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RESUMO

O processo de polinizagdo ¢ um servico ecossistémico fundamental para o desenvolvimento
de diversas espécies vegetais, incluindo o seu sucesso reprodutivo. Em Crotalaria juncea L.,
verifica-se que as flores possuem distintos morfos de anteras e comprimento dos filetes, que
por sua vez podem influenciar em sua reproducdo. Nesse contexto, o objetivo geral desse
trabalho foi estudar o sistema de polinizacdo e reprodutivo da espécie C. juncea. O objetivo
do capitulo I foi verificar se a morfologia e biologia floral influenciam no comportamento dos
visitantes florais. No capitulo II os objetivos foram comparar a eficicia dos visitantes florais
na formacdo de frutos e sementes em diferentes tratamentos; e avaliar os componentes de
fecundidade na espécie estudada. O estudo foi realizado em um plantio instalado em uma area
verde, em Santa Barbara d'Oeste (22°44'21.9"S; 47°2122.6"W), no Estado de Sdo Paulo,
contendo 120 individuos. Os visitantes florais foram observados entre fevereiro e marco de
2016. A determinagdo do horéario de abertura floral e tempo de antese floral foram obtidos por
meio de observacdo em campo, ao longo da floragdo. A receptividade estigmatica foi
verificada pelo teste de submersdo em peroxido de hidrogénio a 3%. A estimativa de
producdo de pdlen se deu através da contagem do niimero de graos de polen produzidos por
antera. O numero de graos de polen vidveis foi quantificado através da coloragio
citoplasmatica, com a técnica do carmim acético. Para averiguar a eficacia dos visitantes
florais na formagdo de frutos e sementes de C. juncea foram realizados testes controlados de
visitas do polinizador observado, em botdes florais previamente ensacados com tule. Para
verificar os efeitos dos componentes de fecundidade foram contabilizados frutos
desenvolvidos, em 30 individuos, assim como o numero de sementes formadas e abortadas,
em 684 frutos. Os frutos foram contados por posicdo (basal, mediana e apical), nas
inflorescéncias. O mesmo método foi empregado para a formacao e aborto das sementes, nos
frutos. Analises de variancia foram efetuadas para deteccdo de diferengas entre as massas dos
frutos e sementes abortadas entre os testes de eficacia. Na andlise dos componentes de
fecundidade, foram verificadas diferencas no desenvolvimento de frutos e formacao e aborto
de sementes entre as posicdes das inflorescéncias e frutos, respectivamente. Através da
analise da morfometria floral, verificou-se diferenca entre as estruturas reprodutivas
masculinas, caracterizando heteranteria floral. As observagdes indicaram apenas a presenca
das abelhas de grande porte da espécie X. frontalis como visitantes florais. Ao compararmos
os valores obtidos entre as anteras com tecas arredondadas e as anteras com tecas alongadas,
para a quantidade total de graos de podlen, ndo foi obtida variacdo (p=0,5079). No teste de
receptividade estigmatica foi visto que os estigmas estdo receptivos em todas as fases da
antese floral. No teste de coloragdo dos graos de polen, com carmim acético, foi constatada
viabilidade polinica acima de 90%, em ambos os morfos de anteras. Houve diferenca
significativa no niimero e na massa dos frutos formados, apenas entre os tratamentos de
1 e 3 visitas de X. frontalis. Houve diferenca significativa quando comparamos a
distribui¢do das sementes abortadas e formadas entre as posi¢des do fruto. Conclui-se a
importancia do comportamento especifico das abelhas, para que consigam contatar os
recursos florais, sendo que um maior nimero de visitas dos polinizadores pode aumentar a
produtividade da cultura de C. juncea, resultando no aumento do numero e massa dos frutos.
Além disso, os recursos maternos sdo necessarios para o desenvolvimento do fruto, porém
para a semente € mais vantajoso estar proximo ao estigma.

Palavras-chave: abelhas, cultura agricola, eficacia, heteranteria floral, recursos florais.



ABSTRACT

The pollination is a fundamental ecosystem function for the plants development, including the
reproductive success. In Crotalaria juncea L., it is verified that the flowers have distinct
anthers morphs and fillets length, which in turn can influence in their reproduction. In this
context, the aim of this manuscript was to study the pollination and reproductive system of C.
juncea. The aim of the chapter I were to verify if floral morphology and biology influence the
behavior of floral visitors. The aim of the chapter Il were to compare the efficacy of floral
visitors in the fruits and seeds set in different treatments; and to evaluate the fertility
components. The study was carried out in a planting area in a green area, in Santa Barbara
d'Oeste (22°44'21.9"S; 47°21'22.6"W), Sao Paulo, with 120 individuals. Floral visitors were
observed between February and March 2016. Determination of floral opening and floral
anthesis were obtained through field observation, during flowering. The stigmatic receptivity
was verified by the 3% hydrogen peroxide submersion test. The estimate of pollen production
was given by counting the number of pollen grains produced by anther. The number of viable
pollen grains was quantified through cytoplasmic staining, using the acetic carmine technique.
To verify the effectiveness of flowering visitors in the formation of fruits and seeds of C.
Jjuncea, controlled tests of pollinator visits were carried out on floral buds previously bagged
with tulle. In order to verify the effects of the fertility components, developed fruits were
counted in 30 individuals, as well as the number of developed and aborted seeds in 684 fruits.
The fruits were counted by position (basal, median and apical), in the inflorescences. The
same method was used for the development and abortion of the seeds in the fruits. Variance
analyzes were performed to detect differences between developed and aborted seeds masses
in efficacy tests. In the analysis of the fecundity components, differences in fruit development
and seed abortion were observed between the inflorescence and fruit positions, respectively.
Through analysis of floral morphometry, there was a difference between male reproductive
structures, characterizing floral heterantry. The observations indicated only the presence of
large bees (X. frontalis) as floral visitors. When comparing the values obtained between the
small anthers and the large anthers, for the total amount of pollen grains, no variation was
obtained (»p=0,5079). In the stigmatic receptivity test it was seen that the stigmas are receptive
in all phases of floral anthesis. In the test of staining of the pollen grains, with acetic carmine,
pollen viability was verified above 90%, in both morphs of anthers. There was a significant
difference in the number and mass of the fruits developed, only between treatments of 1 and 3
visits of X. frontalis. There was a significant difference when comparing the distribution of
the aborted and developed seeds between the fruit positions. It is concluded that the specific
behavior of the bees is important in order to be able to contact the floral resources, and a
greater number of visits of the pollinators can increase the productivity of the C. juncea crop,
resulting in an increase in the number and mass of the fruits. In addition, maternal resources
are necessary for the development of the fruit, but for the seed it is more advantageous to be
near to the stigma.

Key-words: bees, agriculture crop, efficacy, floral heterantry, floral resources.
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Figura 8. Teste de receptividade dos estigmas de C. juncea: nos estagios 1 (A), 2 (B), 3 (C), 4 (D) e 5 (E). As
setas correspondem as bolhas formadas durante a submersao do estilete, em peroxido de hidrogénio a 3% ........... 31

Figura 9. Flor de C. juncea evidenciando os diferentes estagios de desenvolvimento do androceu — (A) estagio
1: botdo floral com a deiscéncia longitudinal: filetes das anteras com tecas arredondadas estdo num comprimento
menor em relagdo ao comprimento dos filetes das anteras com tecas alongadas, e as tecas das anteras ainda ndo
estdo liberando os grios de polen (B) estagio 2: filetes das anteras com tecas arredondadas igualam-se ao
comprimento dos filetes das anteras com tecas alongadas e a fenda longitudinal entre as tecas inicia a liberagao
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dos grdos de polen (C) estagio 3: filetes das anteras com tecas arredondadas ainda possuem o mesmo
comprimento dos filetes das anteras com tecas alongadas (D) estdgio 4: filetes das anteras com tecas
arredondadas ultrapassam o comprimento dos filetes das anteras com tecas alongadas. Aumento do microscopio
8 TUZ = 45X 1ttt ettt ettt et en bt 33

Figura 10. Viabilidade média (%) dos graos de polen de C. juncea, nos diferentes estagios florais (2, 3 e 4), em
diferentes morfos de anteras (anteras com tecas arredondadas e anteras com tecas alongadas)...........ccccecuerenieennnne. 34

Figura 11. Vista lateral de um individuo de X. frontalis, ao pousar na flor para coletar néctar. Note os pares de
pernas anteriores ¢ medianas agarrando as alas da corola de C. juncea, indicado na seta.........cccceevveeeerenieseneennnne 35

Figura 12. Numero de visitas de X. frontalis em C. juncea, por periodo do dia, nos estagios florais 2, 3 ¢ 4 (n=10
Bl 0) (e o 10 Qe T U ) OSSP 36

CAPITULO II. Eficacia de Xylocopa frontalis (Olivier, 1789) e efeitos dos componentes de fecundidade em
flores de Crotalaria juncea L. (Leguminosae, Papilionoideae)

Figura 1. Inflorescéncia de C. juncea ensacada com tule para realizacdo dos testes de eficacia do polinizador
com relagdo ao numero de visitas: (A) botdes florais, (B) flores abertas e (C) fruto maduro ...........cccoeveeevveevennennne. 50

Figura 2. Corte longitudinal do fruto de C. juncea, com os indicativos das posi¢des da vagem (basal, mediana e
apical) ¢ a formacgao € abOrto das SEMENLES.........ccvieiuieriieriieeieitierieeeteeteste et estaeeeeenbeesseesseesseessessseesseeseeessensessseenses 50

Figura 3. Fémeas de X. frontalis forrageando as flores de C. juncea. As X. frontalis visitam as flores de C.
Jjuncea, em busca de néctar, e, ao pousarem na quilha, acionam o mecanismo de liberagdo dos graos de poélen,
que se aderem em sua regido toracica e abdominal ventral e pernas anteriores € medianas...........c.ccoceevverveienenneene 52

Figura 4. Box-plot do numero de frutos formados, de acordo com a posi¢do nas inflorescéncias de C. juncea
(basal, mediana e apical). A mediana representa a linha horizontal dentro da caixa. Valores maximo e minimo
sdo representados por linhas horizontais curtas, circulos representam valores fora do limite interno da caixa.
Médias com letras iguais ndo diferem estatisticamente entre si a p<0,05 ........ccccecuirieieiiniineiiniene e 56

Figura 5. Box-plot do nimero de sementes formadas, de acordo com a posi¢ao nos frutos de C. juncea (basal,
mediana e apical). A mediana representa a linha horizontal dentro da caixa. Valores maximo e minimo sdo
representados por linhas horizontais curtas, circulos representam valores fora do limite interno da caixa. Médias
com letras diferentes diferem estatisticamente entre si @ P<0,05.........cccceeiiriieriiiiiieiiieiieieeeete et 56

Figura 6. Box-plot do nimero de sementes abortadas, de acordo com a posigado nos frutos de C. juncea (basal,
mediana e apical). A mediana representa a linha horizontal dentro da caixa. Valores maximo e minimo sdo
representados por linhas horizontais curtas, circulos representam valores fora do limite interno da caixa. Médias
com letras diferentes diferem estatisticamente entre si @ P<0,05.........cccceeiiiiieriiiiiieiiieiieie et seeenees 57
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INTRODUCAO GERAL

A polinizacdo consiste na transferéncia de graos de polen contido nas anteras para a
superficie estigmatica, para que o processo de fertilizacdo e reprodugdo sexuada ocorra e
consequentemente haja o desenvolvimento de frutos e sementes (Willmer, 2011; Oliveira;
Maruyama, 2014). E um processo importante para a reprodugio das plantas com flores, para a
produgdo de alimentos e para a manutengdo da rede de interagdes entre animais e plantas,
assim constituindo um servi¢o ecossistémico basico (Waser; Ollerton, 2006; Yamamoto et al.,
2010). Os estudos em biologia da polinizacdo envolvem todos os fatores que ocorrem no
processo de reprodugdo da planta, desde a antese floral até a formagao de frutos e sementes
(Faegri; van der Pijl, 1980).

As diferentes caracteristicas de um determinado sistema de polinizagdo ndo sdo
necessariamente exclusivas, mas podem aparecer em mais de um sistema de polinizagdo
(Vogel, 1954; Faegri; van der Pijl, 1979; Rech; Bergamo; Figueiredo, 2014). Assim, a
combinagdo de atributos florais como coloragdo, morfologia, antese, recursos e anatomia
floral, sugere a associagdo da planta com determinado sistema de polinizagdo, que pode ser
biotico ou abiodtico (Vogel, 1954; van der Pijl, 1960; 1961).

Os atributos florais foram demonstrados por van der Pijl (1961), como um conjunto de
adaptagdes convergentes das flores ao mecanismo sensorial dos polinizadores bidticos, ou ao
meio abiodtico responsavel pela polinizagdo (agua, vento) e, pode-se ressaltar que ha espécies
vegetais que podem ter um sistema de ambofilia, isto €, as suas flores podem ser polinizadas
por vetores bidticos e abiodticos simultaneamente, podendo considerar resisténcia e
estabilidade a ambofilia, na medida em que dependem de dois vetores de dispersdo polinica
distintos (Culley et al., 2002).

As caracteristicas florais podem restringir ou orientar a acessibilidade do visitante aos
recursos ¢ determinar o grau de dependéncia nas relagdes planta-polinizador (Sakai et al.,
1998). Portanto, a riqueza de polinizadores em determinadas espécies vegetais esta
intimamente relacionada as suas caracteristicas florais, que sdo capazes de atrair, repelir e até
mesmo mobilizar o desenvolvimento de um processo de aprendizagem na manipulagdo de
estruturas que possuem acesso restrito para a maioria das espécies. Assim, muitas espécies
vegetais desenvolveram caracteristicas florais, que permitiram a restri¢ao do acesso ao polen e
o controle da taxa de remocao, processo resultante de uma provavel competicdo entre plantas
e visitantes florais (De Luca; Vallejo-Marin, 2013). Sobre isso, estudos podem ser realizados
por meio do acesso controlado das espécies polinizadoras as flores, podendo variar o numero

de visitas das mesmas, com o objetivo de comparar a efetividade do visitante floral na
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formag¢do de frutos e sementes, fornecendo dessa maneira, dados relevantes para a
identificacdo de polinizadores-chave (Klein et al., 2007).

Ha culturas que possuem a capacidade de se autofecundarem, ou seja, ndo sdo
dependentes dos polinizadores para se reproduzirem, como ¢ o caso do tomate (Hayashi-
Trevizor, 2014), da berinjela (Zambon, 2015), da soja (Juliano, 1976; Moreti et al., 1993;
Nogueira-Couto, 1994; Ribeiro; Nogueira-Couto, 2002) e do café (Klein; Steffan-Dewenter;
Tscharntke, 2003). Entretanto, se as mesmas forem polinizadas por vetores bioticos, a
qualidade do fruto (massa e nimero de sementes), bem como o numero de frutos produzidos,
podem ter um acréscimo significativo, aumentando consequentemente a produtividade
agricola (Kevan; Phillips, 2001). Um estudo encontrou maior producdo de sementes viaveis
de soja resultantes de flores visitadas pelas abelhas (66,17%) do que aquelas ndo visitadas por
abelhas (33,83%) para o cultivar Conquista (Ribeiro; Nogueira-Couto, 2002). Na cultura do
café, o estudo de Klein; Steffan-Dewenter e Tscharntke (2003) mostrou que a espécie €
autocompativel, mas o aumento na producao de frutos deve-se a relacdo com a poliniza¢do
por abelhas. Comparando 24 sistemas agroflorestais da Indonésia, a frutificacdo do café pode
ser favorecida com o acréscimo do niimero de espécies das abelhas que visitam as flores da
cultura, passando de 60% de frutificacdo (trés espécies) a 90% (20 espécies). Isso sugere que
diferengas minimas na quantidade e na eficacia dos polinizadores podem acarretar variagdes
significativas nos indices de produtividade agricola (Freitas; Nunes-Silva, 2012).

Entretanto, algumas culturas possuem total dependéncia da polinizagdo bidtica para
formacdo de frutos e sementes, sendo que sem os visitantes florais haveria uma redugdo de
90% no sucesso reprodutivo. Dentre essas culturas podem ser destacadas a atemoya, coco,
kiwi, maracuja, macadamia, aveld, abobora, melancia, meldo, acerola, baunilha ¢ banana
indiana (Klein et al., 2007). Dessa forma, uma das primeiras medidas para promover a
conservagdo de polinizadores é motivar estudos sobre as relagdes existentes entre
polinizadores e plantas economicamente importantes, o que engloba a analise do papel
ecolégico e econdomico dos polinizadores e informagdes essenciais, como o efeito da
poliniza¢do na produgdo de frutos e sementes (Allen-Wardell; Bernhardt; Bitner, 1998).

O sucesso reprodutivo dos vegetais ¢ determinado por dois estagios: o pré-emergente e
o pos-emergente. O primeiro se refere ao nimero de ovulos que se desenvolverdo em
sementes viaveis, enquanto o segundo estd relacionado a germinagdo da semente e ao
desenvolvimento da planta, incluindo sua fase reprodutiva (Wiens et al., 1987). Desta forma,
estudos dos componentes de fecundidade possibilitam verificar a existéncia de problemas

reprodutivos, inclusive os relacionados com a nutricdo do embrido pelos recursos maternos e
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identificar problemas no estdgio pré-emergente que possam influenciar no sucesso
reprodutivo da planta.

Em varias familias de Angiospermae, sementes viaveis sdo formadas a partir de
pequena proporcao de 6vulos; os demais Ovulos ndo se desenvolvem pela auséncia de
fertilizagdo ou, se sdo fertilizados, os embrides sao abortados durante o desenvolvimento
(Sedgley, 1980; Bawa; Webb, 1984; Queller, 1985). Pouco se conhece sobre as causas e
implicacdes da mortalidade entre a fertilizacdo e a maturidade da semente (Lloyd, 1980;
Stephenson, 1981; Udovic; Aker, 1981). Para explicar a ocorréncia de abortos em plantas,
existem varias hipoteses, como a de sele¢do sexual, atribuindo os abortos a otimizagdo do
sucesso reprodutivo masculino e feminino (Lloyd, 1980), a que envolve a paternidade do
zigoto (Janzen, 1977), a combinagdo de genes letais (Martin; Lee, 1993), a quantidade de
graos de polen depositados no estigma (Mogensen, 1975) e a competicdo dos 6vulos por
recursos necessarios para o desenvolvimento das sementes (Lloyd, 1980). Em Angiospermae,
a quantidade de frutos viaveis geralmente ¢ menor que o numero de flores produzidas pelo
individuo. Possiveis explicagdes para o observado podem estar relacionadas ao processo de

fertilizag@o e ao aborto durante a embriogénese (Sedgley, 1980; Bawa; Webb, 1984).

Leguminosae Juss., ¢ a segunda maior familia de eudicotiledoneas, compreendendo
cerca de 751 géneros e aproximadamente 19.500 espécies (LPWG, 2013), que ocorrem nas
regides tropicais e temperadas. E tradicionalmente composta por trés subfamilias:
Caesalpinioideae, que inclui quatro tribos, 171 géneros e 2.250 espécies; Mimosoideae,
constituida de quatro tribos e aproximadamente 83 gé€neros e 3.270 espécies, e,
Papilionoideae, a maior das trés subfamilias, que compreende 28 tribos, 478 géneros e 13.800
espécies (Lewis et al., 2005; LPWG, 2013).

Leguminosae possui distribui¢do cosmopolita, além de ser a segunda familia botanica
em importancia econdmica, sendo superada apenas por Poaceae (Judd et al., 1999). Muitas
espécies de Leguminosae (e.g Canavalia ensiformis (L.) D.C., Crotalaria juncea L. € Mucuna
pruriens (L.) D.C.) sdo utilizadas na adubacao verde, pois trazem muitas vantagens tanto para
o solo, quanto para as plantas. Dentre esses beneficios sdo destacados o controle de eroséo,
potencial para cobertura do solo evitando seu aquecimento, equilibrio ecoldgico, conservagido
da umidade do solo, fixac@o bioldgica do nitrogénio atmosférico, ciclagem de nutrientes das
camadas mais profundas do solo para regides onde as plantas cultivadas conseguem retira-los
(Favero et al., 2000; Faria et al., 2004; Formentini et al., 2008). Entender a biologia da

polinizag@o e reprodutiva dessas espécies de Leguminosae, que sdo utilizadas como adubo
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verde, ¢ de fundamental importancia, pois a sua propagagdo acontece através de sementes,

necessitando da intervengdo de polinizadores (Mazzuco, 2008).

Outro ponto deve-se principalmente ao produtor, que adota a rotagdo de culturas,
realizar o plantio de alguns individuos do adubo verde ao redor das culturas e ndo realizar o
corte antes da flora¢do. Esses individuos na drea periférica da cultura seriam importantes para
a formagdo de frutos e a producdo de sementes, além de manter os polinizadores na area
agricola, pois a poliniza¢do de plantas cultivadas depende do manejo da cultura e da qualidade

dos habitats adjacentes (Klein; Steffan-Dewenter; Tscharntke, 2003).

A partir desse contexto, o objetivo geral desse trabalho foi estudar o sistema de
polinizagdo e reprodutivo da espécie Crotalaria juncea. Este trabalho foi dividido em dois
capitulos. O objetivo do primeiro capitulo foi verificar se a morfologia e biologia floral
influenciam no comportamento dos visitantes florais. No segundo capitulo, os objetivos foram
comparar a eficacia dos visitantes florais na formacao de frutos e sementes de C. juncea, em
diferentes tratamentos, e avaliar os efeitos dos componentes de fecundidade, na espécie
estudada.

Ao capitulo I era esperado que as espécies da subfamilia Papilionoideae, incluindo a
espécie Crotalaria juncea, apresentassem caracteristicas florais que permitissem o forrageio
por insetos, como o perfume adocicado, antese diurna, cores vistosas e oferta de diferentes
recursos florais (Endress, 1994), sendo esses atributos relacionados ao sistema de polinizagdo
por abelhas (Faegri; van der Pijl, 1979).

Ao capitulo II era esperado que quanto maior o nimero de visitas em flores de C.
Jjuncea, maior seria a quantidade de graos de polen transportados ao estigma, portanto maior
namero de tubos polinicos, resultando na fecundagdo das oosferas e proporcionando maior
nimero e massa dos frutos. Com relacdo aos componentes de fecundidade de C. juncea foi
sugerido que as posicdes basais das inflorescéncias apresentassem maior formacao de frutos,
pois se pode potencializar o uso de recursos da planta-mae para a formagao de progénies
aptas (Lloyd, 1980), portanto maior probabilidade de desenvolvimento de frutos em
posigdes proximas ao acesso aos recursos. Quanto ao aborto das sementes, deveria ocorrer
em maior quantidade nas posi¢cdes do ovario mais distantes do estigma, pois esta é a situacdo
mais comum para Leguminosae (Bawa; Buckley, 1989). Neste caso, dvulos basais seriam
fertilizados pelos tubos polinicos com crescimento mais lento ou com menor capacidade

competitiva e, portanto, mais propensos a serem abortados (Martin; Lee, 1993; Gibbs;

Sassaki, 1998).
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CAPITULO I. MORFOLOGIA E BIOLOGIA FLORAL DE Crotalaria juncea L.
(LEGUMINOSAE, PAPILIONOIDEAE): RELACIONAMENTO DA QUILHA COM
O POLINIZADOR ESPECIFICO

RESUMO

Um dos mecanismos mais peculiares de algumas espécies de plantas ¢ possuir estruturas que
limitem o acesso dos visitantes aos recursos florais, incluindo o poélen e o néctar. Um aspecto
na forma das flores que restringe o acesso aos visitantes florais pode ser encontrado nas flores
com quilha (keel blossoms). O objetivo desse capitulo ¢ verificar se a morfologia e biologia
floral influenciam no comportamento do polinizador especifico de Crotalaria juncea L.. O
estudo foi realizado em um plantio de C. juncea, situado numa area verde do municipio de
Santa Barbara d'Oeste (22°44'21.9"S;47°21'22.6"W). Instalaram-se 120 plantas, em
dezembro de 2015. A floragdo da espécie ocorreu na primeira semana de fevereiro de 2016.
Testes foram realizados para ampliar o conhecimento da espécie estudada: (1) antese floral,
(2) receptividade estigmatica, (3) contagem de grdos de pdlen em diferentes morfos de
anteras, (4) teste de viabilidade polinica e (5) frequéncia e comportamento dos visitantes
florais. (1) A abertura dos botdes florais de C. juncea inicia as 10:00h e permanece até as
18:00h, durante trés dias consecutivos. A antese floral dura seis dias e os botdes florais
possuem abertura do tipo acropeta (da base ao apice da inflorescéncia). (2) Os estigmas estdo
receptivos do estagio 1 ao 5 — inicio da senescéncia floral. (3) As flores de C. juncea possuem
estames dimorficos (heteranteria), sendo cinco estames longos e cinco curtos. Nos valores
obtidos entre as anteras com tecas arredondadas e as anteras com tecas alongadas foi obtida
variagdo no numero de graos de polen nos diferentes morfos (p<0,001). (4) Nas anteras com
tecas arredondadas, as médias de viabilidade dos grios de polen dos estagios florais 2, 3 ¢ 4
foram 97,4%, 97,3% e 95,4%, respectivamente. Para as anteras com tecas alongadas, as
médias de viabilidade dos graos de polen dos estagios florais 2, 3 e 4 foram 97,5%, 96,6% e
93,7%, respectivamente. Nao foi observada diferenca significativa na viabilidade dos graos de
polen entre os estagios florais analisados, nas anteras com tecas arredondadas (F}2271=2,884,
p=0,073), porém, houve diferenca significativa, nas anteras alongadas (F»2779,258,
p<0,001). Essa variacdo deveu-se a diferenca entre os estagios 2 e 4 (p=0,010) e entre os
estagios 3 e 4 (»p<0,001). (5) Ao longo das 140 horas de observacdo em campo, apenas fémeas
de Xylocopa frontalis (Olivier, 1789), espécie de abelha de grande porte, visitaram as flores
de C. juncea. Observa-se que a disposi¢do das pecas florais de C. juncea e o dimorfismo do
androceu influenciaram no sistema de polinizacdo por abelhas, pois X. frontalis foi a Unica
espécie que forrageou nas flores estudadas. O comportamento de pouso de X. frontalis no
complexo alas-quilha possibilitou a exposi¢ao do estilete e a deposi¢do dos graos de polen
aderidos nas pernas e regido ventral, sendo considerado um agente polinizador eficaz para C.
Juncea.

Palavras-chave: estruturas reprodutivas florais, flores com quilha, antese floral,
mamangavas, polinizagao.
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CHAPTER 1. FLORAL MORPHOLOGY AND BIOLOGY IN Crotalaria juncea L.
(LEGUMINOSAE, PAPILIONOIDEAE): RELATIONSHIP OF THE KEEL WITH
THE SPECIALIZED POLLINATOR

ABSTRACT

One of the most peculiar mechanisms of plants is to have structures that limit the access of
floral visitors to the resources, including pollen and nectar. An aspect in the form of flowers
that functions restricting access to floral visitors can be found in keel blossoms. The aim of
this chapter is to verify if the floral biology and morphology influence the behavior of the
specialized pollinator in Crotalaria juncea L.. The study was carried out in a plantation of C.
juncea, located in a green area of the municipality of Santa Barbara d'Oeste (22°44'21.9"S;
47°2122.6"W). 120 plants were planted in December 2015. Flowering of the species occurred
in the first week of February 2016. Some tests were carried out to better understand the
species studied, among them: (1) floral anthesis, (2) stigmatic receptivity, (3) count of pollen
grains in different anther morphs, (4) pollen viability and (5) frequency and behavior of floral
visitors. (1) The opening of the floral buds of C. juncea beginning at 10a.m. and remains until
6p.m. on three consecutive days. The floral anthesis lasts six days and the floral buds have
acropetal opening (from the base to the top of the inflorescence). (2) Stigmas of C. juncea are
receptive in the stage 1 to 5 - beginning of floral senescence. (3) C. juncea flowers they have
dimorphic stamens, containing five long stamens and five short stamens. When comparing the
values obtained between the small anthers and the large anthers, the number of pollen grains
between morphs were different (p<0,001). (4) In the small anthers, the following averages
were obtained to the 2, 3 and 4 floral stages: 97,4%, 97,3% and 95,4%, respectively. In the
large anthers, the following averages were obtained to the 2, 3 and 4 floral stages: 97,5%,
96,6% and 93,7%, respectively. However, there was not a significant difference in the small
anthers (F277=2,884, p=0,073), but there was a significant difference in the large anthers
(F122779,258, p<0,001). This difference were between 2 and 4 stages (p=0,010) and 3 and 4
stages (p<0,001). (5) During the 140 hours of observation, only visits of large bees, females,
of Xylocopa frontalis (Olivier, 1789) were observed. It is observed that the floral arrangement
of C. juncea and the androceu dimorphism influenced the pollination system by bees, because
X. frontalis was the only species that foraged the flowers. The landing behavior of X. frontalis
in the wings-keel complex allowed the exposure of the stylet and the deposition of the pollen
grains on the legs and ventral region, being considered an effective pollinator to the C. juncea.

Key-words: floral reproductive structures, keel blossoms, floral anthesis, bumble bee,
pollination.
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1. INTRODUCAO

A diversidade floral ¢ atribuida ao processo evolutivo de cada espécie de
angiosperma, que permitiu a atracdo visual de animais polinizadores a flor,
principalmente a corola, caracterizada por exibir diferentes cores, formas e atragdo
(Fahn, 1990; Endress, 1994). A relagdo entre flor e visitante ¢ estabelecida, na maioria
das vezes, por meio de um atrativo (recurso floral). Para ser efetivo, um recurso deve
satisfazer a necessidade de alimentacdo (néctar, pélen ou oleos florais), reprodugdo
(fragrancias florais) ou constru¢do de ninho (resinas, ceras ou gomas). Assim, a planta
precisa de visitantes que possuam um ajuste fisico ideal as flores e que sejam capazes de
carregar os graos de polen, além de forragear no periodo adequado e apresentar o
comportamento correto. De forma geral, as plantas sdo selecionadas para alcancarem
esses objetivos, ou seja, devem ter flores com morfologia, atrativos (coloracdo e odor) e
recursos adequados. As plantas podem ajustar os seus recursos florais para que os seus
visitantes obtenham um lucro minimo, garantindo assim que o animal visite o maior
numero possivel de flores. Em contrapartida, o visitante deve selecionar as flores,
visando o local e o periodo em que focara para a busca do seu alimento (Agostini;

Lopes; Machado, 2014).

Os atributos florais que compdem cada sistema de polinizagdo s@o um conjunto
de adaptacdes convergentes das flores as particularidades do mecanismo sensorial dos
polinizadores e suas caracteristicas morfologicas, como demonstradas por van der Pijl
(1961), ou as caracteristicas do meio abiotico responsavel peal polinizagdo (vento,
agua). Em suma, a maioria das espécies de plantas com flores podem ser associadas a
determinado sistema de polinizagdo. Varias espécies, no entanto, sdo polinizadas por
distintos grupos animais e classificadas como polifilicas, alotropicas ou generalistas
(Endress, 1994; Fenster et al., 2004). Também ha espécies vegetais restritivas ou
especializadas, que podem ser especializadas por determinado grupo ou diferentes
grupos taxondmicos, como observado no género Oenothera L. (Onagraceae), no sul do
Brasil, as quais podem ser polinizadas por Sphingidae, moscas ou abelhas (R.S. Avila,

obs. pess.).

A polinizagdo, portanto, é considerada um servico ecossistémico, ou seja, esta
relacionada com a manutengdo das interagdes entre os seres vivos, em areas naturais,

além de ser imprescindivel a produgdo de alimentos (Nunes-Silva; Hrncir; Imperatriz-
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Fonseca, 2010; Freitas; Silva, 2016). Cerca de 75% da alimentacdo consumida pelos
seres humanos depende direta ou indiretamente de plantas polinizadas ou com acréscimo
no seu sucesso reprodutivo através da polinizacdo bidtica (Klein et al., 2007). A
polinizagdo ¢ realizada principalmente por abelhas e proporciona um servigo ambiental
tanto para os ecossistemas naturais como para os agroecossistemas (Arias-Suarez;
Ocampo-Pérez; Urrea-Gomez, 2014). Ao visitarem as flores em busca de recursos, as
abelhas podem levar aderidos ao seu corpo os graos de pdlen das anteras para o estigma
de outras flores, favorecendo dessa forma a polinizagdo e¢ a fertilizagdo cruzada
(Imperatriz-Fonseca; Nunes-Silva, 2010). Os visitantes florais, a partir de sua
abordagem a flor, podem ser caracterizados como: polinizadores e/ou pilhadores, a
caracterizagdo destes depende do tamanho corporal, comportamento e contato com as
estruturas reprodutivas ao coletarem o recurso, com potencial efeito no sucesso
reprodutivo da planta, além da morfologia floral que pode selecionar determinado
sistema de polinizacdo (Benevides; Gaglianone; Hoffmann, 2009; Yamamoto et al.,

2012).

Sobre a morfologia das flores que funciona restringindo o acesso ao polen por
visitantes pode ser encontrado nas flores com quilha (keel blossoms), em que a corola
pentamera possui pétalas diferenciadas em um estandarte, duas alas (asas) e uma quilha,
esta ultima formada por duas pétalas, nas quais as estruturas reprodutivas ficam
abrigadas (Westerkamp, 1997b), que impedem um livre acesso dos visitantes florais ao
polen, desse modo, ¢ necessdrio um comportamento especifico de forrageio para
contatar as estruturas reprodutivas. As flores com quilha sdo caracteristicas de muitas
espécies pertencentes a familia Leguminosae (Westerkamp, 1997a), especialmente na

subfamilia Papilionoideae.

Papilionoideae ¢ considerada monofilética e a maior das subfamilias dentro da
familia Leguminosae (Lewis et al., 2005; LPWG, 2013). As espécies desta subfamilia
apresentam caracteristicas florais distintas e bem elaboradas, que resultaram em uma
diversidade de mecanismos de polinizagdo (Stirton, 1981). Dentro dessas caracteristicas,
sdo destacadas as adaptacdes de suas flores para serem visitadas por insetos, como:
perfume adocicado, antese diurna, cores vistosas e oferta de diferentes recursos florais
(Endress, 1994), sendo esses atributos relacionados ao sistema de polinizagdo por

abelhas (Faegri; van der Pijl, 1979).
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De acordo com dados da FAO (2014) o estudo do comportamento dos
polinizadores em flores, ¢ uma questdo fundamental a qualquer investigagdo em biologia
da polinizagdo. O comportamento nas flores, a morfologia, assim como o habito de vida
do inseto, sdo aspectos a serem considerados para uma polinizagdo eficiente. Além
destes, aspectos como a verificagdo da deposicdo, dispersdo e transferéncia de podlen, a
eficacia da polinizagdo, a utilizacdo de recursos pelos visitantes, os recursos disponiveis,
a frequéncia de polinizadores, a composicdo da comunidade de polinizadores e suas
atividades, considerando os aspectos climaticos, também devem ser verificados (Potts,
2005; Witter et al., 2014). Assim, o desenvolvimento de pesquisas sobre a identificagdo
dos visitantes florais e de seus aspectos comportamentais torna-se de extrema

importancia para a manutencao e a conservagdo destes em ambientes agricolas.

Em Crotalaria juncea L., espécie pertencente a familia Leguminosae e a
subfamilia Papilionoideae, comumente utilizada em areas agricolas com a finalidade de
adubacdo verde, o sistema de polinizacdo por abelhas ¢ o mais provavel devido as
caracteristicas florais da espécie. Flores visitadas por abelhas geralmente apresentam
coloragdo azul, amarela ou purpura, plataforma de pouso, antese diurna e oferta de
diferentes recursos florais (néctar, polen) (Faegri; van der Pijl, 1980; Pinheiro et al.,
2014), portanto, as flores da espécie em estudo possuem alta probabilidade de
pertencerem ao sistema de polinizacdo por abelhas. Dessa forma, o objetivo desse
capitulo ¢ relacionar a morfologia e biologia floral com o polinizador especifico da
espécie C. juncea. Sendo assim, as seguintes questdes foram consideradas: (1) O periodo
de antese floral em C. juncea influencia o numero de visitas? (2) A quilha presente na
flor de C. juncea tem efeito no processo de liberagdo dos gréos de polen? (3) O periodo
de receptividade estigmatica pode indicar uma caracteristica ecoldgica ao gé€nero
Crotalaria? (4) Ha diferenga estatistica no numero de graos de polen entre os diferentes
morfos de anteras de C juncea? (5) Os diferentes morfos de anteras de C. juncea
apresentam diferenga estatistica em relagdo a viabilidade polinica? (6) Qual o periodo do

dia com maior numero de visitas nas flores de C. juncea?
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2. MATERIAL E METODOS
2.1 A espécie Crotalaria juncea L.

Originaria da India, a C. juncea é uma leguminosa de habito arbustivo ereto, que
pode atingir uma altura média de trés metros (Graner et al., 1973). As flores sdo
amarelas (Figura 1), pentdmeras e bissexuais, distribuidas em inflorescéncias que podem
conter de 4 a 20 flores (RICCI, N.A.P., obs. pess., 2016). Oferece como recursos o
néctar ¢ o polen, tendo como polinizadores principais as abelhas de grande porte
(mamangavas) (Silva et al., 2009). Possui baixo indice de autocompatibilidade (Graner
et al., 1973), com floracdo méaxima no periodo de 120 dias ap6s o plantio (Salgado et al.,
1987). A melhor época de plantio ¢ entre os meses de outubro a novembro, podendo ser

realizada até marco (Araujo, 2008).

Figura 1. Flor de C. juncea, mostrando as diferentes pétalas que compdem a corola (estandarte, ala e
quilha). A corola possui coloracdo amarela, antese diurna e ¢ pentdmera (corola composta por cinco
pétalas). As flores estdo dispostas em inflorescéncias que contém de quatro a 20 botdes florais e
apresentam abertura floral do tipo acropeta.

Fonte: 1. Propria autoria.
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2.2 Local de estudo

O estudo foi desenvolvido em um plantio de C. juncea, na area urbana do
municipio de Santa Barbara d’Oeste (22°44'21.9"S; 47°21'22.6"W). O experimento foi
instalado em uma area de aproximadamente 5.000m’, com 120 individuos (Figura 2),
divididos em dois canteiros de dimensdes 3m x 2m, com espagcamento das sementes de
0,3m x 0,3m e trés sementes em cada ponto. O plantio foi realizado em dezembro de

2015, e a floracao da espécie ocorreu na primeira semana de fevereiro de 2016.

Figura 2. Area verde, no municipio de Santa Béarbara d’Oeste - SP, no qual foi realizado o plantio de C. juncea e
o plantio de quiabo, situado proximo ao local estudo, indicados pelas setas (a Figura 2 mostra o local de estudo
30 dias apos o plantio de C. juncea — data: 01/01/2016).

Fonte: 2. Propria autoria.

Nas éareas localizadas ao lado da plantacdo de C. jumcea, havia: uma area com
plantagdo de quiabo de 35m” (Figura 2), além de vérias espécies como flamboyant-vermelho,
urucum, ipé-de-jardim, resedd, maracuja-azedo, mangueira e plantagdo de milho. Ao redor
das éareas de plantio, a vegetagdo ¢ composta por gramineas. A area verde pertence a
Prefeitura Municipal de Santa Barbara d’Oeste, e todas as espécies plantadas no local foram
realizadas pelos moradores. O local de estudo ndo apresenta remanescentes florestais nas

areas proximas ao cultivo. A classificagdo do clima é Cfa (clima temperado iimido com verao
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quente), segundo K&ppen. A altitude do local do plantio de C. juncea foi de 626m. De acordo
com a climatologia de precipitacdo do INPE, entre janeiro e margo de 2016, a pluviosidade no
municipio foi de 300 a 400mm. Vale ressaltar que os meses mais quentes, durante as etapas
realizadas em campo, foram janeiro e fevereiro de 2016, com temperatura média de 25°C

(CEPAGRI, 2016).

2.3 Biologia floral de Crotalaria juncea
2.3.1 Antese

Para analisar o tempo de antese floral de C. juncea foram marcadas n=10 flores de
diferentes individuos e as mesmas foram observadas desde a abertura até a senescéncia do
botdo floral, em fevereiro e margo de 2016. Detectaram-se seis estagios de desenvolvimento
das flores (Figura 3), porém o estagio 1 ndo foi considerado para posteriores analises por estar
em processo de desenvolvimento do botdo floral, assim como o estagio 6, por estar em fase de

senescéncia floral.

Figura 3. Estagios de desenvolvimento floral de C. juncea: (1) botao floral, (2) 24h da antese floral, (3) 48h da
antese floral, (4) 72h da antese floral, (5) 96h e inicio da senescéncia floral - estandarte, alas e quilha comegam a
murchar, (6) 120h e senescéncia floral completa — estandarte, alas e quilha estdo completamente murchos e a
coloragdo muda de amarelo para alaranjado.

Fonte: 3. Propria autoria.
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2.3.2 Caracterizacao das estruturas reprodutivas e da quilha de Crotalaria juncea

Embora as anteras das flores de C. juncea tenham tamanho suficiente para serem
visualizadas em microscopio de luz, a microscopia eletrénica de varredura permite uma
analise mais detalhada de toda a estrutura. Para tanto, foram utilizadas flores fixadas em FAA
(5% de formalina, 5% de acido acético e 90% de alcool etilico a 70%), desidratadas numa
série de alcool (10%, 30%, 50% e 70%) e acetona (90% e 100%). As amostras foram
submetidas ao ponto critico para a retirada de toda a dgua estrutural, por meio do equipamento
Balzers Critical Point Dryer 03 0®. Posteriormente, foram recobertas com ouro pelo método de
“Sputtering”, com o equipamento Balzers Sputter Coater 050". As micrografias foram obtidas
em microscopio eletrdénico de varredura Hitachi TableTop Microscope TM3000®, operando a
15kV. A etapa de analise das estruturas reprodutivas e da quilha das flores de C. juncea, com
a microscopia eletronica de varredura, foi realizada no laboratério de microscopia da
Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” (UNESP), Campus de Rio
Claro/SP.

2.3.3 Receptividade estigmatica

O teste de receptividade estigmatica, utilizando peroxido de hidrogénio (H,0O,) a 3%
(Kearns; Inouye, 1993), consiste em verificar se o estigma da flor estd receptivo ao grdo de
polen. Para constatar a receptividade deve ocorrer a acdo de esterases nos estigmas receptivos,
que pode ser visualizada pela liberacdo de O, e consequente formacdo de bolhas. Foram
utilizadas flores de C. jumcea coletadas aleatoriamente (trés flores para cada estagio de
antese). A coleta do material foi realizada no plantio de C. juncea, e a analise da receptividade
estigmatica, no laboratério de biologia da Universidade Federal de Sao Carlos (UFSCar),

Campus de Araras/SP.

2.3.4 Contagem de graos de pélen em diferentes morfos de anteras

Para estimar a quantidade total de graos de pélen nos diferentes morfos de anteras, foi
coletado todo o grao de polen de uma antera de morfo alongado e de uma antera de morfo
arredondado, em n=10 flores de C. juncea. Para cada flor, os graos de polen de cada antera

foram colocados em Eppendorf com 10 gotas de alcool etilico a 70%. Apos a agitagdo do
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Eppendorf retirou-se uma gota da solucdo, que foi colocada sobre uma lamina de vidro, e esta
foi observada por meio do método de varredura da lamina, em microscépio de luz. Todos os
graos de polen da lamina foram contabilizados com o auxilio de um contador. Estimou-se a
quantidade total de graos de polen na solugdo do Eppendorf, multiplicando o total encontrado
em uma gota retirada da solucao pelo total de gotas da solugdo. Para estimar a quantidade de
graos de polen, nos diferentes morfos de anteras, multiplicou-se o total resultante do
Eppendorf (referente a uma antera) pela quantidade de anteras daquele morfo especifico, na
flor de C. juncea. As flores de C. juncea possuem cinco filetes com anteras com tecas
alongadas e cinco filetes com anteras com tecas arredondadas (heteranteria), entdo, para
verificar se houve diferenca entre a quantidade de grios de polen contabilizados nos
diferentes morfos de anteras (n=10), aplicou-se o teste t pareado a 5%, por meio do software
R versdo 3.1.1% (Gentleman et al., 2014). A coleta do material foi realizada no plantio de C.
juncea, ¢ a contagem dos graos de polen, no laboratdrio de biologia da Universidade Federal

de Sao Carlos (UFSCar), Campus de Araras/SP.

2.3.5 Viabilidade polinica

Para estimar a viabilidade polinica de C. juncea foi utilizada a técnica de coloracdo
dos grdos de pdlen com o corante carmim acético a 2% (Radford et al., 1974). No
experimento, utilizaram-se trés estagios de abertura da flor (estagios 2, 3 ¢ 4), com 10
repeticdes cada. Para cada flor, uma amostra de polen foi retirada das anteras e distribuida
sobre uma lamina de vidro, sobre a qual foi adicionado o corante carmim acético e,
posteriormente, uma laminula. Para evitar o ressecamento do material, a observacao e registro
de graos de pdlen deram-se apos o preparo das ldminas. Foi empregado método de varredura
da lamina em microscopio de luz, e contados 100 graos de podlen da ladmina. Estimou-se o
percentual de viabilidade do pdlen, mediante a proporcdo entre o nimero de graos de polen
corados (viaveis) e nao corados ou com o citoplasma retraido (ndo viaveis) (Figuras 4A-B). O
método foi utilizado tanto para as anteras com tecas alongadas quanto para as anteras com
tecas arredondadas, pois hd diferentes morfos de anteras em C. juncea. Os dados foram
submetidos a analise estatistica ANOVA e Tukey, ao nivel de significancia de 5%, utilizando-
se o software R versdo 3.1.1. A coleta do material foi realizada no plantio de C. juncea, ¢ o
teste de viabilidade polinica, no laboratério de biologia da Universidade Federal de Sao

Carlos (UFSCar), Campus de Araras/SP.
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Figura 4. Graos de polen no teste de coloragdo carmim acético: (A) grao de polen viavel (V) e ndo viavel (NV)
do filete com morfo das tecas das anteras arredondado, e (B) grao de polen viavel (V) e ndo viavel (NV) do filete
com morfo das tecas das anteras alongado. Aumento do microscopio de luz = 400x.

Fonte: 4A-B. Propria autoria.

2.4 Frequéncia e comportamento dos visitantes florais de Crotalaria juncea

Para determinar a frequéncia dos visitantes florais, ao longo do dia, nas flores de C.
juncea, foram observadas n=10 flores para cada um dos trés estagios florais (estagios 2, 3 e
4), pois sdo nessas fases que ocorre maior atividade de forrageamento. As observagdes foram
realizadas ao longo de trés semanas consecutivas de fevereiro de 2016 (cinco dias, das 6:00h
as 18:00h, e dez dias, das 10:00h as 18:00h). Foram calculadas a média e o desvio padrio de
visitas ao longo do dia para cada um dos estagios florais, tal como o teste de normalidade de
Shapiro-Wilk e o teste estatistico ANOVA, por meio do software R, com o objetivo de
constatar se houve diferenca significativa entre as médias de visitas, ao longo dos trés estagios
florais. Para relacionar o comportamento do visitante com a morfologia floral foram
realizadas observagoes, in situ, do comportamento de abordagem do visitante em relagcdo a
flor. Foi verificado se o visitante alcancava o recurso floral ¢ se nesse momento tocava nas

estruturas reprodutivas.

3. RESULTADOS
3.1 Caracteristicas morfologicas, florais e dos frutos de Crotalaria juncea

O calice ¢ dialissépalo, com quatro sépalas. A corola é composta por cinco
pétalas de coloracdo amarela, divididas em um estandarte, duas alas e duas pétalas

fundidas que formam a quilha (Figura 5A), que tém como fungdo abrigar e proteger as
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estruturas reprodutivas da flor, restringindo o acesso aos visitantes e a coleta dos
recursos florais. Possui simetria zigomorfa (bilateral) e pétalas livres entre si
(dialipétala). Os dez estames sdo livres, eretos, de coloracdo verde e possuem
heteranteria, sendo cinco filetes com as tecas das anteras arredondadas e cinco filetes
com as tecas das anteras alongadas, ambas com deiscéncia longitudinal (Figura 5B). O
polen é viscoso e de coloragdo amarela. O estigma possui coloragdo esverdeada ¢ a
superficie ¢ composta por tricomas, com maior quantidade no seu apice (Figura 5C). Os
frutos sdo do tipo vagem, de formato cilindrico, coloragdo verde ¢ com a superficie
coberta por tricomas (aparéncia aveludada) (Figura 5D). O ovario possui oOvulos

dispostos linearmente e em duas fileiras (Figura 5E).
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Figura 5. A. Pecas florais de C. juncea (estandarte — pétala maior, alas — pétalas laterais da corola e quilha —
duas pétalas fundidas que abrigam e protegem as estruturas reprodutivas — dez anteras e um estigma). B. Filetes
com tecas das anteras arredondadas (numeragdo em preto) e alongadas (numeragdo em vermelho). Deiscéncia
longitudinal das anteras indicada com a seta azul. C. Apice do estilete recoberto por tricomas. D. Inflorescéncia
com os frutos (vagens) formados. E. Corte longitudinal do ovario — as numerag¢des em preto indicam os 6vulos,
que apresentam distribui¢do linear e estdo organizados em duas fileiras.

Fonte: SA-E. Propria autoria.
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3.2 Biologia floral de Crotalaria juncea
3.2.1 Antese

A abertura dos botdes florais de C. juncea tem inicio as 10:00h e permanece até as
18:00h, durante trés dias consecutivos (Figura 2). Nos estagios 5 ¢ 6 (Figura 2), a flor inicia a
senescéncia, ou seja, as pecgas da corola murcham, a colora¢do amarela torna-se mais escura ¢
as flores ndo apresentam o processo de abertura e fechamento da corola, que ocorre nos
estagios anteriores. A sequéncia de abertura dos botdes florais nas inflorescéncias inicia-se
com os botdes situados na posi¢ao basal da inflorescéncia (proxima a planta-mae) e o botdo
floral situado ao apice da inflorescéncia ¢ o ultimo a se abrir, caracterizando a sequéncia de

abertura das flores como acropeta (Figura 6).

Figura 6. Abertura sequencial dos botdes florais (acropeta), na inflorescéncia de C. juncea. Note que as flores
situadas na posi¢do basal da inflorescéncia estdo abertas, enquanto os botdes florais situados nas posigdes
mediana e apical encontram-se fechados.

Fonte: 6. Propria autoria.
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3.2.2 Caracterizacao das estruturas reprodutivas e da quilha de Crotalaria juncea

Com a microscopia eletronica de varredura constatou-se que as flores de C. juncea sio
heteranteras, ou seja, apresentam diferentes morfos de anteras, sendo cinco anteras com tecas
alongadas (Figura 7A) e cinco anteras com tecas arredondadas (Figura 7B), ambas com
deiscéncia longitudinal. O estilete apresenta comprimento superior aos filetes e a distribuicao
dos tricomas em sua superficie ocorre de forma espiral, desde a base até o apice (estigma)
(Figura 7C). O estigma possui um formato de gancho, que pode estar ligado ao movimento de
bombeamento dos graos de polen pelo apice da quilha, no momento de forrageio da abelha
Xylocopa frontalis (Figura 7D). A quilha da flor de C. juncea é coberta por grande quantidade
de tricomas, e ¢ composta por duas pétalas fundidas (Figura 7E), de modo que os tricomas da
quilha unem-se pelas extremidades, permitindo a abertura da quilha e exposi¢ao das estruturas

reprodutivas, durante o forrageio de X. frontalis (Figura 7F).
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Figura 7. (A) Antera alongada de C. juncea, evidenciando as tecas e a deiscéncia longitudinal do
morfo (comprimento = 2mm, aumento = 400x) (B) Antera arredondada, mostrando as tecas e¢ a
deiscéncia longitudinal do morfo (comprimento = 300pum, aumento = 3000x) (C) Estilete,
evidenciando a grande quantidade de tricomas em sua superficie (comprimento = 2mm, aumento =
300x) (D) Superficie estigmatica, coberta por grande quantidade de tricomas. Note que o estigma
possui um formato de gancho, que pode estar ligado ao movimento de bombeamento dos graos de
polen pelo apice da quilha (comprimento = 500pum, aumento = 1200x) (E) Quilha da flor, coberta por
grande quantidade de tricomas (comprimento = 2mm, aumento = 500x) (F) Os tricomas da quilha
unem-se pelas extremidades, permitindo a abertura da quilha e exposi¢do das estruturas reprodutivas,
durante o forrageio da X. frontalis (comprimento = 50pum, aumento = 1500x).

Deiscéncia
longitudinal

Deiscéncia
longitudinal

Estilete

Conexao dos
tricomas da quilha

Fonte: 7A-F. Propria autoria.
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3.2.3 Receptividade estigmatica

No teste de receptividade estigmatica foi constatado que os estigmas de C. juncea
estdo receptivos desde o estagio 1 até o estagio 5 (inicio da senescéncia floral) (Figuras 8A-
E), e pode-se observar a formacdo de bolhas, nos estigmas, durante o teste de receptividade

estigmatica.

Figura 8. Teste de receptividade dos estigmas de C. juncea: nos estagios 1 (A), 2 (B), 3 (C),4 (D) e 5 (E). As
setas correspondem as bolhas formadas durante a submersio do estilete, em peroxido de hidrogénio a 3%.

Fonte: 8A-E. Propria autoria.
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3.2.4 Contagem de grios de pélen em diferentes morfos de anteras

Foi obtida diferenga significativa entre o numero de griaos de pdlen nos diferentes
morfos de anteras, com base no valor do teste t pareado (t=1,8, p<0,001) (Quadro 1). A
variancia do niimero de grios de polen entre as anteras com tecas alongadas foi de 2,15°.

Entre as anteras com tecas arredondadas obteve-se uma variancia de 1,44%,

Quadro 1. N° total de griaos de polen e média + desvio padrdo, em diferentes morfos de anteras, em C. juncea
(10 anteras para cada um dos morfos)

Flores Anteras com tecas Anteras com tecas
alongadas arredondadas
Flor 1 223.200 65.250
Flor 2 212.750 64.600
Flor 3 237.200 61.800
Flor 4 201.150 70.100
Flor 5 220.500 93.950
Flor 6 248.500 59.950
Flor 7 205.800 56.700
Flor 8 222.300 69.000
Flor 9 222.900 50.150
Flor 10 237.050 55.550
médiatdesvio-padrio 223.135+14.660a 64.705+£11.990b

Me¢dias com letras diferentes diferem estatisticamente entre si a p<0,05.

As flores de C. juncea sdo um exemplo de heteranteria e heterostemonia, contendo
cinco filetes com maior comprimento e cinco filetes com menor comprimento. No estagio de

botdo floral (estagio 1) (Figura 9A), os filetes com menor comprimento s3o 0s que possuem
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as anteras com tecas arredondadas, enquanto os filetes com comprimento maior sdo os que
possuem anteras com tecas alongadas. Nos estagios 2 e 3 (Figuras 9B-C), quando as flores ja
estdo abertas, e as anteras iniciam a liberacdo dos graos de polen, percebeu-se que os filetes
com menor comprimento, no estagio 1, tiveram um crescimento no comprimento e igualaram-
se aos filetes com maior comprimento, porém o tamanho das tecas das anteras ndo alterou-se.
No estagio 4 (Figura 9D), os filetes com tecas das anteras arredondadas ultrapassaram o
comprimento dos filetes com as tecas das anteras alongadas. Vale ressaltar que cada antera

possui duas tecas e deiscéncia longitudinal (Figura 9A).

Figura 9. Flor de C. juncea evidenciando os diferentes estagios de desenvolvimento do androceu — (A) estagio
1: botdo floral com a deiscéncia longitudinal: filetes das anteras com tecas arredondadas estdo num comprimento
menor em relagdo ao comprimento dos filetes das anteras com tecas alongadas, e as tecas das anteras ainda ndo
estdo liberando os griaos de polen (B) estagio 2: filetes das anteras com tecas arredondadas igualam-se ao
comprimento dos filetes das anteras com tecas alongadas e a fenda longitudinal entre as tecas inicia a liberagao
dos grdos de podlen (C) estagio 3: filetes das anteras com tecas arredondadas ainda possuem o mesmo
comprimento dos filetes das anteras com tecas alongadas (D) estdgio 4: filetes das anteras com tecas
arredondadas ultrapassam o comprimento dos filetes das anteras com tecas alongadas. Aumento do microscopio
de luz = 45x.

Antera com teca arredonda

Fonte: 9A-D. Propria autoria.
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3.2.5 Viabilidade polinica

Nao foi observada diferenca significativa na viabilidade dos graos de polen nas anteras
com tecas arredondadas (Fi227=2,884, p=0,073), porém houve diferenga significativa nas
anteras com tecas alongadas (F[227=9,258, p<0,001) (Figura 10). Com o teste de Tukey foi
obtida a diferenga entre os estagios 2 e 4 (p=0,010) e entre os estagios 3 e 4 (p<0,001).

Figura 10. Viabilidade média (%) dos graos de polen de C. juncea, nos diferentes estagios florais (2, 3 e 4), em
diferentes morfos de anteras (anteras com tecas arredondadas e anteras com tecas alongadas).
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Meédias com letras diferentes diferem estatisticamente entre si a p<0,05.

3.3 Frequéncia e comportamento dos visitantes florais de Crotalaria juncea

Ao longo das 140 horas de observagdo em campo, s6 foram constatadas visitas de
Xylocopa frontalis (Olivier, 1789) (Hymenoptera, Apidae) as flores de C. juncea. No
momento da visita, X. frontalis agarra-se a flor com as pernas anteriores ¢ medianas (Figura
11) e, desta forma, dois movimentos ocorrem concomitantemente nas alas: 0 movimento para
tras e lateralmente. Esse movimento lateral libera a passagem para o néctar, inicialmente
fechado pelas alas, e as pecas bucais de X. frontalis sdo inseridas no centro do nectario. Com a
estrutura de quilha e alas movendo-se, a parte distal abre-se e, os 6rgéos reprodutivos, que sdo
imoéveis, sdo finalmente expostos. Durante a liberagdo dos graos de polen, o estigma, que
contém pequenos tricomas, fricciona nas anteras e aglutina grande quantidade de polen
viscoso em sua superficie. O estigma, contendo os graos de poélen, ¢ liberado pelo apice da

quilha e adere-se a regido toracica e abdominal ventral e pernas anteriores e medianas de X.
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frontalis. Quando o visitante abandona a flor, todas as estruturas reprodutivas retornam a

posicao inicial.

Figura 11. Vista lateral de um individuo de X. frontalis, ao pousar na flor para coletar néctar. Note os pares de
pernas anteriores e medianas agarrando as alas da corola de C. juncea, indicado na seta.

Fonte: 11. Propria autoria.

Nos estagios florais 2, 3 e 4, obteve-se uma média de visitas de 30,75, 32,88 e
26,10, respectivamente. Por meio do teste estatistico ANOVA foi observado que ndo

houve diferenca significativa ao comparamos os valores obtidos nos estagios florais 2, 3 e

4 (Fpo21170,615873, p=0,549642).

Ao conferirmos qual foi o periodo do dia em que houve maior forrageamento dos
visitantes florais, nas flores de C. juncea, entre as 15:00h e as 15:59h foi o mais

representativo, aos estagios 2, 3 e 4 (n=55, n=68 e n=50), respectivamente (Figura 12).
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Figura 12. Numero de visitas de X. frontalis em C. juncea, por periodo do dia, nos estagios florais 2, 3 ¢ 4 (n=10
flores por estagio).
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4. DISCUSSAO

4.1 Biologia floral de Crotalaria juncea

4.1.1 Antese

A antese floral de trés dias consecutivos e num periodo de oito horas diarias (das
10:00h as 18:00h), pode indicar uma estratégia ecoldgica e reprodutiva da espécie, pois ao
mesmo tempo ha um gasto energético na producdo de recurso floral (néctar) e no processo de
abertura e fechamento da corola por trés dias. No entanto, possibilita maior tempo de
forrageio por X. frontalis, ocorrendo maior transferéncia de grios de polen provenientes de
outras flores e maior probabilidade de fecundacdo das oosferas, culminando na produgao de
sementes, formacao do fruto e no sucesso reprodutivo. Primack (1985) relata que o periodo de
tempo que uma flor permanece aberta, com seu perianto e estruturas reprodutivas vistosas, ¢
um fator importante para a compreensdo da ecologia da polinizagdo como um processo
dindmico, ou seja, o tempo de antese floral influencia no forrageio dos polinizadores e no
numero de visitas que pode ocorrer. Além disso, a longevidade floral reflete o numero de
flores em antese, no individuo, na eficacia das flores em atrair os polinizadores aos recursos e
na transferéncia cruzada dos graos de podlen, podendo conduzir ao sucesso reprodutivo da

espécie.
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4.1.2 Caracterizacao das estruturas reprodutivas e da quilha de Crotalaria juncea

A tribo Crotalarieae (Benth.) Hutch. (Leguminosae, Papilionoideae), onde esta situada
a espécie C. juncea, ¢ parte do core Genistoide (Crisp et al., 2000), e compreende
aproximadamente 1.204 espécies (van Wyk, 2005), com delimitacdes dentro da tribo que
podem ser resultado das mudancas morfoldgicas e quimiotaxondmicas (van Wyk; Schutte,
1995), e da sistematica molecular (Boatwright et al., 2008a, 2009, 2011).
a) Anteras: As flores de C. juncea sdo heterostémones, ou seja, apresentam ao menos
dois distintos tamanhos de estames, que podem variar em tamanho ou formato do filete,
inser¢cdo do filete na antera, tamanho da antera ou coloragdo da antera (Tucker, 1996a;
Vallejo-Marin et al., 2009; Paulino et al., 2013). A presenca de estames heteromorficos esta
geralmente associada ao enantiomorfismo, polinizagdo por vibracao, deiscéncia poricida das
anteras, polinizagcdo por abelhas e auséncia de nectarios florais (Buchmann, 1983; Luo et al.,
2008; Vallejo-Marin et al., 2010; Almeida et al., 2013, 2015), e, provavelmente evoluiu via
selecdo mediada por polinizadores, com o objetivo de reduzir o conflito causado por
diferentes funcdes polinicas (Vallejo-Marin et al., 2010). De acordo com o mesmo autor,
estames heteromorficos sao encontrados em 16 familias distribuidas em 12 ordens (mais de
24.000 espécies), e entre essas familias, Leguminosae apresenta maior riqueza de espécies
heterostémones. De acordo com Barrett (2010), a subfamilia Caesalpinoideac é um dos
grupos de angiospermas que mais apresentam distintos tipos de estames por flores. Contudo,
estudos verificaram que a maioridade de géneros com flores heterostémones foi encontrada na
subfamilia Papilionoideae, em que esta posicionada a espécie C. juncea (Barroso, 1991;
Endress, 1994; Rodriguez-Riafio et al., 1999a,b; Mansano; Souza, 2004; Prenner, 2004a,b;
Filardi et al., 2007).
a) Anteras: Os membros da tribo Crotalarieae, e consequentemente a espécie C. juncea, t€m
arranjos de anteras distintos (Polhill, 1976), que s3o informativos em nivel genérico
(Boatwright et al., 2008b; Boatwright; van Wyk, 2009). Espécies com quilha tendem a ter
anteras monomorficas (os géneros que invariavelmente tém estilos retos ou curvados para
baixo) ou anteras dimorficas (estilos arredondados ou alongados) com um arranjo de (1)
quatro anteras longas basifixas e seis anteras dorsifixas mais curtas; (2) quatro anteras
basifixas, a antera carinal e cinco anteras dorsifixas mais curtas; (3) anteras marcadamente
diferenciadas em cinco anteras longas basifixas e cinco anteras curtas dorsifixas (Polhill,
1976) como verificado na espécie C. juncea, sendo que o dimorfismo de antera parece estar
diretamente ligado ao grau de torcdo do apice da quilha, e ¢ fortemente desenvolvido em

espécies do género Crotalaria (Le Roux; van Wyk, 2012).
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b) Estilete e Estigma: Polhill (1976) notou diferentes rotas de liberacdo do pdlen em
diferentes géneros dentro da tribo Crotalarieae. Quatro tipos basicos de libera¢ao do polen, em
espécies de Papilionoideae, foram descritos por Delpino (1868, 1869): valvar, explosivo,
escova e bombeamento (Delpino, 1868, 1869; Leppik, 1966; Westerkamp, 1997; Etcheverry,
2001a,b). Nas espécies pertencentes ao género Crotalaria, o polen € liberado por meio do
mecanismo de bombeamento, com o apice da quilha servindo como um cilindro e o estilete e
as anteras atuando como um pistdo; o polen é empurrado e bombeado para fora da quilha, por
acdo da escova formada pelos tricomas do estilete e estigma (Arroyo, 1981), no momento do
forrageio de X. frontalis a flor de C. juncea, isto €, a escova do estilete e do estigma esta
sempre presente com tricomas dispostos em direcdo ascendente na parte distal da quilha
(Polhill, 1976, 1982), contribuindo a deposi¢do dos graos de polen em X. frontalis. Trés tipos
de distribui¢des de tricomas sdo evidentes no género Crofalaria, ou seja, (1) uma tnica linha
ao longo da borda superior do estilete, (2) duas linhas ao longo dos lados do estilete ou (3)
distribuidos em torno do estilete, em espiral, seguindo o grau de tor¢do da quilha, como
ocorre em C. juncea.

¢) Quilha: Nas flores onde a quilha ¢ torcida, como ocorre em C. juncea, os tricomas sao
dispostos em espiral, pois seguem o formato do estilete e da quilha (Le Roux; van Wyk,
2012). A estreita relacdo entre os géneros Bolusia Benth. e Crotalaria foi mencionada
anteriormente (Polhill, 1976, 1982). A presenca da quilha enrolada em Bolusia e um épice de
quilha fortemente curvado (tornando-se ligeiramente enrolado) em Crotalaria cornu-ammonis
R. Viguier parecem fornecer uma ligacdo entre os dois géneros (Polhill, 1976, 1982). Os
tricomas presentes nas quilhas servem, ento, para ligar as duas pétalas da quilha ao longo de
suas bordas superiores, ¢ garantir que a quilha proteja o androceu e o gineceu, funcionando

como uma unica unidade durante a polinizagao.

4.1.3 Receptividade estigmatica

A receptividade estigmatica da espécie C. juncea permanece desde o botdo floral
(estagio 1) ao inicio da senescéncia floral (estagio 5), corroborando os dados obtidos por
Deepika et al. (2015), que encontrou o mesmo padrio de receptividade estigmatica, na espécie
Crotalaria laburnifolia L.. Ambas as espécies pertencem ao mesmo género, ou seja, possuem
proximidade filogenética, portanto passiveis de comparag@o. A coincidéncia da receptividade

estigmatica, nas duas espécies, pode indicar uma caracteristica ecoldgica do género, isto €, ao



39

manter o estigma receptivo durante toda a antese floral pode representar um fator importante

no processo de polinizagdo e refletir no sucesso reprodutivo.

4.1.4 Contagem de graos de pélen em diferentes morfos de anteras

Algumas caracteristicas das flores podem ser interpretadas como adaptagdes contra
uma excessiva retirada de polen pelas abelhas. Em algumas flores, como do género Senna, por
exemplo, também inserido na familia Leguminosae, existe uma divisdo de trabalho entre
anteras de diferentes tamanhos — heteranteria (Vogel, 1978), enquanto umas anteras
depositam graos de polen ndo vidveis, no lado ventral ou nas pernas da abelha, posteriormente
coletados para alimentagdo (fonte proteica), outras depositam os graos de pdlen vidveis sobre
o dorso do visitante (caso de quilha invertida), os quais ndo serdo retirados pelo
comportamento de limpeza dessas abelhas, e esse ¢ o polen que sera transferido para o
estigma de outra flor (Gottsberger; Silberbauer-Gottsberger, 1988; Marazzi; Conti; Endress,
2007). O dimorfismo do androceu, assim como em C. juncea, ocorre em algumas espécies
com anteras longitudinais (como exemplo, as espécies do género Swartzia) ou poricidas
(como exemplos, as espécies Senna macranthera (DC. ex Collad.) H.S. Irwin & Barneby,
Senna multijuga (Rich.) H.S. Irwin & Barneby e Tibouchina langsdorffiana (Bonpl.) Baill.
Do ponto de vista evolutivo, a heteranteria tem sido considerada por alguns autores, como
uma resposta das plantas para assegurar que haja a reproducdo, mas com economia de recurso

(Vogel, 1974; Buchmann, 1983; Vallejo-Marin et al., 2009).

Houve diferenca na quantidade de podlen produzida entre as anteras de C. juncea,
refutando o mesmo dado analisado no estudo de Leite (2016), com a espécie Tibouchina
granulosa (Desr.) Cogn. (Melastomataceae), que também apresenta o padrao de heteranteria,
em suas flores. No entanto, corrobora um dado do mesmo estudo, que também analisou os
diferentes morfos de anteras da espécie Tibouchina pulchra (Cham.) Cogn., e ressalta que as
anteras com tecas alongadas contém mais poélen que as pequenas, provavelmente devido ao
tamanho das anteras ser discrepante (alto grau de heteranteria). Em relacdo a dindmica de
polen, os resultados com as espécies do género Tibouchina mostram que o pdlen ndo esta
totalmente disponivel para as abelhas no inicio da antese, o que difere o resultado desse
estudo com a C. juncea, em que ambos os morfos de anteras apresentam liberag¢do polinica a

partir do primeiro dia de antese floral.
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Vallejo-Marin et al. (2014) descrevem que o arranjo espacial dos o6rgdos reprodutivos
em uma flor influencia nas taxas de autopoliniza¢cdo e polinizagdo cruzada, ja que a posicdo
do estilete e dos estames pode interferir na deposi¢do de polen das anteras ao estigma da
mesma flor, principalmente se o estilete apresentar comprimento superior ao comprimento
dos estames, como ¢ o caso da flor de C. juncea, sendo obrigatoria a transferéncia de graos de

pélen das anteras de uma flor emissora ao estigma da flor receptora.

4.1.5 Viabilidade polinica

Num estudo realizado por Coelho et al. (2012), sobre a viabilidade de graos de polen
em C. juncea, foi observado que as médias de porcentagens encontradas variaram entre 96% e
100%, portanto proximas as médias encontradas nesse trabalho. O mesmo estudo ndo avaliou
a porcentagem de viabilidade dos grios de pdlen em diferentes morfos de anteras, portanto,
um diferencial em relacdo aos dados apresentados no presente trabalho. Em C. juncea foi
visto que os graos de polen apresentam alta viabilidade quando submetidos ao teste com o
corante carmim acético, em ambos os morfos de anteras (Figuras 3A-B), o que ndo era
esperado segundo a hipétese de divisdo de trabalho, comprovada em outros estudos (Miiller,
1882; Luo et al., 2008; Vallejo-Marin et al., 2009). Isso pode ser um indicativo da alta
probabilidade de que os graos de polen de C. juncea, quando transferidos aos estigmas de
outras flores possam germinar, formar os tubos polinicos e fecundarem os ovulos,
contribuindo para o aumento da produgdo de frutos e sementes e, em dareas agricolas, a

produtividade da cultura.

Salienta-se ainda que o fato de ndo constatar diferenca estatistica na viabilidade
polinica, nas anteras com tecas arredondadas, indica que o estagio floral ndo afeta a producdo
de grios de pdlen viaveis nesse morfo, entretanto nas anteras com tecas alongadas houve
diferenca estatistica, indicando a influéncia do estagio floral na viabilidade polinica. Sobre
isso, Souza, Pereira e Martins (2002) indicam que no momento de abertura da flor, o grao de
polen precisa estar totalmente viavel, mas ao longo da antese, a viabilidade polinica tende a
diminuir e reduz a sua capacidade de fertilizagdo. Além disso, Giordano, Aragdo e Boiteux
(2003) relatam que, durante o processo de maturagdo da planta, a viabilidade polinica também
pode ser afetada por fatores endogenos ou exogenos, como o desenvolvimento floral, altas ou
baixas temperaturas do ambiente externo, luminosidade, nutri¢do da planta e uso de insumos

agricolas.
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4.2 Frequéncia e comportamento dos visitantes florais de Crotalaria juncea

O entorno da area do plantio de C. juncea apresenta outras espécies de Angiospermae,
como Passiflora edulis Sims. (Passifloraceae), Abelmoschus esculentus (L.) Moench.
(Malvaceae), Bixa orellana L. (Bixaceae), Delonix regia (Hook.) Raf. (Leguminosae,
Caesalpinoideae), Tecoma stans (L.) Juss. ex Kunth. (Bignoniaceae), Mangifera indica L.
(Anacardiaceae) ¢ Lagerstroemia indica L. (Lythraceae). Algumas dessas espécies
floresceram no mesmo periodo de C. juncea, portanto a alta disponibilidade de recursos
florais pode explicar o forrageio de algumas espécies de polinizadores, incluindo as abelhas
eussociais, Apis mellifera L., 1758 (Apidae, Apini) e Tetragonisca angustula (Latreille, 1811)
(Apidae, Meliponini) e a abelha de habito solitario, X. frontalis, sendo essa ultima a espécie
observada nas flores de C. juncea. X. frontalis € uma das principais polinizadoras de P. edulis
f. flavicarpa (maracuja-azedo) e Passiflora alata (maracuja-doce) (Passifloraceae) por seu
grande porte e abundancia nos cultivos. Essas abelhas geralmente nidificam e permanecem
nas areas agricolas, entretanto, estudos mostram que a espécie pode garantir a polinizagdo
natural em areas mais antropizadas de Sao Paulo e outros Estados brasileiros (Camillo, 2003;
Oliveira Filho; Freitas, 2003). Além disso, Marchi ¢ Alves dos Santos (2013), num
levantamento das espécies de flores visitadas por abelhas do género Xylocopa, no Estado de
Sao Paulo, relatam que X. frontalis visita uma grande variedade de espécies em areas urbanas
e agricolas, incluindo 7. stans, D. regia, B. orellana ¢ C. juncea, estando essas espécies

presentes na area de estudo.

Os resultados obtidos em campo corroboram a hipotese do relacionamento das flores
de C. juncea com a espécie X. frontalis. Varias espécies, em diferentes familias, incluindo C.
juncea, apresentam o padrdo de flores com quilha, caracteristica que provavelmente surgiu
independentemente em cada uma delas (Westerkamp, 1997a), mas tal caracteristica ¢ ainda
mais evidente na familia Leguminosae, em que esse formato floral define toda a subfamilia
Papilionoideae (Simpson, 2006). Varios autores sugeriram, ao longo do tempo, diferentes
aspectos adaptativos que podem ter levado ao surgimento dessa caracteristica: (1) adaptacdo
para proteger o polen contra a chuva (Sprengel, 1793), (2) protecdo do ovario contra os bicos
de aves, no caso de flores originalmente polinizadas por aves (Grant, 1950) ou, ainda, (3)
adaptacdes que surgiram em flores que ja eram originalmente polinizadas por abelhas (Faegri;
van der Pijl, 1980). No entanto, trabalhos recentes, sugerem que as flores com quilha surgiram
como uma adaptacdo contra uma coleta excessiva de polen pelas abelhas (Westerkamp,

1997b; Westerkamp; Classen-Bockhoft, 2007).
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Outro ponto a ser mencionado é que Westerkamp (1997a) descreve o estandarte como
imodvel, pois as dobras na base da pétala tornam a estrutura rigida e fazem com que este seja
um dos pontos de maior resisténcia da flor. A rigidez da pétala faz com que, durante esse
movimento de erguer o estandarte, o corpo de X. frontalis seja forgado ainda mais para baixo,
aumentando a eficiéncia do mecanismo de exposicdo do estilete (Amaral-Neto, 2011) e,
consequentemente, a deposicdo dos grdos de polen, no polinizador. Como demonstrado, a
interacdo entre as pétalas, principalmente o estandarte e as alas criam barreiras que ndo podem
ser vencidas pelos bicos dos passaros, conforme sugerido por Grant (1950), sendo necessaria
abordagem especifica para acessar os recursos florais e, nesse processo, transportar o polen a

outras flores, contribuindo para o sucesso reprodutivo de C. juncea.

Conforme os resultados de visitas, ao longo do dia, em flores de diferentes estagios de
antese, verificou-se o aumento da média de visitas do estagio 2 ao estagio 3, porém uma
diminui¢do dessa média, no estdgio 4. Esses dados podem significar o aumento da
disponibilidade de recursos florais, no estagio 3, em especial o néctar, e a reducao de recursos
florais a partir do estagio 4, pois a flor aproxima-se do inicio da senescéncia floral, portanto
com menor atrativo floral ao visitante e, consequentemente, diminui¢do do nimero de visitas.
Descarta-se o efeito dos pilhadores na redugdo do numero de visitas de um estagio floral a
outro, pois alguns trabalhos relatam os efeitos negativos desse comportamento diminuindo o
numero de visitas por polinizadores efetivos devido a redugdo dos recursos disponiveis
(Irwin; Brody, 1999; Dedej; Delaplane, 2004), contudo ndo foram observados pilhadores nas
flores de C. juncea durante as observagdes em campo.

O periodo compreendido entre as 15:00h e 15:59h foi o mais representativo ao
namero de visitas, aos estagios florais 2, 3 ¢ 4, o que corrobora um estudo realizado por
Amaral-Neto (2011), em que o autor verificou os hordrios de visitas de quatro espécies de
abelhas: Xylocopa grisescens (Lepeletier, 1841), Xylocopa cearenses (Ducke, 1910), X
frontalis e Centris fuscata (Lepeletier, 1841), em duas espécies pertencentes ao gé€nero
Crotalaria (Crotalaria micans Link. e Crotalaria vitellina Ker Gawl.), e relatou que houve
maior numero de visitas no periodo matutino (primeiras horas do dia) e entre as 15:00h e as
18:00h (ultimas horas do dia), sendo que esse ultimo periodo coincide com o periodo de
maior forrageio de X. frontalis nas flores de C. juncea. Sobre o resultado, o autor infere que os
horarios de maior visitagdo podem estar relacionados as temperaturas mais baixas no periodo
matutino e ultimas horas do periodo vespertino, portanto mais propensos ao maior forrageio

das espécies de abelhas. Outro ponto a ser discutido ¢ a realizacdo de projetos posteriores para
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verificar a dindmica de producdo de néctar na espécie C. juncea, podendo compreender o
volume de recurso produzido ao longo da antese floral, assim como o horario em que se
obtém maior disponibilidade do recurso ao visitante floral. Sobre a dindmica de néctar na
familia Leguminosae, subfamilia Papilionoideae, pode ser mencionado o trabalho realizado
por Agostini (2008), no litoral norte do Estado de Sdo Paulo — Brasil, com duas espécies
pertencentes ao género Mucuna.

Garibaldi (2013), verificando a eficacia de espécies nativas e exoOticas de
polinizadores, detectou um aumento no desenvolvimento de frutos de muitas culturas
agricolas quando as flores foram polinizadas por espécies nativas, mesmo que as exoticas
depositassem grande quantidade de grdos de poélen. Isso ocorre, pois 0 comportamento das
espécies nativas proporciona distribuicdo efetiva de pdlen no estigma e auxilia na poliniza¢do
cruzada, pelo fato de visitarem flores de individuos que estdo distantes entre si.

A rapida atuacdo no momento de forrageio ¢ o grande tamanho corpéreo de X
frontalis, indica que a mesma pode ser considerada uma espécie essencial para o
desenvolvimento dos frutos e sementes de C. juncea. Ademais, a pilosidade na regido ventral
e as escopas dessa espécie auxiliam na aderéncia dos graos de podlen e, ao abordar a flor e
contatar as estruturas reprodutivas, podem ser consideradas polinizadoras eficazes, com maior

chance de transferéncia polinica entre as flores, em uma tnica visita.

5. CONCLUSAO

Conclui-se que a disposi¢do das pecas florais de C. juncea ¢ o dimorfismo do
androceu influenciaram no sistema de polinizacdo por abelhas, pois X. frontalis foi a unica
espécie que forrageou as flores estudadas. O comportamento de pouso, para utilizacdo dos
recursos florais, no complexo alas-quilha, possibilitou a exposi¢do do estilete e a deposigdo
dos graos de polen nas pernas e regido ventral de X. frontalis, sendo considerado um

polinizador eficaz.
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CAPITULO II. EFICACIA DE Xylocopa frontalis (OLIVIER, 1789) E EFEITOS DOS
COMPONENTES DE FECUNDIDADE EM FLORES DE Crotalaria juncea L.
(LEGUMINOSAE, PAPILIONOIDEAE)

RESUMO

A eficacia do polinizador compreende a capacidade em transferir os gridos de podlen das
anteras ao estigma receptivo da flor, resultando na formacdo de frutos e producdo de
sementes. Os objetivos desse capitulo foram: (1) comparar a eficacia de Xylocopa frontalis, de
acordo com o numero de visitas, na producdo de frutos e sementes em C. juncea e, (2)
investigar se o desenvolvimento das sementes esta relacionado com a proximidade do recurso
materno. Os seguintes tratamentos foram realizados: (1) autopolinizagdo espontanea (n=30);
(2) uma visita (n=30); (3) duas visitas (n=30); (4) trés visitas (n=30). Flores ensacadas no
estagio de botdo foram expostas ao polinizador para testar a eficacia do visitante floral no
sucesso reprodutivo da cultura agricola. Registrou-se a massa dos frutos que se
desenvolveram em cada tratamento, o nimero e a posi¢cdo no fruto das sementes abortadas.
Para avaliar os componentes de fecundidade foi estimado o ntimero de flores em 30
individuos, o nimero de frutos formados e a formagdo de frutos em relagdo a posigdo na
inflorescéncia em 300 inflorescéncias. O nimero de sementes/frutos e a posi¢do de maior
numero de abortos de sementes foram registrados em 684 frutos. Nas flores ensacadas para
o teste de autopolinizacdo espontanea ndao houve formagdo de frutos. Houve diferenca
significativa no nimero e na massa dos frutos formados, apenas entre os tratamentos de
1 e 3 visitas (p<0,05). Houve diferenca significativa no numero de sementes abortadas,
entre os trés tratamentos. Houve diferenca na posi¢cdo das sementes abortadas dentro dos
frutos formados, entre basal e mediana, e entre basal e apical. Quanto aos componentes de
fecundidade, o nimero de sementes desenvolvidas e abortadas foi significativamente diferente
entre as posicoes do fruto. Houve diferenca significativa quando comparamos a
distribui¢do das sementes abortadas e desenvolvidas entre as posi¢des do fruto. Na
regido basal do fruto houve maior numero de sementes abortadas. Na regido apical do
fruto houve maior desenvolvimento das sementes. Conclui-se que um maior ntimero de
visitas dos polinizadores pode aumentar a produtividade da cultura de C. juncea, resultando
no aumento do nimero e massa dos frutos. Outra conclusdo € que os recursos maternos sao
necessarios ao desenvolvimento do fruto, porém para a semente € mais vantajoso estar
proximo ao estigma.

Palavras-chave: aborto de sementes, adubo verde, frutificacdo, inflorescéncias, massa dos
frutos.
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CHAPTER II. EFFICACY OF Xylocopa frontalis (OLIVIER, 1789) AND EFFECTS OF
FERTILITY COMPONENTS IN Crotalaria juncea L. FLOWERS (LEGUMINOSAE,
PAPILIONOIDEAE)

ABSTRACT

The pollinator efficacy comprises the ability to transfer the pollen grains from the anthers to
the flower receptive stigma, resulting in fruit and seed set. The aim of this chapter were: (1) to
compare the efficacy of Xylocopa frontalis, according to the number of visits, on fruit and
seed set in C. juncea and, (2) to investigate whether seed set is related to proximity of
maternal resource. The following treatments were performed: (1) spontaneous self-pollination
(n=30); (2) one visit (n=30); (3) two visits (n=30); (4) three visits (n=30). Bagged flowers at
the bud stage were exposed to the pollinator to test the floral visitor efficacy in reproductive
success of the agriculture crop. The fruits weight that were developed in each treatment was
recorded and the number of aborted fruits and aborted seeds was verified. In 300
inflorescences were evaluated the fecundity components and was recorded the number of
flowers in 30 individuals, the number of fruit set and the fruit set in relation to the
inflorescence position. The number of seeds per fruits and the abortion seeds position were
recorded in 684 fruits. In the bagged flowers for the spontaneous self-pollination test there
was no fruit set. There was a significant difference in the number and developed fruits weight,
only between treatments of 1 and 3 visits (p<0,05). There was a significant difference in the
number of aborted seeds among the three treatments. There was a significant difference in the
position of the aborted seeds inside the fruit set, between basal and median, and between basal
and apical. Regarding the fertility components, the number of developed seeds and aborted
seeds was significantly different between the fruit set positions. There was a significant
difference when comparing the distribution of the aborted and developed seeds between the
fruit set positions. In the basal position of the fruit set there were more aborted seeds. In the
apical position of the fruit set there was more seed set. It is concluded that a higher number of
pollinator visits can increase the productivity of the C. juncea crop, resulting in an increase in
the number and fruit set weight. Another conclusion is that maternal resources are necessary
for the fruit set, but for the seed set it is more advantageous to be near to the stigma.

Key-words: seed abortion, green manure, fruit set, inflorescences, fruit set weight.
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1. INTRODUCAO

As interagdes planta-polinizador podem variar de acordo com os sistemas de
polinizacdo. Existem sistemas especializados (apenas um sistema de polinizacdo em
determinada espécie de planta), mistos (dois sistemas de polinizagdo em uma Unica espécie de
planta) ou generalistas (varios sistemas de polinizagdo em uma Unica espécie de planta)
(Waser et al., 1996; Brunet; Holmquist, 2009; Sahli; Conner, 2011; Rech; Bergamo;
Figueiredo, 2014), envolvendo desde visitantes florais pouco especializados até os
dependentes das flores para sua sobrevivéncia, como abelhas e algumas espécies de aves e

morcegos (Obermuller et al., 2008).

A eficacia do polinizador compreende a sua capacidade em transferir os grdos de
pélen das anteras ao estigma receptivo da flor, resultando na formagao de frutos e sementes,
ou seja, determina a contribuicdo que cada polinizador fornece ao sucesso reprodutivo da
planta, levando em conta a estratégia de forrageio do polinizador, assim como o consumo de
recursos ¢ o desperdicio do polen (Freitas, 2013). Para ser classificado como polinizador
eficaz de determinada espécie floral, ¢ necessario que o visitante demonstre: (1) capacidade
de atragdo pelas flores da espécie, (2) possua tamanho e comportamento adequados para a
transferéncia dos graos de polen das anteras ao estigma, (3) transporte grande quantidade de
pélen viavel e compativel ao estigma, (4) visitacdo as flores quando os estigmas estdo

receptivos e antes da degradacdo dos ovulos (Free, 1993; Freitas; Paxton, 1996).

As abelhas s3o os polinizadores mais frequentes em Angiospermae, pois dependem
das flores para a obtencdo de alimento (Pirani; Cortopassi-Laurino, 1993; Pinheiro et al.,
2014). Utilizam varios recursos das flores, como o néctar para a demanda energética e o polen
para a demanda proteica, resina para a constru¢do do ninho, fragrancias como atrativos para
copula e ceras para alimentacdo das larvas e reconstrucdo de colmeias (Roubik, 1989;
Agostini et al., 2014). Em contrapartida, as plantas, ao receberem os visitantes, podem ter o
polen depositado nos estigmas das flores, dessa forma, contribuindo ao processo de

fecundagdo do 6vulo, formagdo de frutos e produgdo de sementes (Faegri; van der Pijl, 1980).

Nas espécies de Angiospermae, mesmo com o sucesso da fecundag@o dos 6vulos, a
probabilidade de que ocorra o aborto de frutos e sementes antes da maturacdo pode ser
determinado, em parte, pela quantidade de grdos de polen viaveis depositados no estigma
(Lee, 1988; Rigney et al.,, 1993; Cunningham, 1996), isto ¢, os grdos de podlen podem

apresentar baixa variabilidade genética e menor aptidio para fecundacdo das oosferas,



47

reduzindo a probabilidade do sucesso reprodutivo. Entretanto, a producdo de frutos e
sementes estd comumente limitada pela disponibilidade de carboidratos e recursos minerais
(Rigney, 1995). A alocacdo de recursos para o desenvolvimento de frutos e sementes ¢
afetada pelo tempo de inicia¢do (Guitian, 1994; Emms, 1996) e a sua posicdo na planta (Lee;
Bazzaz, 1986; Matthies, 1990; Guitian, 1994). No inicio da abertura floral e/ou flores
proximalmente localizadas tém maior frutificacdo, produc@o de sementes e massa de sementes
do que aquelas no final de abertura e/ou flores distais, no entanto mesmo dentro de uma
inflorescéncia, distinguir entre vantagens espaciais e temporais relativas ¢ extremamente
dificil, j& que ambos sdo altamente relacionados (Stocklin; Favre, 1994).

O desenvolvimento de frutos e sementes sdo processos reprodutivos que competem
por suas respectivas partilhas de recursos (Lee; Bazzaz, 1982; Lee, 1988). Poucos estudos
avaliaram os efeitos da limitacao de recursos sobre os padrdes de desenvolvimento de frutos e
sementes (Lee; Bazzaz, 1986; Solomon, 1988; Diggle, 1995). Esses padrdes podem ter
consequéncias profundas para frutos, predacdo e dispersdo de sementes, sendo que todos tém
implicacdes funcionais para a persisténcia e propagacdo de espécies ameacadas e invasivas.
No entanto, a caracterizagdo detalhada de tais padrdes ¢ muito mais consumidora de tempo,
por ser necessaria a marcacdo da posicdo de cada um dos frutos ou sementes de uma planta,
em vez de simplesmente contabiliza-los.

Sabendo que ha poucos estudos referentes a biologia da polinizagdo e reprodutiva,
em espécies utilizadas em areas agricolas, com a finalidade de adubacdo verde, os objetivos
deste capitulo foram: 1) comparar a eficacia de Xylocopa frontalis, de acordo com o niimero
de visitas, na produ¢do de frutos e sementes em Crotalaria juncea e, 2) investigar se o
desenvolvimento das sementes, nos frutos, esta relacionado com a proximidade do évulo ao
recurso materno. Sendo assim, as seguintes questdoes foram consideradas: (1) Ha diferenga no
numero de frutos formados entre os tratamentos realizados (autopolinizagdo espontanea, uma
visita, duas visitas ou trés visitas)? (2) Ha diferenca na massa dos frutos entre os tratamentos
de eficacia? (3) Ha diferenga no numero de sementes abortadas entre os tratamentos de
eficacia? (4) Em qual posicdo da inflorescéncia ha maior formagao de frutos? (5) Em qual
posicdo do fruto hd maior aborto de sementes? (6) E maior desenvolvimento de sementes?
Espera-se que, quanto maior o nimero de visitas em flores de C. juncea, maior seja a
quantidade de graos de podlen transportados ao estigma, portanto maior nimero de tubos
polinicos, resultando na fecundagdo das oosferas e proporcionando maior numero e massa dos
frutos. Com relac@o aos componentes de fecundidade de C. juncea € esperado que as posi¢des

basais das inflorescéncias apresentem maior formagao de frutos, pois pode-se potencializar o
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uso de recursos da planta-mae para a formacao de progénies aptas ao desenvolvimento
(Lloyd, 1980). Quanto ao aborto das sementes, deve ocorrer nas posi¢des do ovario mais
distantes do estigma, pois esta € a situacdo mais comum para Leguminosae (Bawa; Buckley,
1989). Neste caso, 6vulos basais seriam fertilizados pelos tubos polinicos com crescimento
mais lento ou com menor capacidade competitiva e, portanto, mais propensos a serem

abortados (Martin; Lee, 1993; Gibbs; Sassaki, 1998).

2. MATERIAL E METODOS

2.1 A espécie Crotalaria juncea L.

Originaria da India, a C. juncea é uma leguminosa de habito arbustivo ereto, que
pode atingir uma altura média de trés metros (Graner et al.,, 1973). As flores sdo
amarelas (Figura 1, capitulo I), pentameras e bissexuais, distribuidas em inflorescéncias
que podem conter de 4 a 20 flores (RICCI, N.A.P., obs. pess., 2016). Oferece como
recursos o néctar € o poélen, tendo como polinizadores principais as abelhas de grande
porte (mamangavas) (Silva et al., 2009). Possui baixo indice de autocompatibilidade
(Graner et al., 1973), com floracdo maxima no periodo de 120 dias apo6s o plantio
(Salgado et al., 1987). A melhor época de plantio € entre os meses de outubro a

novembro, podendo ser realizada até margo (Aratjo, 2008).

2.2 Local de estudo

O estudo foi desenvolvido em um plantio de C. juncea, na area urbana do
municipio de Santa Barbara d’Oeste (22°44'21.9"S; 47°21'22.6"W). O experimento foi
instalado em uma é4rea de aproximadamente 5.000m” com 120 individuos (Figura 2,
capitulo I), divididos em dois canteiros de dimensdes 3m x 2m, com espacamento das
sementes de 0,3m x 0,3m e trés sementes em cada ponto. O plantio foi realizado em
dezembro de 2015, e a frutificacdo e formacdo das sementes ocorreu na segunda semana

de margo de 2016.

Nas areas localizadas ao lado da plantagdo de C. juncea, havia: uma area com
plantagio de quiabo de 35m? (Figura 2, capitulo I), além de varias espécies como flamboyant-

vermelho, urucum, ipé-de-jardim, resedd, maracuja-azedo, mangueira e plantacdo de milho.
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Ao redor das areas de plantio, a vegetagcdo é composta por gramineas. A area verde pertence a
Prefeitura Municipal de Santa Barbara d’Oeste, e todas as espécies plantadas no local foram
realizadas pelos moradores. O local de estudo ndo apresenta remanescentes florestais nas
areas proximas ao cultivo. A classificagdo do clima é Cfa (clima temperado iimido com verao
quente), segundo Kdppen. A altitude do local do plantio de C. juncea foi de 626m. De acordo
com a climatologia de precipitacdo do INPE, entre janeiro e margo de 2016, a pluviosidade no
municipio foi de 300 a 400mm. Vale ressaltar que os meses mais quentes, durante as etapas
realizadas em campo, foram janeiro e fevereiro de 2016, com temperatura média de 25°C

(CEPAGRI, 2016).

2.3 Eficacia de visitas de Xylocopa frontalis em flores de Crotalaria juncea

Para testar a autopolinizacdo espontanea das flores de C. juncea, foram plantadas 60
sementes, distribuidas em 20 sacos plasticos com orificios para escoar a agua, contendo terra
organica (trés sementes por saco), € vale ressaltar que todas as sementes possuiam as mesmas
dimensdes. Esses foram armazenados dentro de uma estufa fechada, localizada no Viveiro
Municipal de Santa Barbara d’Oeste (22°43°49.6°°S; 47°24°18.5”’W), de forma a impedir o
acesso de visitantes florais durante a floragdo da espécie. Durante a floragdo foram realizadas
duas visitas semanais a estufa para verificar se havia formacdo de frutos, sendo que esse
acompanhamento ocorreu até a senescéncia de todas as flores.

Ao longo dos testes controlados de eficacia dos visitantes florais, em campo,
observou-se que o unico polinizador das flores de C. juncea foi a abelha X. frontalis. Para
determinar a influéncia do niimero de visitas dessa espécie, na formacdo de frutos e producdo
de sementes foram realizados quatro tratamentos: 1) autopolinizacdo espontinea, 2) uma
visita, 3) duas visitas e 4) trés visitas. Em todos os tratamentos foram utilizados (n=30) botdes
florais de C. juncea.

Inflorescéncias com botdes florais foram previamente ensacadas com tule (Figura 1A)
e posteriormente expostas individualmente ao visitante apds a abertura das flores (Figura 1B).
Apos as visitas dos polinizadores, nos testes de uma, duas ou trés visitas, as flores foram
novamente ensacadas, para garantir que nenhum outro visitante floral comprometesse o
experimento. Os frutos desenvolvidos (Figura 1C) foram coletados quando apresentaram
coloracao verde (aproximadamente 40 dias apds o término dos testes de visitas) (Figura 2) e

avaliados quanto ao numero de sementes abortadas ¢ massa fresca do fruto, assim, foi



50

verificado se houve distingdo entre os trés tratamentos, tanto no aborto das sementes quanto

nas massas dos frutos formados.

Figura 1. Inflorescéncia de C. juncea ensacada com tule para realizacdo dos testes de eficacia do polinizador
com relagdo ao nimero de visitas: (A) botdes florais, (B) flores abertas e (C) fruto maduro.

Fonte: 1A-C. Propria autoria.

Figura 2. Corte longitudinal do fruto de C. juncea, com os indicativos das posi¢des da vagem (basal, mediana e
apical) e a formagao e aborto das sementes.

Fonte: 2. Propria autoria.
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Foi aplicado o teste de normalidade de Shapiro-Wilk, em todos os dados analisados,
posteriormente submetidos ao teste estatistico paramétrico (ANOVA) e ndo paramétrico
(Kruskal-Wallis), seguidos pelos indices de Tukey e Dunnett, ao nivel de significancia de 5%,
através do software R versdo 3.1.1% (Gentleman et al., 2014). Também foi aplicado o teste G,

nos dados do numero de frutos formados nos testes de visitas de X. frontalis.

2.4 Efeitos dos componentes de fecundidade em flores de Crotalaria juncea

Para a avaliacdo dos componentes de fecundidade, foram contabilizadas a formagao de
frutos e o numero de flores, em 30 individuos de C. juncea, que ndao haviam sido utilizados
nos testes de eficacia ou nas observagdes descritas no capitulo I. A contagem do ntimero de
ovulos/ovario foi realizada em 10 flores e as diferencas na formacgdo de frutos em relagdo a
posicdo na inflorescéncia (apical, mediana ou basal) em 300 inflorescéncias. O nimero de
sementes/frutos e a posi¢do de maior numero de aborto de sementes foram registrados em 684
frutos. Para a comparag@o do nimero de frutos formados, nas inflorescéncias, e o nimero de
sementes desenvolvidas e abortadas, nos frutos, utilizou-se o teste de Kruskal-Wallis (H) e o

, . , . . A . ’ ®
indice de Dunnett, ao nivel de significancia de 5%, através do software R™.
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3. RESULTADOS
3.1 Eficacia de visitas de Xylocopa frontalis em flores de Crotalaria juncea

Ao longo das semanas de observagdo do visitante floral, houve apenas visitas de
fémeas de abelhas X. frontalis. O comportamento de contato dessas abelhas com as estruturas
reprodutivas abrigadas na quilha (abordagem da quilha) foi descrito no Capitulo I (Figuras
3A-D).

Figuras 3A-I. Fémeas de X. frontalis forrageando as flores de C. juncea. As X. frontalis visitam as flores de C.
Jjuncea, em busca de néctar, e, ao pousarem na quilha, acionam o mecanismo de liberagdo dos graos de poélen,
que se aderem em sua regido toracica e abdominal ventral e pernas anteriores e medianas.

Fonte: 3A-I. Propria autoria.

Nas flores ensacadas para a realizacdo do teste de autopolinizagdo espontanea (n=30),
ndo houve formacao de frutos. O mesmo resultado foi obtido nos 60 individuos da estufa, pois

ndo tiveram contato com o polinizador.
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Foi verificado o aumento na frutificagdo, conforme a adigdo do nimero de visitas nas
flores. Com uma visita formaram-se 11 frutos (33,66%), com duas visitas, 19 (63,33%), ¢
com trés visitas, 25 (83,33%). O teste G mostrou que a diferenga significativa ocorreu entre os
tratamentos de uma e trés visitas (G=12,2364, p=0,0005), e ndo houve diferenca significativa
entre os tratamentos de uma e duas visitas (G=3,297, p=0,0694) e entre duas e trés visitas

(G=2,1584, p=0,1418) (Quadro 1).

Foi verificado o aumento na média da massa dos frutos formados, conforme a adigdo
do numero de visitas. Com uma visita foi obtida uma média de 0,58g, com duas visitas, 0,63g,
e com trés visitas, 0,74g. O teste de Kruskal-Wallis mostrou que a diferenca significativa
ocorreu entre os tratamentos de uma e trés visitas (p=0,0001146), e ndo houve diferenca
significativa entre os tratamentos de uma e duas visitas (p=0,1127083) e entre duas e trés

visitas (p=0,1340360) (Quadro 2).

Foi verificado o aumento no nimero total de sementes desenvolvidas nos frutos,
conforme a adicdo do nimero de visitas. Com uma visita formaram-se 87 sementes, com duas
visitas, 167, e com trés visitas, 229. O teste de Kruskal-Wallis mostrou que a diferenca
significativa ocorreu entre os tratamentos de uma e duas visitas (p=0,0375180) e uma e trés
visitas (p=0,0000775). Nao houve diferen¢a significativa entre os tratamentos de duas e trés

visitas (p=0,1340360) (Quadro 3).

Quadro 1. Numero de frutos formados, nos trés tratamentos de visitas de X. frontalis as flores de C. juncea,
assim como os valores do teste G e valores de p, utilizados na comparagéo dos diferentes tratamentos.

Tratamentos N° de frutos Tratamentos Teste G Valor de p
formados comparados

1 visita 11/30 (36,66%) Entre 1e2 3,297 0,0694
visitas

2 visitas 19/30 (63,33%) Entre 1 e 3 12,2364 0,0005%*
visitas

3 visitas 25/30 (83,33%) Entre 2 e 3 2,1584 0,1418
visitas

* Diferenga significativa a 5%.
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Quadro 2. Massa média (+ desvio-padrao) dos frutos formados, nos trés tratamentos de visitas de X. frontalis as
flores de C. juncea, assim como os valores de p, por meio do teste de Kruskal-Wallis (H) e indice de Dunnett.

Tratamentos N° de frutos Média da massa dos Tratamentos Valor de p
formados frutos formados (g) comparados
+ desvio-padrao

1 visita 11 0,58+0,37 Entre 1 e 2 visitas  0,1127083
2 visitas 19 0,63+0,36 Entre 1 e 3 visitas  0,0001146*
3 visitas 25 0,74+0,34 Entre 2 e 3 visitas  0,0593677

* Diferenga significativa a 5%.

Quadro 3. Numero de sementes desenvolvidas, nos trés tratamentos de visitas de X. frontalis as flores de C.
Jjuncea, assim como os valores de p, por meio do teste de Kruskal-Wallis e indice de Dunnett.

Tratamentos N° de frutos Sementes Tratamentos Valor de p
formados desenvolvidas/fruto  comparados
(n° total)

1 visita 11 87 Entre 1 e 2 0,0375180*
visitas

2 visitas 19 167 Entre 1 e 3 0,0000775*
visitas

3 visitas 25 229 Entre 2 ¢ 3 0,1340360
visitas

* Diferenga significativa a 5%.

Salienta-se que na posicdo basal do fruto houve maior quantidade de sementes
abortadas (n=93), seguida pela mediana (n=58) e apical (n=53). Com a aplicagdo da ANOVA
ndo foi observada diferenga significativa entre as diferentes posigdes nos trés tratamentos

utilizados em campo (F2,6=2,558, p=0,157) (Quadro 4).

Quadro 4. Numero total de abortos das sementes de C. juncea, nos testes de eficacia de X. frontalis, de acordo
com a posi¢do no fruto (basal, mediana e apical).

Posicoes
Visitas Basal Mediana Apical Total
1 26 13 12 5la
2 29 14 25 68a
3 38 31 16 85a
Total 93 58 53

Meédias com letras iguais ndo diferem estatisticamente entre si a p<0,05.
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3.2 Efeitos dos componentes de fecundidade em flores de Crotalaria juncea

A avaliagdo dos componentes de fecundidade foi realizada em trinta individuos de C.
juncea e foi quantificado um total de 2.940 flores e 684 frutos. Em relagdo a formacgao de
frutos em C. juncea (n° de frutos total / n° de flores total) houve 23,3% de frutificacdo, nos
individuos amostrados. Foi contabilizado o nimero de flores e frutos de C. juncea (n=30
individuos, n=10 inflorescéncias por individuo), e¢ obteve-se um valor médio (+ desvio
padrdo) de 9,8(£2,61) e 2,28(%1,15), respectivamente. Foi obtido o valor médio do ntimero de

ovulos nos ovarios em (n=10) flores: de 10,6(%1,96).

Dos frutos quantificados (n=684), houve formag¢ao na posicdo basal (n=242) (35,38%),
na posi¢ao mediana (n=217) (31,73%) e na posi¢ao apical (n=225) (32,89%). Os valores para
os frutos formados nas posi¢des basal, mediana e apical das inflorescéncias de C. juncea, ndo
seguiram uma distribuicdo normal (W=0,8011, p<0,001), (W=0,7879, p<0,001) e (W=0,7764,
p<0,001), respectivamente. Nao foi observada diferenca significativa entre a formagdo de

frutos nas trés posigoes das inflorescéncias (H=0,9327, df=2, p=0,6273) (Figura 4).

O numero de sementes desenvolvidas foi de (n=1.227 na posi¢do basal, n=1.388
sementes na posi¢do mediana e n=1.461 sementes na posicdo apical). Os valores para as
sementes desenvolvidas nas posi¢des basal, mediana e apical dos frutos de C. juncea, ndo
seguiram distribui¢do normal (W=0,9169, p=7,557"%), (W=0,9438, p=2,781") e (W=0,9419,
p=1,74'9), respectivamente. Foi observada diferenga significativa entre a formagdo de
sementes nas trés posigdes dos frutos (H=12,4708, df=2, p=0,001959). Houve diferenca entre
as posi¢des basal e mediana (p=0,0461684) e basal e apical (p=0,0016510). Comparando as
posicdes mediana e apical ndo houve diferencga (p=0,5275464) (Figura 5).

O numero de sementes abortadas foi de (n=1.395 sementes na posi¢do basal, n=1.217
sementes na posi¢do mediana e n=1.157 sementes na posicao apical). Os valores para as
sementes abortadas nas posi¢des basal, mediana e apical dos frutos de C. juncea, nao
seguiram distribuicdo normal (W=0,9106, p=2,322""%), (W=0,8823, p=1,978"*) e (W=0,9046,
p=1,778"), respectivamente. Foi observada diferenca significativa entre o aborto de sementes
nas trés posi¢des dos frutos (H=12,9398, df=2, p=0,001549). Houve diferenga entre as
posi¢des basal e mediana (p=0,0459045) e basal e apical (p=0,0042841). Comparando as
posicdes mediana e apical ndo houve diferenga (p=0,7014498) (Figura 6).
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Figura 4. Box-plot do nimero de frutos formados, de acordo com a posi¢do nas inflorescéncias de C. juncea
(basal, mediana e apical). A mediana representa a linha horizontal dentro da caixa. Valores maximo ¢ minimo
sdo representados por linhas horizontais curtas, circulos representam valores fora do limite interno da caixa.
Meédias com letras iguais ndo diferem estatisticamente entre si a p<0,05.
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Figura 5. Box-plot do niimero de sementes formadas, de acordo com a posi¢do nos frutos de C. juncea (basal,
mediana e apical). A mediana representa a linha horizontal dentro da caixa. Valores maximo e minimo sdo
representados por linhas horizontais curtas, circulos representam valores fora do limite interno da caixa. Médias
com letras diferentes diferem estatisticamente entre si a p<0,05.
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Figura 6. Box-plot do nimero de sementes abortadas, de acordo com a posigado nos frutos de C. juncea (basal,
mediana e apical). A mediana representa a linha horizontal dentro da caixa. Valores méaximo e minimo sio
representados por linhas horizontais curtas, circulos representam valores fora do limite interno da caixa. Médias
com letras diferentes diferem estatisticamente entre si a p<0,05.
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4. DISCUSSAO

4.1 Eficacia de visitas de Xylocopa frontalis em flores de Crotalaria juncea

Em C. juncea nao houve formacdo de frutos nos testes de autopoliniza¢do espontanea
em campo e em estufa, indicando que apresenta algum nivel de autoincompatibilidade, dado
também mencionado por Maeda et al. (1986). O nimero de frutos formados diferiu entre os
tratamentos de 1 e 3 visitas, o que corrobora a discussdo de Lowenstein e Minor (2015), em
que o maior nimero de visitas de abelhas pode resultar numa maior formagdo de frutos, no
caso de testes controlados, em que ha maior periodo de tempo entre uma visita e outra,
permitindo que haja maior producdo de grdos de podlen nas anteras e, assim, maior

transferéncia polinica pelo vetor bidtico.

.Houve diferenca significativa (p<0.05) entre a massa dos frutos formados, nos
tratamentos de 1 e 3 visitas, sugerindo que a espécie C. juncea pode exigir pelo menos 2
visitas de X. frontalis para maior otimizagdo na formagdo de frutos e produgdo de sementes.
Propde-se que uma tnica visita a uma flor de C. juncea seja capaz de produzir um fruto, mas,

o maior numero de visitas dos polinizadores pode aumentar o nimero de frutos produzidos e a
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produtividade na cultura dessa espécie, assim como observado em culturas dependentes da
polinizag¢do por insetos (Artz et al., 2011).

Os resultados com relagdo ao desenvolvimento e aborto das sementes, nos testes de
eficacia, mostram que ocorre maior nimero de sementes desenvolvidas, conforme o niimero
de visitas de X. frontalis aumenta e o maior aborto das sementes ocorre na posicao basal dos
frutos. Sobre isso, Bawa e Buckley (1989) e Susko e Lovett-Doust (1999), relatam que as
sementes localizadas na posi¢ao basal do fruto sdo as competidoras mais fortes por recursos
devido a proximidade dos recursos maternos. No entanto, hé relatos de espécies da familia
Leguminosae em que se observa um aumento de embrides abortados conforme estes se
distanciam do estigma, pois o maior numero de visitas reflete na maior transferéncia polinica
e se ovulos que estdo mais proximos ao estigma forem fertilizados pelas células espermaticas
dos graos de polen e formarem embrides antes dos demais 6vulos, eles terdo sucesso na
obtencdo de recursos em relacdo aos 6vulos que estdo mais distantes do estigma, os quais
serdo abortados devido a reducdo nutricional necessaria ao desenvolvimento das sementes
(Teixeira et al., 2006).

Outrossim, em C. juncea verificou-se o aumento na frutificagdo de 36,66% (uma
visita) para 83,33% (trés visitas), o aumento da massa média dos frutos de 0,58g (uma visita)
para 0,74g (trés visitas) e o aumento no niumero de sementes desenvolvidas de 87 (uma visita)
para 229 (trés visitas). A diferenca significativa de uma para trés visitas de X. frontalis sugere
que os frutos de C. juncea podem crescer para um tamanho mais adequado, além de maior
producdo de sementes, podendo ser utilizados no plantio do adubo verde para fins de
adubagdo verde ou na rotacdo de culturas, e atrair os visitantes florais, contribuindo a maior

produtividade agricola das culturas.

4.2 Efeitos dos componentes de fecundidade em flores de Crotalaria juncea

A respeito do padrdo de formacdo dos frutos, nas inflorescéncias de C. juncea, ndo
houve diferenca significativa entre as trés posi¢cdes das inflorescéncias, portanto € possivel
discutir que ndo houve competicdo por recursos para o desenvolvimento de frutos, de modo
que o uso de recursos fisiologicos necessarios a formacao de progénies aptas (Lloyd, 1980),
viabilizou a formacdo de frutos. Sobre os resultados do desenvolvimento e¢ aborto das
sementes, em varias familias de Angiospermas as sementes desenvolvidas sdo formadas a

partir de uma pequena propor¢ao de 6vulos, dos quais alguns podem ndo se desenvolver
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devido a auséncia de fertilizagdo e, em outros, que sdo fertilizados, os embrides sdo abortados
durante o desenvolvimento (embriogé€nese) (Sedgley, 1980; Bawa; Webb, 1984).

Nas flores de Leguminosae, a posi¢ao dos 6vulos no ovario ¢ um fator importante para
a ordem de fertilizac@o, pois alguns 6vulos estdo localizados mais proximos ao estigma do
que a planta-mde. Esses ovulos devem ser fertilizados por tubos polinicos que apresentam
crescimento mais rapido ¢ que supostamente possuem maior variabilidade genética
(Bookman, 1984), e dessa forma, os abortos seletivos seriam direcionados para a regido basal
do fruto. Os abortos seletivos em plantas sdo bastante comuns, principalmente pela ocorréncia
de incompatibilidade genética entre o tecido do gineceu e os tubos polinicos e a poliniza¢do
com graos de polen de baixa aptidao (Mayhew, 2006), aumentando a probabilidade de aborto
embrionario. Outro ponto que pode influenciar ¢ a limitagdo de poélen depositado no estigma,
que pode restringir o nimero de 6vulos que se desenvolvem em sementes, reduzindo o
sucesso da fertilizagdo, porém mesmo apos a fertilizagdo o aborto dos embrides pode reduzir

substancialmente o nimero de sementes desenvolvidas (Korbecka et al., 2002).

5. CONCLUSAO

E possivel concluir que um maior namero de visitas dos polinizadores pode aumentar
a produtividade da cultura de C. juncea, resultando em maior nimero de frutos formados,
acréscimo na massa dos frutos e no desenvolvimento das sementes, corroborando a hipdtese
inicial. Outra conclusdo importante ¢ que o0s recursos maternos sao necessarios para
desenvolvimento do fruto, porém com relagdo ao desenvolvimento da semente nota-se que a
proximidade com o estigma e, consequentemente, o contato com os primeiros tubos polinicos
¢ mais vantajoso do que estar proximo da base do ovario, onde had maior contato com o

recurso materno.
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CONSIDERACOES FINAIS

Podemos concluir que a atuacdo de X. frontalis, no plantio de C. juncea, pode estar
relacionada a presenca de outras espécies que floresceram no mesmo periodo. As espécies de
plantas adjacentes forneceram locais para nidificagdo e fontes de recursos florais para a
manutengdo e atracdo desses visitantes na area do cultivo. O fato de se tratar de uma area em
que ndo sdo utilizados insumos quimicos ¢ outro aspecto relevante a ser considerado para a
manuten¢do dos visitantes florais observados. O polinizador observado para a espécie
estudada foi a abelha com alta massa corpdrea, pertencente ao género Xylocopa. A
identificacdo do visitante floral, o horario de maior visita as flores, assim como a observacao e
descri¢do do comportamento em que se ddo suas atividades de forrageio sdo de extrema
importancia a fim de se promover o manejo adequado das mesmas nas areas de cultivo.

Pode-se observar que a morfologia floral de C. juncea influenciou no comportamento
de forrageio de X. fronmtalis, contribuindo a transferéncia polinica ao estigma, ao maior
numero de frutos formados a cada visita, acréscimo na média da massa dos frutos e maior
desenvolvimento de sementes, fatores esses que podem ressaltar a importancia dessa espécie
de abelha na polinizacdo das flores de C. juncea e, em areas agricolas, refletir na
produtividade da cultura. Portanto, sugere-se que em estudos de visitantes florais e
polinizag@o, ¢ necessario conferir a morfologia floral, o comportamento dos visitantes nas
flores, realizar testes comparativos para verificar quais sdo os polinizadores mais eficazes em
determinada espécie de planta e constatar possiveis problemas reprodutivos vinculados a
disponibilidade de recursos provenientes da planta-méde e a quantidade de graos de polen
depositados no estigma da flor, que podem levar ao aborto embrionario ¢ a redugdo na
formagdo de frutos e sementes. E importante destacar o entendimento da relagdo abelha-flor,
assim como as implica¢des dentro dos ecossistemas. Para isso, propde-se o levantamento das
espécies de abelhas que ocorrem em determinada area, os aspectos fenoldgicos,
comportamentais, adaptacdes morfologicas das abelhas e das flores e interagdes
comportamentais, espaciais e temporais entre diferentes espécies de abelhas que buscam os

mesSmos recursos.

A compreensdo da importancia das abelhas na produtividade agricola do adubo verde
C. juncea aponta para duas grandes decisdes: (1) manter a vegetacdo nativa, em especial as
formagdes florestais devido a diversidade de fauna e flora, e (2) utilizar o conhecimento da
importancia do servico ambiental prestado pelas abelhas, como forma de extensdo as areas

agricolas, destacando a influéncia do plantio de espécies de adubo verde no entorno de
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determinada cultura agricola, mantendo os polinizadores na 4rea durante a floragdo,
contribuindo ao (a) processo de polinizagdo; (b) maior frutificacdo; (c) acréscimo na massa
dos frutos formados, um item importante em culturas em que o aumento na massa do fruto
influencia no lucro do produtor; (d) frutos maiores e com menos imperfei¢des; (e) maior
formag¢do de sementes/fruto. O conhecimento dos beneficios gerados pelo servico de
polinizagdo, bem como a sua divulgacdo, sdo fatores relevantes na mudanga do pensamento

ecoldgico e ambiental.
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