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Resumo

Neste trabalho investigou-se o sistema reprodutivo de 7. sellowiana, a
qual pertencente a familia Melastomataceae, tribo Melastomae. Buscou-se
associa-lo com a mudanga de coloragédo observadas nas flores dessa espécie
e com a visitagdo de vetores de pdlen. O trabalho foi realizado com quatro
individuos encontrados na cidade de Colombo (PR), numa regido entremeada
por fragmentos de Floresta Ombréfila Mista, durante o periodo de margo a julho
de 2003. A investigacdo do sistema reprodutivo envolveu: polinizagbes
controladas com flores abertas no dia e com flores velhas (de segundo e de
terceiro dias), manipuladas pela manha e pela tarde; avaliagdo da formacao de
frutos; testes de viabilidade de gréos de polen e estudo do crescimento de tubo
polinico. Também foram coletados exemplares de abelhas que visitaram as
flores dessa espécie, as quais tiveram seu comportamento registrado. T.
sellowiana mostrou-se ndo apomitica e capaz de realizar tanto a polinizagéo
cruzada quanto a auto-polinizagédo, produzindo frutos: em proporgdes
semelhantes, porém, devido as suas anteras poricidas, necessita de vetores
para extracéo de pdlen e deposi¢do deste no estigma, sendo por isso incapaz
de realizar a auto-polinizagéo espontanea. As polinizacdes realizadas em flores
de segundo e de terceiro dias mostraram que a flor permanece apta a ser
polinizada até o terceiro dia de duragdo, porém com menor sucesso na
producdo de frutos a partir do segundo dia a tarde. Flores abertas no dia
polinizadas manualmente com pdlen de flores velhas tiveram formacgido de
frutos equiparada aquelas polinizadas com polen do dia, demonstrando a
permanéncia da viabilidade do gametdfito masculino. Corroborando esses
resultados, os teste de viabilidade de grao de pdlen, mostraram alta proporgéo
de grdos viaveis (proximo de 80%). A analise de crescimento de tubo polinico
mostrou que estes atingem o ovario entre 24 e 36 horas e comegam a penetrar
nos Ovulos entre 48 e 60 horas a partir da polinizagdo. Tanto na auto-
polinizagdo quanto na polinizagc&o cruzada, em flores de primeiro dia, o padrao
de crescimento do tubo polinico € o mesmo. O mesmo é valido para flores
velhas, a excegdo daquelas de terceiro dia, nas quais n&o foram visualizados
ovulos sendo penetrados, apdés 72 horas da polinizacdo. Ao todo foram
coletados e identificados nove visitantes diferentes nas flores de 7. sellowiana,
todos da familia Apidae. Sete espécies apresentaram comportamento de buzz
pollination. As demais retiravam o pélen fazendo cortes com o aparelho bucal
nas anteras. Apenas Xylocopa artifex e Melipona quadrifasciata mostraram-se
polinizadoras efetivas para essa espécie, devido ao seu grande porte. As
demais espécies, devido ao seu pequeno porte, apesar de realizar a vibragéo,
ndo tocavam o estigma da flor, agindo, portanto, como pilhadoras. As abelhas
visitavam preferencialmente as flores brancas, que ofertavam pdlen. A
mudanca de colorag&o observada nas flores de 7. sellowiana talvez sirva como
uma aviso as abelhas para nao visitarem flores velhas, cujo podlen ja foi
esgotado. Porém, esse fato nao esta relacionada a perda de receptividade do
estigma, que continua viavel por até 3 dias. Por outro lado, a manutencao das
flores velhas na planta pode fazer papel de chamariz para os polinizadores.
Aparentemente, flores de dois e de trés dias que sofreram antese ensacadas (e
gue portanto, ndo foram polinizadas) ndo mudam de cor tao radicalmente como
as flores expostas. Mas €& preciso realizar outros experimentos antes de
concluir que a polinizagdo possa vir a desencadear a mudanca de cor nas
flores de T. sellowiana.



1 INTRODUGAO

A familia Melastomataceae constitui-se numa das mais importantes da
flora neotropical, com cerca de 4200 a 5000 espécies pertencentes a 11 tribos e
185 géneros (Renner, 1993).

Espécies de arvores do género Tibouchina (quaresmeiras ou manacas)
tém notavel valor ornamental e, como pioneiras, em atividades de restauracéo
ambiental em florestas do Sul e do Sudeste do Brasil. Sua propagacéo por
sementes, embora abundante na natureza, encontra dificuldades em viveiros
comerciais, o0 que enseja estudos de biologia reprodutiva (Carpanezzi,
comunicacao pessoal).

O sistema reprodutivo de espécies da familia Melastomataceae ja foi alvo
de diversos estudos, como os de Renner (1989,1990 e 1993), Goldenberg &
Shepherd (1998), Melo et al (1999), Goldenberg & Varassin (2001) e Fracasso
(2003). Dentro da familia, predomina o sistema reprodutivo xenégamo (Renner,
1989), bem caracterizado pela distancia entre os estames e o estigma da flor e
pela necessidade de manuseio das anteras por parte de vetores de pdlen.
Mecanismos de auto-incompatibilidade (aparentemente gametofitica) e de
apomixia sao relativamente frequentes, mas geralmente n&o ocorrem em
Melastomeae (Goldenberg & Shepherd 1998), tribo a qual pertence Tibouchina
(Renner 1993).

A polinizagdo da grande maioria das espécies de Melastomataceae é feita
por abelhas, embora existam casos documentados de polinizagdo por aves e
roedores (Renner 1989) ou moscas (Goldenberg & Shepherd, 1998). As anteras
possuem formas variaveis, mas normalmente apresentam deiscéncia poricida
(Goldenberg & Varassin, 2001). Dessa forma, o mecanismo utilizado pelas
abelhas para a extragcdo do poélen é o abarcamento e vibragdo das anteras,
processo conhecido como “buzz pollination” (Buchmann, 1983). Dependendo do
comportamento apresentado pelo visitante, o pdélen pode ou ndo ser depositado
no estigma (Buchmann & Hurley, 1978). Quanto & dispersé&o, aproximadamente
40% das espécies apresentam frutos do tipo capsula e anemocoria. Os outros
60% representam espécies de frutos carnosos e sementes dispersas por

animais (Renner, 1989).



O papel da mudanga de coloragdo observado em diversas espécies de
angiospermas tem sido discutido. Alguns estudos afirmam que esta mudanca de
cor atua como um aviso as abelhas para estas nao visitarem flores ja velhas
(Endress, 1994). Paralelamente, a persisténcia das pétalas nas flores ndo mais
receptivas confere um colorido intenso as plantas, que atua na sinalizacdo, aos
polinizadores, a longa distancia (Weiss, 1991). Apds sofrer o processo de
mudanga de cor, as flores geralmente ndo ofertam mais recursos e o estigma
mostra-se ndo mais receptivo (Weiss, 1995).

Dessa forma, a mudanga de cor pode trazer beneficios para ambos,
planta e polinizador. As flores sdo polinizadas com mais eficacia, enquanto os
polinizadores, direcionados as flores com recurso, acabam poupando tempo e
energia (Weiss, 1995).

Dentro das Melastomataceae foram registradas oito espécies de
diferentes géneros que apresentam mudanga de cor (Weiss, 1995), todas
encontradas nas Américas. Tibouchina sellowiana nao foi inserida nesse
levantamento.

Tibouchina sellowiana é uma espécie de Melastomataceae cujas flores
nao apresentam néctar aos visitantes, oferecendo como recurso apenas pdlen.
Estas flores apresentam também uma caracteristica particular: suas pétalas sao
brancas ao abrir, tornando-se progressivamente arroxeadas ao final do primeiro
dia até purpureas nos dias subsequentes. Uma populagdo desta espécie teve o
sistema reprodutivo investigado na Serra do Japi, SP, mostrando a auséncia de
apomixia e de auto-incompatibilidade, além de baixa proporgédo de frutos
formados em polinizagées tardias (Goldenberg & Varassin, 2001).

Déssa forma, visando relacionar a mudanga de coloragdo nas pétalas de
T. sellowiana com o comportamento dos polinizadores, no presente estudo foi
investigado o sistema reprodutivo dessa espécie, através de polinizagbes
controladas e avaliagdo da formagao de frutos, testes de viabilidade de pdlen e
crescimento de tubo polinico. Também foram efetuadas coletas e observacdes

dos visitantes florais no local do estudo.



2 OBJETIVOS

Este trabalho visa estudar o sistema reprodutivo de T. sellowiana e
relaciona-lo com a mudanga de cor observada nas flores e com a visitagdo as

mesmas por parte de polinizadores.
3. MATERIAL E METODOS

3.1 Area de estudo:
O presente estudo, desenvolvido entre o.s meses de marcgo e julho de
2003, foi realizado no municipio de Colombo, PR, em area préxima a Embrapa
Florestas, Estrada da Ribeira, proximo ao Km 112, ao lado esquerdo da
Rodovia. A cidade de Colombo esta situada aproximadamente a 25°20" S e
49°14’ W. O clima da regido, segundo K&éeppen, € classificado como subtropical
umido, mesotérmico (Cfb), com média anual de umidade relativa do ar em torno
de 81%, e a precipitagdo média anual entre 1400 a 1500 mm (MAACK, 1981).0
municipio apresenta chuvas bem distribuidas durante o ano todo, ndo havendo
uma estacao seca muito marcada. Apesar de serem freqUentes geadas no més
de junho, a temperatura média varia pouco conforme o0 ano. As temperaturas
médias do més mais quente sdo sempre inferiores a 22° C e (IAPAR, 1978).
A regido € habitada, com casas e chacaras entremeadas por fragmentos
de Floresta Ombrofila Mista, onde T. sellowiana ocorre frequentemente. As
plantas utilizadas neste estudo ocorrem naturalmente (ndo foram plantadas) em

uma pequena chacara, bastante arborizada.

3.2 Espécie estudada

Tibouchina sellowiana (Cham.) Cogn. (Fig. 11) é uma eudicotiledénea
pertencente a familia Melastomataceae, tribo Melastomeae (Renner, 1993). E
popularmente conhecida como manaca e €& muito utilizada como planta
ornamental, devido a beleza e abundancia de suas flores. Ocorre na Floresta
Ombréfila Densa atlantica em varios Estados e, no Parana, adentra a borda da

Floresta Ombrofila Mista. (Carpanezzi, comunicagdo pessoal). Pode ser



encontrada no alto das encostas das serras e capoeiras, situados em solos
rasos e enxutos, onde pode formar agrupamentos (Reitz et al. 1983).

Os individuos desta espécie sdo relativamente pequenos, com alturas
variando entre 3 e 6m. Suas folhas, perenes e de cor verde-escura, sdo agudas
no apice e na base, com formato variando entre elipticas-oblongas a
lanceoladas-oblongas, com 3 nervuras bem distintas. Apresentam flores
solitérias, presas a ramos curtos (1-3cm), com presenca de quatro bracteas,
caducas, de cor rosada. As pétalas medem em torno de 2-3 x 1,5-2 cm, sédo
obovadas e obliquamente truncadas. Possui anteras dimorfas, sendo que as
anteras grandes medem 9-10 mm e seus conectivos, 5-6mm, enquanto as
anteras menores medem 6-7 mm e seus conectivos, 2-3 mm. O ovario é infero e
o estilete glabro, com estigma punctiforme. Os frutos sédo secos e deiscentes. A
floragao acontece nos meses de fevereiro a abril (Wurdack, 1962).

As exsicatas dos materiais testemunhas .deste trabalho foram
depositadas no herbario do Departamento de Botanica da Universidade Federal

do Parana.
3.3 Coleta de dados

3.3.1 Polinizagdes controladas

Visando o estudo do sistema reprodutivo de Tibouchina sellowiana,
foram realizadas polinizagdes controladas baseadas em 5 tratamentos
(Goldenberg & Shepherd, 1998):

1) Testemunha: botdées foram marcados, sem ensacamento e
acompanhados.

2) Apomixia: foi feita a remogao dos estames em botbes de pré-antese
(Radford et al, 1974), com auxilio de pinga. O gineceu n&o foi danificado. Apc’)é
esse procedimento, os botdes foram ensacados. |

3) Auto-polinizagdo esponténea: nesse tratamento, os botbes $80
apenas ensacados, sem receber qualquer tipo de manipulacéo.

4) Auto-polinizagdo manual: foram ensacados botbes que sofreriam

antese no dia posterior. Depois de abertas, as flores eram polinizadas

manualmente com polen provindo de outras flores, do mesmo individuo, e a

-



n

seguir ensacadas. A remogdo do podlen das anteras era feita apertando-se a
base das mesmas, de forma que este saia como “pasta de dente”. Depois era
depositado no estigma da flor e esta, ensacada.

5) Polinizagdo cruzada: neste tratamento as flores eram polinizadas
manualmente com pélen provindo dos outros individuos.

As flores permaneceram ensacadas até a queda do gineceu, ocasido em
que o saco de papel era retirado.

Cada tratamento foi realizado em flores de 1° dia, ou seja, flores cuja
antese deu-se no dia do tratamento. Essas flores foram manuseadas no periodo
da manh&, sempre entre 7:00 e 10:00. As polinizagdes controladas foram
efetuadas em 4 individuos. Para cada tratamento foram utilizadas 40 - 48 flores,

cujos botdes foram previamente isolados com sacos de papel (Tabela 1).

3.3.2 Polinizagoes tardias

Além das polinizagbes controladas, foram realizados tratamentos com
polinizacbes tardias. Nestas foram utilizadas flores de 1° dia, no periodo da
tarde, e flores de 2° dia (ou seja, em que as flores permaneceram ensacadas por
um dia e sé receberam tratamentos no dia posterior a antese), nos dois periodos
do dia, manha e tarde. Os tratamentos realizados com tais flores foram a auto-
polinizagdo e a polinizagéo cruzada. As flores tratadas no periodo da tarde foram
manipuladas sempre entre as 15:00h e as 17:00h. Tal procedimento visava
verificar possiveis diferencas na quantidade de frutos formados em relagéo
aqueles provindos de flores polinizadas no primeiro dia da antese, logo pela
manha. Também foram realizadas algumas polinizagdes cruzadas com flores de
3° dia, pela manha, nos individuos 1 e 3. Para cada um destes tratamentos
foram utilizadas entre 15 e 24 flores (Tabela1).

Visando averiguar se haveria alguma modificagcéo na fertilidade do pdlen
em flores de 2° e 3° dias, foram feitas polinizagdes cruzadas em flores de 1° dia,
com pélen provindo de flores de 2° e 3° dias. Para cada tratamento foram
utilizadas 24 flores.

A tabela 1 traz um resumo dos tratamentos, sendo ja descartadas as
flores que, durante o experimento, sofreram algum tipo de problema, como

quebra de ramo antes da formag&o do fruto, etc.



Tabela 1 — Tratamentos realizados no estudo do sistema reprodutivo de 7. sellowiana e numero
de flores utilizadas em cada um deles. 1° M = flores de 1° dia, tratadas pela manha; 1° T = flores
de 1° dia, tratadas & tarde; 2° M = flores de 2° dia, tratadas pela manha; 2° T = flores de 2° dia,
tratadas & tarde. 3° M = flores de 3° dia, tratadas pela manha; 1° M — pélen de 2 dias = flores de
1° dia, polinizadas com pélen de flores de 2 dias; 1° M — pdlen de 3 dias = flores de 1° dia,
polinizadas com pélen de flores de 3 dias.

Tratamento Ndamero de flores
Testemunha (1° M) 40
Apomixia (1° M) 40
Auto-polinizagdo espontanea (1° M) 40
auto-polinizagdo (1° M) 40
Polinizag&o cruzada (1° M) 48
Autopolinizagédo (1° T) 18
Polinizag&o cruzada (1° T) 23
Auto-polinizagéo (2° M) 18
Polinizagé&o Cruzada (2° M) 22
Autopolinizagéo (2° T) 18
Polinizagdo Cruzada (2° T) 21
Polinizagéo Cruzada (3° M) 15
Polinizago Cruzada (1° M — polen de 2 dias) 24
Polinizagdo Cruzada (1° M — pélen de 3 dias) 24

Os frutos foram acompanhados pelo periodo de 2 meses, entrando na
contagem e considerados como efetivamente formados aqueles que
permaneceram pelo menos por um més presos ao ramo. A porcentagem de

frutos formados foi calculada a partir do numero de flores tratadas.

3.3.3 Fertilidade do grao de pdlen

A avaliagdo dos graos de pélen compreendeu dois aspectos: proporgéo
de graos viaveis e duragdo da fertilidade dos mesmos. Para isso, foram
coletados trés botdes em pré-antese de cada individuo, e também trés flores de
dois dias e trés flores de trés dias, previamente ensacadas, de dois dos
individuos. Todo o material coletado foi fixado em FAA (50%) e posteriormente

levado ao laboratério para analise.



Para cada botdo e para cada flor coletados foi confeccionada uma
lamina da seguinte maneira: dois estames eram retirados, colocados sobre
lamina, corados com carmim acético (Radford et al, 1974) e a seguir
pressionados com a laminula e esmagados, de forma a fazer com que os gréos
de pdlen fossem expulsos da antera. A seguir era realizada a contagem de gréos
sob microscopio Optico. Todos os grados encontrados em campo de vis&o
escolhido aleatoriamente eram contados e classificados em viaveis e inviaveis,
podendo ser distinguidos pela coloragcdo (avermelhados quando viaveis e
transparentes quando héo o eram), perfazendo um total de 100 grdos contados
por lamina. Destes valores foi calculada a percentagem de grdos viaveis em
cada boté&offlor.

3.3.4 Crescimento de tubo polinico

Para a andlise do crescimento do tudo polinico foram realizadas
polinizagbes em apenas um dos individuos e coleta das flores polinizadas em
diferentes horarios.

As polinizagbes foram realizadas sempre com cinco flores para cada
horario de coleta, dentro de cada tratamento. Os tratamentos foram os
seguintes: flores de 1° dia, no periodo da manha, sofreram auto-polinizagéo e
polinizacéo cruzada; flores de 1° dia, no periodo da tarde e flores de 2° dia, nos
periodos da manhé e da tarde foram submetidas apenas a polinizag&o cruzada.
As flores foram coletadas apds 12, 24, 36, 48, 60, 72 e 84 horas apds a
polinizagdo. No periodo da manhé& as polinizagdes foram realizadas sempre
entre 7:00h e 10:00h e no periodo da tarde entre 15:00h e 17:00h. O material
coletado foi fixado em FAA (50%), dissecado, e observado em microscopio de

fluorescéncia, de acordo com o método de Martin (1959).

3.3.5 Visitantes florais

Ao todo foram realizadas 27 horas de observagéo de visitantes as flores
de T. sellowiana. Os horérios de observagao ficaram situados entre 6:00h e
17:00h. Quando possivel, foram coletadas todos os espécimes de abelhas que
visitaram as flores. Para cada uma das espécies coletadas foram feitas

anotacgdes, visando diferencia-las quanto & morfologia, comportamento e tempo



de permanéncia na flor, assim como a forma de exploracdo da mesma. As
abelhas coletadas foram identificadas pelo Dr. Gabriel A. R. Melo, do Laboratério
de Biologia Comparada de Hymenoptera, Departamento de Zoologia da
Universidade Federal do Parana.



4 RESULTADOS

4.1 A flor de Tibouchina sellowiana

A abertura do botéo (Fig. 1, 2 e 3) da-se no periodo da manha, entre
6:00h e 8:30h, dependendo da temperatura ambiente. Em dias quentes, essa
abertura ocorre um pouco mais cedo, entre 6:00 e 7:00hs, enquanto em dias
mais frios a abertura da-se entre 7:00h e 8:30h. Quando abertas, as flores
apresentam corola de pétalas brancas e a porgdo distal das mesmas com
contornos arroxeados (Fig. 4). As anteras (Fig. 10) ficam levemente proximas do
estigma. Logo apds o amanhecer, o pblen das anteras encontra-se “pastoso”,
devido a grande umidade do ar nesse periodo. Ao longo do dia, torna-se um
pouco mais seco e menos aglutinado dentro das anteras. Ao final do dia, depois
de visitadas, as flores apresentam os estames um pouco mais afastados do
estigma em relacdo a posigdo da manha. As flores permanecem com uma
coloragcado semelhante aquela observada pela manh&, porém ja com uma sutil
tonalidade rosada na por¢des brancas das pétalas. Por volta das 16:00h, todo o
polen das anteras ja foi explorado pelos visitantes, e estas exibem inumeras
marcas deixadas por eles.

No segundo dia de desenvolvimento da flor, nota-se a grande mudanca
na coloragdo das pétalas, que passam do branco ao rosa, assim como os filetes
e o estilete (Fig. 6). Também nesse dia, as anteras come¢cam a tomar uma
coloragéo enegrecida, iniciando-se a partir do poro e indo em diregdo a base.
Em flores ensacadas e ndo visitadas de segundo dia, ndo se observa uma
mudanca radical na coloragédo das pétalas, quando em comparagéo a uma flor
exposta (Fig. 5). Da mesma forma, os estames n&o parecem mudar de posig&o.

No terceiro dia, as pétalas apresentam-se com uma coloragéo purpurea
bastante nitida, enquanto os filetes e o estilete tomam uma forte coloragéo rosa
(Fig. 7). As anteras tornam-se mais enegrecidas. Da mesma forma como ocorre
com uma flor de segundo dia ensacada e ndo polinizada, algumas flores de 3°
dia, na mesma situacdo, aparentemente ndo apresentaram mudanca radical de
coloracéo (para arroxeado), mas mantiveram um tom de cor parecido com

aquele encontrado em flores de 2° dia, expostas.
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No quinto dia ocorre a queda dos estames (Fig. 8). Em flores nao
ensacadas foi observado que a queda do estilete da-se antes da queda das
pétalas, ocorrendo entre o 6° e o 8° dia. Em flores ensacadas, o estilete, assim
como as peétalas, tem duragdo maior, podendo permanecer por até 9 dias, no
caso do primeiro e por 10 a 12 dias no caso dessas ultimas.

Quando formado, o fruto apresenta a regido da deiscéncia com uma
coloragao avermelhada (Fig. 9), que vai se tornando marrom e seca quando se
torna préximo o dia da abertura. O fruto € do tipo capsula autocorica. De maneira
geral, o tempo de formacao dos frutos, até a abertura, variou entre 25 e 35 dias,
dependendo das condigdes climaticas. Os periodos de temperaturas elevadas
aceleraram o processo de amadurecimento, enquanto que em temperaturas
mais baixas, este deu-se de forma mais lenta. A queda dos ovarios nas flores
nao polinizadas (acompanhada através dos tratamentos de auto-polinizagdo

esponténea e de apomixia) acontecia aproximadamente entre o 11° e o 15° dia.

4.2 Polinizagdes controladas

Os resultados das polinizagdes controladas (tabela 2) demonstraram que
para nos individuos de T. sellowiana da populagéo estudada n&o ha produgéo de
frutos por apomixia. A espécie produz frutos tanto através de polinizagdo
cruzada quanto auto-polinizagdo, mas n&o através de auto-polinizagao
‘espontanea. Para esses dois primeiros tratamentos, o numero de frutos
formados foi semelhante. Em todos os individuos a produgéo de frutos nas flores
testemunhas foi baixa quando comparada aos outros tratamentos de resultados

positivo.
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Tabela 2: Resultado individual das polinizagbes controladas realizadas com flores de 1° dia, no
periodo da manh&. A: testemunha; B: apomixia; C: auto-polinizagdo espontinea; D: auto-
polinizagdo; E: polinizagdo cruzada; n: nimero de flores tratadas; nFF: numero de frutos
- formados; %FF: porcentagem de frutos formados em cada tratamento.

A B c D E
Individuo N nFF n nFF N nFF N nFF n nFF
1 10 2 10 0 10 0 10 9 12 1
2 10 5 10 0 10 0 10 10 12 10
3 10 2 10 0 10 0 10 9 12 9
4 10 4 10 0 10 0 10 8 12 10
Total 40 13 40 0 40 0 40 36 48 40
%FF 32,5 0 0 90 83,3

4.3 Polinizagdes tardias

Os resultados das polinizagbes tardias (Tabela 3) mostraram que os
tratamentos de primeiro dia - tarde e segundo dia - manha fofmaram frutos em
proporgdes semelhantes aos tratamentos de primeiro dia de polinizagéo durante
o periodo da manha. Ja na formagcado de frutos provindos de polinizagdes de
segundo dia - tarde, percebe-se uma queda no numero destes, que culmina com
a quase auséncia de frutos formados nas polinizagées de 3° dia, pela manha.
Comparativamente, a formagéao de frutos por auto-polinizagao e por polinizagao
cruzada foram semelhantes.

Tabela 3: Resultado geral da formagédo de frutos nas polinizagdes cruzadas e auto-polinizag6es
de 1°, 2° e 3° dias. D: auto-polinizagéo; E: polinizagdo cruzada; n: nimero de flores tratadas;
nFF: namero de frutos formados; %FF: porcentagem de frutos formados.

D E
N nFF %FF N nFF %FF
1° dia manha 40 36 90 48 40 83,3
1° dia tarde 20 18 90 23 21 91,3
2° dia manha 18 16 88,89 22 20 90
2° dia tarde 19 11 57,89 24 19 79,17

3° dia manha - - - 15 3 20
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Os tratamentos que testaram a formag&o de frutos a partir de podlen
provindo de flores de 2 e de 3 dias, com flores de primeiro dia no periodo da
manh&, mostraram que este continua sendo viavel (Tabela 4). A produgéo de
frutos a partir destas polinizagdes foi semelhante a aquela obtida na polinizagéo
cruzada com os de podlen de flores de primeiro dia. O maior sucesso na

produgéo de frutos foi obtido com pdlen de flores de 2 dias (100%).

Tabela 4: resultado das polinizagdes cruzadas realizadas em flores de 1° dia, no periodo da
manha, utilizando pélen de flores de 1°, 2° e 3° dias e porcentagem de frutos formados; n:
nimero de flores tratadas; nFF: nimero de frutos formados; %FF: porcentagem de frutos

formados.

N NFF %FF
Pélen de flor de 1° dia 48 40 83,3
Pélen de flor de 2° dia 24 24 100
Pélen de flor de 3° dia 23 21 91,3

4.4 Fertilidade dos graos de pélen

A analise dos graos de polen ao microscépio (Tabela 5) mostrou que a
viabilidade dos mesmos € semelhante entre aqueles provindos de botbes e de
flores de segundo e de terceiro dia. A taxa de fertilidade ficou na faixa dos 80%
para os trés periodos analisados e houve pouca variagao de fertilidade entre os

individuos.

Tabela 5: resultado geral da viabilidade dos grdos de pdlen ao longo do desenvolvimento da flor.
N: nimero total de gridos contados nos individuos; %GV: porcentagem de graos viaveis

Periodo
Botao 2° dia 3° dia
Individuo %GV N %GV N %GV N
1 71 (300) 79,6 (300) 92,3 (300)
2 81 (300) 93,6 (300) 74 (300)
3 77 (300) - -
4 93,3 (300) - -
total 80,58 (1200) 86,6 (600) 83,16 (600)




4.5 Crescimento do tubo polinico

A analise do crescimento de tubos polinicos sob microscopia de
fluorescéncia (Tabela 6), na polinizagdes cruzadas de 1° dia — manha, mostrou
que apds 12 horas estes encontram-se na porgdo inicial do estilete. Em 24 horas
atingem a porgao basal do estilete, sem penetrar no ovario. Entre 24 e 36 horas
adentram o ovario e ai permanecem, como que estagnados por mais 12 horas,
sem penetrar nos ovulos. Entre 48 e 60h apds a polinizacdo foram registradas os
primeiros tubos polinicos adentrando a micrépila de alguns 6vulos. E finalmente,
apos 72 horas, uma maior quantidade destes penetrando os 6vulos. A auto-
polinizagdo, no mesmo periodo e horarios, teve resultados idénticos.

Para os demais tratamentos analisados (2° — manhd e 3° — manh3), a
posicao dos tubos polinicos era semelhante, apenas com uma leve discrepancia
no final do periodo de 12 horas, em que estes encontravam-se um pouco mais
proximos da superficie em relagdo a aqueles de 1° dia — manha, no mesmo
periodo.

Conforme as horas avangavam, as células do estilete tomavam uma
coloragdo arroxeada intensa. Essa caracteristica foi bem visualizada nas flores
analisadas de 2° e 3’ dias. Para todos os tratamentos e horarios sempre foram

encontradas grandes quantidades de tubos polinicos dentro do gineceu.
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Tabela 6: Posicionamento do tubo polinico nos diferentes tratamentos e horarios. 1° M: flor de 1°
dia, polinizada pela manha; 2° M: flor de segundo dia polinizada pela manha; 3° M: flor de 3° dia,
polinizada pela manh4, auto: auto-polinizagdo; cruz: polinizagao cruzada.

Posicionamento dos tubos polinicos

Tratamento 12h 24h 36h 48h 60h 72h
Porcao Base do Dentrodo  Dentrodo Penetrando Maior
superior do estilete sem ovario, mas ovario, mas amicropila namero de
1° M - auto estilete atingir o sem atingir sem atingir  de alguns 6vulos
ovario 0s dvulos o0s 6vulos ovulos sendo
penetrados
Porgao Base do Dentrodo  Dentrodo Penetrando Maior
superior do estilete sem ovario, mas ovario, mas amicropila numero de
1° M - cruz estilete atingir o sem atingir sem atingir  de alguns ovulos
ovario os Ovulos os 6vulos 6vulos sendo
penetrados
Porgéo Porgao Dentrodo Dentrodo Penetrando Maior
superiordo  basaldo  ovario, mas ovério, mas a micropila numero de
2°M -cruz  e©stilete, estilete, sem atingir sem atingir  de alguns ovulos
proximos @ proximos ao  os évulos os 6vulos 6vulos sendo
superficie apice do penetrados
ovario
Dentro do
ovario, mas
3°M -cruz - - - - - sem
penetragao
nos ovulos

4.6 Visitantes florais

Ao todo foram capturados exemplares de 8 espécies diferentes de

abelhas, todas da familia Apidae (Tabela 7). Dependendo do tamanho do vetor,
a polinizag&o pode ocorrer ou ndo. Os vetores de grande porte extraem o pélen
através do abarcamento e vibragdo de todas as anteras, enquanto que os de
pequeno porte fazem essa extragcdo através da vibragcdo individual de cada
antera. M. quadrifasciata vibrava as anteras em grupos, abragando e vibrando as
anteras menores e logo em seguida assumindo 0 mesmo comportamento em
relagédo as maiores (ou vice versa). Das espécies coletadas, apenas duas nao
apresentaram o comportamento de “buzz pollination”, extraindo o pdlen das

anteras através da mastigacao das mesmas.
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Tabela 7: Visitantes coletados nas flores de T. sellowiana e seus modos de interagdo com as
mesmas. Bz: buzz pollination; Pi: pilhagem; (+): contato com o estigma observado; (-): contato
com estigma n&o observado; G: tamanho corporal grande; M: tamanho corporal médio; P:
tamanho corporal pequeno.

Espécie Modo de captura Manuseio das Contato com o
de pdlen anteras estigma

Xylocopa artifex (G) Bz Vibragéo de todas +

Melipona quadrifasciata (M) Bz Vibragao das anteras +

pequenas (em conjunto)
e depois das grandes
(em conjunto)

Melipona marginata (P) Bz Vibragdo uma a uma -
Trigonopedia sp (P) Bz Vibragdo uma a uma -
Hexomalopis bicellularis (P) Bz Vibragdo uma a uma -
Hexomalopis sp (P) Bz Vibragdo uma a uma -
Trigona spinipes (P) Pi Mastigacao -
Paratrigona subnuda (P) Pi Mastigagao -

De maneira geral, o nimero de visitas de abelhas as flores de T.
sellowiana da populacéo estudada foi baixo. Essa situagdo pode ser evidenciada
pelo ndimero de flores testemunhas que formaram fruto. Havia um numero muito
grande de abelhas pilhadoras (7. spinipes, Fig. 14, e P. subnuda, Fig. 15), que
iniciavam suas atividades aproximadamente as 8:00h, indo com grande
intensidade até as 15:00 -16:00h, horario em que o pdlen das flores do dia ja
havia sido esgotado pelas visitas.

De maneira geral o horario de pico das atividades ocorriam entre as
11:00h e 14:00h, correspondente as temperaturas mais elevadas do dia. As
baixas temperaturas ocorridas durante o periodo de realizag&o do estudo talvez
tenham inibido a visitacdo das outras espécies.

Xylocopa artifex e Melipona quadrifasciata (Fig. 16) mostraram-se como
polinizadoras efetivas para T. sellowiana. Ao visitar a flor, estas espécies
tocavam o dorso sujo de pdlen no estigma, o que caracteriza a polinizagdo. As
demais espécies, com excecdo de Trigona spinipes e Paratrigona subnuda,

devido ao seu pequeno porte e ao seu comportamento de vibrar cada antera
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(Fig. 17) individualmente, mostraram-se ineficazes como polinizadoras, uma vez
que essas situagdes ndo permitiam o contato com o estigma. Em uma das
abelhas pequenas que coletavam o pdlen por vibracdo da antera, foi observado
um comportamento de “polinizacdo acidental” (Fig.18), em que a abelha, ao
tentar vibrar uma das anteras mais longas, acabava deslocando esta com seu
peso em diregdo ao estigma e tocando-o. Mas tal situagdo mostrou-se rara.

Nas abelhas classificadas como pilhadoras nunca foi observada nenhuma
situacdo em que mantivessem contato com o estigma, devido ao seu porte muito
pequeno. Estas abelhas faziam cortes nas anteras, retirando o pélen.

Todas as abelhas visitavam preferencialmente flores de 1° dia, mas foram
observadas algumas visitas a flores velhas. Para Xylocopa artifex, foram
registradas 13 visitas, pelo mesmo individuo, a 13 flores da mesma planta,
sendo 10 de primeiro dia e 3 de segundo dia, com 0s mesmo padrdes de
comportamento. A visita durava em média 3 segundos para cada flor. Esta
abelha pairava alguns poucos segundos sobre a flor antes de pousar sobre ela.
As demais espécies de abelhas que realizavam vibragdo demoravam mais
tempo para realizar a extragdo de pdlen, normalmente vibrando quase todas
anteras de uma mesma flor, uma por uma.

Ao desensacar algumas flores de segundo dia para serem manipuladas,
algumas abelhas imediatamente aproveitavam o momento para visitar a flor e
extraif o polen das anteras, que se encontravam ainda cheias. Esse
comportamento foi registrado nas duas espécies pilhadoras e em uma espécie

vibratéria pequena, ndo identificada.
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5 DISCUSSAO

5.1 Sistema reprodutivo

Os resultados observados nas polinizagdes controladas corroboram
aqueles obtidos por Goldenberg & Varassin (2001) com esta espécie, ou seja, T.
sellowiana, mostrou ser uma espécie ndo apomitica, que produz frutos tanto
através de poliniza¢des cruzadas quanto de auto-polinizagdes, mas necessita de
vetores para extragéo de pdlen e transferéncia destes para o estigma, ndo sendo
capaz de realizar, dessa forma, a auto-polinizacdo espontanea. Na tribo
Melastomeae, na qual 7. sellowiana esta inserida, € comum a auséncia de
apomixia e de mecanismos de auto-incompatibilidade. Em espécies dessa tribo
analisadas 72,2% mostraram-se compativeis e 22 2% apomiticas (Goldenberg e
Shepherd, 1998). A alta taxa de grdos de pdlen vidveis observados nesta
espécie vem de encontro a proposta de Grant (1981), a qual relaciona baixas
taxas de viabilidade polinica com o sistema apomitico. Em contrapartida, para o
nivel de populagdo ou espécie, altas propor¢des de graos viaveis (acima de
85%) indicam populag¢des ndo apomiticas (Goldenberg & Varassin, 2001).

Tanto os tratamentos de auto-polinizagdo manual quanto os de
polinizagdo cruzada tiveram grande sucesso na formagdo de frutos, com
resultados semelhantes, o que indica auséncia de mecanismos de auto-
incompatibilidade (Gibbs, 1990) e de manutengdo preferencial de frutos
provenientes de polinizag&o cruzada (Holsinger, 1996 apud Fracasso, 2003). H3,
no entanto , a separacao espacial entre estigma e anteras (hercogamia), que
impede a auto-polinizagdo espontanea (Faegri & Van der Pul 1966). A
receptividade do estigma e o amadurecimento das anteras ocorreram
sincronicamente, abrindo possibilidades para a auto-polinizagdo. De maneira
geral, as abelhas exploravam varias flores dentro do mesmo individuo, sendo
poucas vezes observadas visitagbes intercaladas entre plantas diferentes.
Também esse comportamento vem a facilitar a transferéncia de pdlen entre
flores do mesmo individuo.

Diferentemente deste, no trabalho de Fracasso (2003), com
Cambessedesia hilariana, espécie de Melastomataceae da tribo Microlicieae
(Renner, 1993), os resultados obtidos na formag&o de frutos e de sementes
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mostraram uma manutencdo preferencial daqueles provindos da polinizagdo
cruzada, apesar de ndo ter sido encontrado mecanismo de auto-
incompatibilidade .

Em comparacdo aos tratamentos de polinizagdo cruzada e auto-
polinizagéo, as testemunhas tiveram sucesso relativamente baixo (32,5%), ao
contrario daquele obtido no trabalho de Goldenberg & Varassin, cuja produgédo
de frutos, nas testemunhas, ficou em torno de 76,5%. O baixo rendimento
exibido pelas testemunhas pode ser explicado por dois fatores: a baixa taxa de
visitas de polinizadores efetivos observadas (que por sua vez pode ser explicado
pelas baixas temperaturas ocorridas durante o periodo em que foi realizado o
trabalho) e pela aparente preferéncia destes por flores de outras espécies

existentes no local, em que foi observado intenso forrageio de mamangavas.

5.2 Polinizac¢des tardias

Os tratamentos realizados com flores de 1° dia - tarde, 2° dia - manha e
tarde e 3° dia — manha, mostraram que nesses periodos a polinizagdo ainda é
possivel, embora o sucesso na produgao de frutos comece a declinar nas flores
polinizadas no 2° dia a tarde.

Estes resultados ndo corroboram aqueles obtidos no trabalho de
Goldenberg e Varassin (2001), em que se afirmou que as polinizagbes de
segundo dia tem menor sucesso que as de primeiro dia. A metodologia adotada
por esses autores foi a realizagdo de polinizagdes de segundo dia em diversos
horarios, sem a divisdo em manha e tarde (R. Goldenberg, comunicagao
pessoal). O baixo rendimento de frutos provindos de flores de segundo dia,
nesse trabalho (35%), pode ser explicado por esse aspecto. Um maior numero
de polinizages realizadas no periodo da tarde pode ter sido responsavel por
esse baixo resultado na producgéo de frutos, visto que nesse periodo, 0 sucesso
na polinizagdo comecga a declinar.

Outro ponto de discrepancia entre os dois estudos estd na explicagéo
dada para o menor sucésso observado nas polinizagdes de segundo dia naquele
estudo, que foi a seguinte: “isso ocorre provavelmente porque os tubos polinicos
levam entre 24 e 48 horas para atingir os 6vulos e é nesse intervalo de tempo

gue os estiletes comegam a cair. Em alguns casos n&o haveria tempo, portanto,
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para que os tubos polinicos tivessem seu desenvolvimento completado em flores
polinizadas no 2° dia”. No trabalho mencionado n&o houve coleta de flores com
36 horas de polinizacdo (horario em que foram registradas as primeiras
presengas de tubos polinicos dentro do ovario) e também nao foram visualizados
tubos polinicos adentrando os évulos (Goldenberg, comunicacgdo pessoal).

Como ja descrito anteriormente, no presente trabalho, os estiletes
permaneciam nas flores por periodos que variaram de 6 a 9 dias, dependendo
se a flor houvesse sido ensacada ou n&o. Logo, a sugestdo de que a queda do
estilete e a consequente interrupgdo do crescimento do tubo polinico explica o
menor sucesso das polinizagées de 2° dia também é discutivel, devido ao tempo
de queda dos estiletes registradas na populagéo do presente estudo.

Além disso, a analise microscopica do crescimento de tubo polinico
mostrou que estes entram no ovario no intervalo que vai de 24 a 36 horas, mas
comecgam a penetrar os évulos apenas a partir do intervalo entre 48 e 60 horas
apds a polinizagdo, para todos os tratamentos observados, com excegao
daquele realizado em flores de 3° dia — manha — 72 horas. Neste Ultimo caso, os
estiletes estdo com 6 dias de duracdo, sem ainda terem caido. Isso néo significa
obrigatoriamente que os estiletes n&o caiam antes de 6 dias, como talvez possa
ter acontecido com as flores daquele trabalho.

No caso das flores polinizadas no 3° dia, observou-se a presenca de
tubos polinicos dentro do ovario, porém estes apresentavam-se “enrolados” e
pareciam n&o estar se dirigindo aos évulos. N&do foi observado nenhum 6vulo
sendo penetrado no tratamento referido acima, o que pode explicar o fracasso
na formacgdo de frutos (apenas 3 em 15 flores tratadas). Visto que n&o ha
interrupgéo no crescimento dos tubos polinicos e que estes penetram o ovario
em todos os tratamentos testados, uma explicagdo possivel para esses
resultados infrutiferos é a perda de viabilidade dos évulos, que se iniciaria a
partir do segundo dia de duragéo da flor, no periodo da tarde.

Os demais tratamentos de polinizagdes tardias que testaram a formacgéo
de frutos a partir de flores polinizadas com pélen de dois e de trés dias, tiveram
elevado sucesso, demonstrando que o grédo de pélen mantém sua capacidade
de fertilizacdo durante esse periodo, corroborando os resultados obtidos com a

analise da viabilidade, que demonstrou ser grande a proporgao de gréos viaveis.



























