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RESUMO 

Pleurothallidinae (Orchidaceae) compreende ca. 4.100 espécies, caracterizadas por flores 

tipicamente miiófilas e autoincompatíveis. Nas espécies dessa subtribo, a reação de 

autoincompatibilidade ocorre principalmente no canal estilar, onde o crescimento dos tubos 

polínicos é interrompido. No entanto, em algumas espécies de Acianthera, em que a 

autoincompatibilidade é parcial, foram observados tubos polínicos irregulares e anômalos 

chegando ao ovário e presentes no fruto. Os frutos que chegaram à maturidade após 

autopolinizações continham elevada taxa de sementes sem embrião. Diante disso, foi sugerido 

que um sistema de autoincompatibilidade (SI), distinto daquele que opera na coluna, estaria 

atuando também no ovário dessas espécies de Acianthera com autoincompatibilidade parcial. 

Diante desse cenário, nosso objetivo foi investigar se um segundo sítio de reação estaria atuando 

no ovário e se esse mecanismo estaria relacionado ao elevado número de estruturas sem embrião 

encontrado em frutos resultantes de autopolinização em Acianthera. As espécies avaliadas foram 

A. johannensis, em que o SI atua parcialmente no ovário e, para se ter um referencial de uma 

espécie com SI forte, também analisamos A. fabiobarrosii. Os objetivos específicos deste estudo 

foram: caracterizar o desenvolvimento típico do ovário e fruto em A. johannensis após 

polinizações cruzadas (Capítulo I); investigar a ocorrência de reação de autoincompatibilidade 

no ovário em A. johannensis e comparar com A. fabiobarrosii (Capítulo II); e por fim, verificar 

se as estruturas sem embrião encontradas em frutos provenientes de autopolinização em A. 

johannensis são óvulos não fecundados ou sementes abortadas (Capítulo III). Conduzimos 

experimentos de polinizações cruzadas e autopolinizações, análises de microscopia de luz, 

epifluorescência e eletrônica de transmissão. Nossos resultados evidenciaram a presença de dois 

sítios de reações de autoincompatibilidade em A. johannensis, sendo mais comumente a reação 

na coluna, tal como foi observado em A. fabiobarrosii. Características morfológicas e citológicas 

dos tubos polínicos obstruídos na coluna indicaram a presença de um sistema de 

autoincompatibilidade gametofítico (GSI) nas duas espécies, sugerindo a presença de morte 
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celular programada nos tubos. Já o segundo sítio de reação ocorreu no ovário de alguns 

indivíduos semicompatíveis de A. johannensis. Os ovários resultantes de autopolinização em A. 

johannensis apresentaram menor proporção de óvulos fecundados quando comparados aos de 

polinização cruzada. No entanto, mais de 60% desses óvulos não fecundados estavam em 

processo de degeneração. De modo geral, nosso estudo demonstrou que a depressão endogâmica 

está associada ao elevado número de sementes sem embrião em frutos resultantes de 

autopolinizações em A. johannensis e que o GSI que atua no ovário está relacionado à maior 

proporção de óvulos não fecundados, devido à morte dos microgametófitos após a reação de 

autoincompatibilidade.  

 

Palavras-chaves: depressão endogâmica, morte celular programada, óvulo degenerado, semente 

abortada, sistema de autoincompatibilidade gametofítico, ultraestrutura do tubo polínico. 
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ABSTRACT 

Pleurothallidinae (Orchidaceae) with ca. 4.100 species, characterized by typically myophyllous 

and self-incompatible flowers. In the species of this subtribe, the self-incompatibility reaction 

occurs mainly in the stillar canal, where the growth of pollen tubes is interrupted. However, 

some species of Acianthera with partial self-incompatibility irregular and anomalous pollen 

tubes were observed reaching the ovary and in the fruit. The fruit that get maturity after self-

pollination contained a high rate of seeds without embryos. Therefore, it has been suggested that 

a self-incompatibility system (SI), different from that operating in the column, would also be 

acting on the ovary of Acianthera’s species with partial self-incompatibility. In this scenario, our 

objective was to investigate if a second reaction site would be acting on the ovary and if this 

mechanism would be related to the high number of structures without embryos found in the fruit 

after self-pollination in Acianthera. The evaluated species were A. johannensis, in which SI acts 

partially on the ovary and, to have a reference for a species with strong SI, we also analyzed A. 

fabiobarrosii. The specific objectives of this study were: to characterize the typical development 

of the ovary and fruit in A. johannensis after cross-pollination (Chapter I); to investigate the 

occurrence of a self-incompatibility reaction in the ovary in A. johannensis, and compare with A. 

fabiobarrosii (Chapter II); and finally, to verify if structures without embryo found in fruits from 

self-pollination in A. johannensis are unfertilized ovules or aborted seeds (Chapter III). We 

conducted cross-pollination and self-pollination experiments, analysis of light microscopy, 

epifluorescence and transmission electronics. Our results evidenced the presence of two sites of 

self-incompatibility reactions in A. johannensis, most commonly observed the reaction in the 

column, as was observed in A. fabiobarrosii. Morphological and cytological characteristics of 

pollen tubes obstructed in the column indicated the presence of gametophytic self-

incompatibility system (GSI) in both species, suggesting the presence of programmed cell death 

in the tubes. The second reaction site occurred in the ovary of some semicompatible individuals 

of A. johannensis. The ovaries resulting from self-pollination in A. johanensis presented low 
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proportion of fecundated ovules when compared with cross-pollination. However, more than 

60% of unfertilized ovules were in the process of degeneration after self-pollination. Altogether, 

our study demonstrated that inbreeding depression is associated with the high number of seeds 

without embryos in fruit after self-pollination in A. johannensis, and that the GSI that acts on the 

ovary is related to a higher proportion of unfertilized ovule, due to the death of 

microgametophytes after the self-incompatibility reaction. 

 

Keywords: aborted seed, degenerated ovule, gametophytic self-incompatibility system, 

inbreeding depression, pollen tube ultrastructure, programmed cell death. 
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INTRODUÇÃO GERAL 

Orchidaceae, uma das maiores famílias de angiospermas (ca. 20.000 espécies), apresenta 

alta diversidade na morfologia floral, a qual é altamente capaz de atrair diferentes polinizadores 

(van der Pijl & Dodsopn 1966; Dressler 1981, 1993; Catling & Catling 1991). Além disso, uma 

das características peculiares das orquídeas é a ocorrência do desenvolvimento dos óvulos 

somente após a polinização, uma vez que o ovário é rudimentar e a placenta não está 

diferenciada durante a antese (Swamy 1949; Clements 1999; Endress 2011; Kodahl et al. 2015), 

com raras exceções (Arekal & Karanth 1981; Wang et al. 2016). Após a polinização, o 

crescimento dos tubos polínicos no canal estilar induz a produção de auxina e etileno que 

estimulam a proliferação de células da placenta, diferenciação dos óvulos e desenvolvimento do 

pericarpo (Arditti 1979; Zhang & O’Neill 1993; Avadhani et al. 1994; Novak et al. 2014). Com 

isso, o período entre a polinização e o desenvolvimento das sementes pode ocorrer em um 

intervalo de tempo prolongado, o qual varia entre as espécies (Swamy 1949; Clements 1999; 

Mayer et al. 2011; Lee & Yeung 2012). Na subfamília Epidendroideae, por exemplo, o 

desenvolvimento de óvulos pode ocorrer entre 20 a 50 dias após a polinização, e a maturação do 

fruto pode levar até quatro meses (Stort 1972; Lee et al. 2008; Mayer et al. 2011). 

Em relação ao sistema reprodutivo, as espécies de Orchidaceae são comumente 

autocompatíveis (Dressler 1981), entretanto a alogamia é comumente favorecida devido à 

presença de mecanismos que evitam a autopolinização, tais como barreiras morfológicas e 

comportamentais (Dressler 1981, 1993; Catling & Catling 1991; Borba & Semir 1999). No 

entanto, a depressão endogâmica é frequentemente registrada em casos de endogamia, em 

orquídeas autocompatíveis (Stort & Martins 1979; Borba & Braga 2003; Silva-Pereira et al. 

2007; São Leão et al. 2019), levando ao aborto de zigotos e embriões devido à expressão de 

alelos recessivos deletérios em homozigose (Richards 1997). Embora a presença de barreiras 

pós-polinização, como o sistema de autoincompatibilidade (SI), seja menos frequente em 

Orchidaceae, este mecanismo tem sido relatado em espécies de Epidendroideae, sendo o sistema 
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reprodutivo predominante na subtribo Pleurothallidinae (Borba et al. 2001, 2011; Barbosa et al. 

2009; Gontijo et al. 2010; Melo et al. 2011).  

A subtribo Neotropical Pleurothallidinae (Epidendroideae) compreende 

aproximadamente 4.100 espécies, sendo caracterizadas por uma articulação entre o ovário e o 

pedicelo, e por flores tipicamente miiófilas (Luer 1986; Dressler 1981, 1993; Borba et al. 2011; 

Bogarín et al. 2018) e autoincompatíveis (Borba et al. 2011; Melo et al. 2011), exceto por um 

pequeno clado incluído em uma circunscrição expandida da subtribo (Pridgeon & Chase 2001). 

Embora o SI não tenha sido caracterizado geneticamente em nenhuma das espécies desta 

subtribo (ou mesmo na família), aspectos morfológicos e do desenvolvimento de grãos de pólen 

e tubos polínicos após autopolinizações foram utilizados para inferir o sistema de 

autoincompatibilidade atuando nessas espécies (Borba et al. 2001, 2011; Barbosa et al. 2009; 

Gontijo et al. 2010; Melo et al. 2011). Distintos sítios de ocorrência das reações de 

autoincompatibilidade foram indicados nas espécies de Pleurothallidinae: no estigma, com 

ausência de germinação dos grãos de pólen (similar ao observado no sistema de 

autoincompatibilidade esporofítico), no canal estilar, com morte dos tubos polínicos na coluna 

(similar ao sistema de autoincompatibilidade gametofítico) (Borba et al. 2011) e, raramente, no 

ovário (Borba et al. 2011; Millner et al., 2015). Além disso, o sistema de autoincompatibilidade 

nesse grupo pode variar de completo a parcial, como observado em espécies de Acianthera 

(Borba et al. 2011). 

O gênero Acianthera possui cerca de 200 espécies distribuídas por toda América do Sul 

(Pridgeon et al. 2005). Suas flores apresentam antese diurna e, frequentemente, odor 

desagradável, sendo polinizadas por espécies de Diptera (Borba & Semir 2001; Borba et al. 

2011; Melo et al. 2011). Dentre as 11 espécies de Acianthera autoincompatíveis, cinco 

apresentaram autoincompatibilidade parcial, sendo registrada a média de 13% de frutificação 

após autopolinização (contra 44% em polinização cruzada) (Borba et al. 2001, 2011).  

A reação de autoincompatibilidade em Acianthera ocorre comumente na coluna, onde os 
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tubos polínicos são interrompidos e apresentam morfologia anômala e irregular, elevada 

deposição de tampões de calose e intumescimento e rompimento do ápice, com liberação do 

citoplasma (Borba et al. 2001, 2011; Melo et al. 2011). Entretanto, em frutos maduros ou 

abortados provenientes de autopolinização em espécies com autoincompatibilidade parcial foi 

observado crescimento normal dos tubos polínicos ao longo da coluna, porém ao entrar no ovário 

eles tornavam-se irregulares e anômalos (Borba et al. 2001). Esses frutos apresentaram alta taxa 

de sementes sem embrião, comumente sugerida pela ação da depressão endogâmica (Borba et al. 

2001, 2011). 

Por outro lado, algum mecanismo de autoincompatibilidade que atua tardiamente no 

ovário poderia estar relacionado a esse baixo número de sementes com embrião, como sugerido 

por Borba et al. (2001). Consequentemente, as estruturas encontradas em frutos oriundos de 

autopolinização em Acianthera que não apresentam embrião desenvolvido poderiam ser apenas 

tegumentos de óvulos maduros que não foram fecundados, devido à morte dos microgametófitos. 

A distinção entre óvulos não fecundados e sementes abortadas pode ser de difícil detecção 

(Harder et al. 2012), uma vez que a diferenciação dos tegumentos de óvulos pode ser induzido 

pela ação de hormônios durante o desenvolvimento do fruto, como demonstrado 

experimentalmente para outras espécies de Orchidaceae (Arditti 1979; Avadhani et al. 1994) e 

de outras famílias (van Overbeek et al. 1941; Seavey et al. 2000).  

Sendo assim, testamos a hipótese de que o elevado número de estruturas consideradas na 

literatura como sementes sem embrião em frutos após autopolinizações é devido à ocorrência de 

um sistema de autoincompatibilidade atuando tardiamente no ovário dessas espécies.  

As predições relativas a esta hipótese são que: 

(1)  a presença de tubos polínicos irregulares e anômalos encontrados no ovário de 

algumas espécies de Acianthera após autopolinização é devida à reação tardia de um 

mecanismo de autoincompatibilidade; 

(2)  ocorre mais de um tipo de mecanismo de autoincompatibilidade nessas espécies; 
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(3)  a morfologia dos tubos polínicos no ovário após autopolinização é diferente dos tubos 

polínicos que cessam o crescimento ainda no interior do canal estilar;  

(4)  as estruturas abortadas observadas em frutos de autopolinização são óvulos que não 

foram fecundados e não sementes abortadas; 

(5)  o desenvolvimento dos óvulos em flores autopolinizadas é diferente daqueles de 

flores em que houveram polinizações cruzadas.  

 

Objetivo geral 

Este estudo teve como objetivo investigar a ocorrência de um sistema de 

autoincompatibilidade atuando no ovário e qual o seu papel no desenvolvimento dos frutos e 

sementes em Acianthera. Para isto investigamos A. johannensis, devido à presença da 

autoincompatibilidade parcial e maior frutificação em autopolinizações quando comparada com 

outras espécies (Borba et al. 2001, 2011). Além disso, analisamos os mesmos processos em A. 

fabiobarrosii, uma espécie com autoincompatibilidade forte (Borba et al. 2001, 2011), a fim de 

se ter um referencial do desenvolvimento típico dos tubos polínicos e desenvolvimento 

embrionário após polinizações experimentais.  

 

Estrutura da tese e objetivos específicos 

A tese está estruturada em três capítulos, os quais abordaram o objetivo geral e seus 

respectivos objetivos específicos. No primeiro capítulo caracterizamos o desenvolvimento dos 

óvulos e descrevemos o desenvolvimento do pericarpo e sementes em Acianthera johannensis, 

determinando o tempo entre a polinização e a formação da semente após polinizações cruzadas. 

No segundo capítulo investigamos a ocorrência de reação de autoincompatibilidade no ovário em 

flores autopolinizadas de A. johannensis e analisamos o desesenvolvimento e a morfologia de 

tubos polínicos obstruídos na coluna e no ovário desta espécie, comparando com os tubos 

polínicos de A. fabiobarrosii após polinizações experimentais. No terceiro capítulo verificamos 
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se as estruturas consideradas sementes sem embrião de frutos resultantes de autopolinizações 

seriam óvulos não fecundados em A. johannensis, e avaliamos o sucesso de fecundação dos 

óvulos entre os tratamentos de polinizações. Além disso, analisamos o desenvolvimento do 

ovário e fruto após autopolinizações nesta espécie e comparamos aos de polinizações cruzadas 

de A. fabiobarrosii. 
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A B S T R A C T

We carried out an investigation on the female ontogenesis of Acianthera johannensis, a species with partial self-

incompatibility, aiming to report the typical development of ovule and seed. We describe here the development

of ovary and fruit after cross-pollination and record the time between pollination and seed formation. In this

species, we verify the formation of triads of megaspores and five-nucleate megagametophytes, a very rare as-

sociation in orchids. The species presents anatropous, tenuinucellate and bitegmic ovules, characters recorded

for most of the orchids. Fertilization occurred 40 days after pollination, however some ovules were observed in

early stages of development even in fully developed fruits. Our data indicate that unfertilized ovule can be found

in mature fruits, reinforcing the hypothesis that these could be the structures often referred in the literature as

seeds without embryos. This information is important to the following studies that aim to clarify the mechanism

involved in the formation of structures without embryo observed in fruits developed after self-pollination and

the nature of the complex mechanism of self-incompatibility in Acianthera.

1. Introduction

Flowers of Orchidaceae require pollination for the induction of

ovule development since they are not yet differentiated during anthesis

and only ovule primordia are present (Swamy, 1949a; Dressler, 1981;

Clements, 1999; Endress, 2011; Kodahl et al., 2015), although some

rare exceptions were recorded (Arekal and Karanth, 1981; Wang et al.,

2016). This reproductive strategy guarantees the investment of energy

in the differentiation of millions of ovules only in pollinated flowers

(Swamy, 1949a). After pollination, pollen tubes grow along the stylar

canal, producing auxin and ethylene, which stimulate placental cell

proliferation and ovule differentiation and induce pericarp develop-

ment (Wirth and Withner, 1959; Arditti, 1979; Zhang and O’Neill,

1993; Avadhani et al., 1994; Novak et al., 2014). In this way, the ma-

turation of ovules and their subsequent fertilization take place after

some weeks of fruit development have already occurred. The absence of

endosperm at maturity is a typical feature of seeds of Orchidaceae

(Swamy, 1949a; Arditti, 1979; Clements, 1999; Lee et al., 2008; Mayer

et al., 2011; Yang and Lee, 2014; Kodahl et al., 2015; Chen et al., 2018).

Megasporogenesis and megagametogenesis in Orchidaceae exhibit

some variation in the development of the megagametophyte, in which

five to eight nuclei can be found at the end of the process (Swamy,

1949a; Abe, 1972a, 1972b; Johri et al., 1992). The most widely

reported type of megagametophyte development among orchids is the

monosporic Polygonum type (Sharp, 1912; Swamy, 1949a; Abe, 1972a,

1977; Sood, 1988; Fredrikson, 1992; Johri et al., 1992; Mayer et al.,

2011). This development involves the formation of megaspore tetrads

and only the chalazal megaspore originates the eight-nucleated mega-

gametophyte (Johri et al., 1992). In addition, the development of

megaspore triads and a six-nucleated megagametophyte were observed

in various species of the family (Swamy, 1949a; Maheshwari and

Narayanaswamy, 1951; Law and Yeung, 1989; Gurudeva, 2011; Kodahl

et al., 2015; Li et al., 2016). However, megagametophytes with five or

seven nuclei have also been observed, albeit less frequently (Carlson,

1945; Swamy, 1949a; Abe, 1972a, 1972b, 1976). These variants are

related to the reduction in the number of chalazal nuclei of the mega-

gametophyte, either by their fusion or reabsorption, or by the sup-

pression of mitotic divisions (Swamy, 1949a; Johri et al., 1992; Kodahl

et al., 2015). This in turn alters the formation of antipodal cells during

megagametophyte maturation.

Taking into account the number of species in the family (about

30,000 spp.), studies involving female ontogenesis in Orchidaceae are

relatively few (about 95 studied species). Most of these are con-

centrated in the subfamily Epidendroideae (about 75%), scattered

among species of different tribes, but especially Vandeae and

Cymbideae (Swamy, 1949a, 1949b; Abe, 1972a; Arekal and Karanth,
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1981; Fredrikson, 1992; Zhang and O'Neill, 1993; Mayer et al., 2011; Li

et al., 2016). The tribe Epidendreae encompasses approximately 25% of

the species of Orchidaceae (Pridgeon et al., 2005), yet mega-

gametogenesis has been characterized for only eight species belonging

to the subtribes Laeliinae and Bletiinae (Sharp, 1912; Cocucci and

Jensen, 1969). Nothing is known about the embryology of Pleur-

othallidinae (Epidendreae), the largest subtribe of the family with ap-

proximately 4100 species.

Species of Pleurothallidinae are typically myophilous (pollinated by

Diptera; Dressler, 1981; Christensen, 1994) and self-incompatible

(Borba et al., 2001, 2011; Barbosa et al., 2009; Gontijo et al., 2010;

Melo et al., 2011). These features are rare among orchids, which are

predominantly mellitophilic and self-compatible (van der Pijl and

Dodson, 1966; Dressler, 1981). The degree of self-incompatibility in

this group can vary from complete (no fruit developed from self-polli-

nation) to partial, as observed in some species of Acianthera with an

average of about 10–15% of fruit set from self-pollination versus

40–60% in cross-pollination (Borba et al., 2011). In these species, the

site of reaction of the self-incompatibility system is usually near the

base of the column, where incompatible pollen tubes cease their de-

velopment before penetrating the ovary (Borba et al., 2011). These

characteristics are usually associated to gametophytic self-incompat-

ibility (Richards, 1997). The eventual fruits originating from self-pol-

lination, aborted or mature, possess a high percentage of seeds without

a developed embryo (70–85% on average), which has often been ex-

plained as the result of inbreeding depression (Borba et al., 2001,

2011). However, Borba et al. (2001) noticed that the morphology of

pollen tubes inside these fruits is different from that observed in fruits

developed from cross-pollinations, and similar to pollen tubes in

aborted self-pollinated flowers. From these observations, Borba et al.

(2001) suggested that aborted fruits and the low number of seeds with

embryos in mature selfed fruits could be the result of a self-incompat-

ibility mechanism acting late in the ovary. Thus, the structures reported

as seeds without embryos would be characterized as unfertilized ovules.

In this case, the development of ovules could be stimulated by the ac-

tion of auxins during the growth of pollen tubes (Arditti, 1979;

Avadhani et al., 1994).

Given the complex framework of orchid embryology, in particular

for self-incompatible species, prior characterization of embryology is

necessary in order to understand the typical development of ovules and

seeds in these species. Thus, we aimed to characterize the development

of the ovary and fruit of Acianthera johannensis (Barb.Rodr.) Pridgeon &

M.W.Chase (Pleurothallidinae), and determine the time that elapses

between pollination and seed formation.

2. Materials and methods

Acianthera johannensis grows on rocky outcrops in campos rupestres

in the state of Minas Gerais in southeastern Brazil (Borba and Semir,

2001). It flowers during the wet season from November to January

(Borba and Semir, 2001). The flowers possess a 4-mm long inferior

ovary (Fig. 1A-B). The fruits ripen three months after pollination at ca.

12 mm in length (Fig. 1C). The column possesses a stigmatic cavity, a

rostellum and a pollinaria (Fig.1D-E) with two pollinia (Fig. 1F). The

species exhibits partial self-incompatibility with an average of 12%

fruiting after self-pollination (versus 59% in cross-pollination). These

selfed fruits have on average 20% (ranging 0% to 62%) of viable seed

(versus 90% in cross-pollination) (Borba et al., 2001, 2011).

Fifty individual plants were collected from natural populations in

the municipalities of Tiradentes, Carrancas and São Tomé das Letras in

the state of Minas Gerais, Brazil. The plants were then cultivated in the

greenhouse of the Departamento de Botânica at Universidade Federal

de Minas Gerais to document flowering and perform experimental

pollinations. A voucher specimen is deposited in the herbarium of the

Universidade Federal de Minas Gerais (BHCB) under number series E. L.

Borba et al. 2230.

We performed experimental cross-pollinations in flowers during the

first day of anthesis. Pollinia were obtained from flowers of different

individuals of the same or different populations for deposition on the

stigma (n=273). The flowers were then monitored and collected after

different intervals of days after pollination (DAP). In addition, some

non-pollinated flowers were collected for analysis of the ovary prior to

pollination. Flowers and fruits were collected at 7, 9, 15, 20 to 50, 52,

55, 58, 60, 70, and 90 DAP for analysis of ovule and ovary develop-

ment. These intervals were based on previous observations to de-

termine the time for seed development.

Samples were fixed in 37% formaldehyde, glacial acetic acid and

50% ethanol, 1:1:18 v/v (Johansen, 1940) for 48 h and then stored in

50% ethanol. The samples were then dehydrated in an ethanol series

and embedded in (2-hydroxyethyl)-methacrylate Leica. We prepared

longitudinal and transversal 4–5 μm thick sections using disposable

blades and a Zeiss Hyrax M40 rotary microtome. The sections were

stained with 0.05% toluidine blue in acetate buffer pH 4.7, staining that

indicates lignification of the walls by a blue-green color (O’Brien et al.,

1964; modified). The slides were then mounted with Entellan or dis-

tilled water, analyzed using an Olympus CX 41 light microscope and

photographed with a digital camera. Histochemical tests for the de-

tection of protein granules and neutral polysaccharides were performed

for some fruits at 20 and 40 DAP using bromophenol blue (Mazia et al.,

1953) and periodic acid Schiff (PAS) (O’Brien and McCully, 1981),

respectively.

3. Results

3.1. Ovary prior to pollination

The ovary has three carpels composed of three fertile valves located

in the ventral and placenta regions, and three sterile valves located in

the dorsal region (Fig. 2A). The outer epidermis is uniseriate and with

thin-walled cells (Fig. 2B) over multiple layers of polyhedral par-

enchyma cells in the mesophyll. The mesophyll has larger cells with

intercellular spaces in the median portion and near the outer epidermis,

and smaller juxtaposed cells near the inner epidermis (Fig. 2B–C). The

number of cell layers in the mesophyll varies among the valves since

there are more cell layers in fertile valves than in sterile valves due to

the invagination of the placenta (Fig. 2B–E). Each valve has one vas-

cular bundle located in the ovarian mesophyll (Fig. 2A–D), while there

is no vasculature near the placenta (Fig. 2D). The inner epidermis

comprises a single layer of small juxtaposed cells with thin walls

(Fig. 2C–E). At this time the placenta has only ovule primordia

(Fig. 2F).

3.2. Ovule development after pollination

After pollination the pollen tubes grow up along the stylar canal

(Fig. 3A–B), while simultaneously the cells of the placenta proliferate

by anticlinal mitotic divisions (Fig. 3C). Pollen tubes reach the base of

the column on the seventh DAP, after which they spread to the pla-

cental lobes (Table 1). A single subepidermal somatic cell in the ovary

differentiates into a sporogenous cell in the nucellus of each developing

ovule (Fig. 3E). This cell directly differentiates into the megasporocyte,

which is adjacent to the nucellar epidermis (Fig. 3F, Table 1). The

pollen tubes remain near the placenta cells during this phase (Fig. 3D,

Table 1).

Next, the inner integument and the outer integument start to dif-

ferentiate (Fig. 3 E–F). The first phase of the meiotic division of the

megasporocyte occurs after 25 DAP, originating a dyad of cells (Fig. 3G,

Table 1). Next, the chalazal cell undergoes the second phase of meiosis,

but the micropylar cell does not divide, thus forming a triad of mega-

spores (Fig. 3H). This process doubles the genetic material of the mi-

cropylar megaspore; the nuclear volume of the micropylar cell was

observed to be larger than that of the degenerated adjacent megaspore
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(Fig. 3H–I). Only the chalazal megaspore is functional, thus char-

acterizing ovule development as monosporic. Ovule development is not

synchronized within the same fruit (Table 1).

The volume of the functional megaspore increases and the nucleus

divides without cytokinesis, thus forming the binucleate mega-

gametophyte (Figs. 3J, 4 A-B, Table 1). The integuments have already

differentiated in this phase and are each composed of two cell layers

(Fig. 3J). Four nucellar cells are present in the chalazal region until the

occurrence of fertilization (Fig. 4B). The second mitosis occurs in the

megagametophyte, but only the micropylar nucleus forms two nuclei,

and the chalazal nucleus does not divide. Therefore, a trinucleate

megagametophyte is formed (Fig. 4C). The third mitosis also occurs

only in the two micropylar nuclei and without cytokinesis, resulting in a

five-nucleate megagametophyte (Fig. 4D). One nucleus from each pole

then migrates to the center and cellularization occurs to form a mature

megagametophyte with four cells: two synergids with the filiform

Fig. 1. Morphology of the flower and fruit of

Acianthera johannensis. A–B. General view of

the inflorescence and flower, respectively. C.

Ripening fruit. D–F. Respectively, detail of the

column, the anther above the stigmatic cavity

and the two pollinia. an, anther; co, column;

ov, ovary; po, pollinia; ro, rostellum; sc, stigma

cavity.

Fig. 2. Ovary of Acianthera johannensis prior to

pollination (transversal sections). A. General

view of the ovary showing sterile (white as-

terisks) and fertile (black asterisks) valves.

B–C. Details of sterile valve; in B, note the

variation in cell size among the layers of

ovarian mesophyll, and compare them with C,

where the dorsal vascular bundle and inner

epidermis are also indicated. D–F. Details of

the fertile valve in D, the ovarian mesophyll

has fewer layers of cells near the ventral vas-

cular bundle than dorsally; in E, detail of the

ovarian mesophyll near the placenta and the

inner epidermis with anticlinal division

(arrow). F. Detail of the ovary with ovule pri-

mordia in the placenta. db, dorsal vascular

bundle; ie, inner epidermis; oe, outer epi-

dermis; om, ovarian mesophyll; op, ovule pri-

mordia; vb, ventral vascular bundle.
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apparatus and the egg cell in the micropylar pole, and the central cell

with a large diploid nucleus (Fig. 4E-F, Table 1). The ovules are ana-

tropous, tenuinucellate and bitegmic. Fertilization occurs at about 40

DAP, after which the penetrated synergid exhibits dense cytoplasm and

becomes apoptotic (Fig. 4F, Table 1). Once the zygote is formed the first

endosperm nucleus does not divide (Fig. 4G).

Asymmetric zygote division originates two cells, the chalazal cell

and the micropylar cell. The chalazal cell undergoes mitosis producing

a proembryo of a few cells, while the micropylar cell produces the

suspensor (Fig. 5A–C). The embryo comprises several cells while the

suspensor comprises four cells or less (Fig. 5D-E). On the other hand,

the outer layer of the testa (exotesta) expands and becomes lignified,

but secondary wall deposition is restricted to a strip in the median re-

gion of the anticlinal faces of cell walls (Fig. 5F). The embryo possesses

undifferentiated cells even in the mature seed (Fig. 5G). The suspensor

and inner integument are degenerated and become residual (Fig. 5H).

The mature seed possesses only the embryo and the exotesta with the

lignified strip in cell walls at this phase (Fig. 5I, Table 1). The time from

Fig. 3. Gynoecium of Acianthera johannensis

after manual cross-pollination (A–C, E–J.

longitudinal sections; D. transversal sections).

A. Detail of the stigmatic cavity showing two

pollinia. B. Detail of the column with pollen

tubes growing along the stylar channel. C.

Detail of ovule primordia showing anticlinal

mitotic division (arrows). D. Detail of nu-

merous pollen tubes near the placenta cells. E.

Sporogenous cell differentiation in the nucellus

of an ovule (17 DAP). F. Megasporocyte dif-

ferentiation (23 DAP), adjacent to the nucellar

epidermis; note the beginning of differentia-

tion of the inner and outer integuments. G. A

dyad of cells produced in the first phase of

meiosis, and the development of the integu-

ments (25 DAP). H. Functional chalazal

megaspore and degenerated megaspores. I.

Detail of figure H, highlighting the megaspore

that does not undergo the second phase of the

meiosis (white arrow) with its voluminous

nucleus when compared to the megaspore that

underwent meiosis II (black arrow). J.

Metaphase plate of megagametophyte during

the first mitotic division of megagametogen-

esis; note that the inner and outer integuments

have two layers each. ch, chalaza; en, en-

docarp; fm, functional megaspore; ii, inner in-

tegument; me, megasporocyte; mg, mega-

gametophyte; mi, micropyle; ne, nucellar

epidermis; oi, outer integument; po, pollinia;

pt, pollen tube; sp, sporogenous cell; sc, stigma

cavity.

Table 1

Time after pollination (in days), developmental phases of the pollen tubes, ovarian wall and pericarp, and ovules and seeds.

Days after pollination Developmental phases

Pollen tubes Ovarian wall and pericarp Ovule and seeds

1-7 Pollen grains germinate Ovarian wall with placenta primordium Ovule primordia

Pollen tubes grow up along the stylar canal

7-20 Pollen tubes reach on base of the column (7th

day)

Elongation of mesocarp cells Sporogenous cell

Pollen tubes spreading on placental lobes

20-25 Vascular bundle differentiation in the placenta region Differentiated megasporocyte

Differentiation of the integuments

25-35 Pollen tubes near of the placenta cells Differentiation of mesocarp and endocarp cells Meiosis I e II

Degeneration of the megaspores

Functional megaspore

Outer and inner integuments

27-45 Initial development of the megagametophyte

First mitotic division of megagametophyte

40-50 Pollen tubes near the micropyle Mature megagametophyte

Pollen tubes penetrate the ovule Fertilization

Endocarp cells and trichomes with lignified wall

thickening

Development of the proembryo and suspensor

50-90 Degeneration of the pollen tubes Mesocarp with tracheoids Development of the embryo

Mature pericarp Inner integument and suspensor degenerating

Dehiscence of the fruit (90th day) Exotesta with lignified cells

Mature seeds
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pollination to mature seed was 50 days (Table 1), although some ovules

were still in the early development at this time.

3.3. Pericarp anatomy

Development of the pericarp occurs after pollination. The young

fruit possesses exocarp with one layer of juxtaposed thin-walled cells

(Fig. 6A-B). The mesocarp is formed by parenchyma (Fig. 6A–D). As in

Fig. 4. Ovule of Acianthera johannensis after

manual cross-pollination (longitudinal sec-

tions). A. Metaphase plate of the first mitotic

division of the megagametophyte (arrow), with

two already distinct nuclei. B. Binucleated

megagametophyte (27 DAP); in the chalazal

region, notice the four cells of the nucellus. C.

Megagametophyte with three nuclei (arrows).

D. Detail of megagametophyte with five nuclei,

three of them seen in the foreground (arrows).

E. Mature megagametophyte (47 DAP)

showing one of the synergids with the filiform

apparatus and the egg cell, both at the micro-

pylar pole. F. Detail of the megagametophyte

showing one degenerated synergid and the

central cell. G. Detail of the embryo zygote and

the primary endosperm nucleus. cc, central

cell; ec, egg cell; pe, primary endosperm nu-

cleus; fa, filiform apparatus; ii, inner integu-

ment; mg, megagametophyte; nc, nucellus

cells; oi, outer integument; sy, synergid; zy,

embryo zygote.

Fig. 5. Young and mature seeds of Acianthera

johannensis after manual cross-pollination

(A–E, G–H. longitudinal sections. F, I. trans-

versal sections). A–F. Seeds about 45 DAP. A.

Proembryo at chalazal region; note the sus-

pensor in the micropylar region. B–C.

Proembryo and suspensor during development;

note residual pollen tube in the micropylar

pole. D. Embryo with a dense mass of cells and

the suspensor with elongated and more hyaline

cells; lignification of strips is beginning in the

cell walls of the outer integument (arrow). E.

Detail of the embryo and suspensor. F. Seed

with embryo, suspensor and multi-layered

testa; note the wall with anticlinal lignified

thickening in the exotesta (arrows). G–I.

Mature seed (50 DAP); in H, detail showing the

embryo with undifferentiated cells; suspensor

and inner integument in reabsorption. I.

Embryo and exotesta with cell walls with lig-

nified anticlinal thickening (arrow). em, em-

bryo; ii, inner integument; et, exotesta; oi,

outer integument; nt, endotesta; pr, proem-

bryo; pt, pollen tube; su, suspensor.
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the ovary, the cells in the median portion and near the exocarp are

larger and with intracellular spaces (Fig. 6B-C), while the cells close to

the endocarp are small (Fig. 6B-C). Furthermore, there are more cell

layers in the fertile valves than in the sterile valves (Fig. 6A). There is

no increase in the number of cell layers during the development of the

pericarp. However, there was an increase in the volume of parenchyma

cells of the mesocarp. Anticlinal divisions occur early in the exocarp

and endocarp, thus accommodating mesocarp cell elongation (Table 1).

Small and juxtaposed parenchyma cells are present between the valves,

which form the dehiscence line in the mature fruit (Fig. 6C). Vascular

bundles are immersed in the mesocarp and each fertile valve possesses

three vascular bundles: one is ventral (Fig. 6B), and the other two are

smaller and located near the placenta (Fig. 6D). On the other hand, the

sterile valves possess only a dorsal bundle (Fig. 6C), as described for the

ovary.

The endocarp possesses one layer of cells with dense cytoplasm, thin

pectic cell walls, and a slightly convex inner periclinal face (Fig. 6D-E).

The pollen tubes remain near the placenta endocarp cells until fertili-

zation (Fig. 6B–E). The endocarp cells do not accumulate poly-

saccharides or proteins, as was observed in the adjacent cell layers of

the mesocarp (Fig. 6E). Only sterile valves have unicellular trichomes in

the endocarp (Fig. 6C), which become lignified during fruit ripening

(Fig. 6F, Table 1). The mesocarp of ripened fruits at 50 DAP possesses

some dispersed cells with lignified, irregular and helically-thickened

walls (tracheoids), while the cells of the endocarp exhibit lignified walls

(Fig. 6F, Table 1).

4. Discussion

Megasporogenesis and megagametogenesis of A. johannensis are

characterized by the production of a five-nucleate monosporic mega-

gametophyte. The absences of a second phase of meiosis for the mi-

cropylar megaspore, and of mitosis in the chalazal nucleus of the bi-

nucleate megagametophyte, are rare characteristics for Orchidaceae.

Thus, megagametophyte development of A. johannensis is not char-

acterized as the widely-reported Polygonum type.

The development of triads of megaspores and of a five-nucleated

megagametophyte has been recorded for a few species of the family,

such as three species of Calanthe (Collabieae, Epidendroideae; Abe,

1972a) and Gastrodia elata (Gastrodieae, Epidendroideae; Abe, 1976).

These species exhibit monosporic development, and the calazal nucleus

of the binucleate megagametophyte passes through the second mitosis.

However, one of these nuclei degenerates, thus producing a mega-

gametophyte with six or five nuclei, which contrasts with the devel-

opment of the megagametophyte of A. johannensis.

Although the number of nuclei of monosporic megagametophytes in

Orchidaceae varies widely, various authors classify the mega-

gametophyte as of the Polygonum type, even without the typical eight-

nucleated pattern (Swamy, 1949a; Maheshwari and Narayanaswamy,

1951; Law and Yeung, 1989; Wang et al., 2016). However, another

classification of monosporic megagametophytes of Orchidaceae was

proposed by Abe (1972b), who recorded five types of development

according to the number of nuclei formed in the megagametophtye.

According to this classification, the megagametophyte of A. johannensis

is of the G4-type. In the G4-type, two consecutive mitoses occur only in

the micropylar nucleus of the megagametophyte of the binucleate

phase, which explains the absence of antipodal cells at maturity.

Six or eight nuclei have been reported in the megagametophyte of

species of Laellinae (sister group of Pleurothallidinae), and of other

tribes close to Epidendreae (Calypsoeae, Cymbidieae, Vandeae), for

Fig. 6. Young and mature pericarp of Acianthera johannensis

produced after manual cross-pollination (transversal sections).

A–E. Pericarp with 20DAP. A. General view of the pericarp. B.

Detail of the fertile valve showing the ventral bundle. C. Detail

of the sterile valve; notice the dorsal bundle, two dehiscence

lines (arrows) and unicellular tector trichomes in the en-

docarp. D. Detail of the region near the placenta; notice two

vascular bundles (asterisks) in the mesocarp. E. Detail of me-

socarp cells with accumulation of polysaccharides highlighted

by periodic acid Schiff (PAS) (arrow) and endocarp with dense

cells. F. Pericarp with 47 DAP; notice some mesocarp cells

with lignified thickening bars on the wall (white arrows) and

the complete thickening of the wall of endocarp cells (black

arrow), including trichomes. db, dorsal vascular bundle; en,

endocarp; ex, exocarp; ms, mesocarp; pt, pollen tube; tr, tri-

chome; vb, ventral vascular bundle.
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which megagametogenesis has been described (Sharp, 1912; Swamy,

1949a; Cocucci and Jensen, 1969; Abe, 1972a; Law and Yeung, 1989;

Mayer et al., 2011). In addition, megasporogenesis in these species can

form triads or tetrads of megaspores, with monosporic, bisporic or

tetrasporic development (Sharp, 1912; Swamy, 1949a; Cocucci and

Jensen, 1969).

This variation in megagametophyte development apparently oc-

curred independently in various lineages of the family. However, most

of these studies are strongly biased towards essentially Asian groups

and, in general, represent low sampling of species in each group. In

addition, Mayer et al. (2011) emphasize that the reduced size of the

megagametophyte and the different planes of cuts of nuclei often make

their observation difficult, causing misinterpretations related to the

number of nuclei of the megagametophyte. Studies of more species with

more representation among different lineages are needed to better

understand variation in megagametophyte development and its evolu-

tion in Orchidaceae.

Although this variation occurs in megasporogenesis and mega-

gametogenesis in orchids, other embryological characteristics of A. jo-

hannensis are shared with most other species of the family, such as the

formation of anatropous, tenuinucellate and bitegmic ovules (Swamy,

1949a, 1949b; Sood, 1985; Fredrikson, 1992; Zhang and O’Neill, 1993;

Mayer et al., 2011; Lee and Yeung, 2012). In addition, the absence of

the division of the first nucleus of the endosperm and the presence of

the suspensor in the immature seed of A. johannensis are common

among Orchidaceae (Swamy, 1949b; Mayer et al., 2011; Kodahl et al.,

2015). The structure of mature seeds of A. johannensis and of other

orchids is simple and characteristic, with embryos composed of un-

differentiated cells until maturity. The inner integument and suspensor

are totally degenerated and reabsorbed, leaving the exotesta as the only

part persisting as the seed coat (Swamy, 1949b; Fredrikson, 1990; Johri

et al., 1992; Mayer et al., 2011). As no meristematic regions were found

in ovarian tissues of A. johannensis, pericarp growth resulted from va-

cuolization and stretching of mesocarp cells, as recorded for other

species of the family (Sood and Rao, 1986; Mayer et al., 2011). Pericarp

dehiscence and seed dispersal in most of the studied orchids are asso-

ciated with lignification of the walls of the tector trichomes and the

common endocarp cells, as well as part of the cell wall of some meso-

carp cells (Rasmussen and Johansen, 2006; Mayer et al., 2011; Kodahl

et al., 2015), which are characteristics observed in A. johannensis.

The asynchrony observed among the developmental phases of

ovules, both among fruits with the same developmental time and within

the same fruit has been reported for other species of the family (Swamy,

1949a; Mayer et al., 2011). The presence of ovules in the early stages of

megasporogenesis and megagametogenesis in fruits of A. johannensis, in

which most of the ovules had already developed and became fertilized,

reinforces the hypothesis that these could be the structures that are

often mentioned as “seeds without embryos” in mature fruits (Borba

et al., 2001, 2011). These results constitute an important basis for

subsequent reproductive studies on the group involving comparative

analysis of the development of pollen tubes and seeds from self-polli-

nation and cross-pollination. Such efforts will ultimately help to de-

termine the nature of the complex self-incompatibility mechanism

presented by these species.
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RESUMO 

O sítio de reação de autoincompatibilidade em grande parte das espécies de 

Pleurothallidinae (Orchidaceae) ocorre comumente no canal estilar, onde o crescimento 

dos tubos polínicos é interrompido. Entretanto, em algumas espécies de Acianthera com 

autoincompatibilidade parcial, tubos polínicos foram observados chegando ao ovário e 

tornando-se tortuosos e anômalos. Este fenômeno poderia estar relacionado a outro 

sistema de autoincompatibilidade que opera no ovário após a autopolinização. Com 

isso, analisamos a morfologia e o desenvolvimento dos tubos polínicos na coluna e no 

ovário de Acianthera johannensis, a fim de avaliar a presença de um segundo sítio de 

reação de autoincompatibilidade nessa espécie. Para fins de comparação, analisamos 

também A. fabiobarrosii, uma espécie com autoincompatibilidade forte. Análises de 

microscopia de luz, epifluorescência e eletrônica de transmissão revelaram a presença 

de dois sítios de autoincompatibilidade atuando em A. johannensis. O principal sítio de 

reação atuou na coluna, como visto em A. fabiobarrosii, corroborando outros estudos. 

Características morfológicas e citológicas dos tubos polínicos obstruídos na coluna 

indicaram a presença de autoincompatibilidade gametofítica (GSI), sugerindo a 

presença de morte celular programada nesses tubos. Já o segundo sítio de reação 

ocorreu no ovário de alguns indivíduos semicompatíveis de A. johannensis. De modo 

geral, há evidências morfológicas de que o sítio de reação de autoincompatibilidade no 

ovário de A. johannensis seja apenas uma reação tardia do GSI, diferentemente do 

mecanismo de autoincompatibilidade de ação tardia observado em outros grupos de 

plantas.  
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INTRODUÇÃO 

Os sistemas de autoincompatibilidade homomórficos esporofítico (SSI) e 

gametofítico (GSI) são mecanismos controlados geneticamente, capazes de evitar a 

fecundação por gametas provenientes de autopólen, impedindo a germinação dos grãos 

de pólen ou o crescimento de tubos polínicos incompatíveis, respectivamente (De 

Nettancourt, 1997; Richards, 1997; Allen & Hiscock, 2008). No microgametófito, a 

reação do SSI é determinada pelo genoma diploide do esporófito, por meio da 

deposição de marcadores produzidos pelo tapete diretamente nos grãos de pólen, 

geralmente impedindo sua germinação no estigma, como registrado em espécies de 

Brassicaceae (De Nettancourt, 1997; Allen & Hiscock, 2008; Nasrallah, 2019). Em 

contrapartida, o GSI é o mecanismo mais registrado entre as angiospermas, sendo este 

determinado pelo genoma haploide do próprio microgametófito, sendo o crescimento 

dos tubos polínicos interrompido ao longo do estilete (Newbigin et al., 1993; De 

Nettancourt, 1997; Richards, 1997; Gibbs, 2014).  

Outro sistema de autoincompatibilidade (SI) reconhecido em alguns grupos de 

angiospermas é o sistema de autoincompatibilidade de ação tardia (LSI), o qual atua 

somente após os tubos polínicos alcançarem o ovário (Seavey & Bawa, 1986; Gibbs, 

2014). Nesse mecanismo, a reação de autoincompatibilidade pode operar anteriormente 

à penetração dos tubos polínicos nos óvulos ou após a fecundação (Seavey & Bawa, 

1986). A ocorrência desses três mecanismos de autoincompatibilidade foi registrada em 

várias famílias de angiospermas, porém raros estudos investigaram o controle genético 

associado ao SI na maioria dessas espécies, devido à necessidade de extensos estudos 

experimentais envolvendo cruzamentos dialélicos entre a prole de famílias 

autoincompatíveis (Gibbs, 2014). 
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A presença de SI tem sido pouco registrada em Orchidaceae, uma família tida 

como predominantemente autocompatível (Dressler, 1981). Porém, em alguns grupos 

da família, este mecanismo é comumente encontrado, tais como em Dendrobium C. 

Agardh (Johansen, 1990), Oncidiinae (Castro & Singer, 2019) e Pleurothallidinae 

(Borba et al., 2011). Em Pleurothallidinae, maior subtribo de Orchidaceae (ca. 4.100 

espécies), as espécies são predominantemente miiófilas (Luer, 1986; Dressler, 1981, 

1993) e autoincompatíveis (Christensen, 1992; Borba et al., 2011; Bogarín et al., 2018). 

Uma vez que o SI não tenha sido caracterizado geneticamente em nenhuma das espécies 

desta subtribo (ou mesmo na família), aspectos morfológicos e do desenvolvimento de 

grãos de pólen e de tubos polínicos foram utilizados para inferir o sistema de 

autoincompatibilidade no grupo (Borba et al., 2001, 2011; Barbosa et al., 2009; Gontijo 

et al., 2010; Melo et al., 2011). Diante dos padrões observados, distintos sítios de 

ocorrência de reações de autoincompatibilidade foram citados em Pleurothallidinae: no 

estigma, com ausência de germinação dos grãos de pólen (similar ao observado em SSI; 

Barbosa et al., 2009; Gontijo et al., 2010), no canal estilar, com morte dos tubos 

polínicos (similar ao GSI; Borba et al., 2011), e obstrução dos tubos polínicos no ovário 

(Borba et al., 2001; Millner et al., 2015). 

Contrastando estes cenários, cinco espécies de Acianthera Scheidw. 

(Pleurothallidinae) com SI apresentaram autoincompatibilidade parcial, em que uma 

baixa taxa de frutos após autopolinização (10-13%) foi observada (Borba et al., 2011). 

Nessas espécies, os poucos frutos resultantes de autopolinizações apresentaram alta taxa 

de sementes inviáveis, ou seja, sementes sem embrião, possuindo apenas o envoltório 

seminal, ou sementes com resíduos de tecido embrionário morto (Borba et al., 2001, 

2011; Melo et al., 2011).  
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O elevado número de sementes sem embrião em frutos resultantes de 

autopolinizações tem sido explicado pela ação da depressão endogâmica (Borba et al., 

2011), a qual ocasiona a morte precoce de zigotos e embriões (Charlesworth & 

Charlesworth, 1987; Hufford & Hamrick, 2003). No entanto, foi visto que, em frutos 

abortados ou que chegaram à maturidade após autopolinizações em algumas espécies de 

Acianthera, os tubos polínicos se desenvolveram normalmente ao longo da coluna; 

contudo, ao chegar ao ovário, passavam a apresentar morfologia anômala (Borba et al., 

2001, 2011). Com isso, os autores sugeriram que a ocorrência de tubos polínicos 

irregulares e anômalos nestes frutos poderia ser resultante de um sistema de 

autoincompatibilidade pré-zigótico tardio atuando no ovário (Borba et al., 2001, 2011). 

Neste caso, o desenvolvimento do fruto poderia ter continuado, juntamente com a 

diferenciação dos óvulos, devido à presença de hormônios produzidos durante o 

crescimento de tubos polínicos até o ovário (Arditti, 1979; Avadhani et al., 1994), 

levando assim a formação de sementes vazias ou sem embrião.  

Diante disso, o objetivo desse estudo foi investigar se algum sistema de 

autoincompatibilidade estaria agindo no ovário de espécies de Acianthera com 

autoincompatibilidade parcial. Assim, analisamos a morfologia e o desenvolvimento 

após a germinação dos grãos de pólen e crescimento dos tubos polínicos na coluna e no 

ovário em Acianthera johannensis (Barb.Rodr.) Pridgeon & M.W.Chase, uma espécie 

com autoincompatibilidade parcial. Para fins de comparação, analisamos também uma 

espécie com autoincompatibilidade forte, Acianthera fabiobarrosii (Borba & Semir) 

F.Barros & F.Pinheiro, com 5% de frutificação em flores autopolinizadas contra 79% 

em polinizações cruzadas (Borba et al., 2001). 
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MATERIAL E MÉTODOS 

Acianthera johannensis e A. fabiobarrosii são espécies rupícolas em áreas de 

campos rupestres do estado de Minas Gerais, sudeste do Brasil. Ainda que estas 

espécies apresentem alta similaridade floral e compartilhem os mesmos polinizadores, 

elas não ocorrem em simpatria (Borba & Semir, 2001). A floração dessas espécies 

ocorre de novembro a fevereiro e a antese tem duração de 7 a 10 dias (Borba & Semir, 

2001). A diferenciação dos óvulos ocorre ca. 20 dias após a polinização (DAP) em A. 

johannensis (Duarte et al., 2019) e A. fabiobarrosii (Capítulo 3), sendo que os frutos 

chegam à maturidade com aproximadamente três (A. johannensis) e quatro (A. 

fabiobarrosii) meses após a polinização (Borba et al., 2001). 

Coletamos os indivíduos de A. johannensis nos municípios de Carrancas, 

Tiradentes e São Tomé das Letras (n=50) e os indivíduos de A. fabiobarrosii em 

Joaquim Felício e Grão Mogol (n=39). Posteriormente, cultivamos os indivíduos em 

casa de vegetação do Departamento de Botânica da Universidade Federal de Minas 

Gerais, Brasil. Os vouchers estão registrados no herbário BHCB (A. fabiobarrosii - 

Borba et al., 513; A. johannensis - Borba et al., 2230). O sistema reprodutivo dessas 

populações foi previamente avaliado (veja Capítulo 3), confirmando a presença de 

autoincompatibilidade parcial em A. johannensis e de autoincompatibilidade forte em A. 

fabiobarrosii. 

Realizamos polinizações cruzadas e autopolinizações experimentais em flores 

de primeiro dia de antese para análises do desenvolvimento dos tubos polínicos em 

diferentes intervalos de dias após as polinizações. Flores (1-14 DAP), frutos imaturos 

(15-60 DAP) e frutos maduros (90-120 DAP) foram coletados e fixados para análises. 

Os tubos polínicos apresentando desenvolvimento morfológico normal foram 

considerados compatíveis, sendo principalmente provenientes de polinização cruzada e 
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levando à formação de frutos com alto conteúdo de sementes viáveis (Borba et al., 

2001, 2011). Ao contrário, os tubos polínicos incompatíveis foram aqueles que 

apresentaram desenvolvimento anômalo e morreram tanto no canal estilar quanto no 

ovário, sendo provenientes de flores autopolinizadas, levando a formação de frutos com 

baixo conteúdo de sementes viáveis, como registrado por Borba et al. (2001, 2011). O 

desenvolvimento e a morfologia dos tubos polínicos foram investigados por meio de 

microscopia de luz, epifluorescência e microscopia eletrônica de transmissão.  

Para análise em microscopia de luz flores e frutos foram fixados após os 

tratamentos de polinizações em ambas as espécies em solução de FAA 50 (formaldeído 

37%, ácido acético, álcool etílico 50%, 1:1:18 v/v; Johansen, 1940). Realizamos 

secções longitudinais da coluna e secções transversais do ovário e do fruto em 

micrótomo de rotação Zeiss Hyrax M40 com espessura de 4,5-5 µm. Posteriormente, 

distendemos as secções em lâminas e coradas com azul de toluidina 0,05% em tampão 

acetato pH 4,7 (modificado de O’Brien et al., 1964). Utilizamos microscópio de luz 

Olympus Cx41 com câmera acoplada para análises e documentação das amostras. 

Para análise morfológica dos tubos polínicos após polinizações cruzadas e 

autopolinizações em ambas as espécies, fixamos flores (3-17 DAP), frutos imaturos (24-

46 DAP) e frutos maduros (80-120 DAP) em FAA 50 por 48 horas e conservados em 

etanol 50%. Posteriormente, amostras de coluna, ovário e fruto foram tratadas com 10 N 

NaOH em estufa a 60ºC por 45 minutos (peças florais) e 60 minutos (frutos) para 

dissociação dos tecidos, depois lavadas em água corrente e coradas com solução de azul 

de anilina 1% (modificado de Martin, 1959) e analisadas em microscópio de 

epifluorescência. 

Para análise da ultraestrutura dos tubos polínicos após polinizações cruzadas e 

autopolinizações, obtivemos amostras de regiões selecionadas da coluna de flores de 7 a 
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10 DAP de ambas as espécies e de frutos maduros. As amostras foram coletadas e 

fixadas em solução de Karnovsky (Karnovsky, 1965) por 12-24 horas. Em seguida, as 

amostras foram pós-fixadas com 1% tetróxido de ósmio em 0,1 M tampão fosfato pH 

7,2 e processadas conforme técnicas usuais (Roland, 1978). Contrastamos as secções 

com acetato de uranila e citrato de chumbo e examinadas em microscópio eletrônico de 

transmissão Tecnai G2-Spirit (Philips/FEI Co.) a 80 kV.  

 

RESULTADOS 

DESENVOLVIMENTO DOS TUBOS POLÍNICOS APÓS POLINIZAÇÃO CRUZADA  

A germinação dos grãos de pólen e o crescimento dos tubos polínicos após 

polinizações cruzadas foram similares entre A. johannensis e A. fabiobarrosii. As duas 

espécies apresentam flores com duas polínias, as quais são constituídas por tétrades de 

grãos de pólen (Fig. 1A-B). O microgametófito bicelular, com uma célula vegetativa e 

outra generativa (Fig. 1C), foi observado ao longo de todo o desenvolvimento do tubo 

polínico, inclusive no ovário (Fig. 1D). E os gametas foram observados no momento em 

que os tubos polínicos penetraram os óvulos (Fig. 1E-F).  

Em ambas as espécies os grãos de pólen germinaram com cerca de 3 DAP e 

cresceram aproximadamente sincronizados ao longo do canal estilar (Fig. 2A). Esses 

tubos polínicos apresentaram diâmetro homogêneo e deposição de tampões de calose 

regularmente dispostos ao longo da sua extensão (Fig. 2B). Posteriormente, os tubos 

polínicos alcançaram a base da coluna ca. 10 DAP e penetraram o ovário (Fig. 2C), 

separando-se em três feixes, direcionados a cada uma das três placentas com 

aproximadamente 12 DAP. Grande quantidade destes tubos polínicos apresentando 

aspectos morfológicos regulares ainda pode ser observada no canal estilar e na cavidade 
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seminal de frutos imaturos e maduros de ambas as espécies (Fig. 2D-E), próximo às 

sementes (Fig. 2F).  

DESENVOLVIMENTO DOS TUBOS POLÍNICOS APÓS AUTOPOLINIZAÇÃO 

A germinação dos grãos de pólen após autopolinizações em A. johannensis e A. 

fabiobarrosii ocorreu a partir de 3 e 5 DAP, respectivamente, período no qual ainda 

estavam restritos à cavidade estigmática (Fig. 2G). Em flores fenecidas (6-7 DAP), 

alguns tubos polínicos encontravam-se próximos ao ápice e região mediana da coluna 

(Fig. 2H) em ambas as espécies. As flores autopolinizadas de A. fabiobarrosii e a maior 

parte das flores autopolinizadas de A. johannensis apresentaram tubos polínicos de 

cessando o crescimento próximos à região mediana ou à base da coluna entre 7 a 14 

DAP, não chegando ao ovário. Neste caso, houve pouco sincronismo do crescimento 

dos tubos polínicos no canal estilar, além de que estes tubos polínicos se tornavam 

tortuosos (Fig. 2I), com excessiva deposição de calose e dilatação do ápice (Fig. 2J). 

Entretanto, em algumas flores fenecidas 10 DAP, os tubos polínicos cresceram 

regularmente ao longo do canal estilar (Fig. 2K), porém ao alcançarem o ovário, esses 

apresentavam aspectos irregulares e anômalos. Isso foi observado em quatro indivíduos 

de A. johannensis (de 28 no total) que desenvolveram alguns frutos após as 

autopolinizações (n=13, em 153 polinizações). Nesses mesmos indivíduos, flores 

autopolinizadas que seguiram o desenvolvimento, continham tubos polínicos regulares e 

irregulares no fruto maduro. A maior parte dos tubos polínicos presentes no fruto 

maduro de A. johannensis após a autopolinização apresentou morfologia normal e 

deposição de tampões de calose regularmente dispostos ao longo da extensão do tubo. 

Contudo, alguns tubos polínicos apresentaram aspectos semelhantes àqueles 

interrompidos na coluna (Fig. 2L). Embora não tenha sido quantificado o número de 

tubos polínicos no canal estilar e no ovário/fruto, observamos maior quantidade de 
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tubos polínicos percorrendo o canal estilar e chegando ao ovário após as polinizações 

cruzadas quando comparada às de autopolinizações. 

ULTRAESTRUTURA DOS TUBOS POLÍNICOS APÓS POLINIZAÇÕES EXPERIMENTAIS 

Não foram observadas diferenças entre as espécies estudadas e os períodos de 

tempo analisados nos aspectos ultraestruturais dos tubos polínicos após polinizações 

cruzadas (Fig. 3A-F). De modo geral, os tubos polínicos apresentaram parede celular 

composta por duas camadas: uma interna, com coloração acinzentada clara e de baixa 

densidade de elétrons, e outra externa, de coloração escura, apresentando alta densidade 

de elétrons (Fig. 3B). Na região apical do tubo polínico, o citoplasma continha 

organelas típicas, entre as quais mitocôndrias com cristas evidentes (Fig. 3B) e 

dictiossomos e retículo endoplasmático bem desenvolvidos, com membranas típicas 

(Fig. 3C). O núcleo da célula vegetativa foi observado nas secções analisadas (Fig. 3D), 

porém não foi possível localizar a célula generativa. A região mais distal do tubo 

polínico apresentou vacúolos de contorno regular e conteúdo hialino (Fig. 3E). Em 

frutos maduros, os tubos polínicos não continham citoplasma vivo, e exibiram excessiva 

deposição de calose em quase toda a sua extensão (Fig. 3F). 

Em contraste, flores autopolinizadas de 7 e 9 DAP apresentaram grande parte 

dos tubos polínicos degenerados no canal estilar (Fig. 4A-B). As primeiras evidências 

de degeneração no tubo polínico ocorreram nas organelas, tais como retículos 

endoplasmáticos e dictiossomos, os quais apresentaram membrana dilatada e 

membranas degeneradas respectivamente (Fig. 4C). Além disso, durante o processo de 

degeneração, os vacúolos apresentaram contorno irregular e conteúdo floculado, 

inclusive com fragmentos de membranas internas (Fig. 4D), ao contrário do observado 

em tubos polínicos compatíveis. A degeneração do citoplasma dos tubos polínicos foi 

evidenciada pela elevada elétron-densidade do citoplasma, com organelas indistintas e 
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sem núcleos visíveis (Fig. 4B). Em frutos maduros resultantes de autopolinização, os 

tubos polínicos continham excessiva deposição de calose e citoplasma degenerado (Fig. 

4E-F), como foi observado em frutos maduros resultantes de polinização cruzada. 

 

DISCUSSÃO 

As mudanças estruturais observadas, tanto no nível morfológico quanto celular, 

em tubos polínicos incompatíveis de Acianthera fabiobarrosii e A. johannensis 

corroboram a presença de um sistema de autoincompatibilidade agindo na coluna, como 

sugerido por Borba et al. (2001, 2011). Apesar da ocorrência majoritária de reações de 

autoincompatibilidade na coluna em flores de A. johannensis, um segundo sítio de 

reação foi identificado no ovário nesta espécie, em 22% dos indivíduos estudados.  

A presença de tubos polínicos anômalos no ovário e no fruto após 

autopolinização em alguns indivíduos de A. johannensis, similares àqueles obstruídos 

no canal estilar desta espécie e de A. fabiobarrosii, interpretamos como uma reação 

tardia do sistema de autoincompatibilidade gametofítico (GSI). No entanto, esse 

mecanismo difere do típico sistema de autoincompatibilidade de ação tardia (LSI), onde 

a reação ocorre de forma sincronizada e situando-se somente no ovário (Seavey & 

Bawa, 1986; Sage et al., 1994; Gibbs, 2014). Sendo assim, os dois sítios de reações de 

autoincompatibilidade presentes em alguns indivíduos de A. johannensis são, 

provavelmente, governados pelo GSI, o que é sustentado pela uniformidade 

morfológica observada nos tubos polínicos incompatíveis. A reação do GSI se 

estendendo até o ovário já foi relatada para espécies de outras famílias (Seavey & Bawa, 

1986), sendo que em Camelia sinensis L. (Theaceae) a mesma reação ocorreu tanto no 

estilete quanto no ovário e foi geneticamente comprovada (Zhang et al., 2016). Além 

disso, o momento da reação do GSI parece está correlacionado com o evento de divisão 
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mitótica da célula generativa na formação dos núcleos espermáticos (Brewbaker, 1957; 

Richards, 1997), o que explicaria a amplitude (coluna-ovário) dos locais de reações de 

autoincompatibilidade observadas em A. johannensis. Isto ocorreria devido ao período 

de divisão mitótica da célula generativa parece não ser sincrônico entre os tubos 

polínicos ao longo do crescimento nas duas espécies estudadas. Deste modo, podemos 

sugerir que o mesmo fenômeno deva ocorrer em outras espécies de Pleurothallidinae, as 

quais apresentam diferentes locais de reações de autoincompatibilidade.  

Uma vez que a reação de autoincompatibilidade atua na coluna ou no ovário de 

flores autopolinizadas de A. johannensis, a quantidade de tubos polínicos mortos 

limitaria o número de óvulos fecundados. Deste modo, a reação do GSI no ovário 

levaria à alta proporção de óvulos não fecundados após autopolinização, como relatado 

para uma espécie de Ranunculaceae com LSI pré-zigótico (Hao et al. 2012). Entretanto, 

esse mecanismo não está diretamente relacionado ao baixo número de sementes com 

embrião em frutos desenvolvidos após autopolinizações em A. johannensis, uma vez 

que a maior parte dos tubos polínicos consegue fecundar os óvulos (Capítulo 3). Sendo 

assim, a elevada proporção de sementes abortadas em frutos resultantes de 

autopolinizações em A. johannensis é decorrente da depressão endogâmica, como 

sugerido por Borba et al. (2001, 2011) e Capítulo 3.  

O crescimento dos tubos polínicos é um processo complexo e envolve 

interações com o pistilo, por meio de reações químicas e moleculares (Swanson et al., 

2004; Chebli & Geitmann, 2007; Dardelle et al., 2010; Hepler et al., 2012). No entanto, 

quando o crescimento dos tubos polínicos é interrompido no estilete por uma reação de 

autoincompatibilidade, mudanças ultraestruturais ocorrem nestes tubos incompatíveis 

(Herrero & Dickinson, 1981; Geitmann et al., 2004; Kovaleva et al., 2020). Tais 

mudanças ocorrem inicialmente em organelas, como dictiossomos e retículo 
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endoplasmático, com posterior degeneração do citoplasma (Herrero & Dickinson, 1981; 

Geitmann et al., 2004), como foi evidenciado em A. johannensis e A. fabiobarrosii. 

Essas alterações celulares dos tubos polínicos incompatíveis foram observadas em 

espécies com GSI geneticamente conhecido, como em Papaver rhoeas (Geitmann et al., 

2004) e Petunia hybrida E. Vilm. (Herrero & Dickinson, 1981; Kovaleva et al., 2020), e 

foram relacionadas à morte celular programada (PCD). Embora nessas espécies não 

tenha sido observada a degradação de vacúolos em tubos polínicos incompatíveis, esse 

processo ocorre em outras células vegetais em que a PCD atua (van Doorn et al., 2011), 

bem como observados em tubos polínicos incompatíveis de A. johannensis e A. 

fabiobarrosii. 

As reações típicas do GSI conhecidas, as quais podem resultar em PCD em 

tubos polínicos incompatíveis, baseiam-se tanto em proteínas S-RNases presentes no 

pistilo e F-box no microgametófito, sendo esta a mais comum entre as espécies 

(Frankling-Tong & Frankling, 2003; Sijacic et al., 2004; Gibbs, 2014), quanto em 

sinalizações de cascatas dependentes de Ca2+, como registrada em Papaver rhoeas L. 

(Bosch & Frankling-Tong, 2008). No caso das espécies autoincompatíveis de 

Orchidaceae, estudos moleculares não evidenciaram a presença de S-RNases, sugerindo 

que um distinto controle molecular do GSI pode ocorrer na família (Niu et al., 2017, 

2018), além de não haver registro envolvendo sinalizações de cascatas dependentes de 

Ca2+ na morte dos tubos polínicos. Assim, um terceiro mecanismo de reação do GSI 

pode estar envolvido na morte de tubos polínicos incompatíveis em A. johannensis e A. 

fabiobarrosii, bem como outras espécies do grupo. Uma vez que não se conhece o 

mecanismo molecular envolvido na morte dos tubos polínicos após autopolinização em 

Acianthera, nós sugerimos que esse mecanismo pode envolver a PCD em tubos 

polínicos incompatíveis nessas espécies. Contudo, estudos moleculares são necessários 
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para elucidar o tipo de reação do GSI que estaria envolvida na PCD nos tubos polínicos 

incompatíveis das espécies aqui estudadas, bem como em outras orquídeas 

autoincompatíveis.  
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FIGURAS 

 

Fig. 1. Polínias e tubos polínicos de Acianthera johanensis (A-B, E-F) e A. 

fabiobarrosii (C-D) em microscopia de luz. Secções transversais (A-D) e longitudinais 

(E-F). A. Duas polínias no interior da cavidade estigmática. B. Tétrades de grãos de 

pólen. C. Grão de pólen após polinização cruzada; note a célula generativa (seta preta) e 

o núcleo da célula vegetativa (seta branca). D. Tubos polínicos observados no ovário 27 

DAP; note as duas células no microgametófito, a célula generativa (seta preta) e o 
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núcleo da célula vegetativa (seta branca). E-F. Tubo polínico na micrópila 40 DAP em 

dois planos de foco sequenciais; observe a célula vegetativa em ambas as figuras (seta 

branca) e os dois gametas (setas pretas), um visível em cada figura. mi, micrópila; po, 

polínia; pt, tubo polínico; st, cavidade estigmática. 
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Fig. 2. Germinação dos grãos de pólen e crescimento dos tubos polínicos em flores e 

frutos de Acianthera fabiobarrosii (A, C, E, G, I) e A. johannensis (B, D, F, H, J-L) 

observados em microscópio de epifluorescência. A-F. Resultados de polinizações 

cruzadas. A-B. Tubos polínicos crescendo na coluna 7 DAP; em B, note o padrão de 

tampões de calose regularmente dispostos em toda a extensão do tubo (setas). C. Tubos 

polínicos chegando ao ovário 10 DAP. D. Tubos polínicos na cavidade seminal 38 

DAP. E. Vista geral de tubos polínicos presentes na coluna e na cavidade seminal do 
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fruto 120 DAP. F. Tubos polínicos próximos às sementes com embrião no fruto maduro 

(90 DAP). G-L. Resultados de autopolinizações. G. Polínia na cavidade estigmática 5 

DAP. H. Tubos polínicos interrompidos próximos ao ápice da coluna 7 DAP (seta). I. 

Tubos polínicos com aparência tortuosa (setas) 7 DAP, com crescimento interrompido 

na coluna. J. Detalhe do tubo polínico anômalo na coluna; observe o tampão com 

excessiva deposição de calose (seta preta) e o ápice dilatado (seta branca). K. Tubos 

polínicos de flor autopolinizada fenecida de um indivíduo semicompatível 7 DAP; note 

o crescimento sincrônico dos tubos polínicos no canal estilar. L. Tubos polínicos com 

morfologia regular em fruto maduro 90 DAP; observe alguns tubos polínicos com 

padrões irregulares (setas). co, coluna; po, polínica; pt, tubo polínico; sc, cavidade 

seminal; se, semente; st, cavidade estigmática. 
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Fig. 3. Tubos polínicos no canal estilar e na cavidade seminal do fruto de Acianthera 

johannensis (A, D, F) e A. fabiobarrosii (B-C, E) após polinizações cruzadas, vistos 

utilizando microscopia de luz (A) e eletrônica de transmissão (B-F). A. Vista geral dos 

tubos polínicos no canal estilar; o retângulo tracejado destaca a região analisada nas 

demais figuras, exceto F. B. Região apical do tubo polínico com citoplasma típico e 

parede celular com duas camadas de diferente elétron-densidade, uma interna (ponta de 
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seta preta) e outra externa (ponta de seta branca). C. Detalhe do tubo polínico com 

retículo endoplasmático e dictiossomos bem desenvolvidos. D. Tubo polínico 

evidenciando o núcleo da célula vegetativa. E. Região distal do tubo polínico, 

evidenciando os vacúolos com contorno regular e conteúdo hialino. F. Tubos polínicos 

na cavidade seminal do fruto maduro de 90 DAP; note o citoplasma degenerado 

(asteriscos) e a presença de calose. ca, calose; cy, citoplasma; cw, parede celular; di, 

dictiossomo; er, retículo endoplasmático; mi, mitocôndria; pt, tubo polínico; va, 

vacúolo; vn, núcleo da célula vegetativa. 
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Fig. 4. Tubos polínicos crescendo no canal estilar e na cavidade seminal do fruto de 

Acianthera johannensis (A, C-F) e A. fabiobarrosii (B) após autopolinizações 

experimentais, vistos utilizando microscopia eletrônica de transmissão. A. Tubos 

polínicos com citoplasma em processo de degeneração (asteriscos) 7 DAP, evidenciado 

pela elevada elétron-densidade. B. Tubo polínico com grande espaço periplasmático, 

presença de gotículas lipídicas (pontas de seta) e citoplasma degenerado (asterisco) aos 
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9 DAP. C. Detalhe do tubo polínico com retículos endoplasmáticos com membranas 

dilatadas e dictiossomos em processo de degeneração aos 7 DAP. D. Tubo polínico com 

citoplasma em processo de degeneração; note a presença de vacúolos com contorno 

irregular e conteúdo floculado, e membranas internas nos vacúolos (pontas de seta). E-

F. Tubos polínicos na cavidade seminal do fruto maduro (90 DAP); em F, note o 

citoplasma totalmente degenerado (asteriscos) e deposição de calose. ca, calose; di, 

dictiossomo; er, retículo endoplasmático; pe, espaço periplasmático; pt, tubo polínico; 

va, vacúolo. 
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Evidências de óvulos abortados após a reação de autoincompatibilidade no ovário 

em Acianthera (Pleurothallidinae, Orchidaceae)  

 

 

 

Manuscrito apresentado segundo as normas do periódico Plant Biology. 
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RESUMO 

(1) O sistema de autoincompatibilidade gametofítico (GSI) que atua no ovário 

em algumas espécies de Acianthera pode agir na morte parcial dos tubos polínicos. 

Com isso, investigamos se esse mecanismo estaria relacionado à alta taxa de sementes 

sem embrião em frutos resultantes de autopolinização nessas espécies.  

(2) Conduzimos polinizações experimentais em A. johannensis, o qual o GSI atua 

parcialmente no ovário e, para se ter um referencial de uma espécie com GSI típico, 

também analisamos A. fabiobarrosii. Avaliamos a taxa de frutificação, a frequência de 

óvulos fecundados e analisamos o desenvolvimento de óvulos e sementes após as 

polinizações experimentais. 

(3) Não houve diferenciação de células da placenta em flores autopolinizadas de 

A. fabiobarrosii, ao contrário de A. johannensis, a qual apresentou algumas flores com 

diferenciação do ovário após autopolinizações. Ovários de Acianthera johannensis 

apresentaram menor proporção de óvulos fecundados após autopolinização quando 

comparados aos de polinização cruzada. Além disso, mais de 60% dos óvulos não 

fecundados estavam em processo de degeneração em ovário/fruto após autopolinizações 

em A. johannensis.  

(4) Esses resultados demonstraram que o GSI no ovário está associado ao menor 

número de óvulos fecundados e à maior proporção de óvulos degenerados, devido à 

morte dos microgametófitos. Portanto, a elevada taxa de sementes sem embrião 

encontrada em frutos resultantes de autopolinizações em A. johannensis está relacionada 

à depressão endogâmica e não ao GSI que ocorre no ovário. 
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INTRODUÇÃO  

Os sistemas de autoincompatibilidade e a depressão endogâmica são 

mecanismos importantes na manutenção da elevada variabilidade genética encontrada 

em espécies de Orchidaceae (Sharma et al. 2000; Borba et al. 2001a, 2007; Cruz et al. 

2011), sendo considerados fundamentais na diversificação das angiospermas (Husband 

& Schemske 1996; De Nettancourt 1997; Allen & Hiscock 2008; Ferrer & Good 2012). 

Uma vez que a maioria das espécies de Orchidaceae é autocompatível, (Dressler 1981), 

em casos onde a endogamia ocorre, a depressão endogâmica é frequentemente 

registrada (Stort & Martins 1979; Borba & Braga 2003; Silva-Pereira et al. 2007; São 

Leão et al. 2019). A ação da depressão endogâmica nessas espécies age precocemente, 

levando ao aborto de zigotos e embriões, devido à expressão de alelos recessivos 

deletérios em homozigose (Charlesworth & Charlesworth 1987; Husband & Schemske 

1996; Hufford & Hamrick 2003).  

Embora a autogamia possa ocorrer na maioria das espécies de Orchidaceae, a 

autopolinização autônoma é comumente evitada devido à presença de barreiras pré-

polinização, sendo estas espaciais, morfológicas ou etológicas, favorecendo assim a 

alogamia (Dressler 1981, 1993; Borba & Semir 1999; Borba & Braga 2003; Pansarin & 

Amaral 2008; São Leão et al. 2019). No entanto, a presença dessas barreiras não impede 

a autofecundação, sendo esta evitada apenas por sistemas de autoincompatibilidade pré-

zigóticos (SI) capazes de inibirem a germinação dos grãos de pólen ou o crescimento de 

tubos polínicos (De Nettancourt 1997; Richards 1997). Ainda que a presença do SI em 

orquídeas tenha sido pouco registrada (Dressler 1981), este mecanismo é comumente 

encontrado nas espécies da subtribo Pleurothallidinae (Barbosa et al. 2009; Borba et al. 

2011; Bogarín et al. 2018).  
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Nesta subtribo, o gênero Acianthera, o qual compreende cerca de 200 espécies 

distribuídas por toda América do Sul (Pridgeon et al. 2005), tem sido um dos mais 

estudados quanto ao sistema reprodutivo, sendo as espécies predominantemente 

autoincompatíveis (Borba et al. 2001b, 2011; Melo et al. 2011). Aparentemente, a 

reação do sistema de autoincompatibilidade gametofítico (GSI) é a mais frequente nas 

espécies de Acianthera, cessando o crescimento de tubos polínicos incompatíveis ainda 

na coluna (Borba et al. 2001b, 2011; Capítulo 2).  

Neste gênero, as espécies podem apresentar diferentes graus de 

autoincompatibilidade, desde parcial a completa (Borba et al. 2001b, 2011; Melo et al. 

2011). As espécies com autoincompatibilidade parcial formam alguns frutos após a 

autopolinização, eventualmente podendo chegar a 1/3 do observado em polinizações 

cruzadas, porém esses frutos apresentam menos de 20% das sementes com embrião 

(Borba et al. 2001b, 2011; Melo et al. 2011). Embora a alta taxa de sementes sem 

embrião em frutos provenientes de autopolinização possa estar relacionada à depressão 

endogâmica, a presença de tubos polínicos irregulares e anômalos nesses frutos revelou 

um segundo sítio de reação de autoincompatibilidade agindo no ovário de Acianthera 

johannensis (Barb.Rodr.) Pridgeon & M.W.Chase (Borba et al. 2001b, 2011; Capítulo 

2). Essa reação de autoincompatibilidade no ovário é governada pelo mesmo 

mecanismo que age na coluna, o GSI (Capítulo 2), diferindo do típico sistema de 

autoincompatibilidade de ação tardia (LSI) encontrado em outras famílias (Seavey & 

Bawa 1986; Gibbs 2014). 

A reação do GSI no ovário pode operar na maior parte dos tubos polínicos 

incompatíveis, ocasionando o aborto da flor ou do fruto imaturo, além disso pode agir 

na morte parcial dos tubos, em que o desenvolvimento desse fruto é continuado (Borba 

et al. 2001b; Capítulo 2). Neste último caso, o desenvolvimento do fruto ocorre devido 
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a presença de tubos polínicos percorrendo o canal estilar que levam à produção de 

auxinas, as quais estão diretamente relacionadas a diferenciação do ovário (Arditti 1979; 

Avadhani et al. 1994, Novak et al. 2014). Deste modo, também poderia ocorrer o 

crescimento de óvulos não fecundados, formando assim as estruturas consideradas 

vazias ou sementes sem embrião em frutos resultantes de autopolinização, como 

sugerido para algumas espécies de Acianthera (Borba et al. 2001b; Capítulo 2) e de 

Restrepia (Millner et al. 2015).  

Para inferir a ação da depressão endogâmica, a maioria dos estudos baseia-se 

apenas na análise de sementes (contagem e presença do embrião) em frutos após 

experimentos de polinização (Harder et al. 2012). Contudo, a distinção entre óvulos não 

fecundados e sementes abortadas pode ser de difícil detecção, uma vez que o 

crescimento dos tegumentos dos óvulos pode ser induzido pela ação de hormônios 

durante o desenvolvimento do fruto (Van Overbeek et al. 1941; Seavey et al. 2000; 

Harder et al. 2012).  

Diante deste cenário, testamos se a ocorrência do sistema de 

autoincompatibilidade que opera no ovário de flores de A. johannensis está diretamente 

relacionada à elevada taxa de estruturas descritas como sementes sem embrião ou vazias 

em frutos resultantes de autopolinizações. Com isso, abordamos as seguintes questões: 

(1) O desenvolvimento dos óvulos provenientes de autopolinização difere daqueles 

seguidos de polinização cruzada? (2) Ovário/fruto desenvolvido após autopolinização 

tem a maioria dos óvulos não fecundados? (3) Os óvulos não fecundados são capazes de 

continuar o crescimento até a maturação do fruto? (4) As estruturas descritas como 

sementes sem embrião ou vazias em frutos desenvolvidos após autopolinizações são 

óvulos não fecundados e não sementes abortadas?  
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MATERIAL E MÉTODOS 

Espécies e área de estudo 

Analisamos o desenvolvimento de óvulos e sementes em A. johannensis, e a 

título de comparação, analisamos também Acianthera fabiobarrosii (Borba & Semir) 

F.Barros & F.Pinheiro, uma espécie com autoincompatibilidade forte (Borba et al. 

2001b). Acianthera johannensis e A. fabiobarrosii apresentam biologia e morfologia 

floral muito similares, inclusive sendo polinizadas pelas mesmas espécies de Diptera 

(Borba & Semir 2001; Borba et al. 2001b). Os indivíduos de A. johannensis foram 

coletados em campos rupestres situados no estado de Minas Gerais, Brasil, nos 

municípios de Carrancas, Tiradentes e São Tomé das Letras (n=50), enquanto que os 

indivíduos de A. fabiobarrosii foram coletados nos municípios de Joaquim Felício e 

Grão Mogol (n=39). Os indivíduos foram cultivados em casa de vegetação do 

Departamento de Botânica da Universidade Federal de Minas Gerais, e os vouchers 

estão depositados no herbário BHCB (Borba et al. 513 - A. fabiobarrosii; Borba et al. 

2230 - A. johannensis). 

 

Polinizações experimentais 

Polinizações cruzadas intraespecíficas (intra e interpopulacionais) e 

autopolinizações experimentais foram realizadas em flores no primeiro dia de antese, a 

fim de confirmar a presença do mecanismo de autoincompatibilidade nas populações 

coletadas. Posteriormente, as flores polinizadas foram acompanhadas até o seu 

fenecimento ou desenvolvimento do fruto. Os frutos que chegaram à maturidade foram 

coletados e fixados em solução de FAA 50 (formaldeído 37%, ácido acético glacial e 

etanol 50 %, 1:1:18 v/v; Johansen 1940) por 48 horas e armazenados em etanol 50%. 

Usando paquímetro digital, foram mensuradas as medidas de comprimento e largura dos 
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frutos maduros resultantes dos tratamentos de polinização. A normalidade dos dados 

obtidos para estes parâmetros foi avaliada pelo teste Shapiro-Wilk e os valores foram 

comparados pelo teste t de Student utilizando o software R (R Development Core Team 

2019). Adicionalmente, cerca de 500 sementes por fruto de ambos os tratamentos para 

cada uma das espécies foram avaliadas e classificadas como sementes viáveis (sementes 

com embrião bem desenvolvido) ou inviáveis (sementes sem embrião ou com embrião 

reduzido), segundo Borba et al. (2001b). Óvulos e sementes de frutos jovens e maduros 

foram reagidos com floroglucinol acrescido de HCl para avaliação da presença de 

lignina (O’Brien & McCully 1981) nas células do envoltório seminal. 

 

Desenvolvimento de óvulos e sementes após polinizações experimentais 

Uma vez que a megasporogênese, megagametogênese e o desenvolvimento de 

sementes após polinizações cruzadas já foram descritas e detalhadas para A. johannensis 

(Duarte et al. 2019), nós analisamos somente o desenvolvimento de ovários e frutos 

após autopolinizações para essa espécie. Além disso, para termos o referencial de 

ontogênese feminina em uma espécie com GSI típico, foi analisado o desenvolvimento 

de óvulos e sementes de A. fabiobarrosii após polinizações experimentais. De modo 

geral, comparamos os principais eventos da ontogênese feminina entre as espécies e os 

tratamentos de polinizações.  

O tempo de coleta de ovários e frutos após polinizações experimentais 

adicionais foi aplicado de acordo com Duarte et al. (2019). Os intervalos de coleta de 7, 

12, 20, 38-44, 46, 90 e 120 dias após as polinizações (DAP) foram avaliados para as 

duas espécies. Para cada intervalo, ovários e frutos foram coletados e fixados em FAA 

50 por 48 horas. Em seguida, as amostras foram desidratadas em série etílica (50-95%) 

e incluídas em (2-hidroxietil)-metacrilato Leica®. Foram feitas secções seriadas 
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longitudinalmente e transversalmente, com espessura entre 4,5-5 µm, usando 

micrótomo de rotação Zeiss Hyrax M40. As secções foram coradas com azul de 

toluidina 0,05% em tampão acetato pH 4,7 (modificado de O’Brien et al. 1964), 

analisadas e documentadas em microscópio Olympus CX41 com câmera acoplada. 

Algumas amostras de frutos maduros foram coradas com vermelho de rutênio para 

avaliação da presença de pectina (O’Brien & McCully 1981).  

Para avaliar o sucesso de fecundação dos óvulos após experimentos de 

polinizações controladas em A. johannensis, analisamos a ocorrência de óvulos 

fecundados e não fecundados em secções de ovários/frutos 38-46 DAP em ambos os 

tratamentos. Para isso, avaliamos dez secções (mínimo de 50 µm de distância entre cada 

secção) de cada ovário/fruto desenvolvido a partir de autopolinização (n= 3; 39, 44, 46 

DAP) e de polinizações cruzadas (n = 6; 38, 40, 42, 44 DAP). Para cada secção, 

analisamos apenas os óvulos com megagametófito visível, sendo contabilizado um total 

de 661 óvulos e sementes. Os óvulos fecundados foram caracterizados pela penetração 

do tubo polínico, pelo conteúdo citoplasmático denso da sinérgide ou pela presença do 

zigoto, e sementes pela presença de embrião. Os valores obtidos em proporção foram 

transformados em arco seno e comparados pelo teste t de Student utilizando o software 

R (R Development Core Team 2019). 

 

RESULTADOS 

Frutificação após polinizações experimentais  

Flores de Acianthera fabiobarrosii desenvolveram frutos somente após 

polinizações cruzadas (Tab. 1). Estes chegaram à maturidade em, aproximadamente, 

120 DAP, com média de 15,5 mm de comprimento e 5,4 mm de largura, apresentando 

mais de 90% das sementes com embrião (Tab. 1). Por outro lado, A. johannensis 
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formou 13 frutos desenvolvidos após autopolinizações (n=153, Tab. 1), provenientes 

apenas de quatro indivíduos oriundos de três populações. A frutificação por polinização 

cruzada nesta espécie foi maior do que por autopolinização (Tab. 1), com exceção de 

um indivíduo que obteve 32% de frutos formados em autopolinizações (n=25 flores) 

contra 16% em polinizações cruzadas (n=18 flores). Os frutos alcançaram a maturidade 

entre 90-110 DAP em ambos os tratamentos de polinizações. Entretanto, os frutos 

resultantes de polinização cruzada apresentaram largura (t = 2,685, p≤ 0,05) e 

comprimento (t = 3,752, p≤ 0,5) maiores em relação aos frutos resultantes de 

autopolinização, bem como maior proporção de sementes viáveis (Tab. 1) em A. 

johannensis. 

 

Desenvolvimento de óvulos e sementes após polinizações experimentais 

Flores após polinizações cruzadas em A. fabiobarrosii apresentaram tubos 

polínicos próximos à placenta com ca. 10 DAP (Fig. 1A). Em contraste, em flores 

autopolinizadas de A. fabiobarrosii e grande parte das flores de A. johannensis, as quais 

feneceram entre 7-14 DAP, os tubos polínicos não alcançaram o ovário e a placenta 

estava degenerada (Fig. 1B). No entanto, algumas exceções ocorreram em flores 

autopolinizadas de quatro indivíduos de A. johannensis, em que os tubos polínicos 

cresceram até o ovário e, concomitantemente, iniciou-se o processo de diferenciação da 

célula arquesporial 10 DAP, como foi observado em flores de A. fabiobarrosii após 

polinizações cruzadas (Fig. 1C). 

A megasporogênese em A. fabiobarrosii envolveu a formação de díade após a 

meiose I do megasporócito (Fig. 1D) a partir de 25 DAP. Logo após, a célula calazal 

desta díade passou pela segunda fase da meiose. Desta forma, ao final foram formados 

três megásporos (Fig. 1E), em que apenas o mais próximo à calaza foi funcional, sendo 
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os outros dois degenerados (Fig. 1F). Paralelamente a esse processo, os tegumentos 

interno e externo diferenciaram-se, sendo formados por duas camadas de células cada 

(Fig. 1D). Devido ao baixo número de frutos desenvolvidos após autopolinizações em 

A. johannensis, não foi possível analisar o processo da megasporogênese após 

autopolinizações nessa espécie. 

A megagametogênese iniciou-se a partir de 25-35 DAP para ambas as espécies, 

havendo diferença no número de núcleos do megagametófito entre as espécies. O 

megagametófito de A. johannensis comumente apresentou cinco núcleos, os quais 

formaram duas sinérgides, a oosfera e a célula central (dois núcleos polares) na 

maturidade (Fig. 1G). Já o megagametófito maduro de A. fabiobarrosii continha seis 

núcleos, formando duas sinérgides, a oosfera, a célula central com um núcleo polar e 

duas antípodas (Fig. 1H), sendo as antípodas degeneradas após a fecundação. De modo 

geral, ambas as espécies apresentaram óvulos anátropos, tenuinucelados e 

bitegumentados.  

A fecundação dos óvulos ocorreu aproximadamente 40 DAP em ambos os 

tratamentos e espécies (Fig. 2A-B). Logo após a fecundação, o zigoto embrionário e o 

núcleo primário do endosperma foram formados em ambas as espécies. Contudo, 

somente o zigoto passou por divisão transversal (Fig. 2C), originando uma célula 

calazal e outra micropilar. A célula calazal após divisões mitóticas originou o 

proembrião, enquanto a célula micropilar deu origem ao suspensor (Fig. 2D). Somente 

após a formação do zigoto, as células do tegumento externo iniciaram o processo de 

alongamento e diferenciação (Fig. 2E). Frutos resultantes de autopolinização em A. 

johannensis e polinização cruzada em A. fabiobarrosii apresentaram sementes com 

embrião desenvolvido com aproximadamente 50 e 60 DAP, respectivamente. As 

sementes de ambas as espécies continham embrião com células indiferenciadas e 
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envoltório composto por uma camada de células da testa com espessamento lignificado 

na parede (Fig. 2F-G). Óvulos não fecundados foram observados em frutos maduros de 

A. johannensis após a autopolinização, em que a parede das células do tegumento 

continha apenas pectina (Fig. 2H), sendo estes óvulos ainda ligados na placenta. 

Ovários e frutos jovens de A. johannensis mostraram maior proporção de 

óvulos fecundados após polinizações cruzadas (t = 10,059; df = 75,77; p < 000,1; Fig. 

3) quando comparados aos de autopolinizações, os quais continham ca. 40% dos óvulos 

não fecundados (Fig. 3). Além disso, a maior parte dos óvulos não fecundados (60%) 

iniciou o processo de degeneração das células do tegumento externo (Fig. 2I) e, 

posteriormente, ocorreu à morte do megagametófito.  

 

DISCUSSÃO 

Nossos resultados demonstraram que a elevada taxa de sementes sem embrião, 

em frutos resultantes de autopolinização em A. johannensis, está diretamente 

relacionada à ação precoce da depressão endogâmica e não à reação de 

autoincompatibilidade tardia. Foi demonstrado que as estruturas previamente 

observadas de fato são sementes abortadas e não óvulos não fecundados em frutos após 

autopolinização, evidenciado pela: fecundação na maioria dos óvulos; degeneração da 

maior parte dos óvulos não fecundados; e alongamento e diferenciação das células do 

tegumento apenas em óvulos fecundados. Estes eventos indicam que há formação de 

sementes após a autopolinização, e que a depressão endogâmica é a causa dos abortos 

em zigotos e embriões nesses frutos em A. johannensis, como foi sugerido para essa e 

outras espécies de Pleurothallidinae com autoincompatibilidade parcial.  

Como esperado e indicado por Borba et al. (2001, 2011), foram constatadas a 

autoincompatibilidade forte para A. fabiobarrosii e parcial em A. johannensis, em que 
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quatro indivíduos semicompatíveis foram encontrados nesta última espécie. Em tese, a 

ocorrência eventual de autocompatibilidade em espécies de orquídeas autoincompatíveis 

estaria restrita a um ou poucos indivíduos dentro das populações (Johansen 1990; 

Gontijo et al., 2010; Melo et al., 2011; Millner et al., 2015), observado apenas em um 

indivíduo de A. johannensis neste estudo. Contudo, a verdadeira autocompatibilidade 

ocorre quando os grãos de pólen provenientes de polinização cruzada e autopolinização, 

apresentam a mesma competitividade, sendo capazes de produzir conjuntos semelhantes 

de sementes viáveis (Levin 1996; Harder et al. 2012). Em indivíduos semicompatíveis, 

a falha do sistema de autoincompatibilidade pode ter ocorrido por meio de mutações no 

gene ligado a autoincompatibilidade, por poliploidização e até mesmo pela idade da 

flor, levando a uma flexibilidade deste sistema (Richards, 1997; Travers et al., 2004; 

Jiang et al., 2017). Deste modo, essa flexibilidade do SI pode ser reconhecida em A. 

johannensis, dado o fato de que uma reação de autoincompatibilidade parcial opera no 

ovário após autopolinizações em indivíduos semicompatíveis dessa espécie (Capítulo 

2). 

Embora a principal causa da abscisão de flores autopolinizadas nestas duas 

espécies seja a reação de GSI operando na coluna (Borba et al. 2001b; Capítulo 2), a 

presença do GSI no ovário de alguns indivíduos de A. johannensis, como registrado no 

Capítulo 2, estaria relacionada ao baixo número de óvulos fecundados resultantes de 

autopolinizações quando comparado ao de polinização cruzada. Isto ocorre devido à 

morte parcial dos tubos polínicos no ovário, que limita a quantidade de tubos viáveis 

para fecundar os óvulos, como relatado para A. johannensis, e também para outras 

espécies com LSI pré-zigótico (Sage et al. 1994, 1999; Sage & Sampson 2003; Hao et 

al. 2012). Adicionalmente, a reação de autoincompatibilidade também pode levar ao 

colapso do tegumento do óvulo e posterior degeneração do megagametófito (Sage et al. 
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1999; Sage et al. 2006; Xiong et al. 2019), uma vez que a reação do GSI no ovário atua 

na morte dos microgametófitos, como observado em A. johannensis. 

O típico desenvolvimento de óvulos e sementes em A. johannensis observados 

após polinizações cruzadas, destacando a redução no número de megásporos e de 

núcleos formados no megagametófito (Duarte et al. 2019), também foi encontrado em 

após autopolinizações nessa espécie, bem como em A. fabiobarrosii (polinizações 

cruzadas). Embora o número de núcleos no megagametófito maduro tenha diferido entre 

as duas espécies, outras características, tais como formação de tríades de megásporos, 

megagametófito monospórico, óvulo anátropo, tenuinucelado e bitegumentado, e 

semente composta por embrião indiferenciado e exotesta, foram idênticas entre essas 

espécies, bem como observado em outras espécies de Orchidaceae (Swamy 1949; Johri 

et al. 1992; Mayer et al. 2011).  

As principais diferenças entre os tratamentos de polinizações ocorreram 

anteriormente ao desenvolvimento dos óvulos, uma vez que a maior parte das flores 

autopolinizadas de A. johannensis e todas de A. fabiobarrosii não apresentaram 

diferenciação das células da placenta. Aparentemente não há indução de hormônios 

durante o crescimento de tubos polínicos incompatíveis anteriormente à abscisão das 

flores em espécies autoincompatíveis, ao contrário de espécies com 

autocompatibilidade, em que os tubos polínicos próprios são capazes de induzir a 

diferenciação dos óvulos (Johansen 1990; Zhang & O’Neill 1993), como observado em 

alguns indivíduos de A. johannensis. A indução de auxina em flores não polinizadas, 

registradas em algumas espécies de Orchidaceae (Arditti 1979; Johansen 1990; Zhang 

& O’Neill 1993) e também em outras famílias (e.g., Van Overbeek et al. 1941), leva ao 

desenvolvimento de frutos partenocárpicos, sendo que em alguns casos foi observado o 

crescimento tegumentar em óvulos. Entretanto, a aplicação de NAA (ácido naftaleno-
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acético) em flores não polinizadas de Acianthera não induziu o desenvolvimento de 

frutos e diferenciação da placenta, aumentando, no entanto, a longevidade em algumas 

flores destas espécies (dados não publicados).  

De modo geral, este estudo demostrou que (1) em frutos resultantes de 

autopolinizações em A. johannensis, o desenvolvimento de óvulos e sementes não 

diferiu daqueles oriundos de polinização cruzada; (2) ovários/frutos desenvolvidos após 

autopolinizações tiveram a maior parte dos óvulos fecundados; (3) a maioria dos óvulos 

não fecundados estava degenerada nesses ovários/frutos; (4) os frutos desenvolvidos 

após autopolinizações tiveram grande parte das sementes abortadas, não possuindo 

embrião. Assim, tanto a depressão endogâmica quanto o GSI no ovário são mecanismos 

relacionados à baixa quantidade de sementes viáveis por autofecundação em indivíduos 

semicompatíveis de A. johannensis. 

Diante deste cenário, corroboramos que a ação do GSI e a depressão endogâmica 

estão relacionadas a elevada variabilidade genética e a baixa endogamia encontrada em 

populações em que há indivíduos semicompatíveis (Borba et al. 2001a). Por fim, 

sugerimos que devido à magnitude de reações de autoincompatibilidade encontrada nas 

espécies de Pleurothallidinae, principalmente em Acianthera, estudos genéticos e 

dialélicos são necessários para elucidar a base molecular e os mecanismos envolvidos 

nestes processos. 
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Tab. 1. Porcentagem de frutos maduros, sementes viáveis e medidas de comprimento e largura dos frutos após polinizações experimentais em duas 

espécies de Acianthera. 

 

Espécie 

Frutificação 

(N flores/N indivíduos) 

Sementes viáveis 

(mín.-máx.) 

Comprimento/largura dos frutos, em mm  

média±desvio padrão (N) 

Autopolinização Polin. cruzada Autopolinização Polin. cruzada Autopolinização Polin. cruzada 

A. fabiobarrosii 0% (64/12) 59% (91/18) - 91% (83-99%) - 15,5±2,2/5,4±0,8 (21) 

A. johannensis 8,5% (153/28) 46% (166/28) 27% (21-32%) 90% (65-99%) 8±2,2/3,4±0,8 (4) 12,5±1,5/4,6±0,8 (14) 

N, número amostral; Polin., polinização; mín.-máx., mínimo-máximo. 
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Figuras 

 

Fig. 1. Desenvolvimento de óvulos após polinizações cruzadas em Acianthera 

fabiobarrosii (A,C-F, H) e autopolinizações em A. johannensis (B, G). Secções 

transversais (A-B) e longitudinais (C-H). A. Visão geral do ovário com primórdios de 
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óvulos e tubos polínicos 21 DAP. B. Placentas degeneradas 7 DAP. C. Diferenciação da 

célula arquesporial no nucelo 18 DAP. D. Díade de megásporos; note a epiderme 

nucelar subjacente à díade e o desenvolvimento do tegumento interno e externo. E. 

Tríade de megásporos (pontas de seta) após a meiose II. F. Megagametófito jovem 

próximo à região calazal; note os dois megásporos não funcionais em processo de 

degeneração (pontas de seta). G. Megagametófito maduro de A. johannensis com duas 

sinérgides, a oosfera e a célula central. H. Megagametófito maduro de A. fabiobarrosii 

com duas sinérgides, a oosfera e as duas antípodas. ac, célula arquesporial; an, 

antípodas; cc, célula central; ch, calaza; ec, oosfera; ii, tegumento interno; me, 

megagametófito jovem; nu, nucelo; oi, tegumento externo; pt, tubos polínicos; sy, 

sinérgide. 
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Fig. 2. Desenvolvimento de sementes após polinizações cruzadas em Acianthera 

fabiobarrosii (A, D-F) e autopolinizações em A. johannensis (B-C, G-I). Secções 

longitudinais. A. Óvulo fecundado 40 DAP. B. Óvulo fecundado 39 DAP; note uma das 

sinérgides apoptótica. C. Placa metafásica da primeira divisão do zigoto 42 DAP; 

observe a presença do núcleo primário do endosperma. D-E. Semente imatura; em D, 
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note o proembrião e suspensor; em E, observe as células da testa alongadas. F. Semente 

madura de fruto 100 DAP; note o embrião e o envoltório da semente; observe a exotesta 

com coloração esverdeada evidenciando o espessamento lignificado da parede. G. 

Presença de lignina na parede de células da exotesta em sementes com embrião e sem 

embrião de frutos maduros 100 DAP, evidenciada pelo teste com floroglucinol; note a 

presença de óvulos não fecundados (seta) sem coloração. H. Semente madura e óvulo 

não fecundado degenerado; observe a parede péctica das células tegumentares do óvulo 

degenerado corado com vermelho de rutênio (seta). I. Óvulo não fecundado (39 DAP) 

com tegumento externo degenerado (seta). ch, calaza; em, embrião; en, endosperma; et, 

exotesta; ii, tegumento interno; mg, megagametófito maduro; pe, proembrião; ps, 

sinérgide penetrada; pt, tubo polínico; se, semente com embrião; ss, semente sem 

embrião; su, suspensor; te, testa; zy, zigoto. 
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Fig. 3. Proporção de óvulos fecundados (OF) e óvulos não fecundados (ONF) em 

ovários/frutos 38 a 46 dias após polinizações experimentais em Acianthera johannensis.  
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CONSIDERAÇÕES FINAIS 

Embora um sistema de autoincompatibilidade possa atuar tardiamente no ovário 

de Acianthera johannensis, esse mecanismo não está relacionado ao elevado número de 

estruturas consideradas sem embrião em frutos resultantes de autopolinização, como foi 

sugerido neste estudo. De acordo com as predições concluímos que: 

(1) a presença de tubos polínicos irregulares e anômalos encontrados nos 

ovários/frutos de A. johannensis após autopolinizações é devida ao sistema de 

autoincompatibilidade que atua tardiamente no ovário;  

(2) os sítios de reações de autoincompatibilidade na coluna e no ovário são 

governados pelo sistema de autoincompatibilidade gametofítico (GSI);  

(3) a morfologia dos tubos polínicos obstruídos no ovário é homóloga aos tubos 

polínicos que cessam o crescimento na coluna após autopolinização;  

(4) as estruturas vazias em frutos desenvolvidos após autopolinização são 

sementes abortadas e não óvulos não fecundados, dada à ocorrência de fecundação em 

grande parte dos óvulos;  

(5) o desenvolvimento dos óvulos em ovários após autopolinização é similar aos 

de polinização cruzada.  

O registro de morte celular programada em tubos polínicos incompatíveis na 

coluna contribui para o entendimento da autoincompatibilidade em Acianthera. Além 

disso, acreditamos que a ocorrência do GSI no ovário também atua em outras espécies 

de Pleurothallidinae com autoincompatibilidade parcial. 

Sugerimos que futuras investigações abordem tanto estudos morfológicos do 

tubo polínico quanto moleculares da reação de autoincompatibilidade em 

Pleurothallidinae, a fim de esclarecer se o mecanismo de reação do GSI nessas espécies 

é diferente do registrado em outras famílias. 
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