
mesmo pela indugdo de ploidias. Este dltimo caso € relatado na espécie
Lycopersicon peruvianum por Chawla et al. (1997). Nesta pesquisa foi observado
que nesta espécie as formas polipldides sdo auto-compativeis, enquanto o0s

diploides apresentam Al.
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Figura 10: Analise em gel de agarose dos ensaios de amplificacdo via PCR
realizados com amostras de DNA gendmico de Brassica (1) e Passiflora (2),
utilizando iniciadores para SLG. M = Marcador molecular.
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bosrk CTCTGGTITGGTATCTCGGGATATGGTACAAGAAAGTCTCCTACAGAACCTAC - - - - - - - 216
brsrk TTCTGGTTGGTATCTCGGGATATGGTACAAGAAAGT CTCCTACAGAACCTCC: - - - - - - - 163
bnsl g TTCTCCTTGGTATCTCGGGATATGGTACAAGCAACTCTCCGAGAGAACCTAT- - - - - - - - 162
bcsl g TTCTCCTTGGTATCTCGGGATATGGTACAAGCAACTCTCCGAGAGAACCTAT- - - - - - - - 162
rssrk TTCTCGITGGTATCTCGGGATATGGTACAAGAAAATCTCCCGAAGAACCTAG: - - - - - - - 219
brsl g TTCTCGITGGTATCTCGGGATGT GGTACAAGAAATTGT CCGGCAGAACCTAT- - - - - - - - 3520
COSIK =-- o mmmmmm e AGAACCTAT-------- 9
bosl g TTCTCGTTGGTACCTCGGAATATGGTACAAGGAATTGTCCAACAGAACCTAG: - - - - - - - 226
rssl g CTCGCGTTGGTATCTAGGAATATGGTATAAGAAAAACTCCTGGAAATTTTACCCATGGGT 263
bnsrk TTCTCGTTGGTATCTCGGGATATGGTACAAGAAAGTCTACTTCAGAACCTAG: - - - - - - - 342
pesl g CTACCAGITG AGGTAGACCGCCGTGAATATCAAGTCTGAGAGTTATGTCACTAG - - -- 100

bosrk - GTATGGGT GGCCAACAGAGATAGCCCTCTCTTCAATGCCATTGGAACCCTCAAAATCTC 275
brsrk - GTATGGGT GGCCAACAGAGATAGCCCTCTCTTCAATGCCATTGGAACCCTCAAAATCTC 222
bnsl g - GTATGGGT TGCCAACAGAGATAGCCCT CTCTCCAATGCCATGGGAATCCTCAAAATCTC 221
bcsl g - GTATGGGT TGCCAACAGAGATAGCCCT CTCTCCAATGCCATGGGAATCCTCAAAATCTC 221
rssrk - GTATGGGT TGCCAACAGAGATAATCCTCTCTCCAGT GCCGTTGGAACCCTCAAAATCTC 278
brsl g - GTATGGGT TGCCAACCGAGATAACCCTCTCTCCAATTCCATTGGAACCCTCAAAATCTC 3579
cgsrk - GCATGGGT TGCCAACAGAGATAACCCACT CCCCAGT TCCACTGGAACCCTCAAAATCTC 68
bosl g - GTATGGGT TGCCAACAGAGATAACCCTCTTTCCAAT TGCAT TGGAACCCTCAAAATCTC 285
rssl g CGCATGGGT CGCCAACAGAGACAGCCCTCTCTCCAATTCCATTGGAACCCTCAAAATCTC 323
bnsrk - GTATGGGT TGCCAACAGAGATAACCCTCTCTCCCGT TCCATTGGAACCCTCAGAATCTC 401
pesl g GGGATGGGTCATCAGCACTGCTC- CAAGCTGTCAAATACCTTT- - - - CCTGTCGACTCGT 155

* kkkkk*k **x % * * * * * * k%

bosrk TGGCAATAATCTTGITCTCCGAGGCCAATCCAATAAATCTGT TTGGTCGACCGAT- CTTA 334
br srk TAGCAATAATCTTGI TCTCCGAGGCCAATCCAATAAATCTGTTTGGTCGACGAAT- CTTA 281
bnsl g TGGCAATAATCTTGI CATCCTTGATCACTCCAATAAATCTGTTTGGT CAACGAAT- CTTA 280
bcsl g TGGCAATAATCTTGT CATCCTTGATCACTCCAATAAATCTGTTTGGT CAACGAAT- CTTA 280
rssrk AGGCAATAATCTTGICCTCCTTGGT GACTCCAATAAATCTGT TTGGTCGACGAAT- CTGA 337
brsl g CAACATGAACCTTGTCCTCCTCGATCACTCTAATAAATCTGTTTGGTCGACCAAT- CTTA 3638
cgsrk CAACATGAACCTTGTCCTCCTTGATTACTGTAATAAATCTGT TTGGTCGACGAAT- CTAA 127
bosl g CAACATGAACCTTGI CCTCCTGGATCACTCTAATAAATCTGTTTGGTCAACGAAT- CTTA 344
rssl g TGGCAACAATCTTGICCTGCTATGICAGTCTAATAACACTGTTTGGTCGACAAAT- ATTA 382
bnsrk CAACATGAACCTGGTCCTCCTTGATCACTCTAATAAATCTGT TTGGTCGACGAAT- CTTA 460
pesl g CAGGTTCCATCCCATCCTCATGCCCGGTAACAGFGFATCTGATGGGTGATCGAACGFTTG 215

* * * * * * *kkk * **k*% * *

Figura 11: Alinhamento da sequéncia de nucleotideos obtidos a partir de
fragmento amplificado de Passiflora edulis Sims (pe) utilizando iniciadores SLG,
com sequéncias de proteinas que conferem o fendtipo de Al em espécies de
Brassica. B. rapa (br), Capsella glandifolia (cg), B. oleracea (bo), B. napus (bn),
B. campestri (bc), Rapanhus sativus (rs). SLG = glicoproteina S; SRK = proteina
quinase S. (*) Sequéncia conservada.
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SW\STDLTRGNER- FPVVAELLANGNFVI RYSNKNDASGFLWOSFDYPTDTLLPEMKLGY
SVWETNLTRGNER- FPVWVAELLANGNFVI RYSNKNDASGFLWQSFDYPTDTLLPEMKLGY
SVWETNLTRGNER- SPVWVAELLANGNFVI RYSNNNDASGFLWQSFDFPTDTLLPEMKLGY
TWWETN TRGNAR- SSVI AEL L PNGNFVMRY SDNKDSSGFLWOSFDFPTDTLLPEMKLGY
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165
90

161
168
168
163
145
164
179
174

--------------------------------------- FLWQTFDHPSDTLLPGVRVGW 21

*** ** * *kkk*k * -k

DLKTGLNRFLVSWRSSDDPSSGDFSYKLDI QRGLPEFYTFKDNTLVHRTGPWNG RFSG
DLKTGRNRFL TSVWRSSDDPSSGEFSYKL DNKMGL PEF YL FKDDFRVHRSGPVWNG RFSG
DLKTRRNRFLTSWRSSDDPSSGEI SYKLDVQRGVPEFFLLDNGFI | HRSGPWNGVQFSG
DLKTRLNRFLTSWKNSDDPSSGEI SYKLDTQRGLPEFYLLKDGLRAQRSGPVWNGVKFSG
DLKTRLNRFLTSWKNSDDPSSGEI SYKL DTQRGLPEFYLLKDGLRAQRSGPVWNGVKFSG
DLKTEQNRFLTSWRNSDDPSSGEI SYFLDTESGVWPEFYLLKSGLRAYRSGPVWNGVRFSG
DLKTEQNRFLTSWRNSDDPSSGEI SYFLDTESGVPEFYLLKSGLRAYRSGPVWNGVRFSG
DLKKGLNRFLTSWKNSDDPSSGEI SYQLDI QRGVPEFFLLKNGFRGYRSGPVWNGVRFNG
DLETCRNRFLTSWRSYDDPDSGNYTYKLDI RRGLPEFI LMNGSYEI QRSGPVWNG EFSG
HRKTCGRSRFL TSWRSSDDPSSGYFTYEL DTRRGLPEFFVMYNDI EL YRGGPWNG EFSG
NLTSRQERYLTAMBSADDPSPSDITLRLDIHGGLPCLVVIKGSVKTFRGfFN%+ ------

* * -k *** . * % * * . * kx k%

225
150
221
228
228
223
205
224
239
234
74
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Figura 12: Alinhamento da sequéncia de aminoacido deduzida a partir de
fragmento amplificado de Passiflora edulis Sims (pe) utilizando iniciadores SLG,
com sequéncias de proteinas que conferem o fendtipo de Al em espécies de
Brassica. B. rapa (br), Capsella glandifolia (cg), B. oleracea (bo), B. napus (bn),
B. campestri (bc), Rapanhus sativus (rs). SLG = glicoproteina S; SRK = proteina
quinase S. (*) Sequéncia conservada. ( : ) Caracteristicas fisico-quimicas muito
similares. (. ) Caracteristicas fisico-quimicas pouco similares.
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6. RESUMO E CONCLUSOES

Aspectos estruturais e citoquimicos do estigma e dos grédos de pdlen, e
detalhes da interacdo polen-pistilo apos polinizagdo compativel e incompativel
foram investigadas em maracujazeiro azedo (Passiflora edulis Sims). Nossas
observacgfes deixaram evidente que o sitio da resposta de incompatibilidade
em Passiflora é a superficie do estigma, caracteristica comum em espécies
possuidoras de Al esporofitica. Os tubos polinicos presentes em interacdes
incompativeis apresentam rapida resposta citolégica. A reacdo de
incompatibilidade induz um crescimento reduzido do tubo polinico. Este
carater é acompanhado pela desorganizacdo do protoplasma desta estrutura
que é verificada em diferentes posicées do protoplasma, fato ndo observado
em tubos compativeis. Analises ultraestruturais revelaram ainda que células
do estigma em contato com polen incompativeis apresentaram-se
desestruturadas. Outro fator registrado foi que a superficie dos graos de polen
mostram-se diferenciadas apés polinizagcbes compativeis e incompativeis. O
fendtipo de rejeicdo incluiu ainda a deposicdo de calose dentro dos tubos
polinicos incompativeis, indicando que a producdo deste composto, neste
contexto, pode estar associada a expressdo de genes envolvidos com a Al.
Contudo, o estagio da inibicio do desenvolvimento do tubo polinico
incompativel apresentou-se variavel;, embora nenhum deles tenham
conseguido ultrapassar a regido do estigma. Estudos citologicos indicaram que

a capacidade de discriminar entre o pélen da mesma planta e um poélen
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proveniente de cruzamentos, neste sistema de Al, € afetado pelo estadio de
desenvolvimento do estigma. Estas avaliagbes mostraram ainda que os tubos
polinicos compativeis de P. edulis levam aproximadamente 24 horas para
alcancarem o ovario e efetuarem o processo de fertilizacdo. As analises
moleculares geraram indicios de que em P. edulis ha genes com alta

similaridade com aqueles envolvidos com Al esporofitica em Brassica.
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