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APRESENTACAO

O conhecimento sobre a biologia reprodutiva das espécies vegetais de uma
comunidade é fundamental para a compreensdo dos processos e relacdes ecoldgicos e
evolutivos e da dindmica da comunidade. Além disso, informagdes relativas a essa area do
conhecimento sdo indispensaveis na elaboragdo de estratégias de conservacao para espécies e
ecossistemas.

O numero de estudos sobre a biologia reprodutiva de plantas ainda precisa aumentar
bastante até¢ que se tenha uma parte consideravel das espécies e formagdes vegetacionais bem
compreendidos no que diz respeito ao tema. No Brasil, que apresenta grande area territorial
englobando diversos ecossistemas, parte da deficiéncia de estudos pode ser atribuida a
vastiddo de nossa biodiversidade e a reduzida quantidade de grupos de pesquisa no assunto.
No entanto, iniciativas de alguns grupos t€m permitido avangos consideraveis nesse sentido e,
hoje, ¢ possivel dizer que a Caatinga, um dos maiores e mais importantes ecossistemas
brasileiros, passou a ser foco de diversos projetos de pesquisa de graduacao e pds-graduagio.
E o caso desta tese de doutorado, que investigou a biologia reprodutiva de espécies da familia
Leguminosae no ecossistema.

O trabalho esté dividido em duas partes: uma fundamentacao teérica abordando alguns
topicos em biologia reprodutiva de Leguminosae e Caatinga, e tem como fun¢do prover uma
base para o restante do trabalho, e outra parte constituida por trés capitulos, cada um
consistindo de um estudo de caso com uma espécie lenhosa tipica e abundante nas areas do
ecossistema. Além de abordar detalhes da reprodugdo de cada espécie, os manuscritos trazem
contribui¢des importantes para os campos da biologia reprodutiva e evolugao das plantas.

O primeiro capitulo, sobre a Mimosoideae arborea Anadenanthera colubrina (Vell.)

Brenan, popularmente conhecida como angico, comprova a sua dependéncia de vetores de



polen, uma vez que ¢ autoincompativel, e a relevancia de sua flora¢do, no auge da estacao
seca, para a comunidade de insetos.

O segundo e o terceiro capitulos tratam da reprodugdo de duas espécies de
Caesalpinioideae: Libidibia ferrea (Mart. ex Tul.) L.P. Queiroz e Senna macranthera
(Collad.) H.S. Irwin & Barneby, respectivamente. Libidibia ferrea, recentemente segregada
do género Caesalpinia, ¢ uma espéciec arbdérea conhecida como juca ou pau-ferro que
apresenta grande variabilidade morfologica. Uma possivel causa para esse fato pode ser a
ocorréncia de poliploidia na espécie, que apresenta tanto populagdes diploides, como
tetrapldides, além de algumas populagdes mistas. O manuscrito aborda detalhes morfologicos
e ecologicos de sua reproducdo, sempre comparando os dois citotipos, além de analisar
sistema, sucesso e isolamento reprodutivos de e entre diploides e tetraploides. As implicagdes
ecoldgicas, taxondmicas e para planos de conservagao e reflorestamento sao discutidas.

Por fim, o arbusto Senna macranthera (pau-de-besouro) ¢ estudado quanto a biologia
floral, a ecologia da polinizagdo e sistema e sucesso reprodutivos. A espécie,
autoincompativel e consequentemente dependente de polinizadores, ¢ um fator-chave para a
reproducdo de varias espécies de abelhas, que utilizam o poélen de suas flores na alimentacao
das larvas. Em conjunto, esses trés estudos trazem informacdes inéditas e importantes sobre a

biologia reprodutiva de espécies da principal familia de plantas da Caatinga.



FUNDAMENTACAO TEORICA

1. Biologia Reprodutiva de Leguminosae, com énfase nas subfamilias Caesalpinioideae e

Mimosoideae

As Leguminosae constituem a terceira maior familia de angiospermas, com 19.325
espécies distribuidas em 727 géneros e trés subfamilias: Caesalpinioideae, Mimosoideae e
Papilionoideae (LEWIS et al., 2005). Sdo componentes principais da maioria dos tipos
vegetacionais do mundo e apresentam enorme importancia economica (LEWIS et al., 2005).
O nome da familia ¢ uma questdo polémica: enquanto muitos especialistas utilizam o termo
“Leguminosae”, outros propdem “Fabaceae”, sendo ambos aceitos pelo Cédigo Internacional
de Nomenclatura Botanica de 2006, o Cdédigo de Viena (ICBN, 2006). Essa questao foi
discutida no tratado mais recente sobre a taxonomia da familia (“Legumes of the World”,
LEWIS et al., 2005). Para evitar ambiguidades, uma vez que o termo Fabaceae pode ser
utilizado tanto para denominar a familia como um todo, como para se referir apenas a
subfamilia Papilionoideae, que ja foi anteriormente elevada a categoria de familia
(Papilionaceae), os autores optaram pelo uso do termo Leguminosae (LEWIS et al., 2005).
Esta também ¢ a posi¢ao adotada no presente trabalho.

Parte do sucesso evolutivo da familia ¢ atribuida a grande elaboragdo de suas
construgdes florais e mecanismos reprodutivos (ENDRESS, 1994). Sendo um grupo tao
numeroso, diversificado e com muitas espécies economicamente importantes, falar sobre a
biologia reprodutiva de Leguminosae ¢ uma tarefa praticamente inesgotavel. Desde a revisao
feita por Arroyo (1981), ha quase trinta anos, € com os avangos em diversas areas da biologia,
¢ de se esperar que o conhecimento sobre a reproducao de suas espécies tenha se ampliado

bastante, especialmente em se tratando das espécies tropicais, que comegaram a ser estudadas



de forma mais intensa nesse periodo. No entanto, mesmo com todo esse avango, alguns
padroes reconhecidos desde o trabalho pioneiro de Arroyo (1981) permanecem validos e
serdo abordados a seguir, com as devidas atualizagdes, quando pertinentes.

Com relagdo ao sistema sexual, ha o predominio do hermafroditismo, sendo a dioicia
pouco comum na familia, com a maioria dos casos verificada em Caesalpinioideae;
andromonoicia foi verificada para algumas Caesalpinioideae, poucas Papilionoideae e
aproximadamente metade das Mimosoideae (ARROYO, 1981). Autoincompatibilidade foi
registrada em espécies das trés subfamilias, embora em propor¢des diferentes: uma vez que ha
forte correlagdo entre autoincompatibilidade e habito lenhoso (STEBINS, 1957), esse sistema
reprodutivo ¢ mais comum em Caesalpinioideae ¢ Mimosoideae, cuja maioria das espécies ¢
lenhosa, do que em Papilionoideae, onde ha riqueza de espécies herbaceas (ARROYO, 1981;
ENDRESS, 1994). A ocorréncia de apomixia foi observada nos géneros Senna
(Caesalpinioideae) e Acacia (Mimosoideae) (cf. KEARNEY, 2003).

A familia ¢ principalmente melitofila e, devido ao seu grande niimero de espécies e
representatividade nos mais variados ecossistemas, constitui uma importante fonte de
alimento para as abelhas (ARROYO, 1981). Em geral, as leguminosas melitofilas podem ser
classificadas como generalistas, sendo incomum a dependéncia de um niimero limitado de
abelhas (ARROYO, 1981). As flores nos membros das subfamilias Caesalpinioideaec e
Mimosoideae, geralmente abertas e sem necessidade de manipulacdo especial, sdo
relativamente menos dependentes de abelhas do que as Papilionoideae, nas quais os
mecanismos florais mais especializados tendem a excluir qualquer visitante que nao as
abelhas (ARROYO, 1981). Assim, interacdes com um amplo espectro de tipos de insetos sdao
mais comuns naquelas duas subfamilias (ARROYO, 1981).

No entanto, como ¢ de se esperar para um grupo tdo rico ¢ que ocupa quase todas as

faixas de habitats das plantas terrestres (LEWIS et al., 2005), a diversificagdo das estruturas



florais e a adaptacdo a todos os tipos de polinizadores podem ser encontradas nas
Leguminosae. A familia apresenta grande irradiacdo adaptativa de sindromes florais (Sensu
VOGEL, 1990), constituindo um grupo bastante expressivo para alguns sistemas de
polinizagdo menos frequentes do que a melitofilia, ocorrendo espécies polinizadas por aves,
morcegos, borboletas e esfingideos nas trés subfamilias (ARROYO, 1981; VOGEL, 1990;
ENDRESS, 1994; veja também KOPTUR, 1983; VOGEL et al., 2005; BORGES et al.,
2009).

Apesar das trés subfamilias apresentarem muitas caracteristicas da estrutura floral em
comum, ha uma grande diversidade de formas florais (ENDRESS, 1994). Além disso, cada
subfamilia evoluiu um conjunto de tendéncias compartilhadas por um grande nimero de
espécies, como sera visto em mais detalhes a seguir para Caesalpinioideac ¢ Mimosoideae,

que englobam as espécies abordadas neste trabalho.

1.1 — Subfamilia Caesalpinioideae

Ha dez anos, Lewis et al. (2000) realizaram uma revisdo sobre a biologia reprodutiva
da subfamilia Caesalpinioideae, reconhecendo que, dentre as Leguminosae, este € o grupo que
apresenta a maior diversidade de arranjos florais. Os autores reconheceram que diversas
formas florais e modos de reprodug@o podem ter surgido repetidas vezes dentro da subfamilia.
Infelizmente, a parafilia do grupo e a escassez de filogenias para varios de seus subgrupos
ainda ndo permitem a determinagao das dire¢oes dessas mudangas (LEWIS et al., 2005).

As Caesalpinioideae possuem a maioria dos membros didicos da familia e certo
nimero de espécies andromonodicas, conforme referido anteriormente (ARROYO, 1981;
LEWIS et al., 2005). Embora poucas espécies tenham sido testadas com rela¢do ao sistema

reprodutivo, observa-se o predominio de espécies autoincompativeis. A unidade de atracao



pode ser a flor individual, inflorescéncias inteiras ou partes delas (ENDRESS, 1994). As
flores vao de fraca a altamente zigomorfas, com ocorréncia expressiva de assimetria floral,
observada especialmente nos géneros Senna ¢ Chamaecrista (ARROYO, 1981; ENDRESS,
1994). Dentro desse contexto, outras caracteristicas importantes encontradas em larga escala
na subtribo Cassiinae sdo a enantiostilia e a heteranteria (MARAZZI et al., 2007, MARAZZI,
ENDRESS, 2008), estreitamente relacionadas com a polinizagdo por vibragdo (“buzz-
pollination”, BUCHMANN, 1983). Do mesmo modo que para a familia, as espécies da

subfamilia sdo predominantemente melitofilas (ARROYO, 1981).

1.2 — Subfamilia Mimosoideae

Se poucas espécies de Caesalpinioideae foram estudadas com relagdo a biologia
reprodutiva, as Mimosoideae ndo apresentam um quadro melhor. Com exce¢do de alguns
géneros, como Acacia e Inga, com varias espécies estudadas (ha inclusive uma revisdo sobre
a biologia reprodutiva no género Acacia, ver KENRICK, 2003 ¢ STONE et al., 2003), uma
pequena fragao da subfamilia foi cuidadosamente analisada.

As Mimosoideae constituem o grupo de Leguminosae mais conservado com relacdo a
forma floral (QUEIROZ, 2009). Flores pequenas, actinomorfas e densamente agregadas em
inflorescéncias, que passam a constituir a unidade de polinizacdo, sdo a regra (ARROYO,
1981). Outra caracteristica marcante no grupo ¢ a ampla ocorréncia de flores estaminadas e
hermafroditas num mesmo individuo (andromonoicia) e a liberagdo de grdos de podlen de
forma agrupada através de tétrades ou massas com maior nimero de grdos, denominadas
poliades (ARROYO, 1981; ENDRESS, 1994; QUEIROZ, 2009). Também aqui ha o
predominio de espécies autoincompativeis (ARROYO, 1981). A subfamilia ¢ basicamente

melitofila, mas outros vetores de pdlen sao frequentes em alguns géneros, como em Inga, por



exemplo, que apresenta varias espécies polinizadas por morcegos ou esfingideos (e.g.
KOPTUR, 1983; CRUZ-NETO; LOPES; MACHADO, 2007) ¢ Mimosa, onde ja foram
registradas espécies ornitofilas e quiropterofilas (ver VOGEL; LOPES; MACHADO, 2005).

E interessante observar que vérios aspectos da biologia reprodutiva foram importantes
para a compreensdo da evolucdo e das relagdes filogenéticas na subfamilia Mimosoideae.
Muitas tendéncias evolutivas no grupo foram baseadas em caracteres reprodutivos, como
expressao sexual, polinizacao, palinologia, dentre outros (ver ELIAS, 1981), mas muito ainda
se tem para estudar e parte do fato da subfamilia ser mais negligenciada decorre nao sé da
riqueza de espécies, mas também por suas flores serem diminutas e dificultarem experimentos

detalhados.

2. A Caatinga

Apesar de apresentar distribuicdo cosmopolita, a maior diversidade de Leguminosae
encontra-se nos tropicos (ENDRESS, 1994), sendo a familia particularmente importante em
areas tropicais sazonais (PROCTOR; YEO; LACK, 1996). No Brasil, um importante exemplo
desse tipo de ambiente ¢ a Caatinga, uma formagao vegetacional decidua e xeréfila inserida
no dominio do semidrido brasileiro, sendo Leguminosae a familia mais rica em espécies do
ecossistema (QUEIROZ, 2009).

Para Ferri (1980) e Rizzini (1997), caatinga é um termo genérico para designar um
complexo de vegetagdo decidual e xerodfila, constituida por vegetais lenhosos, com uma
composi¢ao floristica ndo uniforme e rica em cactaceas e bromelidceas rigidas. A vegetacao
da Caatinga ¢ propria e peculiar e os diferentes tipos vegetacionais sdo determinados,
principalmente, pelo bindmio clima-solo (ANDRADE-LIMA, 1981). Os dominios

geomorfologicos da Caatinga correspondem (1) aos terrenos da porgao cristalina, com solos



rasos, argilosos e rochosos, e (2) aos terrenos da bacia sedimentar, com solos profundos e
arenosos (SAMPAIO, 1995). O clima dessa regido é de carater semi-arido quente, com
temperaturas altas (24 a 29° C), precipitacdes escassas (entre 250 ¢ 1000 mm/ano) e
irregulares, podendo apresentar até 10 meses de seca (ANDRADE-LIMA, 1981). Tais
variagdes climaticas e edaficas, associadas ao relevo, fazem com que a Caatinga englobe um
nimero elevado de formagdes e tipos vegetacionais (FERRI, 1980; ANDRADE-LIMA,
1981).

A Caatinga ¢ a Uinica grande regido natural brasileira cujos limites estdo inteiramente
restritos ao territorio nacional (LEAL et al., 2003), ocupando cerca de 800.000 km? do
Nordeste brasileiro e 11% do territério nacional (RIZZINI, 1997). Apesar disso, ¢ o dominio
fitogeografico menos estudado do pais e um dos menos conhecidos da América do Sul,
sofrendo ainda um processo antigo e continuo de alteragdo ambiental, o que vem ocasionando
a perda de biodiversidade no ecossistema (LEAL et al., 2003). Sendo uma regido pouco
estudada, sua diversidade bioldgica tem sido freqiientemente subestimada (LEAL et al.,
2003). Esforcos recentes, no entanto, tém evidenciado o valor bioldégico da Caatinga, sendo
reconhecidos como endémicos cerca de 18 géneros e 318 espécies vegetais (GIULIETTI et
al., 2002).

Recentemente, a Caatinga vem sendo mais estudada em relagdo a biologia reprodutiva
de suas plantas (e.g. MACHADO; LOPES, 2004; MACHADO; LOPES; SAZIMA, 2006,
LEITE; MACHADO, 2010) e, de maneira geral, os trabalhos apontam para a semelhanga
entre a Caatinga e outros ecossistemas florestais tropicais. De acordo com Machado e Lopes
(2004), apesar das restricdes climaticas, a Caatinga apresenta sistemas de polinizagao
diversificados ¢ com poucas flores generalistas. H4 predominio de autoincompatibilidade
(MACHADO; LOPES; SAZIMA, 2006; LEITE; MACHADO, 2010), o que implica que

muitas espécies dependem de vetores de polen para se reproduzir. Uma vez que as condigdes



climaticas mais severas desse ambiente parecem, a principio, restringir a biodiversidade e a
riqueza das interagdes entre as espécies, esses resultados sdo fundamentais para demonstrar a

importancia ecologica da Caatinga.
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Resumo

Anadenanthera colubrina var. cebil (Griseb.) Altschul é uma Leguminosae arborea
amplamente distribuida nas florestas tropicais sazonais secas da América do Sul. O objetivo
deste trabalho foi investigar diversos aspectos da biologia reprodutiva da espécie, incluindo o
sistema sexual, a biologia floral, a ecologia da polinizagdo e o sistema reprodutivo. O estudo
foi realizado em 2007 e 2009 no municipio de Serra Talhada, PE, Nordeste do Brasil. A
espécie floresceu na estacao seca e as inflorescéncias do tipo glomérulo sdo heteromorficas,
com flores masculinas na base e hermafroditas no apice, caracterizando andromonoicia. A
antese ¢ diurna e algumas flores por inflorescéncia apresentam néctar. Os principais
polinizadores foram abelhas (a introduzida Apis mellifera ¢ a autdctone Trigona spinipes),
mas também foram registradas espécies de vespas (Polybia occidentallis e Vespidae sp.) ¢
uma de borboleta (Hemiargus hanno). O nimero médio de 6vulos por flor foi 16 ¢ cada
poliade possui 16 grios de polen. O Indice de Autoincompatibilidade foi de 0,1 ¢ houve baixa
formagdo natural de frutos. A andromonoicia encontrada em A. colubrina é o primeiro
registro para o género. A relagdo de 1:1 entre nimero de graos de podlen por poliade e numero
de ovulos por flor ¢ comum na subfamilia, com muitos casos de espécies onde uma poliade ¢
capaz de fecundar todos os ovulos de uma flor. A espécie ¢ autoincompativel e, portanto,
dependente de vetores de pdlen para a reprodugdo, mostrando-se generalista em relacdo aos
polinizadores. Por apresentar floracdo em massa e na estagdo seca, cada individuo florido de

A. colubrina torna-se uma importante fonte de recurso para a fauna local.

Palavras-chave: Andromonoicia; Autoincompatibilidade; Biologia floral; Caatinga;

Polinizac¢do generalista
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Introducéo

As Leguminosae constituem a terceira maior familia de angiospermas e sao
componentes principais da maioria dos tipos vegetacionais do mundo (Lewis et al. 2005).
Parte do sucesso da familia ¢ atribuida a grande elaboragdo de suas construgdes florais
(Endress, 1994) e, nesse contexto, a subfamilia Mimosoideae ¢ a que apresenta a forma floral
mais conservada (Queiroz, 2009). Algumas caracteristicas marcantes no grupo sao o grande
desenvolvimento dos estames e a reducao do perianto, originando flores do tipo pincel, ¢ a
redu¢do do tamanho e o adensamento das flores, gerando uma compactacao da inflorescéncia
(Arroyo, 1981; Endress, 1994). Como consequéncia, a atratividade floral ¢ exercida pelo
androceu e, na maior parte das espécies, a unidade de polinizagdo ¢ a inflorescéncia (Arroyo,
1981; Endress, 1994).

Apesar da forma floral das Mimosoideae ser relativamente conservada, ha grande
variacdo na biologia floral, na ecologia da polinizacao e no sistema reprodutivo do grupo (ver
Arroyo, 1981; Kenrick, 2003; Koptur, 1983; Stone et al., 2003; Vogel, 1990, Vogel et al.,
2005). No entanto, provavelmente devido ao diminuto tamanho das flores de grande parte de
suas espécies € ao arranjo denso das inflorescéncias, que geram dificuldades metodologicas de
manipulagdo, a subfamilia ¢ relativamente pouco estudada com relagdo a biologia reprodutiva.
Para a tribo Mimoseae, a maior da familia, isto é particularmente expressivo.

A maioria dos taxa da tribo Mimoseae ocorre em areas semidridas ndo tolerantes ao
fogo, ricas em plantas suculentas e pobres em gramineas, ¢ 34% dos géneros e 76% das
espécies do grupo sdo endémicas do continente americano (Schrire et al., 2005). A Caatinga,
uma formagdo vegetacional que ocupa a maior parte do Nordeste do Brasil, ¢ um exemplo

desse tipo de area e, de fato, as Mimoseae se sobressaem como uma das tribos de leguminosas
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mais ricas no ecossistema, com 10 géneros e 55 espécies (cf. Queiroz, 2009), destacando-se,
dentre elas, Anadenanthera colubrina.

O pequeno género arboreo Anadenanthera Speg., endémico do Novo Mundo, possui
apenas duas espécies, A. colubrina e A. peregrina (Luckow, 2005). Anadenanthera colubrina
(Vell.) Brenan, popularmente conhecida como angico ou cebil, apresenta duas variedades,
cebil e colubrina, sendo a variedade cebil a mais frequente ¢ um dos classicos exemplos de
espécies que apresentam a distribuicdo do “Arco Pleistocénico”, proposta por Prado e Gibbs
(1993) para explicar a ligacdo passada entre as florestas tropicais sazonais secas da América
do Sul. O maior nucleo de distribui¢do da variedade ¢ a Caatinga, principalmente as areas de
Caatinga arbdrea, onde se torna um dos elementos dominantes (Prado e Gibbs, 1993; Queiroz,
2009). A espécie ¢ bastante utilizada pelo homem, destacando-se o seu uso como madeireira,
alucinogeno e na curti¢do de couro (Luckow, 2005; Queiroz, 2009).

O objetivo deste trabalho foi investigar diversos aspectos da biologia reprodutiva de
Anadenanthera colubrina var. cebil (Griseb.) Altschul, em uma area de Caatinga, incluindo a
fenologia reprodutiva, o sistema sexual, a biologia floral, a ecologia da polinizagdo e o

sistema reprodutivo da espécie.

Material e métodos

Local do estudo

O estudo foi realizado entre outubro e dezembro de 2007 e em novembro de 2009 na
Estacdo Experimental de Serra Talhada do Instituto Agrondmico de Pernambuco (IPA)
(07°56°37.0"°S, 38°17°42.3’0), localizada no municipio de Serra Talhada, estado de

Pernambuco, Brasil, distante 430 km do litoral. A area encontra-se a uma altitude de 500 m e
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apresenta temperatura e precipitagdo médias anuais de 24,8 °C e 679 mm, respectivamente
(Ferraz et al., 2003). Ha forte sazonalidade na precipitagdo pluviométrica, o que ocasiona
déficit hidrico e a ocorréncia de duas esta¢des, uma chuvosa, geralmente de janeiro a maio, e
uma seca, de junho a dezembro (Ferraz et al., 2003). A vegetagdo do local é a Caatinga, uma
formacgao decidua, espinhosa, com plantas ramificadas ¢ alta densidade de individuos, altura
média de 4 m e altura maxima de 13 m e as principais familias encontradas no local sdo
Euphorbiaceae, Leguminosae e Anacardiaceae (Ferraz et al., 2003).

Como em areas preservadas da estagdo as arvores de A. colubrina sdo muito altas (ca.
10 a 15 m), dificultando as observagdes e manipulacdes, os individuos utilizados para as
observagdes de visitantes florais e experimentos de polinizagdo controlada foram aqueles com
parte da copa alcangével através do uso de escada, localizados em areas da estagdo proximas a
pastagens e plantagdes. Para as andlises de flores e inflorescéncias foi utilizado material

coletado tanto de individuos de areas preservadas como de areas degradadas.

Fenologia, Biologia Floral e Ecologia da Polinizacao

Entre os meses de outubro e dezembro de 2007 foram feitas excursdes quinzenais a
area do estudo, o que permitiu definir o periodo e a duracdo da floragdo de individuos e da
populagd@o de A. colubrina. Em 2008, varias excursdes foram realizadas a area do estudo, pelo
menos a cada dois meses, sendo possivel delimitar o periodo de dispersdo dos frutos da
espécie. A morfologia e a biologia floral foram analisadas com o auxilio de
estereomicroscopio € microscopio Optico, utilizando-se material fresco e fixado. Os seguintes
parametros foram avaliados a partir de inflorescéncias fixadas em pré-antese: nimero e
sexualidade de flores por inflorescéncia e numero de 6vulos por flor (N = 10 individuos). O

namero de graos de podlen por poliade foi encontrado na literatura (Buril et al., in press),

19



sendo calculada a razdo “numero de graos de polen por poliade / nimero de 6vulos por flor”,
isto €, quantas poliades sdo necessarias para fecundar todos os 6vulos de uma flor. Além
disso, medidas florais foram feitas a partir de flores fixadas no primeiro dia de antese.

Como a disposi¢do das partes reprodutivas masculinas em relacdo as femininas ¢ a
deiscéncia das anteras nos primeiros momentos da antese poderiam indicar a ocorréncia de
protandria, foi necessario investigar o periodo da func¢do feminina das flores hermafroditas.
Assim, a receptividade estigmdtica, bem como interagdes poOlen-pistilo indicativas de
mecanismos de autoincompatibilidade, foram observadas através de andlises do crescimento
de tubos polinicos em flores de diversos periodos da antese. Para isso, foram feitos
tratamentos de autopolinizagdo manual e polinizagdo cruzada em flores previamente
ensacadas em estadio de pré-antese com posterior coleta e fixacdo em intervalos de tempo
pré-determinados. Os tratamentos foram os seguintes: (1) flores polinizadas apenas no
primeiro dia de antese, (2) flores polinizadas apenas no segundo dia de antese ¢ (3) flores
polinizadas no primeiro e no segundo dia de antese. As polinizagdes ocorreram entre 0800 e
0900 h da manha e a coleta e fixagdo das flores ocorreram 8h, 24h e 48 h apos a polinizagao
(este ultimo horario somente para as inflorescéncias polinizadas no primeiro dia). O material
foi preparado e observado sob microscopia de fluorescéncia segundo método proposto por
Martin (1959).

Os visitantes florais foram observados com relagdo ao comportamento de visita em
cinco arvores durante cinco dias em novembro de 2007 e trés dias em novembro de 2009,
totalizando ca. 60 horas de observagdo. Alguns espécimes foram coletados para posterior
identificacdo, tendo sido depositados como espécimes-testemunho na colecdo entomolodgica
do Laboratorio de Biologia Floral e Reprodutiva da Universidade Federal de Pernambuco.
Sempre que possivel foram feitos registros fotograficos para auxiliar na descricdo do

comportamento de visita.
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Sistema e Sucesso Reprodutivos

O sistema reprodutivo foi avaliado em 2007 através de tratamentos de polinizacio
controlada em cinco individuos distando pelo menos 50 metros entre si. Algumas adaptagdes
foram necessarias para a realizagdo dos testes: (1) Devido a impossibilidade do completo
isolamento de apenas uma flor, a inflorescéncia foi tratada como a unidade de polinizagdo; (2)
Como ndo foi possivel emascular as flores, uma vez que, em botdo, corria-se o risco de
machucar o estigma e no inicio da antese as anteras ja estavam liberando podlen, os
tratamentos de polinizacdo cruzada foram chamados de poliniza¢do mista, uma vez que havia
a possibilidade de haver deposi¢ao de autopdlen junto ao polen dos cruzamentos; e (3) Como
ndo era possivel visualizar os estigmas em meio aos filetes, as polinizagdes foram realizadas
da seguinte maneira: as inflorescéncias doadoras de polen foram previamente isoladas em pré-
antese e coletadas no primeiro dia de antese, sendo entdo “pinceladas” sobre as
inflorescéncias dos tratamentos.

Inflorescéncias em pré-antese foram isoladas com sacos semipermeaveis e, apos o
inicio da antese, os seguintes tratamentos foram realizados: autopoliniza¢do espontanea,
autopolinizagdo manual e polinizacdo cruzada, sendo utilizadas de nove a doze
inflorescéncias por tratamento para cada individuo, totalizando 54 inflorescéncias para
autopolinizagdo espontanea, 49 para autopolinizagdo manual e 49 para polinizagdo mista. No
tratamento de autopolinizacdo espontanea as inflorescéncias permaneceram intactas e isoladas
por cerca de uma semana. Nos tratamentos de autopoliniza¢do manual e polinizagdo cruzada
as inflorescéncias foram polinizadas entre 0800 h e 1100 h da manhd por dois dias
consecutivos, com poélen de inflorescéncias da mesma planta (geitonogamia) e de plantas
diferentes, respectivamente, sendo desensacadas apos uma semana. Embora A. colubrina

apresente um longo periodo de frutificacdo (ca. 10 meses), as observagdes sobre a formagao
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dos frutos foram realizadas cinco e dezenove semanas apoOs as polinizagdes controladas,
quando os frutos imaturos ja apresentavam tamanho avancado. Na observag¢do de cinco
semanas os frutos imaturos foram divididos em trés categorias: (1) pequenos — até 2 cm; (2)
médios — de 2 a 4 cm; e (3) grandes — acima de 4 cm. Além dos tratamentos mencionados
anteriormente, 30 inflorescéncias por individuo foram marcadas e deixadas sob condigdes
naturais para avaliacdo da formacdo natural de frutos. A partir dos resultados obtidos com os
tratamentos de polinizacio controlada foi calculado o indice de Autoincompatibilidade (IAI)
(razdo entre a porcentagem de frutos formados por autopolinizagdo manual ¢ a de frutos

formados por polinizagdo cruzada manual; modificado de Zapata e Arroyo, 1978).

Resultados

Fenologia, Biologia Floral e Ecologia da Polinizagao

Anadenanthera colubrina floresceu do final de outubro ao inicio de dezembro, periodo
que corresponde ao auge e final da estacdo seca no local do estudo. A espécie mostrou-se
caducifolia, sendo que alguns individuos permaneceram sem folhas durante a floragao,
rebrotando no inicio da frutificacdo (entre novembro e dezembro), enquanto outros
apresentaram brotamento foliar concomitante a producdo de flores, a qual, em ambos os
casos, ocorreu em massa ¢ durante cerca de trés semanas por individuo.

As flores de A. colubrina sdo agregadas em inflorescéncias axilares do tipo glomérulo,
cada gema produzindo de duas a cinco inflorescéncias que se desenvolvem sequencialmente.
Cada glomérulo apresenta flores masculinas e flores hermafroditas, sendo, portanto,
heteromorfico, e a espécie, andromondica. O numero total de flores e a propor¢do entre flores

masculinas e hermafroditas variaram de inflorescéncia para inflorescéncia e entre individuos,
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mas a distribuicdo seguiu uma tendéncia: as flores hermafroditas encontraram-se na regiao
superior da inflorescéncia, enquanto as masculinas distribuiram-se na regido inferior. Em
média, o nimero de flores por glomérulo foi de 87,1 (+ 11,11; 76-110), sendo 49,1 flores
masculinas (£ 19,29; 20-80) e 38 hermafroditas (£ 18,33; 13-60) e a média das razdes de
flores masculinas por flores hermafroditas foi de 2,01 (= 1,87; 0,36-6,15) (N = 10
inflorescéncias). Exceto pela supressdo do pistilo, nao ha outras diferengas morfologicas entre
os dois tipos de flores.

As flores sdo sésseis, pentameras e actinomorfas, de cor branca a creme, gamossépalas
e gamopétalas. Tanto o céalice como a corola, com comprimento médio de 2,0 e 3,5 mm,
respectivamente (N = 5 flores), apresentam pequenas lacinias curtas e eretas. O androceu ¢
constituido por 10 estames com longos filetes, maiores do que a corola, com comprimento
médio de 9,0 mm. O tipo floral €, portanto, pincel (sensu Faegri e Pijl, 1979). As anteras
apresentam uma glandula apical, que cai durante as primeiras horas da antese. O gineceu, com
comprimento médio de 6,0 mm, mais curto que o androceu, ¢ monocarpelar, com o ovario
sobre um pequeno gindéforo. O nimero médio de dvulos por flor foi 16 (£ 1,05; 15-18) e, de
acordo com Buril et al. (in press), as poliades sdo constituidas por 16 graos de podlen,
originando uma razao “graos de polen por poliade / 6vulo” de 1:1, isto é, uma poliade ¢ capaz
de fecundar todos os 6vulos de uma flor.

A antese ¢ diurna e as flores comegam a abrir durante a madrugada (ca. 02 00 h). Na
maioria das inflorescéncias, todas as flores se abrem em um unico dia, mas ha casos em que
apenas uma parte das flores se abre em um mesmo dia, ocorrendo a abertura das outras flores
nos dias seguintes. Com o inicio da abertura do célice e da corola, os estames ¢ o estilete, que
se achavam totalmente retorcidos dentro da flor, comecam o processo de distensao,
encontrando-se eretos no inicio da manha (ca. 0600 h). Ja4 no inicio da antese ocorre a

deiscéncia das anteras, que liberam a maior parte do polen nas primeiras horas do dia, entre
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0700 h e 1000 h. As analises da receptividade estigmatica mostraram tubos polinicos
crescendo em pistilos polinizados tanto no primeiro como no segundo dia de antese,
mostrando, portanto, que os estigmas estdo receptivos desde o primeiro dia. Embora o
maximo de distensdo dos filetes ocorra no primeiro dia, durante o segundo dia eles ainda
encontram-se distendidos e com altura superior a dos pistilos. No terceiro dia, os filetes
comegcam a murchar perceptivelmente, enquanto os pistilos continuam eretos. Durante o
mesmo periodo, o ovario também passa por mudangas consideraveis no tamanho e na
coloragdo, apresentando-se menor ¢ totalmente verde no primeiro dia, verde na metade
inferior e avermelhado na metade superior durante o segundo dia, e completamente vermelho
escuro e intumescido no terceiro dia. As flores permanecem presas a inflorescéncia, ainda que
murchas, durante varios dias, desprendendo-se em torno de uma semana apds o inicio da
antese.

As abelhas Apis mellifera (Fig. 1A) e Trigona spinipes (Fig. 1B) (Apidae) foram os
visitantes mais freqiientes, mas outros insetos, como a borboleta Hemiargus hanno (Fig. 1C)
(Lycaenidae), as vespas Polybia occidentallis e Vespidae sp. (Fig. 1D) (Vespidae) e pequenos
besouros (Coleoptera) também foram observados. Com exce¢do dos besouros, que ficavam
por entre as flores bebendo néctar ou coletando polen que havia caido das anteras, sendo
considerados pilhadores, todos os outros visitantes apresentaram os mesmos comportamentos
de visita. Apds o pouso, eles caminhavam sobre a inflorescéncia, detendo-se em algumas
flores para beber néctar e continuando a busca ap6s consumir o recurso de uma flor. Esse
comportamento permitia o contato das partes reprodutivas das flores com a regido ventral, as
pernas e a cabega dos visitantes, que atuaram, entdo, como polinizadores efetivos. Em geral,
as abelhas visitavam vérias flores por inflorescéncia e varias inflorescéncias por individuo,
enquanto a borboleta e as vespas realizavam visitas mais esporadicas e curtas em comparagao

as abelhas.
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Diversos visitantes florais foram observados tanto em inflorescéncias jovens, recém-
abertas, como em inflorescéncias velhas, com varios dias de antese e todos foram vistos
consumindo néctar em pelo menos trés das visitas, mas nem todas as visitas eram
necessariamente para consumo de néctar. Pélen também foi um recurso obtido pelas abelhas,
que foram observadas varias vezes limpando o corpo, principalmente apds as visitas do inicio
da manha. Além de visitar inflorescéncias abertas para beber néctar, Hemiargus hanno foi
observada com grande frequéncia ovipositando em inflorescéncias ainda em fase de botdo. Ao
analisar inflorescéncias fixadas, diversas larvas de insetos foram encontradas. Assim, algumas

visitas de vespas também podem ter ocorrido pela busca por essas larvas.

Sistema e Sucesso Reprodutivos

Cinco semanas apos o inicio dos experimentos, todos os tratamentos apresentaram
frutos imaturos, mas com uma diferenca na quantidade (Tabela 1) e no nivel de
desenvolvimento (Tabela 2), com os maiores valores encontrados no tratamento de
polinizagao mista. Todos os individuos formaram frutos apos polinizagdes mistas, mas apenas
trés e dois individuos iniciaram o desenvolvimento de frutos apds autopolinizagdes manuais e
espontaneas, respectivamente. Ao final do periodo de observagdes, ca. 19 semanas, nao restou
nenhum fruto de autopolinizagdo espontinea e nenhum de polinizagdo natural. Apenas um
fruto de autopolinizagdo manual continuava a se desenvolver, contra oito oriundos de
polinizagio mista e o Indice de Autoincompatibilidade foi de 0,1. Nos tratamentos de
poliniza¢do natural e autopoliniza¢do espontdnea e manual, no maximo um fruto iniciou
desenvolvimento por inflorescéncia, enquanto nas polinizagdes mistas até seis frutos foram
encontrados em uma unica inflorescéncia cinco semanas apds os testes. No entanto, ao final

do periodo de observagdes, as inflorescéncias portavam apenas um fruto, a exce¢do de uma
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inflorescéncia de polinizagao mista, que continha dois frutos. As andlises de crescimento de
tubo polinico mostraram tubos crescendo no estigma e no estilete, mas até 48h apds a
polinizagdo nenhum o6vulo havia sido penetrado, tanto em flores oriundas de polinizagdo

cruzada quanto de autopolinizagdo manual.

Discussao

Com floragdo em massa ¢ no auge da estacdo seca, cada individuo florido de A.
colubrina torna-se uma importante fonte de recurso (néctar, pélen e até local para nidificag¢ao)
para a fauna local. A espécie se mostrou generalista com relagdo aos visitantes florais, sendo
polinizada principalmente por abelhas, mas a presenga de espécies de vespas e uma de
borboleta ndo deve ser desconsiderada. Apesar de ter ocorrido iniciagdo da formacao de frutos
ap6s autopolinizagdo manual e espontdnea, a produgdo foi muito baixa e houve
heterogeneidade entre os individuos com relagdo a este tratamento. Uma vez que a formacgao
de frutos apos polinizagdes mistas foi homogénea e maior que os demais tratamentos, € com
um [AI de 0,1, a espécie deve ser considerada autoincompativel e, portanto, dependente de
vetores de polen para a reproducao.

A andromonoicia encontrada em Anadenanthera colubrina ¢ o primeiro registro para o
género € um novo registro para Mimosoideae, uma vez que a espécie € o género sempre foram
relatados como hermafroditas em descri¢des taxondmicas (e.g. Altschul, 1964; Queiroz,
2009). Cerca de metade dos géneros da subfamilia produz flores masculinas ¢ hermafroditas
no mesmo individuo, porém, a expressao sexual de flores e inflorescéncias nem sempre ¢ um
carater fixo e gradientes morfologicos intra e interpopulacionais ja foram descritos (Arroyo,
1981). Como houve uma grande variagdo nas razdes entre flores masculinas e hermafroditas

(de 0,36 a 6,15) em e entre os individuos analisados, ¢ possivel que A. colubrina também



apresente individuos e populacdes hermafroditas, fato que apenas uma analise em grande
parte de sua area de ocorréncia poderia esclarecer. Além disso, seria interessante avaliar
também A. colubrina var. colubrina e A. peregrina, para compreender até onde a variagcdo na
expressdo sexual ocorre na espécie e no género.

A ampla ocorréncia de andromonoicia em Mimosoideae parece estar relacionada a
transformagdo da inflorescéncia na unidade de polinizacdo, caracteristica da subfamilia. A
hipdtese mais aceita para a evolugdo da andromonoicia seria a regulacdo da energia
reprodutiva (Arroyo, 1981; Zapata e Arroyo, 1978): uma vez que a proporc¢ao de flores que se
transformam em frutos ¢ muito baixa em varias espécies, a producdo de varias flores
masculinas e apenas algumas flores hermafroditas aperfeigoaria o uso da energia reprodutiva,
sem a diminuicdo da atratividade das inflorescéncias e o prejuizo da fungdo masculina
(dispersao de polen). No entanto, como varias espécies de angiospermas apresentam altas
taxas de aborto de flores, mas relativamente poucas sao andromonoicas, Bawa e Beach (1981)
levantaram algumas situagdes em que a andromonoicia ndo seria vantajosa. De acordo com os
autores, o nao desenvolvimento de pistilos seria desvantajoso nos seguintes casos: quando ha
modificacdo da morfologia floral e consequente desorganizagdo do sistema de polinizacdo;
quando ha possibilidade de restri¢ao na eficiéncia de sele¢do de progénie através de interagdes
polen-pistilo e reagdes pos-fecundacdo; e quando nao ha previsibilidade para as flores, antes
da polinizagdo, com relacdo ao seu destino como doadoras ou receptoras de polen. As flores
do tipo pincel e as inflorescéncias compactadas das Mimosoideae provavelmente ndo teriam
sua atratividade alterada pela supressdo do pistilo, fator que favorece a evolucdo da
andromonoicia. Porém, a selecdo de progénie e a imprevisibilidade no destino da flor como
doadora ou receptora de pdlen poderiam variar de acordo com a forma da inflorescéncia. Por
exemplo, inflorescéncias glomerulares provavelmente possuem uma maior propor¢ao de

flores visitadas ou que entram em contato com o corpo de um visitante floral do que
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inflorescéncias em espiga, o que aumentaria a possibilidade de ovéarios fecundados e a selecdo
de progénie, bem como maior previsibilidade no destino de mais flores. Dessa forma, ¢ de se
esperar que a andromonoicia seja mais frequente em espécies com inflorescéncias globosas e,
de fato, Arroyo (1981) encontrou que em Mimosoideac a andromonoicia é muito mais
frequente em géneros com inflorescéncias do tipo capitulo (glomérulo), como ¢ o caso de A.
colubrina.

Ao final das observagdes, todos os seis frutos oriundos do tratamento de polinizacao
natural haviam sido abortados, embora as arvores ainda amadurecessem outros frutos,
indicando que sdo necessarias mais de 30 inflorescéncias para cada fruto formado na espécie.
O aborto de flores e frutos imaturos ¢ comum em espécies de arvores tropicais, tendo sido
alvo de vérias pesquisas que tentaram investigar suas causas (Bawa e Webb, 1984). No caso
de A. colubrina, enquanto o alto indice de aborto de flores parece estar relacionado a falta de
polinizagdo, as autopolinizagdes e a geitonogamia, o aborto de frutos, inclusive de alguns
frutos oriundos de polinizagdes mistas, provavelmente tem ligagdo com ajustes entre os
recursos disponiveis e a selecdo de progénie feita pela planta mae. Em um estudo que testou a
hipotese de maturagdo seletiva de frutos na Mimosoideae Acacia caven, Torres et al. (2002)
encontraram diferencas significativas entre germinagdo e pardmetros quantitativos de
plantulas provenientes do tratamento controle (selecdo natural de frutos pela planta mae) e
daquelas oriundas do tratamento experimental (selecdo aleatéoria de frutos pelos
pesquisadores), com melhor performance das sementes e plantulas do tratamento controle.
Nos tratamentos de polinizacdo mista realizados em Anadenanthera colubrina, até seis frutos
foram encontrados em uma unica inflorescéncia cinco semanas apos as polinizagdes, mas
apods 19 semanas, apenas um fruto restava em cada inflorescéncia avaliada, a exce¢do de uma

inflorescéncia que portava dois frutos, indicando que houve selegdo de progénie.
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A selecdo de progénie pode ter uma ligagdo estreita com outra questdo importante que
se junta as altas taxas de geitonogamia: a de cruzamentos entre individuos aparentados
(endogamia). Anadenanthera colubrina apresenta padrdo de distribui¢do espacial do tipo
agregado (Silva e Barbosa, 2000), possui dispersdo autocdrica de sementes e, uma vez que
uma unica poliade € capaz de fecundar todos os dvulos de uma flor, originando um fruto cujas
sementes produzem irmaos completos, ¢ razoavel pensar que as manchas de arvores da
espécie apresentam grandes propor¢des de individuos aparentados. Com uma pequena
distancia de voo (840 m; Kerr, 1987 apud Aratjo et al., 2004), a abelha Trigona spinipes,
principal polinizador autoctone de A. colubrina, provavelmente promove uma grande
quantidade de geitonogamia e¢ de endogamia na espécie. Assim, apesar de alguns
cruzamentos, a principio, ndo serem incompativeis, efeitos deletérios provenientes de
endogamia (depressdo endogamica) podem ocasionar ma formagdo, aborto e menor vigor de
sementes e frutos (Charlesworth e Willis, 2009). Porém, uma vez que nem todos os individuos
de uma mesma mancha florescem ao mesmo tempo (observacdes pessoais), a taxa de
cruzamentos entre individuos aparentados pode ser reduzida. Além disso, seria interessante
avaliar a eficiéncia da abelha introduzida Apis mellifera, que, com uma distancia de voo de até
9,5 km (Beekman e Ratnieks, 2000), pode se mostrar um vetor eficiente para o fluxo polinico
a grandes distancias. Portanto, a autoincompatibilidade e a selecdo de progénie em A.
colubrina explicam a baixa formagdo de frutos na espécie, mas sdo, a0 mesmo tempo, fatores-

chave para a manutencao de sua diversidade genética.
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Tabela 1. Formagao de frutos apos polinizagdes controladas e naturais em Anadenanthera

colubrina var. cebil (Leguminosac - Mimosoiedeae), no municipio de Serra Talhada,

Pernambuco, Brasil.

Tratamento Infl. (N) 5 semanas 19 semanas
Infl. com Frutos Infl. com Frutos
fruto imaturos (N) fruto imaturos (N)
Polinizagdo natural 150 6 (4%) 6 0 0
Autopolinizacdo espontdnea 54 3 (5,55%) 3 0 0
Autopolinizacdo manual 49 5(9,61%) 5 1 (1,92%) 1
Polinizagdo mista* 49 23 (46%) 51 7 (14,28%) 8

* Corresponde a polinizagdo cruzada em inflorescéncias que nao foram emasculadas, podendo

haver certo grau de autopolinizagao.
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Tabela 2. Distribuigdo por categorias de tamanho dos frutos ainda
imaturos oriundos de poliniza¢des controladas e naturais apds cinco
semanas da realizagdo dos tratamentos em Anadenanthera
colubrina var. cebil (Leguminosae - Mimosoiedeae), no municipio
de Serra Talhada, Pernambuco, Brasil. Frutos pequenos: até 2 cm;

frutos médios: de 2 a 4 cm; frutos grandes: acima de 4 cm.

Frutos imaturos

Tratamento Pequenos Médios  Grandes
Polinizagao natural 2 1 3
Autopolinizagdo espontanea 1 2 0
Autopolinizagdo manual 3 2 0
Polinizagdo mista* 18 11 15

* Corresponde a polinizagao cruzada em inflorescéncias que nao

foram emasculadas, podendo haver certo grau de autopolinizagao.



Borges, L.A.A.P. — Biologia Reprodutiva de espécies de Leguminosae na Caatinga

Fig. 1. Polinizadores de Anadenanthera colubrina var. cebil (Leguminosae-Mimosoideae) em

Serra Talhada, Pernambuco, Brasil. (A) Apis mellifera; (B) Trigona spinipes; (C) Hemiargus

hanno; (D) Vespidae sp.
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Resumo

Poliploidia ¢ a variagdo cariotipica mais frequente € 0 mecanismo cromossdmico mais
comum envolvido na evolu¢ao das plantas. Porém, o surgimento de individuos poliploides
ndo ¢ garantia para o estabelecimento de uma linhagem e, nesse aspecto, as relagdes entre
poliploidia e biologia reprodutiva sdo relevantes. Libidibia ferrea (Mart. ex Tul.) L.P. Queiroz
(anteriormente Caesalpinia ferrea Mart. ex Tul.) é uma Leguminosae arborea nativa do Brasil
que apresenta populacoes diploides e tetrapldides. O objetivo deste trabalho foi investigar a
biologia reprodutiva da espécie, incluindo observagdes sobre morfologia, biologia e visitantes
florais, sistema e sucesso reprodutivo dos dois citotipos, além de verificar o grau de
isolamento reprodutivo entre eles. O estudo foi realizado entre 2008 e 2009 nos municipios de
Alagoinha e Pogdo, Pernambuco, Nordeste do Brasil. Libidibia ferrea apresentou floragdo em
massa, relativamente assincronica e na transicdo entre as estacdes seca e chuvosa. Houve
diferenca significativa entre os citotipos com relagdo a todos os parametros morfométricos
avaliados, como o tamanho da corola e o nimero de 6vulos, maiores nos tetraploides. Os
polinizadores efetivos, abelhas nativas dos géneros Centris e Xylocopa, e a introduzida Apis
mellifera, ndo diferiram entre os citotipos, porém, devido a diferenga entre o tamanho dos
estames dos dois grupos, ¢ possivel que haja separacdo espacial do pdlen de dipldides e
tetrapldides no corpo da abelha. Enquanto os diploides se mostraram autoincompativeis
(IAI=0) e com elevado percentual de formacdo de frutos oriundos de polinizagdo cruzada
intraploidia (20%), os tetraploides foram autocompativeis (IAI = 0,47) e obtiveram apenas
3,9% de formacgao de frutos através de polinizagdo cruzada intraploidia. Ambos os citdtipos
apresentaram baixa formag¢ao natural de frutos e sementes e nenhum fruto foi formado através
de cruzamentos entre diploides e tetraploides. Os dados obtidos sdo discutidos em relagao ao

estabelecimento de poliploides e ao padrao de distribuigdo da espécie e suas implicagdes
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taxondmicas sdo uma importante contribuicdo para uma espécie com classificacao

problematica como L. ferrea.

Palavras-chave: Autopoliploide, Biologia Reprodutiva, Caatinga, Fluxo Génico, Poliploidia,

Reflorestamento

Titulo abreviado: Isolamento reprodutivo entre citotipos de Libidibia ferrea
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Introducéo

Poliploidia, a multiplicagdo de conjuntos completos de cromossomos, ¢ um fendmeno
importante na evolucao de muitas linhagens de eucariotos (Ramsey & Schemske, 1998). Nas
plantas, ¢ a variagdo cariotipica mais frequente € 0 mecanismo cromossémico mais comum
envolvido na evolu¢do do grupo (Guerra, 2008), com ocorréncia estimada em até 70 % das
angiospermas (Masterson, 1994). Por afetar todo o genoma, varios aspectos fenotipicos
podem ser influenciados de uma sé vez pela poliploidia (Husband & al., 2008). Partindo de
seu efeito mais imediato, ou seja, o aumento do tamanho celular, a multiplicacdo do genoma
traz diversas mudangas aos organismos poliploides em relacdo a seus progenitores dipldides,
incluindo alteragcdes morfoldgicas, fisiologicas e ecoldgicas (Stebbins, 1940; Levin, 2002).
Algumas dessas modificagdes podem ser adaptativas e muitas vezes 0s organismos
poliploides adquirem caracteristicas que os tornam aptos a suportar condigdes diferentes das
de seus ancestrais diploides, podendo ocupar novos nichos ecoldgicos (Ramsey & Schemske,
1998; Levin, 2002).

Mas o surgimento de individuos poliploides ndo ¢ garantia de que uma nova linhagem
va se estabelecer (Fawcett & Van de Peer, 2010) e, nesse aspecto, as relagcdes entre poliploidia
e biologia reprodutiva sdo relevantes. Embora existam exemplos de diferentes citotipos
ocupando a mesma area, em geral dipldides e poliploides apresentam distribuigdes
geograficas distintas (Thompson & Lumaret, 1992). Levin (1975) argumenta que, além de
diferengas ecologicas ndo notadas a principio por um observador, uma forte explicacdo para
esse padrdo de distribui¢do seria a relagdo entre o sucesso reprodutivo e a frequéncia de um
citotipo. Denominado “Exclusdo do Citotipo em Minoria” ("Minority Cytotype Exclusion"), o
modelo de Levin demonstra que, uma vez que cruzamentos entre diploides e tetraploides

geram zigotos triploides, que sdo invidveis ou quase totalmente estéreis, quanto menor a

41



frequéncia de um citétipo, menor a propor¢ao de cruzamentos compativeis e, portanto, menor
o0 seu sucesso reprodutivo. Essa desvantagem ¢ amplificada nas geragdes posteriores, cada vez
menores e, assim, o citdtipo em minoria ¢ eliminado da populagdo.

Demonstrada empiricamente por Husband (2000) e posteriormente aprofundada (ver
Fowler & Levin, 1984; Felber, 1991; Rodriguez, 1996), a exclusdo do citétipo em minoria
continua sendo o principal modelo para explicar as condi¢des de estabelecimento de um
polipléide em uma populacdo diploide. De acordo com esses trabalhos, os principais fatores
que poderiam contrabalancar ou retardar os efeitos da menor frequéncia de um citdtipo
seriam: as taxas de producdo de gametas ndo reduzidos (relacionadas com a formagdo de
novos poliploides); a separacdo de nicho, a tolerancia e frequéncia de autopolinizagdes ¢ a
imigragdo de polen e sementes (todos relacionados com o aumento do sucesso reprodutivo do
citotipo em minoria); e efeitos estocasticos. Alguns desses fatores sdo independentes da
poliploidiza¢ao, mas dois deles podem ser bastante afetados pelo aumento no nivel de ploidia
e sdo passiveis de selegdo natural, podendo aumentar as chances de estabelecimento dos
poliploides: a separacdo de nicho e a tolerancia e frequéncia de autopolinizagdes, ambos
relacionados a biologia reprodutiva de uma espécie.

Como revisado por Levin (2002), a poliploidia pode ter varios impactos na reproducao
de uma planta. Dentre as alteragdes mais comuns estdo a quebra da autoincompatibilidade ou
mesmo a mudanca de reproducdo sexuada para assexuada, via apomixia (Levin, 1983;
Barringer, 2007); a mudanca no sistema sexual de uma espécie, através da quebra da
autoincompatibilidade e o consequente aumento da depressio endogamica, com posterior
invasdo de plantas mutantes unissexuais, impossibilitadas de autogamia (ver Miller &
Venable, 2000); diferengas fenoldgicas devido ao atraso ou avango no periodo de floracao
(e.g. Husband & Schemske, 2000); e mudancgas na atratividade floral, devido ao aumento no

tamanho e na quantidade de recurso, com consequéncias importantes para as interagdes
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planta-polinizador (e.g. Segraves & Thompson, 1999). Todas essas alteragdes tém
consequéncias tanto para a separagdo de nicho, como para a tolerancia e frequéncia de
autopolinizagdes. Assim, percebe-se por que os aspectos da biologia reprodutiva de uma
planta estdo entre os mais significativos para o estabelecimento de uma linhagem polipléide.
Em um estudo citogenético realizado com varias espécies de angiospermas, Beltrdo &
Guerra (1990) encontraram individuos diploides (2n = 24) e tetraploides (2n = 48) em
Libidibia ferrea (Leguminosae — Caesalpinioideae) e, baseados em similaridades cariotipicas
entre os dois citotipos, os autores sugeriram ser um caso de autopoliploidia. Libidibia ferrea é
uma arvore nativa do leste e nordeste do Brasil que apresenta ampla distribuicdo geografica e
grande variabilidade morfologica, atributo que levou a criagdo de diversas proposi¢des de
classificagdo infraespecifica (Lewis, 2005; Queiroz, 2009). E possivel que essa alta variagio
morfoldgica seja decorrente da poliploidia encontrada na espécie. Dessa forma, o objetivo
deste trabalho foi analisar varios aspectos da fenologia reprodutiva, morfologia floral e
biologia reprodutiva de L. ferrea, incluindo observagoes tanto para individuos dipléides como

para tetrapldides, e verificar o grau de isolamento reprodutivo entre os citdtipos.

Materiais e Métodos

Espécie estudada

Libidibia (DC.) Schltdl. ¢ um género neotropical segregado de Caesalpinia, com seis a
oito espécies de arvores ou arbustos que ocorrem principalmente em florestas estacionais
secas (Lewis, 2005). Recentemente, Queiroz (2009) propds a nova combinagdo da Unica
espécie do género nativa do Brasil, Libidibia ferrea (Mart. ex Tul.) L.P. Queiroz,

popularmente conhecida como juca ou pau-ferro. A espécie ocorre no leste e nordeste do pais,
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em florestas estacionais secas e na Caatinga, um tipo de floresta seca com porte baixo e
caracteristicas xeromorfas encontrada no semiarido brasileiro (Lewis, 2005; Queiroz, 2009).
Com grande variabilidade morfoldgica, atualmente sdo reconhecidas quatro variedades para a
espécie: Libidibia ferrea var. ferrea, L. ferrea var. glabrescens, L. ferrea var. leiostachya e L.
ferrea var. parvifolia (Queiroz, 2009). Libidibia ferrea var. leiostachya ¢ restrita a floresta
atlantica do Rio de Janeiro (Rizzini & Mattos-Filho, 1968), enquanto L. ferrea var. parvifolia
ocorre tanto em areas de floresta atlantica como em areas de Caatinga, ¢ L. ferrea var. ferrea e
L. ferrea var. glabrescens sdo encontradas apenas na Caatinga (Queiroz, 2009). Portanto, a
Caatinga ¢ a Unica regido onde trés das quatro variedades podem ser encontradas.
Considerando que, em geral, organismos tetraploides apresentam dimensdes maiores
do que os dipldides (Stebbins, 1940) e que um dos caracteres para o diagnostico das diferentes
variedades de L. ferrea é o tamanho dos foliolos (Queiroz, 2009), ¢ possivel que L. ferrea var.
parvifolia, com foliolos menores do que 0,9 cm (Queiroz, 2009), seja constituida de
individuos diploides, enquanto L. ferrea var. ferrea e L. ferrea var. glabrescens, com foliolos
maiores do que 1,5 cm (Queiroz, 2009), sejam constituidas por tetraploides. Entre as duas
ultimas variedades, a diferenga basica encontra-se na densidade de tricomas revestindo os
foliolos, os quais sdo pubescentes em L. ferrea var. ferrea, e glabros em L. ferrea var.
glabrescens. O presente trabalho incluiu as variedades L. ferrea var. ferrea, L. ferrea var.

parvifolia e L. ferrea var. glabrescens, como sera descrito a seguir na area do estudo.

Area do estudo

Através das informagdes presentes nas exsicatas de L. ferrea depositadas no herbario

UFP da Universidade Federal de Pernambuco, foi possivel concluir que todas as trés

variedades da espécie que ocorrem na Caatinga podem ser encontradas no Estado de
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Pernambuco, Brasil. Assim, para a localizagdo de uma area com ocorréncia de individuos
diploides e tetraploides relativamente proximos foi feita a andlise do material da espécie
coletado nesse Estado e disponivel no herbario UFP. Baseando-se na relagdo entre poliploidia
e aumento nas dimensdes de um organismo, citada anteriormente, as exsicatas foram
classificadas em: (1) potencialmente dipléides (foliolos com até 0,9 cm de comprimento) ou
(2) potencialmente tetraploides (foliolos com comprimento maior do que 1,5 cm). As
exsicatas que apresentaram foliolos com dimensdes intermedidrias, gerando incerteza na
classificagdo, ndo foram enquadradas em nenhuma das categorias e ndo foram consideradas
para este estudo. De acordo com este levantamento prévio, a maioria das localidades
apresentou apenas um citotipo e, além disso, uma tendéncia foi observada: individuos
potencialmente dipldides ocorreram em areas de florestas secas situadas proximas do litoral
(como na Mata Pedra de Mesa, em Nazar¢ da Mata) ou em areas com altitude mais elevada no
interior do Estado (como o Parque Nacional do Catimbau, em Buique), enquanto os
individuos potencialmente tetrapldides localizaram-se por todo o interior do Estado, em areas
de Caatinga com altitudes inferiores a 800 m (dados ndo publicados).

Em seguida a esta etapa inicial, foram realizadas excursdes a campo entre os anos de
2007 e 2008 para observagdes ¢ coleta de sementes da espécie. Esse material foi utilizado na
analise do nivel de ploidia dos individuos amostrados (o método empregado ¢ descrito a
seguir) ¢ determinagdo da(s) ploidia(s) ocorrentes em cada local. Espécimes-testemunho de
individuos dipléides e tetraploides foram depositados no Herbario UFP da Universidade
Federal de Pernambuco.

Apds a determinagdo do nivel de ploidia de individuos das varias localidades
amostradas, a area escolhida para a realizacdo do estudo foi aquela compreendida entre os
municipios de Alagoinha (08°29°S, 36°49°0), com individuos tetrapléides, e Pocao (08°11°S,

36°42°0), cuja maioria dos individuos é dipldide, mas com ocorréncia de alguns individuos
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tetraploides. Os diploides encontrados encaixam-se na descrigdo de L. ferrea var. parvifolia,
enquanto alguns tetraploides encaixam-se na descrigdo de L. ferrea var. ferrea e outros na de
L. ferrea var. glabrescens.

Os municipios escolhidos localizam-se a ca. 200 km do litoral, no semidrido do Estado
de Pernambuco, ¢ distam ca. 30 km entre si. Estdo inseridos no Maci¢o da Borborema, mas a
diferentes altitudes e condi¢des dessa formacao: Alagoinha, a ca. 700 m a.n.m., encontra-se
nas Plataformas Aplainadas, ¢ Pocdo, a ca. 1030 m a.n.m., encontra-se nas Superficies de
Niveis Elevados, onde a maior altitude ¢ a disposi¢do geografica suavizam o clima, que
apresenta maior umidade ¢ temperaturas mais amenas, ¢ consequentemente influenciam a
vegetacdo (Araujo-Filho & al., 2000). Assim, Alagoinha apresenta maior temperatura média
anual (21,6 °C) e menor precipitagcdo pluviométrica anual (597 mm) do que Pogao (19,5 °C e
753 mm, respectivamente) (LAMEPE, 2010). Aos baixos indices da precipitagdo
pluviométrica soma-se a sua distribuicdo fortemente sazonal e, dessa forma, tem-se duas
estagoes bem definidas, uma chuvosa e uma seca. Em Alagoinha, a estagdo chuvosa, de seis
meses, ocorre de fevereiro a julho, enquanto em Pogao o periodo chuvoso ¢ de sete meses, de
janeiro a julho (LAMEPE, 2010). A vegetacgdo tipica em Alagoinha ¢ a Caatinga Hipoxerdfila
e em Pogao existem tanto areas de Caatinga Hipoxerofila, quanto Brejos de Altitude (Floresta
Subcaducifélia), dependendo do lado em que se encontra da serra (Aratjo-Filho & al., 2000).
Embora a vegetagdo local esteja bastante alterada, especialmente para a obtencdo de lenha e a
criacdo pecuaria, sendo os Brejos de Altitude as areas mais atingidas (Aragjo-Filho & al.,
2000), ¢é possivel avistar varios individuos de L. ferrea por entre as pastagens, uma vez que a

espécie ¢ mantida por prover sombra e forragem para o gado.

Analises citogenéticas
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O nivel de ploidia de todos os individuos utilizados neste estudo foi determinado
através da analise do numero cromossdmico de plantulas oriundas das sementes coletadas de
cada individuo, utilizando-se de uma a trés plantulas por arvore amostrada. As sementes
foram escarificadas com acido sulfurico e postas para germinar em placas de Petri com papel
filtro embebido em agua destilada. Apds a germinagdo, as pontas das radiculas foram pré-
tratadas com 8-hidroxiquinoleina (0,002M) a 10 °C por 24 horas, fixadas em etanol:acido
acético (3:1; v/v) a temperatura ambiente por 2 a 24 horas e armazenadas a — 20 °C. O
material foi hidrolisado em HCl 5N e corado com Giemsa 2%, sendo observado em
microscopio Optico para contagem cromossdmica de células em metafase. Nenhuma das
sementes que germinaram apresentou poliembrionia.

Foram analisados também o numero e a morfologia cromossomicos para os dois
citotipos de L. ferrea. Para a preparagdo das laminas, as pontas das raizes foram lavadas em
agua destilada e digeridas em solucdo de 2% celulase (Onozuka) - 20% pectinase (Sigma) a
37 °C por 90 minutos. O meristema foi macerado em uma gota de acido acético 45% e a
laminula foi removida em nitrogénio liquido. O material foi corado com DAPI 2 pg/mL por
60 min (Barros e Silva & Guerra, 2010). As laminas foram montadas em tampao glicerol-
Mcllvaine pH 7,0 (1:1) e novamente envelhecidas por trés dias antes da andlise no
microscopio de fluorescéncia Leica DMLB. A captura de imagens foi feita com uma camera
de video Cohu CCD e software Leica QFISH. As imagens foram posteriormente editadas no

Adobe Photoshop CS3 versao 10.0.

Fenologia, morfologia e biologia floral

Entre os meses de dezembro de 2007 e marco de 2008 e entre dezembro de 2008 ¢

marc¢o de 2009 foram feitas excursdes quinzenais a area do estudo, o que permitiu definir o
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periodo e a duragdo da floragdo de individuos e das populagdes de L. ferrea. Através das
excursdes para coleta de frutos, realizadas em diversos meses de 2007 e 2008, foi possivel
delimitar o periodo de dispersdo dos frutos da espécie. Observacdes sobre a morfologia ¢ o
tipo floral, o sistema sexual e a antese da espécie foram feitas para individuos diploides e
tetrapldides. Os seguintes parametros foram avaliados para cinco individuos de cada citotipo:
1) comprimento horizontal e vertical da corola; 2) comprimento total dos estames, do ovario e
do estilete; 3) comprimento parcial do conjunto de estames e pistilo, medido do &pice das
anteras e estigma até a pétala estandarte, o que corresponde a plataforma de pouso das abelhas
durante a visita; 4) naimero de 6évulos por flor; 5) viabilidade polinica; e 6) diametro equatorial
dos graos de podlen. Para os trés primeiros parametros utilizou-se a média de trés flores por
individuo e para os trés ultimos foi utilizada a medida de uma flor por individuo. A
viabilidade polinica foi avaliada através de coloragdo do citoplasma, segundo método
proposto por Alexander (1980), avaliando-se 200 grdos por lamina/antera, sendo quatro
laminas por individuo. O didmetro equatorial dos graos foi medido com ocular micrométrica,
sendo avaliados 20 graos de pdlen por lamina/antera. Como a Unica diferenca entre as flores
de tetraploides das variedades ferrea e glabrescens ¢ a pilosidade do ovario (Queiroz 2009),

suas medidas foram agrupadas na categoria dos tetraploides.

Visitantes florais

Os visitantes florais foram observados em seis individuos tetraploides durante a
floragdo de 2008 e em cinco individuos diploides e cinco tetrapldides durante a floragdo de
2009, totalizando ca. 160 horas de observagdo distribuidas entre os meses de janeiro e
fevereiro dos dois anos. De acordo com o comportamento de visita, os visitantes foram

classificados em: 1) polinizadores efetivos, quando coletavam néctar e tocavam as partes
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reprodutivas da flor com a regido ventral do corpo, 2) polinizadores ocasionais, quando
coletavam polen e, devido a proximidade entre as anteras e o estigma, poderia ocorrer a
polinizagdo, ou quando coletavam néctar e ocasionalmente tocavam as partes reprodutivas da
flor, e 3) pilhadores, quando coletavam néctar e nunca tocavam anteras ¢ estigma. Espécimes
foram coletados para posterior identificacdo, tendo sido depositados como material
testemunho na cole¢do entomologica do Laboratério de Biologia Floral e Reprodutiva da
Universidade Federal de Pernambuco. Sempre que possivel foram feitos registros fotograficos

para auxiliar na descricdo do comportamento de visita.

Sistema reprodutivo e isolamento entre os citétipos

O sistema reprodutivo e o isolamento entre dipldides e tetraploides de L. ferrea foram
analisados através de tratamentos de polinizagdo controlada realizados nos episddios
reprodutivos de 2008 e 2009, entre janeiro e fevereiro de cada ano, sendo utilizados seis
individuos tetrapléides de Alagoinha em 2008 e cinco individuos dipléides de Pogdo e cinco
tetrapldides de Alagoinha (sendo dois reaproveitados do ano anterior) em 2009. Os individuos
tetraploides pertenciam as variedades ferrea e glabrescens e ambas atuaram como doadora ¢
receptora de polen. Todos os individuos receberam os tratamentos de autopolinizagdo manual
e polinizagdo cruzada, os quais foram realizados em flores recém-abertas, previamente
ensacadas com sacos semipermeaveis quando em estagio de pré-antese. Apds as polinizagdes,
as flores foram mantidas encobertas por dois dias, sendo entdo desensacadas e acompanhadas
para a observagao da formagao de frutos.

Os tratamentos realizados foram os seguintes: (1) autopoliniza¢do manual (N = 160
flores, sendo 2 — 19 flores por individuo em 2008 e N = 10 flores por individuo em 2009); (2)

polinizagdo cruzada entre individuos do mesmo citotipo (intraploidia) (N = 201 flores, sendo
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5 — 21 flores por individuo em 2008 e N = 12 flores por individuo em 2009); e (3) polinizagao
cruzada entre individuos diploides e tetraploides (interploidia) (N = 120 flores, sendo 12
flores por individuo em 2009). Para as polinizagdes cruzadas, cada planta-mae recebeu polen
de seis doadores em 2008, sendo utilizadas de uma a cinco flores por doador, e de quatro
doadores de podlen dipldides e quatro tetrapldides em 2009, sendo utilizadas trés flores da
planta-mie por doador. A partir dos resultados encontrados foi calculado o Indice de
Autoincompatibilidade, isto ¢, a razdo entre a porcentagem de frutos formados por
autopolinizacdo manual e a de frutos formados por polinizagdo cruzada manual (modificado
de Zapata & Arroyo, 1978), onde um valor até 0,2 indica uma espécie autoincompativel,

enquanto um valor acima de 0,2 indica uma espécie autocompativel.

Sucesso reprodutivo

A formacao natural de frutos dos individuos utilizados nos tratamentos de polinizacao
controlada foi avaliada em 2009 através da marcacdo ¢ acompanhamento de 30 flores por
individuo (10 flores por dia durante trés dias diferentes), as quais foram deixadas sob
condi¢des naturais. Com os valores encontrados, foi calculada a Eficacia Reprodutiva (razao
entre a porcentagem de frutos formados sob condi¢des naturais e a de frutos formados por
polinizagdo cruzada manual; sensu Zapata & Arroyo 1978).

Além disso, foi comparado o niimero médio de sementes por fruto nas seguintes
categorias: (1) sementes intactas, (2) sementes predadas, (3) sementes abortadas e (4) total de
sementes. Para essa avaliagdo foram utilizados frutos coletados em diversas localidades do
Estado de Pernambuco, entre os anos de 2008 e 2009. Para os diploides, utilizaram-se frutos
de individuos ocorrentes nos municipios de Buique, Caruaru, Cimbres, Itamaracd, Jaboatao

dos Guararapes, Nazar¢ da Mata, Pogdo, Sdo Lourenco da Mata e Vicéncia (N = 15
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individuos, sendo 6 — 10 frutos por individuo, totalizando 135 frutos). Para os tetraploides
utilizaram-se frutos de individuos ocorrentes nos municipios de Alagoinha, Buique, Caruaru,
Pogao, Serra Talhada e Venturosa (N = 20 individuos, sendo 4 — 10 frutos por individuo,
totalizando 182 frutos). Com os dados de formagdo natural de frutos e sementes foi calculado
o Sucesso Reprodutivo Pré-Emergente dos dois citdtipos, que corresponde ao produto das

razdes fruto/flor e semente/6vulo (sensu Wiens & al., 1987).

Andlises estatisticas

Para avaliar diferengas entre os pardmetros de morfometria floral, tamanho e
viabilidade polinica e nimero médio de sementes de diploides e tetrapldides, os dados foram
comparados através do Teste t, com o = 0,05. Para comparar os nimeros médios de sementes
dos dois citotipos nas categorias “intactas”, “predadas” e “abortadas” foi empregada uma
Analise de Variancia, com a = 0,05, com Teste de Tuckey a posteriori. A normalidade dos
dados e a homogeneidade das varidncias foram checadas através dos testes Shapiro-Wilk e

Levene, respectivamente (Sokal & Rohlf, 1995). Todos os testes foram realizados no software

Statistica 7.0.

Resultados

Analises citogenéticas

A maioria das seis populagdes de L. ferrea analisadas apresentou apenas um citotipo.

Uma populagdo se mostrou diploide (Nazaré da Mata, com dois individuos avaliados), trés se
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mostraram tetraploides (Alagoinha, Pesqueira e Serra Talhada, totalizando doze individuos
avaliados) e duas se mostraram mistas (Buique e Poc¢ao, com dez individuos analisados).
Ambos os citotipos de L. ferrea apresentaram cromossomos pequenos (> 3,18 pm)
com ocorréncia de metacéntricos (M) e acrocéntricos (A), com conjunto hapléide basico X =
8M + 4A. Foram observados diploides com 2n = 2x =24 (16M + 8A) (Fig. 1A) e tetraploides
com 2n = 4x = 48 (32M +16A) (Fig. 1B). Duas sementes analisadas, uma de um individuo
tetrapldide (codigo P1_Cfg 2), ambas coletadas em Pesqueira-PE, foram hexaploides, com 2n

= 6X =72 (48M + 24A).

Fenologia, morfologia e biologia floral

Libidibia ferrea floresceu de dezembro a fevereiro nos locais do estudo, periodo que
corresponde a transi¢do entre a estacdo seca e a chuvosa. A espécie apresentou floragdo em
massa e, apesar das populagdes terem florescido por aproximadamente trés meses,
individualmente o episédio reprodutivo durou pouco mais de um més, embora alguns
individuos tenham ultrapassado essa marca e florescido por um periodo maior. Desse modo,
tanto diploides como tetraploides mostraram-se assincronicos. Em Pog¢do, onde ocorrem os
dois citdtipos, a floragdo dos poucos individuos tetraploides ocorreu durante o periodo em que
havia diploides em flor. O tempo de frutificacdo da espécie foi longo, ca. nove meses, € 0s
frutos, indeiscentes, foram dispersos entre setembro e novembro, no auge da estagao seca.

As inflorescéncias s3o do tipo panicula e as flores, com odor levemente adocicado, sdo
hermafroditas, pentdmeras e zigomorfas, do tipo estandarte (sensu Faegri & Pil, 1979). O
calice ¢ verde-claro e a corola é amarela, havendo pequenas maculas vermelhas na metade
inferior da pétala estandarte, constituindo um guia de néctar (Figs. 2A--B). Os dez estames,

com anteras de deiscéncia longitudinal, circundam o estilete (Figs. 2A--B) e estdo dispostos
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em duas séries, uma mais interna € uma mais externa. Com grande proximidade e pilosidade,
os estames formam uma barreira de protecao ao néctar, que ¢ produzido no hipanto. Apenas
entre a base do estame central adaxial e dos dois laterais contiguos had certa separacao,
formando duas fendas, por onde os polinizadores podem obter o recurso floral, e mesmo essas
aberturas encontram-se protegidas pela pétala estandarte. Sob o ovario sipero ha um pequeno
ginoforo ¢ na extremidade do estilete relativamente longo encontra-se o estigma do tipo
umido, constituido por uma cdmara ¢ com pequenos tricomas ao redor da abertura
estigmatica. Em algumas flores, especialmente em dipldides, o pistilo se mostrava reduzido
ou atrofiado.

Apesar da semelhanca entre as flores de diploides e tetrapldides, algumas diferencas
puderam ser observadas, como a colora¢do mais intensa ¢ a maior abertura das pétalas (Figs.
2A--B). Além disso, todos os parametros morfométricos analisados, como comprimento da
corola e do ovario e nimero de 6vulos, por exemplo, foram significativamente diferentes
entre os dois citotipos, com os tetraploides apresentando os maiores valores (Tabela 1).
Também houve diferenga significativa com relagdo ao tamanho dos graos de podlen, cujos
diametros foram de 6,90 = 0,16 um para dipléides e 8,68 £ 0,35 um para tetrapldides (t = -
9,2941; p < 0,0001), mas ndo entre a viabilidade polinica, de 97,16 £+ 2,31% para diploides e
de 98,4 + 1,49% para tetraploides (t =-1,4024; p = 0,1778).

Ambos os citotipos apresentaram antese diurna, com duracdo de ca. 12 horas. As
flores comegavam a abrir no inicio da manha, estando completamente abertas por volta das
0600 h. A deiscéncia das anteras iniciava as 0700 h e, ca. duas horas mais tarde, todas
estavam abertas ¢ o podlen, levemente pegajoso, estava totalmente disponivel para os
visitantes. No final da tarde (ca. 1800 h) a pétala estandarte comecava a curvar-se em direcao

ao centro da flor e no dia seguinte todas as pétalas estavam fechadas, envolvendo o androceu,
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enquanto a extremidade do estilete, crescida em relagdo ao dia anterior, permanecia

descoberta.

Visitantes florais

Os polinizadores efetivos de diploides e tetraploides foram abelhas médias a grandes
dos géneros Centris ¢ Xylocopa (Figs. 2C--D), e a abelha introduzida Apis mellifera (Tabela
2). Ao pousar na flor para beber néctar, essas abelhas tocavam nas anteras e no estigma com a
regido ventral do corpo, efetuando a polinizagdo. Foram registradas visitas durante todo o
periodo de antese floral. A abelha Trigona spinipes atuava ora como pilhadora de néctar,
através da perfuracdo do calice, sem contatar as partes reprodutivas da flor, ora como
polinizadora ocasional, ao coletar polen, contatando ocasionalmente o estigma. As abelhas
Frieseomelitta doederleini e Plebeia sp. foram observadas coletando poélen, contatando
ocasionalmente o estigma, sendo consideradas polinizadores ocasionais. Alguns beija-flores
(Tabela 2) foram observados visitando as flores de L. ferrea, principalmente em individuos
tetrapldides. Estes considerados polinizadores ocasionais, por serem menos frequentes do que
as abelhas, por ndo serem observados em todos os individuos, pela menor propor¢ao de flores
visitadas por arvore devido ao comportamento agonistico entre eles, além de apresentarem
contato apenas ocasional com as partes reprodutivas da flor.

Tanto em diploides como em tetraploides foi observada grande quantidade de flores
com indicios de danos ou presenga de florivoros que ainda poderiam danificar as estruturas
reprodutivas. Na maioria dessas flores, os florivoros eram larvas de lepidopteros e sua
alimentagdo muitas vezes consistia dos tecidos do ovario e d6vulos, que eram parcial ou

inteiramente destruidos. Como consequéncia dessa interagdo, muitas vespas foram vistas
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inspecionando as flores por dentro e por fora, especialmente flores em pos-antese, na busca de

larvas para se alimentar.

Sistema reprodutivo e isolamento entre os citétipos

Os individuos diploides de L. ferrea ndo desenvolveram frutos apds autopolinizagao,
mas apresentaram elevado percentual de formacdo de frutos apods polinizagdo cruzada
intraploidia (Tabela 3). J4 os individuos tetrapldides apresentaram desenvolvimento de frutos
apos autopolinizagdo (ambas as variedades ferrea e glabrescens) e, mesmo que esse valor
tenha sido menor do que 2% (Tabela 3), quando comparado com a formacdo de frutos apods
polinizagdo cruzada intraploidia, a qual também foi muito baixa (menor do que 4%) (Tabela
3), os valores dos dois tratamentos se aproximaram. E importante ressaltar que houve
formagao de frutos entre as variedades de tetraploides analisadas. Assim, com relagdo ao
sistema reprodutivo, os diploéides se mostraram autoincompativeis e os tetrapldides foram
considerados autocompativeis (ver Indices de Autoincompatibilidade na Tabela 3). Ja para os
tratamentos de polinizagdo cruzada interploidia os valores foram iguais, sem a formagdo de

frutos por ambos os citétipos (Tabela 3).

Sucesso reprodutivo

Tanto dipldides como tetraploides apresentaram baixa formagdo natural de frutos,
inferior a 4% (Tabela 3). Porém, como os dipldides formaram muito mais frutos do que os
tetrapldides no tratamento de polinizacdo cruzada intraploidia (Tabela 3), a Eficécia
Reprodutiva dos dois citotipos foi bastante diferente, com o valor 0,16 para os dipldides e

0,69 para os tetraploides.



O nimero médio de sementes por fruto foi significativamente diferente entre os
citotipos, com os diploides apresentando valores maiores do que os tetraploides (4,41 = 1,37
contra 3,19 £ 1,23 sementes por fruto, respectivamente; t = 2,7059; p = 0,0108). Na analise
das sementes por categorias (intactas, abortadas e predadas), houve diferenga entre os
citotipos (F = 5,6296; p = 0,0112) e entre as categorias (F = 80,3921; p < 0,0001). Apenas o
nimero médio de sementes intactas diferiu entre os citdtipos, sendo maior nos dipléides do
que nos tetraploides (p = 0,0027). Entre as categorias, o numero médio de sementes intactas
de diploides e tetraploides foi maior do que o de sementes abortadas de diploides (p = 0,0001
e p = 0,0001, respectivamente) e tetrapldides (p = 0,0001 e p = 0,0001, respectivamente) e
maior do que o nimero médio de sementes predadas de diploides e tetrapldides (p = 0,0001)
(Fig. 3). O Sucesso Reprodutivo Pré-emergente dos dipldides foi 2,5 vezes maior do que o

dos tetrapldides (0,015 e 0,006, respectivamente).

Discussao

Os atributos florais de L. ferrea, como antese diurna, odor adocicado, flores amarelas,
zigomorfas ¢ com guia de néctar, indicam que a espécie ¢ melitofila (sensu Faegri & Pijl
1979) e, de fato, seus polinizadores efetivos foram abelhas médias a grandes. Nesse aspecto,
L. ferrea ndo contrasta com o padrdo de Leguminosae ou de Caesalpinia s.1., género ao qual a
espécie pertencia até recentemente. Ambos s3o amplamente melitéfilos (Arroyo, 1981;
Borges & al. 2009; Leite & Machado, 2009), ainda que tanto a familia como o género
apresentem varios exemplos de radiacdo adaptativa de suas sindromes florais, com espécies
sendo polinizadas por aves, morcegos, borboletas e esfingideos (Arroyo, 1981; Vogel, 1990;
Lewis & al. 2000; Borges & al. 2009). Outra caracteristica apresentada por L. ferrea e

bastante difundida no género Caesalpinia ¢ a variagdo no tamanho do pistilo em diferentes
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flores do mesmo individuo, com varias espécies sendo consideradas andromonoicas (Borges
& al., 2009). Em C. calycina, por exemplo, a maior parte das inflorescéncias analisadas por
Lewis & Gibbs (1999) era constituida por flores hermafroditas na base e flores com ovario
abortado ou pistilo reduzido no apice do eixo. Para os autores, a fungdo da andromonoicia na
espécie seria o incremento da fungdo masculina.

Embora com tamanhos florais significativamente diferentes, individuos dipldides e
tetrapldides apresentaram os mesmos polinizadores efetivos. Assim, no caso de populagdes
mistas ou de populacdes de dipldides e tetraploides contiguas, os visitantes florais podem, a
principio, promover um expressivo fluxo de polen entre os citotipos. Essa transferéncia de
polen interploidia origina zigotos triploides (inviaveis ou estéreis), ¢ ¢ desvantajosa
principalmente para o citétipo em minoria (Levin, 1975). E possivel que haja diferencas mais
sutis na frequéncia relativa de cada polinizador, como foi observado entre citdtipos diploides
e tetraploides de Heuchera grossulariifolia (Segraves & Thompson, 1999), o que apenas uma
analise detalhada de frequéncia poderia esclarecer. Essas diferencas poderiam contribuir para
a separacdo de nicho reprodutivo entre os citdtipos, contrabalangando os efeitos negativos da
menor frequéncia do citdtipo em minoria. Outra condi¢gdo que poderia promover essa
separagdo de nicho seria a deposicao diferencial de pdlen por diploides e tetrapldides no corpo
da abelha. De fato, houve diferenca significativa entre o comprimento da plataforma de pouso
nos dois citdtipos, a qual foi ca. 15% maior nas flores de tetrapléides em relagdo as de
diploides (Tabela 1). E possivel que essa diferenga seja suficiente para diminuir a taxa de
polinizagdo entre os citdtipos e, nesse caso, haveria a separacdo de nicho entre diploides e
tetraploides de L. ferrea.

Em relagdo ao sistema reprodutivo, como afirmado anteriormente, houve diferenca
entre os citdtipos, sendo os dipldides autoincompativeis e os tetraploides autocompativeis.

Essa diferenca ¢ mais um exemplo de uma das principais consequéncias da poliploidia: a
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quebra da autoincompatibilidade (Levin, 2002), e tem grande importancia para o
estabelecimento e a dispersdo dos poliploides (Jackson, 1976). Possivelmente, ¢ um dos
integrantes do elenco de fatores que permitiram o sucesso dos tetraploides de L. ferrea, uma
vez que, mesmo apds polinizagdes cruzadas, a formagdo de frutos ¢ muito baixa,
especialmente quando comparada com o valor encontrado para os dipldides.

Uma questdo que merece destaque ¢ o baixo sucesso reprodutivo da espécie,
principalmente dos tetraploides. Altas taxas de aborto de flores e frutos em condi¢des naturais
sdo um fendmeno bastante comum nas plantas e que atrai a aten¢do de pesquisadores ha
algum tempo (Bawa & Webb, 1984). Embora ndo tenhamos quantificado a extensao dos
possiveis fatores responsaveis por essa caracteristica em Libidibia ferrea, algumas inferéncias
podem ser realizadas a respeito, sendo discutidas a seguir.

A floragdo em massa e com inicio ainda na estagdo seca torna as arvores de L. ferrea
importantes fontes de recurso para os animais que se utilizam de suas flores. Dessa forma, as
abelhas tém a disposi¢do grande quantidade de néctar disponivel em uma area relativamente
préxima, como a copa de uma arvore e, assim, visitam varias flores do mesmo individuo,
efetuando uma grande quantidade de autopolinizac¢des. Para os diploides, autoincompativeis,
isso ¢ particularmente desvantajoso, e poderia estar refletido na baixa Eficacia Reprodutiva
observada. Por outro lado, a baixa formacdo de frutos sob condigdes naturais observada
também nos tetrapldides, que se mostraram autocompativeis, exige uma explicagdo diferente.
Além disso, este citoétipo formou muito poucos frutos apds polinizagdes cruzadas. Dessa
forma, a caréncia de poliniza¢des adequadas ndo pode ser considerada um fator significativo
para o baixo sucesso reprodutivo da espécie, a0 menos ndo para os dois citotipos. Essa foi a
conclusdo a que também chegaram Bawa & Webb (1984) quando descartaram essa hipotese
para explicar o aborto de 6évulos, pelo menos em quatro espécies de Leguminosae estudadas.

Um fator que ocasionaria menor sucesso reprodutivo nos tetrapldides seria uma viabilidade de



gametas inferior, em decorréncia da poliploidia. No entanto, como observado no presente
trabalho, a viabilidade polinica foi alta e ndo diferiu entre os dois citotipos e, de fato, Beltrao
& Guerra (1990) observaram meiose regular nos tetraploides, o que implicaria em formagao
normal dos gametas.

A florivoria causada pelas larvas de lepidopteros, com danos principalmente para a
funcdo feminina das plantas, ocorre nos dois citotipos e pode ser um fator influente na alta
taxa de aborto de flores observada na espécie. Essa possibilidade ja foi inclusive considerada
por Bawa & Webb (1984) como uma possivel causa da producao excessiva de flores pelas
plantas. Seria interessante investigar a propor¢do de flores afetadas, comparando-se os dois
citotipos, além de avaliar a taxa de formacao de frutos em flores com e sem florivoros.

A auséncia de frutos ap0s as poliniza¢des cruzadas interploidia indica que nao ha fluxo
génico entre os dois citotipos ou, se houver, seus niveis sdo baixissimos. Dessa forma,
conclui-se que diploides e tetraploides de L. ferrea encontram-se reprodutivamente isolados.
Essa afirmag¢do, em conjunto com os outros achados discutidos anteriormente, tem
importantes consequéncias para a ecologia e a taxonomia da espécie, bem como para planos
de conservacao e reflorestamento.

Primeiramente, ¢ de se esperar que a exclusdo do citétipo em minoria afete
negativamente os tetraploides em populagdes mistas de L. ferrea. Embora este citotipo tenha
apresentado quebra na autoincompatibilidade, sua baixa formacdo de frutos apos
cruzamentos, a principio compativeis, constitui uma grande desvantagem em relagdo ao
dipléide. Como ndo houve separacdo total de nicho reprodutivo, nos casos onde os dois
citotipos ocorram em simpatria haverd o compartilhamento dos mesmos polinizadores. Assim,
os argumentos para explicar o estabelecimento de tantas populacdes de tetraploides precisam
ser encontrados ndo na substitui¢do de diploides por tetraploides, cuja analise domina o

estudo de estabelecimento de polipldides (ver Introdug@o), mas sim em mecanismos de
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dispersdo e colonizagdo de novos habitats, como citado por Thompson & Lumaret (1992) e
Fawcett e Van de Peer (2010). Estes ultimos autores, inclusive, enfatizam a capacidade que
muitos tetrapldides possuem de colonizar ambientes severos (“harsh environments™), onde
seus progenitores diploides ndo conseguem se estabelecer. Nesse contexto, € interessante
observar a distribui¢do de L. ferrea: enquanto as populagdes diploides ocorrem quase
exclusivamente em florestas secas proximas do litoral ou em areas de Caatinga com altitude
mais elevada no interior do Estado, ambos com clima mais ameno, os tetrapldides ocorrem
quase exclusivamente em areas de Caatinga com condigdes climaticas mais severas (Beltrao
& Guerra, 1990; dados nao publicados). Nesses locais, ha uma marcante sazonalidade, com
uma estag@o seca muito intensa, o que faz com que quase toda a vegetacao perca suas folhas
(Queiroz, 2009). Devido aos frutos serem zoocoricos (observagdo pessoal, Borges L.A.), ¢
possivel que os tetrapldides rapidamente tenham conseguido estabelecer populagdes viaveis
nesses locais, apesar do baixissimo sucesso reprodutivo.

Com citotipos isolados reprodutivamente e apresentando grande variabilidade
morfoldgica, atestada pela existéncia de quatro variedades na espécie, além dos resultados de
morfometria floral aqui apresentados, torna-se urgente uma revisdo dos limites de Libidibia
ferrea ¢ a proposicdo de novos taxons, mais condizentes com a realidade biologica da espécie.
Como revisado por Soltis & al. (2007), sdo raros os casos em que autopoliploides foram
considerados espécies distintas de seus progenitores dipldides. No entanto, os autores
defendem uma mudanca nessa tradicdo, uma vez que ela ndo retrata bem a variedade de
entidades bioldgicas existentes na natureza. Ainda de acordo com os autores, a questdo nao ¢
nomear todos os autopoliploides, mas sim analisa-los cuidadosamente antes de considera-los
meros citotipos, pois, muitas vezes, eles preenchem os requerimentos de multiplos conceitos
de espécie. Uma importante contribuicdo do presente estudo para o inicio dessa tarefa foi dada

com a comprova¢do de que diploides e tetraploides de L. ferrea estdo isolados
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reprodutivamente e que diferem com relagdo a morfometria floral, sendo possivel encontrar
caracteres morfoldgicos diagnosticos para os dois citotipos.

Por fim, vale ressaltar a importidncia que esse conhecimento tem para planos de
conservac¢do. Embora L. ferrea ndo seja ameacada de extingdo, sua utilizagdo em projetos de
reflorestamento, como o que atualmente estd sendo executado nas margens do Rio Sao
Francisco, precisa ser cautelosamente executada. Se matrizes diploides e tetraploides forem
utilizadas indiscriminadamente para producdo de mudas a serem plantadas nos mesmos
locais, € possivel criar situagdes inadequadas para a recuperacao das areas. As populagdes
artificiais poderdo enfrentar desequilibrios causados pela diminui¢do do sucesso reprodutivo,
j& baixo, causada por cruzamentos entre os diferentes citdtipos ou, havendo diferengas
fisiologicas e ecoldgicas que favorecam o estabelecimento de apenas um citdtipo, varias
mudas irdo perecer por ndo conseguir se estabelecer sob aquelas condi¢des, diminuindo o

tamanho efetivo da populagao.
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Tabela 1. Morfometria floral (média = DP) de citotipos diploides e tetraploides de Libidibia

ferrea (Leguminosae - Caesalpinioideae) ocorrentes em Pernambuco, Brasil. Letras

diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa.

Diploides Tetraploides
Parametro (mm) tep
(média+ DP)  (média £+ DP)
Corola
Comprimento horizontal 12,76 +1,03a 1691+£0,62b t=-7,6905;p=0,0001
Comprimento vertical 10,65+ 1,33a 13,95+0,94b t=-4,5056;p=0,0019
Ovério
Comprimento 3,04+0,29 a 4,60+0,65b t=-4,8941; p=0,0012
Diametro 1,06 £ 0,09 a 1,44+£0,23 b t=-3,4403; p = 0,0088
Numero de 6vulos 7,40 £0,55a 10,00+ 0,71b t=-6,5; p=0,0002
Estilete
Comprimento 6,40 £ 0,55 a 8,42+1,18b t=-3,4775; p=0,0083
Diametro 0,44+0,05a 0,52+ 0,04 b t=-2,5298; p=0,0353
Estames
Comprimento 8,13+0,47 a 10,3+0,82b t=-7,3564; p <0,0001
Plataforma de pouso*
Comprimento 7,60+ 0,62 a 8,97+ 0,30b t=-4,4004; p = 0,0023

* Comprimento parcial do conjunto de estames e pistilo, medido do apice das anteras e estigma até

a pétala estandarte, o que corresponde a plataforma de pouso das abelhas durante a visita.
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Tabela 2. Visitantes florais de individuos diploides ¢ tetraploides de Libidibia ferrea

(Leguminosae - Caesalpinioideae) ocorrentes em Pernambuco, Brasil.

Espécie

Recurso coletado

Comportamento

Abelhas
Hymenoptera — Apidae
Apis mellifera Linnaeus, 1758
Centris aenea Lepeletier, 1841
C. fuscata Lepeletier, 1841
Frieseomelitta doederleini (Friese, 1900)
Plebeia sp.
Trigona spinipes (Fabricius, 1793)
Xylocopa frontalis (Olivier, 1789)
Xylocopa grisescens Lepeletier, 1841
Beija-flores
Apodiformes — Trochilidae
Chlorostilbon lucidus (Shaw, 1812)

Eupetomena macroura (Gmelin, 1788)

Néctar

Néctar

Néctar

Polen

Polen

Néctar / Pélen

Néctar

Néctar

Néctar

Néctar

Polinizador efetivo

Polinizador efetivo

Polinizador efetivo

Polinizador ocasional
Polinizador ocasional

Pilhador / polinizador ocasional
Polinizador efetivo

Polinizador efetivo

Polinizador ocasional

Polinizador ocasional
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Tabela 3. Resultados dos tratamentos de polinizagdo controlada e natural e indice de
Autoincompatibilidade (modificado de Zapata & Arroyo, 1978) em individuos diploides
¢ tetraploides de Libidibia ferrea (Leguminosae - Caesalpinioideae) ocorrentes em

Pernambuco, Brasil.

Diploides Tetraploides
Tratamento Flores Frutos (N)/  Flores Frutos (N) /
(N) Sucesso (N) Sucesso
Autopolinizagao 50 0 110 2/1,81%
Polinizagao cruzada intraploidia 60 12 /20% 141 7/3,86%
Polinizagdo cruzada interploidia 60 0 60 0
Polinizagdes naturais 150 5/3,3% 150 4/2,7%

ndice de Autoincompatibilidade 0 0,47




Fig. 1. Metafases em citotipos diploide (A) e tetrapléide (B) de Libidibia ferrea

(Leguminosae - Caesalpinioideae). (Barra =5 pm).
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Fig. 2. Flor de individuo dipléide (A) e tetrapléide (B) de Libidibia ferrea

(Leguminosae - Caesalpinioideae) ocorrentes em Pernambuco, Brasil;
Xylocopa frontalis (C) e Xylocopa grisescens (D) polinizando flores de

individuo tetraploide (Barra = 0,5 cm).
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Fig. 3. Numero médio de sementes intactas, predadas ¢ abortadas por

fruto em individuos diploides e tetraploides de Libidibia ferrea
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Resumo

Espécies com flores de poélen constituem um importante grupo funcional de
angiospermas, provendo alimento para diversos tipos de insetos. Dentro desse grupo de
plantas destaca-se o género Senna (Leguminosae), com flores altamente especializadas para a
coleta de polen por vibragado, realizada exclusivamente por abelhas. O objetivo do presente
trabalho foi investigar a biologia floral, a ecologia da polinizacao e o sistema reprodutivo de
Senna macranthera var. pudibunda (Benth.) H.S. Irwin & Barneby, variedade endémica da
Caatinga, uma floresta seca do nordeste do Brasil. O estudo foi realizado em 2009 em uma
area de Caatinga no municipio de Serra Talhada, Pernambuco. As flores de S. macranthera
sao amarelas, assimétricas, enantiostilicas e o androceu ¢ formado por trés estaminodios
adaxiais e sete estames férteis: quatro intermediarios pequenos € um abaxial com filete
delgado, médio e colateral ao pistilo, todos portando as anteras de alimentacao, e dois abaxiais
maiores, com filetes delgados e comprimentos diferentes, opostos ao pistilo e portando as
anteras de fertilizacdo. Nao houve diferenca na coloracdo do citoplasma e no tamanho dos
graos de polen entre as diferentes anteras. A antese € diurna e dura dois dias. Os polinizadores
efetivos foram abelhas grandes dos géneros Eulaema e Xylocopa, enquanto as abelhas
pequenas Exomalopsis analis, Augochlora esox, Pseudaugochlora pandora e Trigona
spinipes foram consideradas pilhadoras, esta ltima coletando polen através da perfuracdo das
anteras com as mandibulas, enquanto as outras coletaram poélen através de vibragdo. Senna
macranthera var. pudibunda é autoincompativel, com indice de Autoincompatibilidade de
0,042, e a formagdo natural de frutos (16,7%) foi bem mais baixa que a das polinizagdes
cruzadas manuais (68,6%). A espécie apresentou atributos da morfologia floral tipicos do

género e da subtribo, a maioria relacionada com a polinizagdo por vibragdo que ocorre no
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grupo. Essa forma relativamente especializada de melitofilia depende de abelhas generalistas,

como também foi encontrado no presente estudo.

Palavras-chave: abelhas, autoincompatibilidade, enantiostilia, heteranteria, polinizagdo por

ricochete, polinizagdo por vibragao.
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Introducéo

Plantas com flores de polen, como sdo conhecidas as flores que ndo ofertam nenhum
outro recurso aos polinizadores (sensu Vogel 1978), constituem um importante grupo
funcional dentro das angiospermas, provendo alimento principalmente para abelhas, besouros
e moscas, ¢ ocorrendo em varias familias de ordens filogeneticamente distantes (ver Vogel
1978 ¢ Buchmann 1983). Baseado na origem dos grupos, no numero de estames, na forma de
apresentacao do polen e nos principais polinizadores, Vogel (1978) reconheceu trés categorias
de flores de polen: os tipos Magnolia, Papaver ¢ Solanum, sendo o primeiro o mais antigo,
precedendo as flores de néctar, e o ultimo o mais recente na evolugdo das angiospermas. Os
tipos Magnolia e Papaver apresentam androceu polistémone ¢ sdo polinizados principalmente
por besouros e abelhas, respectivamente, enquanto o tipo Solanum ¢é oligostémone e
exclusivamente melitofilo (Vogel 1978).

Dentro desta ultima categoria encontra-se a subtribo Cassiinae (Leguminosae-
Caesalpinioideae), com 660 espécies, distribuidas nos géneros Cassia, Senna e Chamaecrista
(Irwin & Barneby 1982, Lewis 2005). O grupo, essencialmente tropical, apresenta
distribuicdo cosmopolita, porém a maioria de suas espécies (c. 80%) € nativa do continente
americano (Lewis 2005). Com relagdo a reprodugao, a exce¢do de algumas espécies de Senna
e Chamaecrista que desenvolveram certo grau de cleistogamia (Irwin & Barneby 1982), o
grupo ¢ exclusivamente dependente de abelhas fémeas que coletam polen através de vibragao
para alimentar suas larvas (Gottsberger & Silberbauer-Gottsberger 1988). Algumas
caracteristicas relacionadas as flores de pdlen do tipo Solanum, como anteras poricidas,
heteranteria e enantiostilia (Vogel 1978), encontram-se presentes ¢ diversamente

desenvolvidas em muitas de suas espécies (Gottsberger & Silberbauer-Gottsberger 1988).
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Com morfologia floral e mecanismos de polinizagcdo bastante elaborados e intrigantes,
a subtribo Cassiinae atrai a atengdo de pesquisadores, interessados especialmente em elucidar
as interagdes planta-polinizador (e.g. Dulberger 1981, Gottsberger & Silberbauer-Gottsberger
1988, Westerkamp 2004). O género Senna Mill. ¢ particularmente interessante para esse tipo
de estudo, por apresentar espécies com flores assimétricas e espécies com flores zigomorfas,
provocadas pela presenca ou auséncia de enantiostilia e pela alta variagdo no androceu e nas
pétalas (Marazzi & Endress 2008). Apesar de investigagdes detalhadas com relacdo aos
padroes de (as)simetria floral (c.f. Marazzi & Endress 2008) e a diversidade de anteras e
estigmas (c.f. Marazzi et al. 2007) no género, além de descri¢des da polinizagdo de algumas
espécies (basicamente todos os estudos citados anteriormente para a subtribo e os estudos de
caso citados a seguir), apenas dez de suas 300 espécies foram analisadas quanto ao sistema
reprodutivo: S. acclinis (Williams 1998), S. aphylla (Simpson 1977), S. artemisioides
(Randell, 1970), S. australis (Silva et al. 2002), S. corymbosa (Laporta 2005), S.
didymobotrya (Dulberger 1981), S. martiana e S. spectabilis (Leite & Machado 2010), S.
multijuga (Wolowski & Freitas 2010) ¢ S. sylvestris (Carvalho & Oliveira 2003), o que
corresponde a 3,3% de suas espécies.

O género apresenta o mesmo padrdo de distribuicao da subtribo, ou seja, é pantropical,
mas com maior riqueza no continente americano, especialmente em areas sazonais, muitas
vezes aridas ou semiaridas (Lewis 2005). Na Caatinga, uma formagao florestal de porte baixo
inserida no semiarido brasileiro e com caracteristicas xeromorfas, como deciduidade,
microfilia, aculeos e espinhos, as espécies de Senna estdo entre as plantas mais conspicuas e
as que mais contribuem para a paisagem do ecossistema (Queiroz 2009).

Dentre as 22 espécies do género registradas para a Caatinga esta Senna macranthera
(Collad.) H.S. Irwin & Barneby, um arbusto a arvoreta que ocorre em diversos habitats na

América do Sul e apresenta grande polimorfismo, razdo pela qual sdo reconhecidas oito
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variedades, das quais trés ocorrem na Caatinga: Senna macranthera var. micans, S.
macranthera var. pudibunda ¢ S. macranthera var. striata (Irwin & Barneby 1982, Queiroz
2009). Senna macranthera var. pudibunda (Benth.) H.S. Irwin & Barneby, popularmente
conhecida como s3o0-jodo (Queiroz 2009) ou pau de besouro, ¢ um arbusto endémico da
Caatinga, ocorrendo do Piaui, Ceara e Rio Grande do Norte a Bahia (Irwin & Barneby 1982),
em altitudes de 400 a 850 m (Queiroz 2009). Assim, o objetivo do presente trabalho foi

investigar a biologia floral, a ecologia da polinizagdo e o sistema reprodutivo desta variedade.

Material e Métodos

Local do estudo

O estudo foi realizado em 2009 na Estacdo Experimental de Serra Talhada do Instituto
Agronomico de Pernambuco (IPA) (07°56°37.0°°S, 38°17°42.37°0), localizada no municipio
de Serra Talhada, Pernambuco, Nordeste do Brasil. A area encontra-se a 430 km do litoral e a
cerca de 500 m de altitude. A precipitacdo e a temperatura médias anuais sdo de 679 mm e
24,8 °C, respectivamente, sendo as chuvas fortemente sazonais, o que provoca a ocorréncia de
uma estagcdo chuvosa, geralmente de quatro a cinco meses, entre janeiro € maio, € uma seca,
de sete a oito meses, de junho a dezembro (Ferraz et al. 2003). O local apresenta vegetagdo
tipica de Caatinga, com alta densidade de individuos, altura média ¢ maxima de 4 m ¢ 23 m,
respectivamente, ¢ Euphorbiaceae, Leguminosae e Anacardiaceae sdo as principais familias
(Ferraz et al. 2003).

Apesar de Senna macranthera var. pudibunda ser encontrada em areas preservadas da
estagdo, a quantidade de individuos foi perceptivelmente maior em locais degradados, como

beiras de estradas, pastos e plantacdes. A espécie apresenta individuos isolados, porém ocorre
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mais frequentemente em aglomerados. Ao todo, dez individuos de diferentes aglomerados

foram utilizados nas observagdes e analises, descritas a seguir.

Biologia Floral e Ecologia da Polinizacao

A morfologia e a antese floral de S. macranthera var. pudibunda (de agora em diante
referida como S. macranthera) foram analisadas em maio e junho de 2009 através da
marcagdo de botdes florais em pré-antese e observagdo das modificagdes nas partes florais até
o inicio da queda das pétalas. Para a deteccdo de areas absorvedoras de luz ultravioleta,
algumas flores intactas foram submetidas a teste com hidroxido de amonio (NH4OH), o qual
reage com pigmentos flavondides que absorvem luz UV (Scogin et al. 1977). Para avaliar
possiveis diferengas entre o pdlen das anteras de alimentacdo e o das anteras de fertilizagdo
foram avaliadas a viabilidade polinica e o tamanho dos graos das anteras de trés botdes florais
fixados em alcool 70%. A viabilidade foi checada indiretamente através de coloracdo do
citoplasma com carmim acético (Radford et al.) (N = 200 graos por lamina) ¢ o diametro
equatorial dos graos foi medido com ocular micrométrica (N = 10 graos por lamina).

Os visitantes florais foram observados em dez individuos, durante trés dias em maio e
trés dias em junho de 2009, totalizando ca. 60 horas de observacdo e, de acordo com o
tamanho e o comportamento de visita, foram classificados em: 1) polinizadores, quando
coletavam polen e, ao chegar ou sair da flor, ou mesmo durante a vibragao, tocavam o estigma
com a regido dorsal do corpo, e 2) pilhadores, quando coletavam pdlen e, devido a seu
pequeno tamanho, ndo tocavam o estigma. Espécimes foram coletados para posterior
identificagdo, tendo sido depositados como material testemunho na colecdo entomologica do

Laboratorio de Biologia Floral e Reprodutiva da Universidade Federal de Pernambuco.



Sempre que possivel foram feitos registros fotograficos para documentar o estudo e auxiliar

na descri¢gdo do comportamento de visita.

Sistema e Sucesso Reprodutivos

Para avaliagdo do sistema reprodutivo foram realizados tratamentos de polinizacao
controlada em sete individuos, cada um distando pelo menos 50 m do individuo mais
préximo, com excegdo de duas plantas, que se localizavam a cerca de 5 m uma da outra. Para
cada individuo, 10 flores foram utilizadas para autopolinizagdes manuais ¢ 10 para
polinizagdes cruzadas manuais. Nos cruzamentos, cinco doadores diferentes de polen foram
empregados por planta-mae (duas flores da planta-mae por doador). As flores utilizadas como
fonte de polen eram isoladas em pré-antese e, quando recém abertas, apenas o polen das duas
anteras abaxiais opostas ao pistilo (anteras de fertilizagdo) era empregado, tanto nos
cruzamentos, como nas autopolinizagdes (geitonogamia). Todas as polinizagdes foram
realizadas no primeiro dia de antese de flores previamente isoladas em estagio de botdo com
sacos semipermeaveis. As flores permaneceram encobertas por pelo menos trés dias apds os
tratamentos de polinizagdo e foram acompanhadas diariamente para a analise do percentual de
formacao de frutos e do tempo de aborto em cada tratamento. Com os valores encontrados, foi
calculado o Indice de Autoincompatibilidade (IAI) (razdo entre a porcentagem de frutos
formados por autopolinizagdo manual e a de frutos formados por polinizagdo cruzada manual;
modificado de Zapata & Arroyo, 1978), onde um valor de até 0,2 indica uma espécie
autoincompativel, enquanto um valor acima de 0,2 indica uma espécie autocompativel.

A formacdo natural de frutos foi acompanhada em trés individuos, utilizando 30 flores
para cada um, marcadas em dias diferentes (10 flores por dia, durante trés dias) e observadas

em oito, 15, 27 e 41 dias apds a marcagdo. Os dados foram utilizados no calculo da Eficacia



Reprodutiva (razdo entre a porcentagem de frutos formados sob condi¢des naturais e a de

frutos formados por polinizacdo cruzada manual) (Zapata & Arroyo 1978).

Resultados

Biologia Floral e Ecologia da Polinizagao

As flores de Senna macranthera sdo pediceladas e estdo dispostas em amplas
paniculas terminais. O célice, dialissépalo e verde-claro, e a corola, dialipétala e amarela, sdo
pentameros e assimétricos (Fig. 1A). Uma das pétalas laterais inferiores € cdncava,
circundando os dois estames maiores, opostos ao pistilo (Fig. 1A). O androceu € constituido
por trés estaminddios adaxiais e sete estames com anteras poricidas: quatro intermediarios
pequenos, com filetes robustos, € um abaxial com filete delgado e médio, deslocado para o
lado do eixo central da flor e colateral ao pistilo, todos portando as anteras de alimentacao, e
dois estames abaxiais maiores, com filetes delgados e de comprimentos diferentes, também
deslocados, mas para o lado oposto ao do pistilo, portando as anteras de fertilizacdo ou
polinizacdo (Figs. 1A, B). O ovario ¢ sipero, monocarpelar e o pistilo ¢ curvado para o lado
direito ou esquerdo, caracterizando enantiostilia. Como o mesmo individuo apresenta
inflorescéncias com os dois morfos florais, a enantiostilia de S. macranthera ¢ monomorfica
(sensu Barrett et al. 2000) e uma vez que ha anteras diferenciadas e duas delas sdo opostas ao
pistilo, a espécie apresenta enantiostilia reciproca (sensu Jesson & Barrett 2003).

As flores ofertam apenas pdlen e ndao produzem odor perceptivel. As anteras
apresentaram reacdo positiva ao teste com hidréxido de amodnio, indicando a existéncia de
areas absorvedoras de luz UV: enquanto a metade superior permaneceu com a mesma

coloracdo, a metade inferior se mostrou escurecida, marrom-clara (Fig. 1B). Além disso, o



apice das anteras, o contorno das aberturas dos poros, as linhas de contorno entre os sacos
polinicos (estdmio) e a linha de contorno entre as tecas adquiriram coloragdo castanha (Fig.
1B), indicando a presencga de pigmentos flavonoides também nessas areas.

Os graos de polen das anteras de alimentacdo e de fertilizagdo apresentaram o mesmo
tamanho e a mesma coloragcdo com carmim acético apresentando, portanto, valores similares
de viabilidade polinica. O pdlen das anteras de alimentagdo apresentou didmetro médio de
32,24 + 0,88 um e viabilidade de 96,9 £+ 0,98%, enquanto o polen das anteras de fertilizagao
apresentou diametro médio de 31,97 £ 0,56 um e viabilidade de 96,7 = 1,18%.

As flores abrem no inicio da manha e as pétalas permanecem distendidas por toda a
antese, que dura dois dias. A unica diferenga perceptivel entre as flores do primeiro e as do
segundo dia ¢ a coloragdo das anteras, amarelo-claro no primeiro, com as linhas dos estdmios
e entre as tecas amarelo-esverdeadas, e bege no segundo dia, com as linhas castanhas (Figs.
1A, D). No terceiro dia, as pétalas se mostram desbotadas e comecam a se desprender. Nos
dias seguintes, além das pétalas, o androceu também comega a soltar-se, iniciando pelos
estames de fertilizagao.

Os polinizadores efetivos de S. macranthera foram abelhas grandes dos géneros
Eulaema e Xylocopa (Tabela 1 e Fig. 1C). Ao pousarem na flor, essas abelhas agarram-se aos
quatro estames pequenos de alimentagdo, vibram os musculos indiretos de vbdo (ver
Buchmann 1983) e com isso provocam a liberagdo de polen de todas as anteras da flor.
Enquanto o polen das cinco anteras de alimentacdo ¢ langado para o ventre das abelhas, o
polen das anteras reprodutivas, opostas ao pistilo, ¢ lancado em direcdo a pétala curvada que
os envolve, onde ¢ rebatido e langado de volta, sendo depositado no dorso lateral da abelha
(polinizagdo por ricochete, sensu Westerkamp 2004) (Fig. 1C). Ao visitar flores de diferentes
morfos, ambos os lados direito ¢ esquerdo do dorso da abelha ficam cobertos de polen. A

poliniza¢do ocorre quando, no momento da visita, o estigma toca um dos lados da abelha
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(esquerdo ou direito, dependendo do morfo floral), recebendo graos de pdlen previamente
lancados ai por visitas a outras flores, da mesma planta ou de plantas diferentes. Apos a
coleta, durante o voo, as abelhas transferem o pdlen depositado na regido ventral para as
escopas, mas o poélen presente na regido dorsal ndo ¢ alcangcado por suas pernas,
permanecendo disponivel para a polinizagao de outras flores.

As abelhas Exomalopsis analis (Fig. 1D), Augochlora esox e Pseudaugochlora
pandora foram observadas coletando pdlen por vibragao, porém, devido ao pequeno tamanho
do corpo em relagdo ao tamanho das flores, essas espécies dificilmente contatam o estigma,
sendo entdo consideradas pilhadoras. Trigona spinipes também foi observada coletando polen
(Fig. 1E), mas, uma vez que essas abelhas ndo apresentam a habilidade de vibrar o corpo, a
coleta se deu através da perfuracdo das anteras com as mandibulas. Também devido ao
pequeno tamanho corporal e a baixa probabilidade de contato com o estigma, foi considerada
pilhadora. Além disso, algumas vezes essa espécie afugentou abelhas maiores que tentavam
se aproximar das flores.

Apesar de Senna macranthera ser polinizada exclusivamente por abelhas, diversos
outros insetos foram observados alimentando-se de suas estruturas florais, incluindo pétalas,
estames, anteras e pistilo. Assim, a espécie apresentou altas taxas de florivoria, provocada por

besouros, ortdpteros e larvas de lepiddpteros, entre outros.

Sistema e Sucesso Reprodutivos

Senna macranthera apresentou quase 70% de formagdo de frutos maduros apos
polinizag¢des cruzadas e menos de 3% apds autopolinizagdes (Tabela 2), gerando um Indice de
Autoincompatibilidade de 0,042. Todas as plantas testadas amadureceram frutos apds

polinizagdes cruzadas, enquanto apenas uma amadureceu os dois unicos frutos provenientes
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de autopolinizagdo. Esse mesmo individuo foi o que apresentou a menor formacao de frutos
por polinizagdo cruzada (20%), ao passo que todos os outros amadureceram de 60 a 90% dos
frutos nesse tratamento.

As taxas de aborto de flores e frutos imaturos dos diversos tratamentos de polinizacao
estdo representadas na Fig. 2. Observa-se que mais de 75% das flores autopolinizadas cairam
até oito dias apds a realizagdo dos testes, contra menos de 16% das flores de polinizagao
cruzada. No entanto, apesar de haver uma grande diferenga na quantidade final de flores e
frutos abortados entre os tratamentos de autopolinizagdo e os de polinizagdo cruzada, ambos
apresentaram semelhanca na taxa relativa de aborto, isto €, a taxa de flores abortadas em
relagdo ao numero total de abortos de cada tratamento. Assim, do total de flores abortadas nos
dois tratamentos, cerca de 50% caiu até seis dias apos a antese ¢ 90% até quinze dias (Fig. 2).

A formacao de frutos sob condi¢des naturais foi bem mais baixa que a de polinizagdes
cruzadas manuais (Tabela 2) e o indice de Eficacia Reprodutiva foi de 0,24. Mais da metade
das flores acompanhadas para formagao natural de frutos caiu até oito dias apos as marcagdes
(Fig. 2) e cerca de 20% caiu na segunda semana. A taxa de aborto relativa foi de 68% até oito
dias e de 95% até 15 dias apds a marcagao.

Trés individuos sofreram predacgdo parcial ou total de frutos imaturos dos tratamentos
de polinizacdo controlada, num total de 13 frutos, dos quais apenas trés chegaram a
maturidade. O restante caiu até cinco dias apds os danos. Uma das plantas apresentou 70%
dos frutos de polinizagdo cruzada com algum dano, dos quais apenas um amadureceu. Essa
mesma planta foi a unica que desenvolveu os dois frutos de autopolinizagdo, mencionados

anteriormente.

Discussao
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Senna macranthera apresentou atributos da morfologia floral tipicos para o género,
como corola amarela, anteras poricidas, heteranteria e enantiostilia (Dulberger 1981, Marazzi
& Endress 2008). A maioria desses aspectos estd estreitamente relacionada ao elaborado
mecanismo de polinizacdo que ocorre em praticamente todo o grupo, denominado “buzz-
pollination”, efetuado exclusivamente por abelhas fémeas que coletam pdlen através da
vibragdo do corpo, a qual ¢ transmitida a flor, provocando a liberagao do recurso (Buchmann
1983). Parte do podlen ¢é utilizada na alimenta¢do das larvas da abelha, mas outra parte
eventualmente alcanga o estigma de outras flores da espécie quando a abelha as visita
(Buchmann 1983). O uso do termo “buzz-pollination” ja foi apontado por Lewis et al. (2000)
como atraente, porém enganoso, uma vez que a palavra “buzz” refere-se ao som emitido pela
abelha durante a coleta de pdlen por vibragdo e ndo ao ato de polinizacdo em si. No entanto, €
possivel que a vibragdo também seja necessaria para que os graos de polen alcancem o
interior do estigma microscopico de algumas espécies do género (Dulberger 1981). Assim,
apesar de varios aspectos desse mecanismo de polinizagdo ja terem sido investigados (c.f.
Buchmann 1983), percebe-se que ainda had questdes importantes a serem esclarecidas.

Como polen ¢ o tnico recurso presente nas flores de Senna e somente abelhas sdo
capazes de obté-lo legitimamente, as espécies do género sdo obrigatoriamente melitofilas.
Além disso, nem todas as abelhas sdo capazes de causar a vibragdo necessaria para a expulsao
do poélen das anteras (Buchmann 1983), portanto, a melitofilia do grupo pode ser considerada
mais restrita e especializada. Assim, apesar de ser bastante diverso quanto aos tipos de habito
e habitat exibidos por suas espécies (Irwin & Barneby 1982), o género ¢ homogéneo quanto
ao sistema de polinizagdo. Como ndo apenas Senna, mas também Cassia ¢ Chamaecrista
apresentam esse mesmo mecanismo, temos toda uma subtribo (Cassiinae), ou ca. 660
espécies, exclusivamente melitofilas especializadas. Apesar de Leguminosae ser uma familia

polinizada tipicamente por abelhas (Arroyo 1981), ha muitos exemplos de radiacdo adaptativa
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nas flores do grupo (Vogel 1990) e, levando em consideragdo que a subfamilia
Caesalpinioideae ¢ a que apresenta a maior diversidade floral na familia (Lewis et al. 2000), a
uniformidade encontrada em Cassiinae ¢ surpreendente e pode ser considerada um indicativo
da eficiéncia desse mecanismo. Mesmo que o grupo nao seja monofilético, como pesquisas
recentes indicam (revisado por Lewis 2005), e a similaridade encontrada entre a sindrome de
polinizagdo dos trés géneros seja resultado de convergéncia evolutiva e nao de ancestralidade
comum, o emprego do mesmo mecanismo de forma tdo disseminada ¢ admiravel.

Apesar de apresentar um mecanismo de polinizagdo especializado, as espécies de
Senna e Cassiinae dependem de abelhas generalistas e nenhum caso de oligolectia em relagao
ao grupo foi confirmado, o que pode ser explicado pelo fato de que a extracdo de pdlen por
vibrag¢do ¢é realizada principalmente por abelhas generalistas (Lewis et al. 2000). De fato,
Eulaema nigrita, Xylocopa frontalis e X. grisescens, os polinizadores de S. macranthera em
Serra Talhada, sdo abelhas generalistas. Além disso, a Caatinga ¢ um ecossistema onde ha
poucos casos de oligolectia (Schlindwein 2004).

A corola amarela € outra caracteristica universal em Senna (Marazzi et al. 2007), com
grande importancia para a atracdo de polinizadores. Em S. didymobotrya, ndo ocorreram
visitas as flores cujas pétalas foram removidas (Dulberger 1981). A forte relagdo entre abelhas
e flores amarelas é conhecida ha bastante tempo, assim como a existéncia de padrdes de
coloragdo perceptiveis aos polinizadores, mas ndo a visdo humana, produzidos por areas da
flor que absorvem luz UV (Harborne 1993). Esses contrastes sdo bastante frequentes em
flores de néctar polinizadas por abelhas e tém a fun¢do de orientar o polinizador quanto a
localizagao do recurso (e, adicionalmente, as partes reprodutivas da flor), sendo denominados
de guias de néctar (Kay 1987, Harborne 1993). De maneira geral, flores de polen sdo abertas e
apresentam cores contrastantes no espectro de luz visivel, razdes pelas quais se supdem que

ndo sejam necessarios padrdes diferenciais com luz UV para o direcionamento do polinizador
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(Buchmann 1983). Em Senna macranthera, ¢ provavel que a atragdo dos polinizadores a
longa distancia seja realmente efetuada pela grande corola amarela de suas flores. No entanto,
apos a localizacdo de um individuo florido, a escolha das flores e o posicionamento correto da
abelha na flor parecem ser conduzidos por um padrao formado pelo contraste entre as pétalas,
refletoras de UV, e as anteras, que apresentam regides de absor¢ao de UV, como demonstrado
pelo teste com hidroxido de amoénio. Esse mesmo padrao de anteras constituindo “guias de
p6len” foi observado em S. corymbosa (Laporta 2005), mas quase nenhuma outra espécie do
género foi investigada quanto a esse parametro, ndo sendo possivel saber a extensdo dessa
caracteristica no grupo.

Em Senna, apesar da homogeneidade na coloragdo da corola e no mecanismo geral de
polinizagdo, hd uma grande diversidade de formas florais através das quais o0 mesmo objetivo
(polinizagdo por vibragdo) pode ser alcangado. Essa diversidade é consequéncia dos varios
arranjos entre as diferentes formas de pétalas, estames e direcionamentos do pistilo
encontrados nas espécies do género, originando flores zigomorfas ou assimétricas (Marazzi &
Endress 2008). Avaliando os padrdes de (as)simetria floral de 60 espécies de Senna, Marazzi
e Endress (2008) encontraram seis tipos florais, o primeiro correspondendo a flores
zigomorfas e/ou levemente enantiostilicas, e o restante correspondendo a flores assimétricas,
com diversas combinagdes entre os tipos de corola, androceu e gineceu encontrados. Ao
analisar a distribui¢ao dos padroes de (as)simetria floral e morfologia das pétalas na arvore
filogenética proposta para o género por Marazzi et al. (2006), os autores encontraram
correlacdo entre certos padroes e clados, mas nao entre todos. O Padrdo 1, por exemplo, que
corresponde a flores zigomorfas, foi encontrado tanto no Clado I, quanto no Clado VII, o mais
basal e o mais distal na arvore filogenética do género, respectivamente (Marazzi & Endress
2006, 2008), levando os autores a concluir que esse tipo floral é o ancestral e que,

posteriormente, houve reversdo. No entanto, comparados a outras caracteristicas florais que
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ndo afetam a simetria (como a morfologia da antera, por exemplo, Marazzi & Endress 2007),
os padrdes florais envolvidos com a simetria sdo evolutivamente mais flexiveis e provém
menos suporte para a maioria dos clados e subclados de Senna.

Em Senna macranthera, todos os verticilos participam da construgdo da assimetria
floral observada: o calice ¢ assimétrico, uma das pétalas inferiores ¢ concava, ha a deflexdo
lateral de trés estames férteis, sendo um colateral ao pistilo e dois opostos, e ocorre
enantiostilia. Essa morfologia se encaixa no padrdo quatro descrito por Marazzi ¢ Endress
(2008) e, de fato, outra variedade da espécie, Senna macranthera var. nervosa, incluida pelos
autores em seu estudo, apresentou o mesmo padrao. Como enfatizado por Irwin e Barneby
(1982), apesar da grande variabilidade morfologica encontrada em S. macranthera e exceto
pela grande variagdo no tamanho do calice, a flor conserva-se relativamente uniforme. Assim,
¢ provavel que varios dos achados aqui reportados possam se repetir em outras variedades da
espécie.

De todas as caracteristicas envolvidas na assimetria das flores de Senna, a heteranteria,
restrita as flores de polen (Buchmann 1983) ¢ a menos polémica. Sendo o pélen um recurso
necessario tanto para as abelhas como para as plantas, a divisdo das anteras em grupos de
alimenta¢do e de polinizagdo ¢ uma forma de reduzir o conflito gerado pela demanda das duas
partes, garantindo a alimentagdo das larvas das abelhas e a polinizagdo da espécie (Vogel
1978), e essa hipotese foi comprovada para Solanum rostratum em um trabalho experimental
por Vallejo-Marin et al. (2009). Em S. macranthera, cinco anteras de alimenta¢do provém o
recurso para as abelhas, enquanto as duas anteras opostas ao pistilo, auxiliadas pela pétala
curvada que as circunda, sdo responsaveis pela deposi¢do do pdlen no corpo da abelha.

O papel da(s) pétala(s) curvada(s) nas flores de algumas espécies de Senna e de outros
géneros chamou menos a atencao dos pesquisadores do que a heteranteria, sendo mais

recentemente elucidado. Sua func¢ao de guiar o pélen liberado pelas anteras de polinizacao até
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uma area no corpo da abelha em que ela ndo o remova com facilidade ja havia sido sugerido
por alguns autores (e.g. Gottsberger & Silberbauer-Gottsberger 1988), mas foi testado e
comprovado por Westerkamp (2004), através de andlises minuciosas de simulagdes de
vibragdo de flores com diapasdo. Em Senna macranthera, a pétala curvada ¢ necessaria para
que o pdlen alcance a regido dorsal da abelha, enquanto em outras espécies (e.g. Senna
corymbosa, Laporta 2005) esse objetivo é alcangado através da curvatura da propria antera.

A fungdo da enantiostilia parece ser a questdo mais polémica com relagdo as flores de
polen. A hipotese mais antiga e disseminada para explicar a evolugdo dessa caracteristica ¢ a
de que ela favorece ou incrementa a poliniza¢ao cruzada, uma vez que as flores de um morfo
s6 poderdo ser polinizadas com poélen de outro morfo (ver revisio em Barrett et al. 2000).
Jesson e Barrett (2005) demonstraram a importancia da enantiostilia em flores de Solanum
rostratum para a reducdo da geitonogamia e o aumento da precisdo na polinizagdo cruzada.
No entanto, mesmo com essa demonstracdo, a questdo permanece em aberto, pelo menos no
que diz respeito as flores de Senna e Cassiinae e, de acordo com Dulberger (1981) e
Westerkamp (2004), a promocdo de polinizagdo cruzada ndo seria a fun¢do primaria da
enantiostilia nesse grupo, como sera visto a seguir.

Em 1981, Dulberger argumentou que em algumas espécies de Cassiinae as anteras de
polinizagdo direcionam-se para os dois lados e que o estigma pode receber poélen dos dois
tipos de flor, ndo havendo, portanto, reducdo nas taxas de geitonogamia. Para Dulberger, a
funcdo primaria da enantiostilia seria liberar acesso para as abelhas as anteras de alimentagao
e a0 mesmo tempo proteger o pistilo de injaria causada pela vibragao. Essa protecdo do pistilo
foi o tnico argumento de Dulberger citado em trabalhos subseqiientes (e.g. Westerkamp 2004,
Marazzi & Endress 2008).

Em 2004, Westerkamp formalizou a hipdtese de que a fung¢do da enantiostilia em

Cassiinae estaria relacionada com a divisdo de trabalho entre as anteras, argumentando que: 1)
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muitas flores dos dois morfos sdo encontradas no mesmo dia em cada planta; 2) as abelhas
visitam varias flores do mesmo individuo; 3) ha espécies em que a liberagao do podlen ocorre
nos dois lados da abelha; e 4) se o processo de vibragdo machucasse os pistilos, ndo haveria a
diversidade de flores desse tipo que existe hoje. Para o autor, a evolucdo da enantiostilia, pelo
menos em Cassiinae, seria uma consequéncia da heteranteria, ou seja, da necessidade de
deposicdo do pdélen em um local onde ele seria menos facilmente removido pela abelha, em
geral a lateral e o dorso do animal. Para que isso ocorresse, algumas anteras teriam que ser
deslocadas do centro da flor. A fim de alcangar o pélen em seu novo local de deposi¢do, o
pistilo também precisaria se deslocar. Para ndo obstruir o caminho da abelha, o pistilo poderia
seguir uma das seguintes alternativas : 1) permanecer na posi¢cao mediana, alongando-se para
poder alcangar o novo local de deposicdo de polen, ou 2) deslocar-se para um dos lados da
flor (enantiostilia), op¢do menos dispendiosa, segundo o autor.

A hipdtese de Westerkamp € bastante plausivel e pode ser incrementada com algumas
observagdes: em Cassia, o género menos diversificado das Cassiinae, com apenas 30
espécies, as flores sdo zigomorfas (Irwin & Barneby 1982) e a deposi¢ao diferencial de poélen
se da através de heteranteria. Nesse género, os estames de fertilizagdo e o pistilo sdo
alongados e arqueados, em forma de foice, morfologia que se encaixa na primeira alternativa
proposta por Westerkamp, a qual seria a mais dispendiosa. Em Senna, existem tanto espécies
zigomorfas, como espécies enantiostilicas, ¢ o processo de deposiciao diferencial de pdlen
teria se dado ou através do alongamento, mas nao deflexdo lateral, de estames e pistilo, caso
das flores zigomorfas (alternativa um de Westerkamp) ou através da deflexdo lateral de
estames e pistilo (alternativa dois). A maior parte das espécies de Senna possui flores
enantiostilicas (Marazzi & Endress 2008). Ja em Chamaecrista, apesar dos estames serem
pouco diferenciados, também ocorre deposi¢cdo diferencial de polen, mas agora através da

pétala cuculada, a qual funciona como um prolongamento dos estames e¢ por onde o polen é
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rebatido diversas vezes até alcangar o corpo da abelha (Gottsberger & Silberbauer-
Gottsberger 1988, Westerkamp 2004). Nessas espécies, o pistilo também ¢ alongado e
deslocado para o lado oposto ao da pétala cuculada. O maior numero de espécies
enantiostilicas de Senna somadas ao numero de espécies de Chamaecrista em comparagdo ao
numero de espécies zigomorfas de Senna ¢ Cassia pode ser um indicio a favor do raciocinio
de Westerkamp, inclusive de que a segunda alternativa ¢ menos dispendiosa.

Outra caracteristica interessante em flores de polen € a ocorréncia de dimorfismo nos
graos de polen das diferentes anteras (Buchmann 1983). No presente trabalho, a viabilidade
polinica foi testada indiretamente através de coloragao do citoplasma dos graos com carmim
acético e ndo se observou nenhuma diferenca entre a coloragdo e o tamanho dos graos de
polen de diferentes tipos de antera. Dentre as espécies de Senna testadas quanto a diferengas
na viabilidade polinica através de coloracdo dos graos e de polinizagcdes controladas, foram
registrados tanto casos de diferentes viabilidades associadas aos diferentes tipos de antera
(e.g. S. sylvestris, Carvalho & Oliveira 2003), como casos onde o pdlen das anteras de
alimentagao ¢ de fertilizagdo apresentou a mesma viabilidade (e.g. S. multijuga, Wolowski &
Freitas 2010). Em S. sylvestris, apesar dos diferentes graos terem corado com carmim acético,
a coloragdo foi diferencial, com o pdlen das anteras de fertilizagdo apresentando coloragao
mais intensa, enquanto os grdos das anteras de polinizagdo apresentaram citoplasma menos
denso e com um grande vacuolo (Carvalho & Oliveira 2003). Além disso, houve diferenga
significativa entre o tamanho dos grios dos diferentes tipos de antera (Carvalho & Oliveira
2003). Ja em S. multijuga, a coloragdo ¢ a morfologia ndo foram diferentes. Mesmo que nao
tenha sido testada através de poliniza¢des controladas, os dados obtidos para S. macranthera
sugerem que ndo ha diferenga entre a viabilidade polinica das diferentes anteras, mas apenas

uma analise com polinizagdes cruzadas ou germinagao in vitro poderia esclarecer.
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A autoincompatibilidade observada em Senna macranthera apresenta aspectos
interessantes a serem discutidos. Dos sete individuos analisados, apenas um formou frutos
apos autopolinizacdes manuais. Existem casos na literatura que reportam a ocorréncia de
espécies autoincompativeis que apresentaram uma pequena fracdo de individuos
autocompativeis (e.g. Bawa 1974). De acordo com esse autor, uma hipotese para explicar essa
quebra na autoincompatibilidade seria a possibilidade de garantir o sucesso reprodutivo
mesmo em condi¢des desfavoraveis, como a auséncia de outros individuos para a ocorréncia
de polinizagdo cruzada, o que seria especialmente vantajoso em espécies herbaceas pioneiras,
mas menos provavel de ocorrer em espécies perenes. No entanto, das quatro espécies que
apresentaram quebra da autoincompatibilidade no estudo de Bawa, todas lenhosas, trés
ocupavam habitats em estagios sucessionais iniciais. Essa plasticidade pode ser o caso de S.
macranthera, que mostra alta tolerancia a ambientes perturbados, como indica sua ocorréncia
frequente em bordas de estradas e pastagens (observagao pessoal, L. Borges).

Embora ndo tenha sido avaliado o mecanismo de autoincompatibilidade em Senna
macranthera, é possivel que a espécie também apresente autoincompatibilidade de agdo
tardia, como reportado para outras espécies do género (S. sylvestris, Carvalho & Oliveira
2003, S. multijuga, Wolowski & Freitas 2010). Esse mecanismo ¢ caracterizado pelo aborto
da flor ap6s a chegada do tubo polinico no ovario, ou, mais comumente, apos a penetragao do
tubo no o6vulo (Seavey & Bawa 1986). Embora a existéncia desse mecanismo seja
controversa, uma vez que o aborto poderia resultar da depressdo endogamica causada pela
autofecundagdo, ha algumas caracteristicas sugeridas para diferenciar os dois processos, como
o aborto uniforme de flores e frutos, em um dado intervalo de tempo, o que caracterizaria um
mecanismo de autoincompatibilidade, enquanto a depressdo endogamica ocorreria por todo o
periodo de tempo de maturagdo dos frutos (Sage 1994). Em Senna macranthera, mais de 90%

das flores e frutos dos tratamentos de autopolinizagdo manual cairam até quinze dias apo6s o
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tratamento. Uma hipotese para explicar a ocorréncia desse mecanismo de
autoincompatibilidade seria a garantia de sucesso reprodutivo mesmo em condigdes adversas
(Seavey & Bawa 1986), como também parece ter ocorrido em Senna macranthera, onde o
unico individuo autocompativel apresentou baixo sucesso reprodutivo devido a predagdo de
frutos.

A comparacdo das taxas de aborto dos diferentes tratamentos (Fig. 2) indica que a
curva de formagdo natural de frutos, bem abaixo da de poliniza¢des cruzadas, foi bastante
semelhante a de autopolinizagdes manuais. Assim, ¢ possivel que a menor formagao de frutos
sob condigdes naturais tenha sido consequéncia de uma grande quantidade de polinizagdes
inviaveis (incompativeis), ou seja, geitonogamia. Essa seria uma oOtima oportunidade para
testar a fungao da enantiostilia como redutora de geitonogamia.

Por fim, vale a pena tratar das analises de sistema reprodutivo em espécies de Senna.
Apenas onze espécies do género foram avaliadas quanto a esse parametro (incluindo o
presente estudo), o que significa 3,6% do género. Dos sete clados (I-VII) e quatro subclados
(IVa e IVb, VIla e VIIb) propostos na filogenia de Senna (Marazzi et al. 2006), dois
subclados (IVa e VII b) ndo tiveram nenhuma espécie analisada com relagdo a esse parametro.
Considerando o nimero de espécies analisadas por clado, apenas os clados II e VI tiveram
mais de uma espécie estudada (trés e duas espécies, respectivamente). De acordo com os tipos
de (as)simetria floral encontrados por Marazzi ¢ Endress (2008), nenhuma espécie do Padrao
6 foi estudada quanto ao sistema reprodutivo e apenas uma do Padrdo 3 foi avaliada, sendo
autoincompativel. Todos os outros tipos florais apresentaram uma espécie autocompativel e
uma autoincompativel. O unico registro de apomixia no género, S. artemisioide (Randell,
1970), pertence ao clado IVa e Padrdo 5. Apenas uma espécie (S. acclinis, Williams 1998)

ndo foi encaixada em nenhum clado proposto por Marazzi et al. (2006). A autogamia sugerida
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para algumas espécies (S. uniflora, S. bauhinioides, Irwin & Barneby 1982), merece ser
investigada em detalhe.

Assim, fica claro que, apesar de Senna apresentar um mecanismo de polinizagio
bastante conhecido, diversos aspectos da biologia reprodutiva do género carecem de
informagdes suficientes para se testar a existéncia de tendéncias e padrdes. Estudos sobre
reflexdo e absorc¢ao de luz UV na corola, viabilidade polinica de diferentes anteras, fungdo da

enantiostilia e sistema reprodutivo sdo necessarios para se chegar a esse conhecimento.
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Tabela 1. Visitantes florais de Senna macranthera var. pudibunda (Leguminosae -

Caesalpinioideae) em Serra Talhada, Pernambuco, Brasil, com respectivos comportamentos

de visita.
Visitante Comportamento de visita
Apidae
Eulaema nigrita Lepeletier, 1841 Polinizador
Exomalopsis analis Spinola, 1853 Pilhador
Trigona spinipes (Fabricius, 1793) Pilhador
Xylocopa frontalis (Olivier, 1789) Polinizador
Xylocopa grisescens Lepeletier, 1841 Polinizador
Halictidae
Augochlora esox (Vachal, 1911) Pilhador

Pseudaugochlora pandora (Smith, 1853) Pilhador




Tabela 2. Formagdo de frutos maduros apds
tratamentos de polinizagdo manual controlada
(autopolinizagdo e polinizacdo cruzada) e sob
condigdes naturais em flores de Senna macranthera

var. pudibunda ocorrente em Serra Talhada, PE.

Tratamento Flores N Frutos N (%)
Autopolinizagao 70 2 (2,86%)
Polinizacao cruzada 70 48 (68,57%)

Polinizac¢ao natural 90 15 (16,67%)
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Fig. 1. Flor e visitantes florais de Senna macranthera var. pudibunda em Serra Talhada,

Pernambuco, Brasil. (A) Vista frontal da flor, exibindo a heteranteria, a enantiostilia ¢ a
curvatura de uma das pétalas inferiores, responsavel pelo ricochete e deposi¢do do polen
na regido dorsal das abelhas polinizadoras; (B) Resultado do teste com hidroxido de
amonio, indicando o contraste entre as metades superior e inferior das anteras; (C)
Xylocopa grisescens, polinizadora, coletando pdlen (notar o dorso coberto de polen -
seta); (D) Exomalopsis analis, pilhadora, coletando pélen por vibragdo, sem contatar o
estigma (observar as corbiculas cheias de poélen); (E) Trigona spinipes, pilhadora,

coletando poélen apos perfurar as anteras com as mandibulas.
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Fig. 2. Taxa acumulada de aborto de flores ¢ frutos imaturos a partir de tratamentos de
poliniza¢cdo manual controlada e sob condi¢des naturais em Senna macranthera var.
pudibunda ocorrente em Serra Talhada, Pernambuco, Brasil. AM: autopolinizac¢ao

manual; NAT: polinizagdo sob condi¢des naturais; PC: polinizagdo cruzada manual.
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CONCLUSOES

As trés espécies analisadas no presente trabalho representam importantes recursos para
os insetos de suas comunidades. As duas espécies com néctar como recurso floral,
Anadenanthera colubrina e Libidibia ferrea, florescem na esta¢do seca e na transi¢do da
estacdo seca para a chuvosa, respectivamente, periodo em que hd menor disponibilidade de
recursos no ecossistema, e suas arvores sao bastante visitadas principalmente por abelhas, mas
também por outros insetos. Todas as espécies apresentaram algum grau de florivoria. Assim,
suas flores também foram importantes para insetos que consumiam outras partes florais, com
possivel prejuizo reprodutivo para as plantas. A excegdo dos tetraploides em Libidibia ferrea,
todas as espécies estudadas dependem de vetores de pdlen para a reprodugdo, uma vez que

sdo autoincompativeis.
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RESUMO

A familia Leguminosae ¢ a mais rica na Caatinga. O objetivo do presente trabalho foi
investigar a biologia reprodutiva de espécies de Leguminosae ocorrentes em areas do
ecossistema Caatinga. Estudos de caso foram realizados com trés espécies lenhosas tipicas e
abundantes nas areas do ecossistema no estado de Pernambuco: Anadenanthera colubrina
(Vell.) Brenan (angico) (Mimosoideae), Libidibia ferrea (Mart. ex Tul.) L.P. Queiroz (juca ou
pau-ferro) e Senna macranthera (Collad.) H.S. Irwin & Barneby (pau-de-besouro ou sédo-
joao) (ambas Caesalpinioideae). Anadenanthera colubrina foi estudada em Serra Talhada e
floresceu na estagdo seca. A espécie ¢ andromondica, autoimcompativel e polinizada
principalmente por abelhas (Apis mellifera e Trigona spinipes). Um importante resultado
obtido através desse estudo, com implicagdes evolutivas, foi a descoberta do local de
producdo de néctar em suas flores, que ocorre no apice das pétalas, constituindo um nectario
substitutivo, um registro inédito para a subfamilia. Libidibia ferrea, recentemente segregada
do género Caesalpinia, ¢ uma espécie arborea que apresenta grande variabilidade
morfologica. Uma possivel causa para esse fato pode ser a ocorréncia de poliploidia na
espécie, que apresenta tanto populacdes diploides, como tetraploides, além de algumas
populacdes mistas. O trabalho investigou detalhes morfoldgicos e ecoldgicos da reprodugao
da espécie, sempre comparando diploides e tetrapldides, ocorrentes nos municipios de
Alagoinha e Pogao, e analisou o sistema, o sucesso ¢ o isolamento reprodutivo de e entre os
citotipos. Houve diferenga significativa entre o tamanho floral de diploides e tetrapldides e
ambos os citotipos compartilharam as mesmas espécies de polinizadores, abelhas dos géneros
Centris e Xylocopa. Enquanto os dipldides se mostraram autoincompativeis, os tetraploides
foram autocompativeis. Nao houve formacao de fruto nos cruzamentos entre os citdtipos e
ambos apresentaram baixa formacdo natural de frutos. As implicagdes ecologicas,
taxondmicas e para planos de conservacdo e reflorestamento sdo discutidas. Senna
macranthera também apresenta alto polimorfismo infraespecifico, com o reconhecimento de
oito variedades. Senna macranthera var. pudibunda, endémica da Caatinga, foi estudada em
Serra Talhada, quanto a biologia floral, a ecologia da polinizagdo e o sistema e sucesso
reprodutivos. A espécie ¢ autoincompativel e consequentemente dependente de seus
polinizadores, espécies de abelhas dos géneros Eulaema e Xylocopa, sendo um fator-chave
para a reprodugdo de varias espécies de abelhas, que utilizam o polen de suas flores na

alimentacao das larvas.
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ABSTRACT

Leguminosae is the most numerous family in Caatinga. The aim of this study was to
investigate the reproductive biology of legume species in this ecosystem. Case studies were
carried out with three frequent and abundand wood species in Caatinga areas of Pernambuco
state: Anadenanthera colubrina (Vell.) Brenan (angico) (Mimosoideae), Libidibia ferrea
(Mart. ex Tul.) L.P. Queiroz (juca or pau-ferro) and Senna macranthera (Collad.) H.S. Irwin
& Barneby (pau-de-besouro or sdo-jodo) (both Caesalpinioideae). Anadenanthera colubrina
was studied in Serra Talhada and flowered during the dry season. It’s an andromonoecius
species, self-incompatible and pollinated mainly by bees (Apis mellifera and Trigona
spinipes). An important result of this work, with evolutionary implications, was the discovery
of the nectar producing site in the flowers, which occurs at the top of the petals, constituting a
substitutive nectary, the first record for the subfamily. Libidibia ferrea, recently segregated
from Caesalpinia, is a tree with great morphological diversity. A possible reason for this
variation may be the occurrence of polyploidy in the species, which presents diploid,
tetraploid and mixed populations. The study investigated ecological and morphological
aspects of the species reproduction, comparing di- and tetraploids from Alagoinha and Pog¢ao
municipalities, and analyzed the breeding system, the reproductive success and the
reproductive isolation of and between ploidies. There were significant differences between
floral size from di- and tetraploids and both shared the same pollinators, bee species from the
genera Centris and Xylocopa. Diploids were self-incompatible and tetraploids were self-
compatible. There was no fruit set after between-ploidy crosses and both cytotypes showed a
low fruit set under natural conditions. The ecological, taxonomic and conservation
implications are discussed. Senna macranthera also presents a high infraspecific
polymorphism, with eight varieties. The floral biology, pollination ecology, breeding system
and reproductive success of S. macranthera var. pudibunda, endemic to Caatinga, were
studied in Serra Talhada. The species is self-incompatible and consequently it dependes from
its pollinators, bees from the genera Eulaema and Xylocopa, and is a key species for the

reproduction of these bees, which use the pollen in the food of their larvae.
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