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Graos de polen anomalos no clone CP76 de Anacardium
occidentale L. (Anacardiaceae)
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ABSTRACT - (Anomalous pollen grains in the clone CP76 of Anacardium occidentale L. (Anacardiaceae)). Anomalies of
male gametophyte development was observed during anther development investigation in the clone CP76 of Anacardium
occidentale. Androspores that stop development before the first pollen mitosis, and grains that show male gametophyte
anomalies in early stage of development, was observed. The anomalous first mitosis generate two identical cells, or quite, or
grains where cell plate was partially formed. Nuclear fusion occurs in those cells where partial cell walls were formed. The
interruption of development before first pollen mitosis occurs in high frequency, on the other hand, the anomalies related with
the first pollen mitosis are very rare.

RESUMO - (Grios de polen andémalos no clone CP76 de Anacardium occidentale L. (Anacardiaceae)). Durante a investigagdo
do desenvolvimento das anteras e grdos de pdlen no clone CP76 de Anacardium occidentale foram observadas anomalias
relacionadas ao desenvolvimento do gametéfito masculino. Foram observados andrdsporos que interromperam seu
desenvolvimento momentos antes da primeira mitose, além de grdos que apresentaram anomalias relacionadas a fase inicial da
gametogénese masculina. A primeira mitose andmala produziu graos de polen binucleados com células idénticas, ou quase, e
ainda grdos onde a parede celular, oriunda da primeira mitose, foi incompletamente formada. Fusdo nuclear foi observada nos
grdos onde a parede celular foi incompletamente formada. A interrup¢do no desenvolvimento ¢ muito freqiiente, ao contrario
das anomalias relacionadas a primeira mitose, de ocorréncia muito rara.
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Introducao

A gametogénese masculina, em angiospermas, ¢
caracterizada pela diferenciacdo das células
generativa e vegetativa, as quais derivam da primeira
mitose de carater assimétrico. A célula generativa,
através de uma segunda divisdo mitotica, da origem
aos gametas masculinos, enquanto que a célula
vegetativa coordena a formagdo e desenvolvimento
do tubo polinico através dos tecidos do estigma e do
estilete até o ginofito, onde os gametas irdo cumprir a
fun¢do da dupla fecundacdo. Portanto, o programa
gametofitico de desenvolvimento determina que as
células generativa e vegetativa cumpram seu papel
na alternancia de geragdes. No clone CP76 de
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Anacardium occidentale L. (cajueiro-ando precoce)
o processo de gametogénese masculina é semelhante
ao observado para outras angiospermas (Knox 1984).
Porém, no referido clone sdo observados androsporos
e graos de pdlen jovens que sofreram alteracdo no
programa gametofitico de desenvolvimento,
apresentando-se funcionalmente estéreis. Essas
alteracdes assemelham-se aos primeiros passos
morfogénicos da embriogénese observados in vivo
e in vitro em outras espécies como Datura innoxia
(Collins et al. 1974), Hordeum vulgare (Dale 1975),
Nicotiana tabacum (Heberle-Bors & Reinert 1979),
Triticum aestivum (Reynolds 1993) e Glycine max
(Kaltchuk-Santos et al. 1993). Nessas espécies a
alteracdo na rota gametofitica do desenvolvimento
dos androsporos e grdos de polen jovens esta
intimamente relacionada com a capacidade
embriogénica e conseqiiente producdo de plantas
haploides, a partir destes graos. As plantas entdo
originadas, completamente homozigotas, sdo muito
importantes em estudos sobre genética e
melhoramento vegetal (Maheshwari ef al. 1982,
Touraev et al. 1997), portanto, essenciais para
programas de desenvolvimento agricola. Segundo
Grando & Moraes-Fernandes (1997) fatores
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genéticos, fisiologicos e ambientais estdo envolvidos
na alteracdo do programa gametofitico de
desenvolvimento. Heberle-Bors (1982) cita que o
balanco sexual estd intimamente relacionado ao
aumento da frequéncia de grdos de pdlen anormais,
denominados de pdlen P, os quais possuem
competéncia embriogénica. Em Brassica napus (Ilic’-
Grubor et al. 1998) o choque térmico € responsavel
pela determinag@o do desenvolvimento esporofitico
apresentado pelos andrésporos dessa espécie. O
clone CP76 de A. occidentale apresenta, in vivo,
alteragcdes no programa gametofitico de
desenvolvimento a semelhanga do que foi observado
em outras espécies de interesse econdmico, citadas
acima, onde plantas hapléides foram obtidas.

O objetivo deste trabalho é apresentar a
morfologia das alteracdes do desenvolvimento
gametofitico, observadas in vivo no clone CP76, ¢
propor a existéncia de potencialidade embriogénica
nos androésporos do referido clone.

Material e métodos

Material botanico - O cajueiro-ando precoce foi resultado de
selecdo fenotipica individual na estagdo experimental de
Pacajus - CE, controlando-se a produgéo, anualmente, a partir
de 1965. Os resultados dessa selecdo foram quatro clones
comerciais denominados de CCP06, CCP09, CCP76 ¢ CCP
1001. Desses, o clone CP76 ¢ o mais difundido por possuir
melhores caracteristicas de pedicelo hipertrofiado maduro
para consumo in natura, além das caracteristicas do fruto
para industria.

Flores, de dimensdes de 2,9 mm a 8,8 mm de
comprimento (Oliveira 1998), em fase de gametogénese
masculina, foram coletadas na Estacdo Experimental da
EMBRAPA em Pacajus - CE, Brasil. O material foi fixado em
glutaraldeido 1% e formaldeido 4% (McDowell & Trump
1976) por 24 horas a temperatura ambiente, desidratado em
série etilica e incluido em hidroxietilmetacrilato (Gerrits &
Smid 1983). Sec¢des foram realizadas em microtomo Leitz,
modelo 1400, na espessura de 2 mm, coradas com azul de
toluidina, e também submetidas ao acido periddico - reativo
de Schiff (O’Brien & McCully 1981). Fotomicrografias foram
realizadas em microscopio Optico Leitz, Dialux 20EB com
camara fotografica Leica MD2.

Resultados e Discussao

O clone CP76 de Anacardium occidentale
apresenta flores completas e estaminadas, as quais
ocorrem em paniculas terminais. As flores sdo
pentameras e diplostémones, sendo que um dos
estames, abaxial ao carpelo, ¢ muito mais
desenvolvido que os demais. O padrdo para
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diferenciac@o de ambos os tipos de estames ¢ idéntico
nas flores citadas. Apenas um niimero maior de
células, no meristema floral, torna-se comprometido
para a formag@o do estame maior e, assim um maior
numero de graos de pdlen (androfitos) sdo formados
nas anteras maiores (Oliveira & Mariath 2001). Um
carpelo unilocular, com um tnico rudimento seminal,
ocorre nas flores completas, porém ambos
interrompem seu desenvolvimento para originar as
flores estaminadas. Em individuos selvagens a flor
terminal dos ramos ¢ completa. Entretanto, no clone
CP76 a flor terminal, em geral, é estaminada (J.M.S.
Oliveira, J.E.A. Mariath & D.M. Bueno, dado nio
publicado).

A gametogénese masculina inicia apos
vacuolagdo total do androsporo maduro (figura 1)
para que ocorra a primeira mitose assimétrica,
resultando as células generativa e vegetativa. A célula
generativa, inicialmente lenticular, tem sua parede
interna composta por pectinas e principalmente
calose, a qual ¢ continua com a intina (figura 2). A
célula vegetativa herda quase todo o citoplasma do
androsporo genitor, no qual o Unico processo de
amilogénese ird ocorrer logo apo6s a conclusdo da
primeira mitose (figuras 2, 3, 5). Posteriormente, a célula
generativa migra em dire¢do ao nucleo da célula
vegetativa (figura 3), onde formam a unidade
germinativa masculina, apos associag@o estrutural
(figura 4). A parede do pdlen é composta de exina e
intina. A exina é subdividida em ectexina e endexina,
a semelhanga do que foi descrito para outras espécies
da familia Anacardiaceae (Erdtman 1943). A intina,
por sua vez, apresenta uma por¢ao externa, a exintina,
onde predominam pectinas, € uma por¢ao interna, a
endintina, de composicao celuldsica (figuras 2, 3), a
semelhan¢a do que foi descrito para Canna e
Heliconia (Kress & Stone 1982). Algumas dessas
caracteristicas podem ser consideradas como padrao
para as angiospermas (Maheshwari 1950, Knox 1984)
e foram descritas para espécies como Nicotiana
tabacum (Yu & Russel 1994) e Plumbago zeylanica
(Russel et al. 1996). Assim, apds a primeira mitose
assimétrica ¢ garantida a formagdo da célula
vegetativa (ou célula sifonogénica) e da célula
generativa (ou célula gametogénica), as quais sdo
fundamentais para o processo de formagdo do tubo
polinico e de dupla fecundagdo em angiospermas
(Tanaka 1997, Ueda et al. 2000). Porém, entre os graos
de pdélen com desenvolvimento normal foram
observados griaos de pélen andmalos, onde a célula
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Figuras 1-4. Principais eventos da gametogénese masculina em anteras do clone CP76 de Anacardium occidentale. 1. Grande
vacuolo (v) desloca o nticleo haploide para o pdlo generativo, junto a esporoderme, local onde ocorrera a primeira mitose de
carater assimétrico. 2. A primeira mitose assimétrica origina as células generativa (cabeca de seta) e a célula vegetativa (cv);
graos de amido (setas pequenas), grande desenvolvimento da exintina (*), deposito da endintina. (seta grande). 3. Célula
generativa (cabega de seta) em processo de migragdo em dire¢do ao nucleo da célula vegetativa (seta). 4. Unidade germinativa
formada num grdo de pélen em uma antera deiscente, célula generativa (cabega de seta) e nucleo da célula vegetativa (seta).
Escala na figura 1 = 20 pm, nas figuras 2, 3, 4 = 35 ym.

generativa ndo ¢ formada ou é formada muito
tardiamente, sendo portanto, considerados
funcionalmente estéreis.

A interrup¢do do desenvolvimento dos
andrdsporos, imediatamente antes da primeira mitose
(figura 5), ¢ uma anomalia freqiientemente observada
em ambos os tipos de anteras ¢ em ambos os tipos de
flores do clone CP76 de A. occidentale. Tal anomalia,

normalmente atinge até, aproximadamente, metade
dos andrésporos nas anteras afetadas. Os
androsporos nesses casos degeneram durante as
fases intermediaria ou final da gametogénese, ou
acabam sofrendo a primeira mitose durante a
deiscéncia da antera (figuras 6, 7). Nenhuma alteracdo
na esporoderme desses graos foi observada. Dale
(1975) observou em Hordeum vulgare cv. Akka a
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ocorréncia de graos dimorficos entre anteras, os quais
também apresentaram atraso no desenvolvimento. O
mesmo autor verificou que os graos dimorficos
ocorriam predominantemente na por¢ao basal da

antera. Porém, no clone CP76 a distribuigdo dos graos
anomalos foi uniforme nos esporangios. Dale (1975)
salienta, ainda, que existe em H. vulgare uma intima
relacdo entre estes graos anomalos e a produgéo de

Figuras 5-7. Androsporos e androfitos andmalos em anteras do clone CP76 de Anacardium occidentale. 5. Antera menor
seccionada longitudinalmente mostrando grdos de pdlen que interromperam seu desenvolvimento (i) e grdos de pdélen normais
(n), graos de amido (setas) desenvolvendo-se nos grdos de pdlen normais. 6. Graos de pélen com a primeira mitose ocorrendo
durante a deiscéncia da antera (e = linha de estdmio rompida). 7. Detalhe de graos de polen apresentado na figura 6, ndo
apresentando o desenvolvimento de grdos de amido, mostrando célula generativa (seta) e célula vegetativa (*). Escala nas
figuras 5, 6 = 35 um, na figura 7 = 17 um.
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calos em anteras submetidas a cultura, onde o
aumento do percentual de graos anomalos resultou
em um maior nimero de calos. Kaltchuk-Santos et al.
(1993) observaram, em soja, a ocorréncia de graos
dimérficos com atraso no desenvolvimento em relagdo
aos graos de pélen normais. Heberle-Bors & Reinert
(1979), em tabaco, denominaram de polen P os grios
anomalos que, além do atraso no desenvolvimento,
apresentavam fraca reagdo ao carmim acético e
tamanho inferior aos graos normais. Graos desse tipo
foram, observados também, em outras espécies in
vivo e in vitro (Buyser & Picard 1975, Horner & Street
1978, Rashid 1983).

Tanaka (1997) cita que a agdo de agentes
determinantes do desenvolvimento gametofitico
inicia ap6s a primeira mitose. Grando & Moraes-
Fernandes (1997) e Sangwan (1986) citam que o
vacuolo, o qual também ¢é observado no cajueiro ao
final da esporogénese, tem agdo litica sobre os
elementos determinantes do desenvolvimento
esporofitico. Em algumas espécies essa fase do
desenvolvimento esta relacionada a um aumento na
freqiiéncia de plantas haploides, ou de calos obtidos
em meio de cultura apropriado (Sunderland & Wicks
1971, Heberle-Bors & Reinert 1979, Maheshwari et
al. 1980, Ilic’-Grubor ef al. 1998). Assim, a interrupgao
no desenvolvimento dos andrésporos do clone CP76
pode representar uma janela no desenvolvimento para
a obtengdo de plantas hapldides, onde essa anomalia
do desenvolvimento pode corresponder a um
momento de indetermina¢do no destino do nucleo
haploide desses gridos dimoérficos. Porém se
desconhece a causa para tal anomalia. Sunderland &
Huang (1987) denominaram de “residuais” os
androsporos, no género Paeonia, que apresentavam
atraso no desenvolvimento, e ainda sugeriram que
esse evento deveria ser causado por algum fator
externo ao androsporo.

Em algumas flores foi observado, em ambos os
tipos de anteras, que entre os graos com
desenvolvimento normal ocorriam graos de pdélen
binucleados (figuras 8, 9, 13), grdos de pdlen que
haviam sofrido a primeira mitose simétrica ou quase
(figuras 11, 12) e ainda graos onde a primeira mitose,
também andmala, deu origem a uma parede celular
incompleta (figuras 9, 10).

A fusdo nuclear foi observada nos androfitos
onde a citocinese produziu uma parede celular
incompleta (figuras 8, 9), ou onde a mesma nao
ocorreu (figuras 13-15). Assim, o nucleo que iria
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compor a célula generativa migra em diregdo ao nicleo
irmdo, em um processo que imita o processo de
gametogénese normal (figuras 8, 9). O processo de
fusdo ocorre apo6s gradual difusdo cromatinica e
alteragcdo da morfologia, de ambos os nucleos, na
regido de contato (figuras 13, 14). Posteriormente,
ocorre a confluéncia da cariolinfa de ambos nticleos,
0s quais originam um nucleo maior, posicionado na
regido central do grdo de polen (figura 15). Os nicleos
antes da fusdo, bem como aquele nucleo duplo
haploéide derivado da fusdo, apresentam as mesmas
caracteristicas estruturais do nucleo da célula
vegetativa.

Sunderland (1973) identificou a primeira mitose
simétrica como sendo a principal rota embriogénica
na formagao de plantas haploides, classificando essa
divisdo e suas variantes como sendo do tipo B,
quando nucleos irmaos iguais, tipo vegetativo, sdo
formados; ou do tipo A, quando um dos nucleos,
tipo generativo, ¢ formado. Sunderland & Huang
(1987) descrevem que a presenca do vactolo e a
alteragdo do plano do fragmoplasto sdo responsaveis
pela formagdo de paredes incompletas. Reynolds
(1993) observou em Triticum aestivum a ocorréncia
de andrésporos binucleados in vitro, embora nao os
tenha observado in vivo. Dunwell (1992) cita que o
meio de cultura atuaria como um estimulo externo, o
qual permitiria a alteragdo do programa de
desenvolvimento. Sangwan & Sangwan-Norreel
(1987) observaram a fusao de nucleos adjacentes em
androsporos de Datura innoxia. Sunderland et al.
(1974) e Collins et al. (1974) descreveram que em D.
innoxia graos de pélen do tipo B tornam-se duplo-
haploéides apos fusdo nuclear, quando nucleos tipo-
vegetativos, em mitose simultanea, compartilham o
mesmo fuso mitotico. Henry (1998) cita que a
duplicagdo cromossomica via fusdo € um evento
pouco comum, uma vez que a freqiiéncia de sincronia
no processo mitdtico é baixa. Touraev et al. (1997)
citam que a fusdo nuclear seria um caminho assumido
por graos embriogénicos em cultura, resultando em
duplo-haploides espontdneos como, também,
observado por Sunderland & Evans (1980) em cevada.
Sunderland et al. (1974) comentam que esses eventos
de duplicacdo espontidnea, em processos de
regeneragao de calos, sdo importantes, pois a
duplicacdo do complemento cromossomico pela
colchicina apresenta efeitos deletérios. Em soja,
Kaltchuk-Santos et al. (1993) observaram uma baixa
freqiiéncia de graos binucleados atipicos sugerindo,
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ainda, que esses graos poderiam surgir a partir da
primeira mitose simétrica em poélens tipo P. No
presente estudo, nos casos onde a primeira mitose
dividiu completamente o citoplasma do androsporo,
foi observado que ambas as células derivadas
apresentavam as mesmas caracteristicas de uma célula
vegetativa, ou seja, ambas acumularam em seus
citoplasmas reservas nutritivas e seus nucleos
apresentaram gradual difus@o cromatinica e nucléolos
grandes. O mesmo foi observado por Tanaka & Ito
(1981) e Tanaka et al. (1998). Bouharmont (1977) ¢
Wilson et al. (1978) demonstraram que em botdes
florais, sujeitos a tratamento de baixa temperatura,
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ocorre um aumento no numero de androsporos que
se dividem em duas células iguais que posteriormente,
originam embrides.

Em ambos os tipos de anomalias descritas acima
a esporoderme sofreu alteragdes em seu padrao,
exceto na anomalia descrita como interrupgdo no
desenvolvimento dos andrdsporos. Devido ao
acimulo maior de esporopolenina, a ectexina perde
seu padrio estriado, e a por¢do interna da intina, a
endintina, no foi detectada sob microscopia optica.
A endintina, no clone CP76 de 4. occidentale, é
depositada no inicio da gametogénese e, nos graos
andmalos, a sua auséncia pode servir como um

Figuras 8-12. Sec¢des transversais de anteras do clone CP76 de Anacardium occidentale mostram andréfitos andmalos. 8.
Grdo de poélen binucleado onde os nucleos irmdos sdo semelhantes e apresentam as mesmas caracteristicas de nicleo de uma
célula vegetativa (ver figura 3). 9-10. Graos de polen com paredes celulares incompletas (setas). 11-12. Graos de pdlen
bicelulares, as células derivadas da primeira mitose andomala apresentam as mesmas caracteristicas observadas em uma célula
vegetativa. Setas indicam paredes celulares. Escala nas figuras 8, 9, 11, 12 = 35 um, na figura 10 = 17 pm.
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marcador morfolégico para aquela fase do
desenvolvimento onde algum fator pode ter

Figuras 13-15. Androfitos andmalos em anteras do clone
CP76 de Anacardium occidentale. 13-14. Fusdo dos nucleos
irmaos derivados da primeira mitose anomala (seta). 15. No
centro do grdo de polen ocorre o ntcleo duplo-haploide
oriundo do processo de fusdo nuclear representado nas figuras
13, 14. Escala nas figuras 13, 15 = 35 um, na figura 14 =
17 pm.

interrompido o processo de desenvolvimento do
androsporo. Nos graos andmalos onde houve a
formacdo de parede, independentemente desta ser
completa ou ndo, observou-se sua continuidade
direta com a exintina (figuras 9-12). Em alguns
esporangios, onde estas anomalias ocorreram,
observou-se o acumulo demasiado de
esporopolenina no apice locular, entretanto, o tapete
ndo apresentou alteragdes estruturais. Os demais
estratos parietais, a epiderme, bem como o tecido
conectivo, também ndo apresentaram alteragdes em
relacdo ao padrdo observado para o referido clone.

Androfitos binucleados sdo considerados por
Kaltchuk-Santos ef al. (1997) e Liu & Zhao (1986), em
soja, como uma rota androgénica importante, bem
como androfitos bicelulares simétricos, ou quase,
como citado por Wilson et al. (1978) e Maheshwari et
al. (1982).

No presente estudo as anomalias descritas
atingiram, aproximadamente, 50-60% dos androfitos
nas anteras onde ocorreram. Foi freqiiente a
ocorréncia de graos binucleados, graos bicelulares,
e grdos com paredes celulares incompletas, ao
contrario dos grdos uninucleados. Porém, neste
trabalho, graos binucleados e grdos uninucleados
sdo considerados como diferentes momentos do
mesmo processo de desenvolvimento, o qual resulta
em androfitos duplo-haploides.

Cabe salientar, também como uma anomalia, a
alteragdo da distribuicdo das flores nas paniculas do
referido clone, no qual geralmente as flores
estaminadas ocorrem em posi¢des terminais, em
contraposi¢ao aos individuos selvagens, nos quais
as posi¢des terminais sdo ocupadas por flores
completas (Copeland 1962). Em individuos selvagens,
bem como, no clone CP76 as flores de posi¢des
laterais sdo estaminadas. Devido ao fato das flores
estaminadas surgirem por interrup¢do do
desenvolvimento do rudimento seminal apds sua
ontogenia ter sido ativada, sugerimos que o fator
que determina o aumento no nimero de flores
estaminadas, com conseqiiente alteragdo na
configuracdo das paniculas, pode estar de algum
modo influenciando o surgimento das anomalias
descritas no presente trabalho.

Heberle-Bors (1982) descreve que o aumento na
freqiiéncia de grios, capazes de adquirir competéncia
embriogénica, esta associado a alterag@o no balango
sexual, principalmente quando este ocorre em dirego
a feminilizacdo. Segundo Heberle-Bors (1982) a
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feminilizagdo em N. tabacum foi obtida em plantas
crescendo sob condig¢des de dias curtos e baixa
temperatura (15 ou 18 °C). Em plantas crescendo sob
condigdes de dias longos ¢ alta temperatura (27 °C)
foi observada a masculinizagdo das plantas, onde o
autor cita um leve aumento na freqiiéncia de grios
mortos, os quais poderiam, inicialmente, ser capazes
de adquirir competéncia embriogénica. Rashid (1983)
cita que a manuten¢do da viabilidade de graos
dimorficos ¢é obtida com a redugo da temperatura.
Entretanto, em B. napus o tratamento dos graos de
poélen com alta temperatura resultava em competéncia
androgénica (Zaki & Dickinson 1991). Portanto, a
feminiliza¢do ou a masculinizagdo, oriundas de
alteragdes no fotoperiodo, determinam,
aparentemente, o aumento da freqiiéncia de grios
cuja rota de desenvolvimento ¢ indeterminada. O fator
temperatura, de acordo com a literatura, pode por sua
vez, determinar ou induzir o andrésporo hapldide, ou
grdo de polen jovem, a assumir a rota embriogénica
de desenvolvimento, tanto pela alteragdo do padréo
de divisdo do nucleo haploide quanto pela
degradac@o ou inativag@o de agentes gametofiticos.

Em anteras do clone CP76 de 4. occidentale foram
observadas in vivo algumas caracteristicas
apresentadas por varias espécies que, sob regime de
cultura, apresentam potencial androgenético. As
anomalias apresentadas para os androfitos abrem uma
possibilidade para estudos na obtenc¢ao de plantas
haploides no clone CP76, uma vez que, os passos
morfogenéticos iniciais, necessarios na alteragdo da
rota gametofitica para a rota embriogénica, ocorrem
no referido clone.
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