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RESUMO

A adubacao verde é considerada uma alternativa viavel e sustentavel aos solos
agricolas. O destaque positivo dessa pratica resulta da comprovacédo dos efeitos
danosos dos adubos soluveis em jungdo com os elevados custos do petréleo e
fertilizantes industriais. Diante disso Leguminosae tem sido a familia mais utilizada
como adubo verde, pois traz muitas vantagens tanto para o solo quanto para as
plantas. Nesta familia destaca-se a espécie Mucuna pruriens (L.) DC. (Leguminosae,
Faboideae) como uma das mais utilizadas para esta préatica. Entretanto o
conhecimento sobre sua biologia e principalmente em relagdo aos aspectos da
biologia floral e de seus agentes polinizadores acerca de varias espécies utilizadas
como adubo verde s&o escassos. Assim este trabalho objetivou verificar aspectos da
biologia floral e da polinizagdo que influenciam a reprodu¢cdo do adubo verde
Mucuna pruriens. Para isso, foi inventariada a riqueza de visitantes florais e de
polinizadores; verificada como a morfologia e a biologia floral influenciam no
comportamento do polinizador e/ou visitante floral; e analisados os componentes de
fecundidade de M. pruriens através de suas taxas de frutificacdo e formacédo de
sementes. Para o estudo da biologia floral as flores foram observadas quanto ao seu
periodo de floracdo e duracdo da antese. Visto também se ocorre mudanca de
coloragcdo nas partes florais e receptividade estigmatica em todos os estagios de
desenvolvimento floral. Foi verificada a morfometria das flores mediante material
preservado em FAA e in natura. Para o estudo morfo-anatébmico da quilha foi
utilizada a microscopia de luz e microscopia eletrénica de varredura. Os visitantes
florais foram observados durante suas atividades de forrageamento e feito teste de
autogamia para verificar a presenca de autopolinizagédo espontanea. Para os
componentes de fecundidade foi verificada a diferenga no desenvolvimento de frutos
nas posicoes basal, mediana e apical das inflorescéncias, bem como a diferenca na
formacédo de sementes nas posi¢cdes dos frutos. As flores de M. pruriens possuem
antese de sete dias. Sdo heteroclamideas, com corola violacea, dialipétala e
zigomorfa. E uma planta mondica com androceu diadelfo e gineceu simples. O
gineceu e androceu ficam tensionados e confinados no interior da quilha. No apice
da quilha as pétalas sdo unidas e lignificadas apresentando uma membrana que se
diferencia do tecido petalar. Foram observados individuos de Trigona spinipes
(Fabr.) (Hymenoptera: Apidae) e individuos de Vespidae apresentando
comportamento de pilhagem. N&o houve diferenga significativa entre o numero de
frutos desenvolvidos em relacdo a posicdo na inflorescéncia. Os abortos seletivos
ocorreram em maior frequéncia na regiao basal das vagens de Mucuna pruriens.
Mucuna pruriens, apresentou caracteristicas que a distingue de outras espécies do
género, uma vez que, nao evidenciou necessidade de polinizadores para reprodugéo
pela presenga de autogamia. A presenga da membrana no vértice da quilha,
possivelmente ser o diferencial que proporciona a reproducao dessa espécie. Diante
do estudo dos componentes de fecundidade, € possivel detectar determinados
problemas reprodutivos. Existe um grande investimento da M. pruriens na produgao
de flores para pouca formacao de frutos ocorrendo uma grande perda de energia
para garantir descendentes da espécie.

Palavras-chave — Quilha, visitantes florais, taxa de frutificacdo, aborto, fecundidade.



ABSTRACT

Green manure is considered a viable and sustainable alternative to agricultural land.
The positive highlight this practice results from the proof of the harmful effects of
joint-soluble fertilizers with high oil costs and industrial fertilizers. Thus Leguminosae
family has been the most used as green manure, as it brings many advantages for
both the soil and to the plants. In this family there is the Mucuna pruriens (L.) DC.
(Leguminosae, Faboideae) species as one of the most used for this practice.
However knowledge about their biology and especially in relation to aspects of floral
biology and their pollinators about various species used as green manure are scarce.
This study aimed to verify aspects of floral biology and pollination that influence the
reproduction of green manure Mucuna pruriens. For this, we inventoried the wealth of
floral visitors and pollinators; verified as morphology and floral biology influence the
pollinator behavior and/or floral visitor; and analyzed the M. pruriens fertility
components through its fruiting rates and seed formation. To study the floral biology
flowers were observed as to their flowering time and duration of anthesis. Visa also is
change of color in the floral parts and stigmatic receptivity at all stages of flower
development. Morphometry of flowers by the material preserved in FAA and in natura
was verified. For the morphological and anatomical study of the keel light microscopy
and scanning electron microscopy was used. The floral visitors were observed during
their foraging activities and made autogamy test for the presence of spontaneous
self. For fertility components was observed a difference in fruit development positions
in the basal, middle and apical inflorescence and the difference in the formation of
seeds in the fruits positions. The M. pruriens flower anthesis have seven days. Are
heteroclamideas with purplish corolla dialipétala and zigomorfa. It is a monoecious
plant with androecium and gynoecium diadelfo simple. The gynoecium and
androecium are tensioned and confined inside the keel. In Keel apex petals are
joined and lignified presenting a membrane that is different from petalar tissue. Were
observed individuals Trigona spinipes (Fabr.) (Hymenoptera: Apidae) and Vespidae
of individuals presenting looting behavior. There was no significant difference
between the number of fruits developed in relation to the position in the
inflorescence. Selective abortions occurred at a higher frequency in the basal region
of the pods of Mucuna pruriens. Mucuna pruriens, presented characteristics that
distinguishes it from other species of the genus, since, it showed no need for
pollinators for reproduction by the presence of autogamy. The presence of the
membrane in Keel vertex possibly be the difference that provides the reproduction of
this species. Before the study of fertility components, it is possible to detect certain
reproductive problems. There is a great investment in production M. pruriens little
flowers to fruit formation occurring a great loss of energy descent to ensure species.

Key words — Keel, floral visitors, fruiting rate, abortion, fertility.
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1. INTRODUGAO GERAL

A adubacado verde é considerada uma alternativa viavel e sustentavel aos
solos agricolas (ALCANTARA et al., 2000; WUTKE et al., 2009), sendo uma
importante pratica de adicdo de matéria organica ao solo (WUTKE et al., 2009). O
destaque positivo a essa pratica resulta da comprovagao dos efeitos danosos dos
adubos soluveis em jungdo com os elevados custos do petroleo e fertilizantes
industriais (FORMENTINI, 2008). Dessa forma, além da adubagcdo verde ser uma
alternativa ecolégica, também se considera uma alternativa econbmica
(FORMENTINI, 2008). Os beneficios da adubacgédo verde sdao comprovados, tendo
em vista a utilizagcdo de plantas condicionadoras do solo e de cobertura, com
resultados positivos nos aspectos fisicos, quimicos e bioldgicos (SAGRILO et al.,
2009). A eficacia da adubagao verde esta condicionada a escolha da espécie a ser
utilizada, assim sao importantes: os fatores climaticos, solo, sistema agricola e sua
finalidade (LINHARES, 2009).

De acordo com CALEGARI et. al, (1993) a adubacgao verde deve ser realizada
de modo que nao venha a competir por nutrientes e agua com a cultura principal.
Dessa forma, a escolha da espécie utilizada deve ser feita de modo criterioso, a
evitar problemas posteriores como a fitotoxidez, doengas e até mesmo pragas do
adubo verde.

Diante desses aspectos, Leguminosae tem sido a familia mais utilizada como
adubo verde (FARIA; SOARES; LEAO, 2004; FORMENTINI, 2008; SEDIYAMA,;
SANTOS; LIMA, 2014), pois traz muitas vantagens tanto para o solo quanto para as
plantas, dentre esta: se associam a bactérias fixadoras de nitrogénio do ar,
transferindo-o para as plantas; estimulam a populacdo de fungos micorrizicos,
microrganismos que aumentam a absor¢do de agua e nutrientes pelas raizes;
podem ser associadas aos sistemas de plantio direto; e formar grande quantidade
de palhada favorecendo a protecao do solo e dificultando o estabelecimento de
plantas invasoras (PAULUCIO et al., 2014; PEREIRA; SOARES; PEREIRA, 2012;
SEDIYAMA; SANTOS; LIMA, 2014).

Assim esta familia apresenta distribuicdo pantropical e constitui a terceira
maior familia de Angiospermas. Tradicionalmente Leguminosae compreende trés

subfamilias: Caesalpinioideae, Mimosoideae e Faboideae, representadas por 36
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tribos, 727 géneros e cerca de 19.325 espécies (LEWIS et al., 2005). Faboideae é a
maior das trés subfamilias, com aproximadamente 478 géneros e 13800 espécies, o
que representa cerca de 2/3 da diversidade de toda a familia. Possui ampla
distribuicdo geografica, ocorrendo desde as zonas tropicais e subtropicais até as
zonas temperadas do mundo (LEWIS et al., 2005).

A espécie Mucuna pruriens (L.) DC é uma das mais utilizadas para a
adubacdo verde, além de Canavalia ensiformis (L.) DC.e Crotalaria spp
(ESPINDOLA; ALMEIDA; GUERRA, 2004). Mucuna pruriens ocorre em toda a
regidao neotropical com grandes indicativos de que seja uma espécie subespontanea
no continente americano (MOURA, 2013). Seu epiteto especifico provavelmente faz
referéncia aos tricomas urticantes presentes no fruto e os seus sinbnimos sao
Mucuna pluricostata e Mucuna aterrima (MOURA, 2013; MOURA; TOZZI, 2013).

Mucuna pruriens € um importante produto agricola, ja que pode ser utilizado
como forragem, suplemento proteico aos animais, adubac¢do verde, controle
bioldgico e controle de nematoides no solo (BLANCHART et al., 2006; CALEGARI et
al.,, 1993; ORTIZ-CEBALLOS et al., 2007). Entretanto pode haver variagdo na
susceptibilidade dos adubos verdes, dependendo da espécie de nematoide e de sua
populagéo local (SEDIYAMA; SANTOS; LIMA, 2014).

Muitos agricultores integram a adubacgao verde em suas culturas de milho
principalmente, pois nao atrapalha a produtividade tampouco a sua colheita,
podendo esta ser mecanizada (FORMENTINI, 2008), bem como em culturas de
alface (BENTO; CARVALHO; GERVAZIO, 2014; OLIVEIRA et al. 2012), pois
beneficia 0 aumento da producgao de folhas comerciais e area foliar, sendo favoravel
a producéao dessa hortalica.

O conhecimento biolégico de varias espécies utilizadas como adubo verde é
escasso, principalmente em relagdo aos aspectos da biologia floral e de seus
agentes polinizadores, assim, ndo ¢é diferente para M. pruriens. Esse
desconhecimento € um dos principais fatores limitantes na determinagdao da época
de semeadura mais adequada com relagdo a um determinado sistema de producao
(WUTKE et al., 2009), podendo ocasionar uma baixa na produtividade da cultura.

Assim como outras espécies do género, M. pruriens possui abertura explosiva
da flor, ou seja, somente ocorre a exposi¢gao dos elementos reprodutivos se houver a

ruptura da unido das pétalas que formam a quilha (AGOSTINI, 2004). Essa forma de
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exposicdo dos elementos reprodutivos é a mais derivada em Leguminosae e,
geralmente, estas flores com deiscéncia explosiva apresentam grandes quantidades
de néctar (ARROYO, 1981).

O conhecimento do sistema reprodutivo em plantas é fundamental na
investigacdo das causas de ocorréncia de aborto de frutos e sementes (BAWA,
1979), pois na maioria das plantas com flores, alguns dos ovulos resultam em
sementes viaveis, mas outros podem nao se desenvolver devido a falta de
fertilizacdo e para aqueles que sao fertilizados, os embrides podem sofrer aborto
durante a embriogénese (BAWA; WEBB, 1984). Diante disso, as plantas s&o
selecionadas para abortar os embrides de baixa qualidade genética, pois s&o
incapazes de fornecer recursos para todos os frutos e as sementes que sao
produzidos (BAWA; WEBB, 1984).

Os abortos podem ser selecionados de acordo com a posi¢cao do fruto na
inflorescéncia, bem como de sementes em relacdo a posigao no fruto. Geralmente
ocorre variagao temporal e espacial das flores na inflorescéncia, ou seja, o fruto a
ser formado primeiro, a saber, na posicdo basal da inflorescéncia, indica prioridade
no recebimento do recurso materno (TEIXEIRA; PEREIRA; RANGA, 2006). E as
sementes mais proximas ao estigma — posi¢ao apical do fruto — apresentam maior
taxa de desenvolvimento, pois os Ovulos mais préximos mais préoximos ao estigma
apresentam maior vantagem de serem fertilizados antes dos demais mediante a
competicao dos tubos polinicos (JARONOWSKY, 1962).

Diante desses aspectos, este estudo priorizou a verificagdo dos aspectos da
biologia floral e da polinizagdo que podem influenciar na reprodu¢do do adubo verde

Mucuna pruriens.

2. OBJETVOS

2.1. Objetivo geral

Verificar os aspectos da biologia floral e da polinizagdo que influenciam na

reproducao do adubo verde Mucuna pruriens (L.) DC. (Leguminosae, Faboideae).
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2.2. Objetivos especificos

1. Investigar a riqueza de visitantes florais e polinizadores de M. pruriens.
Espera-se que os polinizadores sejam abelhas de grande porte ou até
mesmo vertebrados, assim como identificados em M. japira que € polinizada por
passaros € M. urens por morcegos. Sendo que estes deverdo apresentar
comportamento de abordagem compativel com a morfologia do tipo estandarte

da flor de M. pruriens.

2. Verificar como a morfologia e a biologia floral influenciam no comportamento
do polinizador e/ou visitante floral de M. pruriens.

M. pruriens possui um sistema explosivo de liberacdo de pdlen. Assim,

espera-se que apenas visitantes florais que exercam uma pressao na base da

quilha sejam capazes de acionar o mecanismo explosivo de liberacdo de gréos

de polen.

3. Avaliar a dependéncia de Mucuna pruriens do polinizador para formacao de
frutos.

Outras espécies do género apresentam total dependéncia de um

agente polinizador para que ocorra a frutificagdo, portanto em Mucuna

pruriens espera-se que a formacdo de frutos ocorra somente ou em melhor

qualidade com a presenga de um agente polinizador compativel.

4. Analisar os componentes de fecundidade de M. pruriens através de suas
taxas de frutificagao e formacao de sementes.

Espera-se que haja diferengca na formagao de frutos em determinadas
posicdes na inflorescéncia, portanto podera apresentar uma alta taxa de
formacéao de frutos na posicédo basal da inflorescéncia, comum em varias familias
de Angiospermas, devido ao recebimento do recurso materno. E ainda, ocorrer
diferenga no desenvolvimento das sementes em determinadas posi¢des do
ovariof/fruto. Deste modo espera-se que o aborto de sementes ocorra nas
posicoes mais distantes do estigma devido ao arrasto de tubos polinicos menos

Vigorosos.

12



3. SISTEMA DE ESTUDO

3.1. Area de estudo

O plantio e estudo de M. pruriens foi realizado em uma regido rural do
municipio de Araras, interior do estado de Sao Paulo, nas coordenadas 22°17'12.1"S
47°28'56.0"W (Figura 1). Nas proximidades da area de estudo encontram-se
pequenos fragmentos florestais, areas destinadas a monocultura de cana-de-agucar,
bem como areas designadas ao cultivo para subsisténcia familiar, onde se encontra
plantacdo de legumes, verduras, raizes e frutas. A regido apresenta uma média
anual de temperatura em torno de 23°C. Os meses de dezembro a fevereiro sao
responsaveis por cerca de 50% da precipitagdo anual, que € de 1.400 a 1.500 mm
(www.cpa.unicamp.br). No més de dezembro de 2014 foi realizado o plantio desta
espécie numa area correspondente a 8m de comprimento por 2m de largura (Figura
2). Para tanto, foram seguidas as especificagdes de espagamento de 0,5m entre
linhas e quantidade de quatro sementes por cova, bem como a superagao (quebra)
da dureza das sementes para nao infestar a area (www.pirai.com.br). Para a quebra
da dureza foi realizada a escarificagdo das sementes, ou seja, feita a retirada parcial
do tegumento de coloragdo preta, bem como feito o método de embebicdo das

sementes por 24 horas ou até que dobrasse de tamanho.
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Figura 1 - Sitio do municipio de Araras-SP, onde foi realizado o plantio da espécie de estudo Mucuna
pruriens. A area possui em seu entorno pequenos fragmentos florestais e plantio de monocultura de
cana-de-agucar e cultivo de subsisténcia familiar. (Fonte: Google Earth; altitude do ponto de viséo:

1,35 km).

*

oegleearth
< “\

Figura 2 — Area de 8m de comprimento por 2m de largura cercada para o cultivo de Mucuna
pruriens.Plantagdo em linha com espagamento de 0,5m. (Fonte: O autor, 2016)
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3.2. Caracteristicas gerais de Mucuna pruriens (L.) DC.

A espécie Mucuna pruriens (L.) DC., é originaria da Africa, entretanto fora
introduzida em diversos locais, como Asia, Caribe, América Central, india, América
do Norte e do Sul (Brasil, Suriname, Venezuela). No Brasil, esta espécie ocorre em
todo pais (MOURA, 2013) com condi¢des favoraveis a sua adaptagdo, possuindo
um ciclo de plantio ao pleno florescimento de 140 a 180 dias (FORMENTINI, 2008).

E uma planta anual que vegeta bem nas regides tropicais e subtropicais,
necessita de climas quentes, de invernos suaves, sem ocorréncia de geadas, sendo
bastante resistente a seca (EIRAS; COELHO, 2010; ESPINDOLA; ALMEIDA;
GUERRA, 2004). Desenvolve tanto em solos arenosos como nos argilosos e
intermediarios, podendo ainda tolerar solos acidos, sombreamento, temperaturas
elevadas e encharcamento por periodos curtos (CALEGARI et al., 1993).

Mucuna pruriens controla bem o desenvolvimento de ervas daninhas e € ma
hospedeira de nematdides (ORTIZ-CEBALLOS et al., 2007). Espécie muito rustica
indicada para recuperagao de solos degradados, € 6tima para adubagédo verde e
fixagao de nitrogénio (ESPINDOLA; ALMEIDA; GUERRA, 2004).

Possui morfologia com folhas trifoliodadas, de foliolos grandes e
membranosos; inflorescéncias em racemos axilares com muitas flores grandes e
bracteas caducas; calice com quatro I6bulos e corola violacea ou branca, estames
diadelfos, vagem alargada com trés a seis sementes globosas ou elipticas e
compridas, duras, de coloracao preta e hilo branco, deiscentes apdés a completa
maturagdo (CALEGARI et al.,, 1993; MOURA et al., 2013; MOURA et al., 2014)
(Figura 3).
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Figura 3 — Caracteristicas gerais da espécie de estudo Mucuna pruriens. A: inflorescéncia com flores
roxas. B: frutos do tipo legume. C: fruto aberto evidenciando as sementes. (Fonte: O autor, 2016)
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CAPITULO | - Biologia floral de Mucuna pruriens (L.) DC. (Leguminosae,
Faboideae) e seu mecanismo particular de liberagao de pélen

RESUMO

Na subfamilia Faboideae muitas espécies apresentam flores do tipo estandarte, isto
€, com cinco pétalas diferenciadas em um estandarte, duas alas e duas pétalas que
formam a quilha, desta forma impedindo o livre acesso dos visitantes florais ao
polen. Este trabalho verificou e caracterizou a funcionalidade das estruturas
morfoldgicas das flores de Mucuna pruriens (L.) DC. (Leguminosae, Faboideae) com
0 objetivo de relacionar com o mecanismo de abertura da flor. Em M. pruriens, o
gineceu e androceu estao tensionados e confinados no interior da quilha (pétalas
que se fundem), e apenas ocorre a liberacdo dos érgéos reprodutivos apds a
ativacdo do mecanismo explosivo de abertura da flor para liberacdo de pdlen. No
apice da quilha, as pétalas sdo unidas e lignificadas apresentando uma membrana
que se diferencia do tecido petalar. Mucuna pruriens apresentou um mecanismo
explosivo de liberagao de graos de pdlen. Apesar disso ndo necessita que este
mecanismo seja acionado por um agente polinizador, devido a caracteristicas da
morfologia floral peculiares desta espécie.

Palavras-chave - Pétala estandarte; quilha; mecanismo explosivo; tubo estaminal,
morfologia floral.

ABSTRACT

In the Faboideae subfamily many species have standard flowers, with five different
petals, that is, one standard, two wings and two petals that form the keel, preventing
the free access of floral visitors to the nectar and pollen. This study examined and
characterized the functionality of the morphological structures of flowers of Mucuna
pruriens (L.) DC. (Leguminosae Faboideae) in order to relate with flower opening
mechanism. In M. pruriens, the gynoecium and androecium are tensioned and
confined inside the keel (the two petals that form the keel are fused), and only occurs
the release of reproductive organs after the explosive mechanism of floweropening is
triggered. At the apex of the keel, the petals are united and lignified presenting a
membrane that is different from petalar tissue. Mucuna pruriens shows an explosive
mechanism of pollen release. But this Mucuna species does not require pollinators
to trigger the explosive mechanism of flower opening due to the peculiar features of
the floral morphology of this species.

Key words - Petal standard; keel; explosive device; stem tube, floral morphology.
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1. INTRODUGCAO

Leguminosae, em riqueza de espécies, € a terceira maior familia das
Angiospermas (LEWIS et al., 2005), sendo precedida pelas familias Orchidaceae
(orquideas) e Asteraceae (margaridas, girassois). Possui distribuigdo cosmopolita e
variadas caracteristicas tem contribuido para o sucesso ecologico e evolutivo desta
familia, destacando-se, entre elas, os mecanismos de polinizagao biética (ARROYO,
1981; JUDD et al., 1999).

E comum na subfamilia Faboideae muitas espécies apresentarem flores do
tipo estandarte, isto é, com cinco pétalas diferenciadas em um estandarte, duas alas
e duas pétalas que formam a quilha (ENDRESS, 1994; WESTERKAMP, 1997),
desta forma impedindo o livre acesso dos visitantes florais ao pdlen.

A pétala estandarte pode apresentar guias de néctar e funcionar como
plataforma de pouso para o visitante floral, e este a empurra para baixo com seu
peso forcando, ao mesmo tempo, as alas e a quilha para tras exteriorizando os
orgaos reprodutores, liberando o pdlen no agente polinizador enquanto este coleta o
néctar (SIMIONI et al., 2007). Este movimento das partes florais ocorre devido a
conexao que existe entre as estruturas presentes na base das pétalas (ARROYO,
1981).

Nesta subfamilia, os mecanismos de polinizacdo podem ser classificados,
com base, principalmente, nas diferentes formas de liberagdo do pdlen e do estigma,
tocando em um agente polinizador. Estes mecanismos podem ser desencadeados
apenas uma vez, como no tipo explosivo de liberagdo de grdos de podlen, ou varias
vezes, como no tipo valvula, no qual as anteras e estigma se projetam a partir da
quilha, mas volta a sua posigao original apos a visita dos polinizadores; tipo pistao,
no qual o pdlen € empurrado para fora da ponta da quilha; ou tipo escova, no qual o
polen é exposto em apenas uma regiao da quilha onde recebe a visita do polinizador
(ARRQOYO, 1981; ENDRESS, 1994).

O género Mucuna Adans. (Leguminosae, Faboideae, Phaseoleae), possui
cerca de 100 espécies distribuidas nas regides tropicais e subtropicais,
especialmente no Velho Mundo (SCHRIRE, 2005). As flores do género apresentam
calice com quatro lobulos e corolas ressupinadas vistosas, roxo, vermelho,

esverdeado, branco ou amarelo que apresentam mecanismo explosivo de liberacdo
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de polen (MOURA et al., 2014). Neste género encontra-se a espécie Mucuna
pruriens (L.) DC. (Leguminosae, Faboideae), que apresenta valor econédmico, sendo
importante para o ciclo do nitrogénio e como adubo orgéanico (ORTIZ-CEBALLOS et
al., 2007), bem como apresenta importancia medicinal (SALAT; TOLOSA, 2013;
SILVA-LOPEZ; VIDAL, 2010).

Este trabalho caracterizou a funcionalidade das estruturas morfologicas das
flores de Mucuna pruriens (L.) DC. (Leguminosae, Faboideae) com o objetivo de
relacionar com o mecanismo de abertura da flor. Esperavamos que Mucuna pruriens
apresentasse 0 mecanismo explosivo de abertura e liberacdo de pdlen e que
agentes polinizadores fossem essenciais para acionar o mecanismo explosivo de
liberagdo de polen, uma vez que outras espécies do género Mucuna possuem estas
caracteristicas, sendo estas: Mucuna urens (L.) Medikus (BAKER, 1970), Mucuna
holtonii (von HELVERSEN; von HELVERSEN, 2003), Mucuna japira A. M. G.
Azevedo (AGOSTINI et al., 2006) e Mucuna macrocarpa Wall. (KOBAYASHI et al.,
2014).

2. MATERIAL E METODOS

2.3. Biologia floral e morfometria floral

Para o estudo da biologia floral, foram adotados quatro estagios de
desenvolvimento da flor, sendo denominados: pré-antese |, pré-antese Il, pré-antese
IIl e antese (Figura 4). As flores foram consideradas em antese adotando o padréo
de tamanho no seu desenvolvimento, bem como o distanciamento da pétala
estandarte das outras pétalas. As flores da espécie em estudo foram observadas
quanto ao periodo de floragcdo e de antese. Para tanto, flores foram ensacadas e
observadas até a senescéncia. Ao longo da antese, observou-se a coloragao das
flores, desde a abertura até a senescéncia. A receptividade do estigma foi analisada
através do teste de peroxidase, no qual utilizou-se perdxido de hidrogénio (H20;) na
concentragdo de 3%, através da imersdo dos estigmas das flores. A indicagao da
receptividade se deu por meio da liberacdo de bolhas de O, no mesmo, o que foi

observado com auxilio de uma lupa de campo (KEARNS,1993). Esse teste foi
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aplicado em 10 flores de cada um dos diferentes estagios de desenvolvimento,
coletadas de inflorescéncias e quadrantes aleatérios.

Para a morfometria floral, amostras de flores de M. pruriens foram coletadas e
dissecadas em laboratério a partir de material fresco ou preservado em FAA
(formalina a 5%, acido acético a 5% e alcool etilico 50% na proporgao 1:1:18) para
analise das estruturas florais. E as inflorescéncias foram medidas em campo. Os
dados de morfometria floral foram coletados com auxilio de paquimetro manual e de
estereomicroscopio. Por se tratar de uma espécie com flores zigomorfas, foram
tomadas as medidas do comprimento da largura da pega floral e da altura do
gineceu e androceu (FAEGRI; VAN DER PIJL, 1980). As flores foram coletadas

aleatoriamente e foram medidas flores em diferentes estagios.

Figura 4 - Flores de Mucuna pruriens em diferentes estagios de desenvolvimento adotados para o
estudo segundo seu comprimento. A: Pré-antese | (1,2 cm). B: Pré-antese Il (1,7 cm). C: Pré-antese
Il (2,7 cm). D: Antese (3,7 cm). (Fonte: O autor, 2016)
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2.4. Estudo morfo-anatomico da quilha

2.4.1. Microscopia de Luz

Para a microscopia de luz amostras de tecido da regido da quilha, em
diferentes estagios de desenvolvimento, foram fixadas em solugdo Karnovsky (1965)
por 48 horas, sendo mantidas em bomba de vacuo por 15 minutos ou até que as
amostras estivessem no fundo do frasco. Em seguida, as pegas foram submetidas a
série de desidratagao etilica (20%-100%) seguida de duas trocas em propanol 100%
e butanol 100% por 4 horas cada. A infiltragdo foi realizada lentamente utilizando
meio de infiltracdo Leica historesina e posterior emblocagem em historesina mais
endurecedor. O seccionamento foi feito em micrétomo (3um) Leica RM 2155 e os
cortes foram corados com azul de toluidina 0,05% em agua e fucsina acida 1% em
agua. As secgbes coradas foram montadas utilizando laminula e entelan®. As
analises foram realizadas ao microscépio de luz Leica LMD 700 sendo as imagens

digitalizadas.

2.4.2. Microscopia Eletrénica de Varredura

Para a microscopia eletronica de varredura as amostras de tecido da regido
da quilha, em diferentes estagios de desenvolvimento, foram fixadas em Karnovsky
(1965), desidratadas em série etilica crescente de 20% a 100%. Em seguida, as
amostras foram secas ao ponto critico utilizando CO; liquido. As amostras foram
montadas sobre suportes metalicos (stubs) e metalizados com ouro durante 90
segundos. As analises foram feitas ao microscopio eletrénico de varredura JEOL
JSM 5600LV do NUPGEL- ESALQ/USP sendo as imagens digitalizadas.

2.5. Visitantes florais

Os visitantes florais foram observados em dias ensolarados durante 60 horas
(das 8-18h) em suas atividades de forrageamento ao longo de todo o periodo de
floracdo de M. pruriens, entre abril e maio de 2015. Os visitantes florais foram

observados em campo e realizou-se a coleta dos visitantes florais em seus periodos
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de atividade, com auxilio de rede entomoldgica, os quais foram congelados para
posterior identificagao.

Foi verificado se os visitantes florais tocavam nas estruturas reprodutivas da
flor, bem como o comportamento apresentado pelos visitantes no momento da
abordagem da flor. As espécies que apresentaram comportamento de danificar a flor
para a coleta de pdlen e/ou néctar foram classificadas como pilhadoras.

Teste de autogamia (n=10 flores em diferentes inflorescéncias) foram
realizados para verificar se 0 mecanismo explosivo de liberagao de podlen é ativado
sem a presencga do polinizador e consequentemente se ocorre a autopolinizagéo
espontanea. Para isso, as flores foram ensacadas em pré-antese, sem qualquer tipo

de manipulacdo, mantidas ensacadas e acompanhadas até a formacao de frutos.

3. RESULTADOS

3.1. Biologia e morfometria floral

Mucuna pruriens (L.) DC. possui flores dispostas em inflorescéncias
racemosas axilares com 29,45 £+ 12,90 cm de comprimento (n=10). O principal
periodo de floragcdo ocorreu nos meses de abrii a maio. As inflorescéncias
apresentam pedunculos de aproximadamente 8,03 + 1,33 cm (n=10) com 42,27 +
12,70 flores/inflorescéncia (n=15), sendo trés flores por né em disposigao alternada.
Cada flor mede aproximadamente 4,04 cm * 0,21 de comprimento (n=10) e 0,90 +
0,1 cm de largura (n=10) e estdo aderidas a inflorescéncia pelo pedicelo. As flores
apresentam antese sequencial dentro da inflorescéncia, sendo as flores na posigao
basal (mais proximas do pedunculo) as primeiras a abrirem. Quando estas iniciam a
senescéncia, a abertura das flores apicais tem inicio.

As flores de Mucuna pruriens sao heteroclamideas, com corola violacea
dialipétala e zigomorfa, individualmente ressupinadas devido a rotagédo de 180° do
pedunculo floral, ou seja, sdo constituidas por cinco pétalas diferenciadas entre si,
assim apresenta uma pétala estandarte, duas alas arredondadas no apice e duas
agudas no apice que constituem a quilha. O calice € gamossépalo com quatro

I6bulos e de coloragao esverdeada (Figura 5A-C).
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Nos diferentes estagios de desenvolvimento os verticilos florais apresentam
diferentes padrbes de coloragcdo. Portanto na fase de botdo floral (pré-antese) a
pétala estandarte possui coloracdo esverdeada, depois passa a se apresentar
violacea mais clara, podendo, na fase de antese atingir a mesma coloragao das alas.
N&o foi percebido nenhum odor nas flores e inflorescéncias nos diferentes estagios.

Mucuna pruriens € uma planta monoica com flores bissexuais. O androceu é
diadelfo apresentando dez estames, sendo nove fundidos entre si e o décimo ¢é livre,
formando um tubo estaminal com dois padrdes de tamanho e formato de estames,
cinco destes possuem filetes mais longos e os outros cinco possuem filetes mais
curtos (Figura 6A). As anteras apresentam deiscéncia longitudinal, sendo cinco
menores e as outras cinco de maior comprimento (Figura 6B) que com o passar do
tempo ficam amarronzadas. Ha nectarios na base do tubo de estames e o néctar
permanece acumulado no calice, pois extravasa por dois orificios formados pelo
estame que néo esta fundido ao tubo estaminal (Figura 6C).

O gineceu é simples, o ovario € piloso e supero, com seis 6vulos (Figura 6D),
o estilete é tricomado (Figura 6E) e ndo apresenta mucilagem sobre o estigma,
assim ndo necessita do seu rompimento por polinizadores para que o grdo de podlen
tenha contato com o tecido estigmatico (Figura 6F). Em estagios iniciais, o estilete
possui tamanho superior ou igual ao do androceu (Figura 7A-C), no entanto no
estagio de antese apresenta tamanho menor, assim o estigma entra em contato com
o polen da propria flor mesmo antes da abertura da quilha (Figura 7D), tendo assim
total contato com o pdlen da prépria flor mesmo antes da abertura da quilha. O
estigma encontra-se receptivo durante toda a antese.
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Figura 5 — Flor de Mucuna pruriens e seus verticilos florais. A: Flor com todos os verticilos florais
conectados. B: Flor com uma das pétalas da ala destacada. C: Representagao dos verticilos florais de
Mucuna pruriens. a - sépala composta por quatro l6bulos. b — estames formando tubo estaminal. ¢ —
duas pétalas agudas no apice que se diferenciam formando a quilha. d — duas pétalas arredondadas
no apice que formam as alas. e - pétala estandarte. (Fonte: O autor, 2016)
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Figura 6 - Biologia floral de Mucuna pruriens. A: Diferenga no tamanho do androceu, mostrando dois
padrées de alongamento dos filetes. B: Micrografia de microscopia eletrbnica de varredura das
anteras de deiscéncia longitudinal evidenciando a diferenga no formato das anteras, sendo uma
alongada e outra ovalada. C: Nectario presente na base do tubo estaminal com orificios por onde
extravasa o néctar acumulado. D: Corte longitudinal do ovario evidenciando a presenca de seis
ovulos. E: Micrografia de microscopia eletrénica de varredura do estilete tricomado. F: Micrografia de
microscopia eletrénica de varredura do estigma com graos de pdélen e sem mucilagem. (Fonte: O
autor, 2016)
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Figura 7 - Diferenca no comprimento dos elementos reprodutivos (gineceu e androceu) nos
diferentes estagios de desenvolvimento, demonstrando que nos estagios de pré-antese |, pré-antese
Il e pré-antese lll, o estigma possui tamanho maior que as anteras, entretanto, na antese o estigma
apresenta tamanho menor aos das anteras. A: pré-antese |. B: pré-antese Il. C: pré-antese Ill. D:
antese. Seta — gineceu. (Fonte: O autor, 2016)

3.2. Estudo morfolégico da quilha

Em M. pruriens, o gineceu e androceu estdo tensionados e confinados no
interior da quilha (pétalas que se fundem), e apenas ocorre a liberagao dos 6rgaos
reprodutivos apos a ativagdo do mecanismo explosivo de abertura da flor para
liberagcao de pdlen (Fig. 9A). No apice da quilha, as pétalas sdo unidas e lignificadas
apresentando uma membrana que se diferencia do tecido petalar (Fig. 9B-C). As
células da membrana possuem parede celular mais delgada em relagédo as células
do tecido petalar adjacente. Também é evidenciada a possivel deposi¢cdo de grande
quantidade de lignina na parede celular do tecido petalar adjacente. As células da
membrana possuem citoplasma com maior volume do que as células do tecido
petalar (Fig. 9D). Nas duas margens da membrana ha papilas unicelulares que

provavelmente produzem mucilagem (Fig. 9E-F).
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Figura 9 — Aspectos morfoanatémicos da quilha de Mucuna pruriens. A: Elementos reprodutivos
protegidos pela quilha. B: Apice da quilha evidenciando a presenga de uma membrana. C: Apice da
quilha demonstrando a presenga da membrana em microscopia eletrénica de varredura. D: Corte
transversal da quilha de M. pruriens em microscopia de luz evidenciando a diferenca entre o tecido
petalar e o da membrana. E: Papilas unicelulares responsaveis pela produgdo de mucilagem na
regido da membrana. F: Area de juncdo da membrana que secreta mucilagem. tp — tecido petalar; me
— membrana; mu — mucilagem. (Fonte: O autor, 2016)
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3.3. Visitantes florais

Foram observados individuos de Trigona spinipes (Fabr.) (Hymenoptera:
Apidae) apresentando comportamento de pilhagem para coleta de néctar em flores
em antese de M. pruriens (Figura 10). Os individuos pousavam sobre a regidao do
calice e com o auxilio das pecgas bucais e pernas, perfuravam o tecido para acesso
ao néctar. As flores pds-antese (senescentes) ndo receberam visitas por parte das
abelhas. Individuos de uma espécie da familia Vespidae também foram visualizados
em contato com o calice da flor efetuando coleta de néctar. Ambas as espécies
foram consideradas como pilhadoras, ou seja, apenas visitavam as flores em busca
do recurso fornecido, o néctar.

Nao foram observados visitantes florais com comportamento adequado para
desencadear o mecanismo de abertura explosiva da flor. No entanto, por ser uma
area com pequenos fragmentos florestais no entorno, bem como pequenos cultivos
de legumes, verduras, raizes e frutas, havia constantemente a presenga de algumas
espécies polinizadoras, dentre estes: abelhas (mamangava e melifera), passaros e
borboletas. Mas estas espécies apenas visitavam os cultivos do entorno, menos a
espécie de estudo, Mucuna pruriens.

Na maioria das flores de M. pruriens ocorreu o0 acionamento do mecanismo
explosivo de abertura da flor e liberagdo de pdlen na auséncia de polinizadores ou

visitantes florais.
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Figura 10 - Visitante floral de Mucuna pruriens. Espécime de Trigona spinipes apresentando
comportamento de pilhagem para coleta de néctar. Trigona spinipes pousa na regido da sépala da
flor e utiliza seus aparatos bucais e pernas para perfura-la e acessar o néctar produzido pela flor de
Mucuna pruriens. (Fonte: O autor, 2016)

4. DISCUSSAO

4.1. Biologia e morfometria floral

Em espécies de Faboideae, € comum a presenca de flores complexas. As
flores tipicas dessa subfamilia sdo pentdmeras com simetria zigomorfa, resultante de
uma iniciacdo unidirecional no perianto, em que as pétalas se especializam na
protecdo dos elementos reprodutivos, restringindo e especializando a atividade de
um agente polinizador (TUCKER, 2003; TUCKER; GRIMES, 1999). Essas
evidéncias se equiparam as apresentadas em Vigna caracalla (ETCHEVERRY;
ALEMAN:; FLEMING, 2008), M. urens e M. japira (AGOSTINI, 2008) e M.
macrocarpa (KOBAYASHI et al., 2014).

As pétalas de M. pruriens sao interconectadas por estruturas que permitem a

formacao de um sistema unico, resultando na cooperagao mecanica entre as pétalas
29



e proporcionando o acionamento do mecanismo explosivo de abertura da flor e
liberagdo dos elementos reprodutivos (ARROYO, 1981). Uma vez que o0 mecanismo
explosivo de abertura da flor € acionado, a flor adquiri um novo formato, como
descrito para M. japiria (AGOSTINI; SAZIMA; SAZIMA, 2006; AGOSTINI et al.,
2011).

As flores no estagio de antese apresentam o mesmo padrdo que fora
encontrado na espécie M. japira (AGOSTINI; SAZIMA; SAZIMA, 2006; TOZZI,
AGOSTINI; SAZIMA, 2005), ou seja, permanecem abertas e ativas durante sete dias
produzindo um grande numero de flores durante varias semanas, diferindo de M.
urens que se abre por apenas uma noite (AGOSTINI, 2008). A manutencédo das
flores por mais de um dia € vantajosa para a planta, pois manté-las exige um gasto
energético menor do que produzi-las, podendo reduzir assim, a metade a produgéao
de flores novas todos os dias. Desta forma, as flores que ja ndo estdo mais
receptivas funcionam como um “display” (BEZERRA; MACHADO, 2003). Este
modelo demonstra um favorecimento ao polinizador em encontrar facilmente varias
flores para visitagdo, proporcionando a este uma importante economia energética,
pois n&o precisa forragear a longas distancias pelo alimento requerido (PYKE,
1981).

A mudanca da coloragao das pétalas e manutencao de flores ndo receptivas,
geralmente estdo relacionadas com proporcionar um aumento na atratividade
através de longas distancias e direcionar os visitantes a flores que lhes oferegam
recursos (BRITO et al., 2015).

A fusdo dos filetes de nove estames, formando um tubo estaminal, delimita o
disco nectarifero na base do ovario (ENDRESS, 2011; TUCKER, 2003;
WESTERKAMP; WEBER, 1999), o restringindo e/ou controlando o comportamento
de forrageio dos polinizadores (TUCKER, 2003). Esta caracteristica confere a
subfamilia Faboideae uma importante vantagem adaptativa, pois apresenta fungéo
reprodutiva e também pode proteger o nectario e ovario (TEIXEIRA; MARINHO;
PAULINO, 2014; WESTERKAMP; WEBER, 1999).

Provavelmente, o mecanismo explosivo de liberacdo de pdlen no género
Mucuna é derivado de flores com mecanismo de bombeamento dos graos de pdlen,
uma vez que este tipo de exposicao do pdlen é frequentemente associado com o

dimorfismo das anteras, pois a deiscéncia das anteras longas ocorre primeiro e as
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anteras mais curtas atuam como pistdes que deslocam o pélen para fora da quilha
(ARRQOYO, 1981).

Espécies que possuem androceu com fendas no tubo estaminal, geralmente
produzem grande volume de néctar, permitindo a disponibilidade deste a uma
estreita faixa de polinizadores, além disso, proporcionam uma prote¢ao solida tanto
ao ovario quanto ao nectario (RODRiGUEZ-RIANO; ORTEGA-OLIVENCIA;
DEVESA, 1999).

4.2. Estudo morfolégico da quilha

Em espécies de Faboideae as pétalas sdo modificadas em estandarte, alas
ou asas e quilha. Como as estruturas reprodutivas estdo confinadas na quilha, a
exposicdo do grdao de pdlen apenas ocorre quando o mecanismo explosivo é
acionado, impedindo o livre acesso dos visitantes florais e consequentemente o
desperdicio e pilhagem dos grdos de pdlen (KOBAYASHI et al., 2014; TUCKER,
2003; WESTERKAMP; WEBER, 1999). Provavelmente as flores com quilha tenham
surgido como uma adaptagao contra uma coleta excessiva de graos de polen pelas
abelhas (WESTERKAMP, 1997), desta forma impedindo o livre acesso dos visitantes
florais ao podlen.

A presenca de uma membrana no apice da quilha pode explicar como ocorre
a abertura explosiva da flor na auséncia de polinizadores para acionar o0 mecanismo
explosivo. Quando a flor esta em antese ocorre naturalmente a desidratagao gradual
das pétalas, mas como o tecido da membrana € mais delgado, a perda de agua é
sentida diferentemente nas células do tecido petalar da quilha e nas células do
tecido da membrana. Assim ocorrem forgas desiguais nestes tecidos, provocando
uma tensdo na regido das células epidérmicas e das papilas localizadas na
membrana. A intensidade destas forgas pode ocasionar o rompimento da mucilagem
secretada pelas papilas, resultando no desacoplamento das pétalas da quilha e
assim acionando o mecanismo explosivo de liberagao de pdlen de forma espontanea

sem a necessidade do polinizador.
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4.3. Visitantes florais

Frequentemente foi observado o comportamento de pilhagem, realizado pela
abelha Trigona spinipes, no qual foi verificado que esta espécie de abelha coletava
néctar e também danifica os tecidos florais (BOICA JR; SANTOS; PASSILONGO,
2004; ODA; ODA, 2007). Espécies pilhadoras comumente fazem um furo na base da
flor para coletar néctar, danificando-a sem auxiliar no transporte de pdlen
(OLIVEIRA; NICODEMO; OLIVEIRA, 2015).

Apesar deste comportamento corriqueiro, Trigona spinipes pode também
apresentar grandes beneficios para alguns tipos de plantas cultivadas como a
abdbora, o caju, o girassol, a laranja, a melancia, a pitanga e o tamarindo (SILVA;
PACHECO-FILHO; FREITAS, 2015), também a cenoura, manga, pimentao,
morango, agai, cupuagu, caja, chuchu, roma e umbu (GIANNINI et al., 2014). Além
disso, diante da perda e modificacdo de habitats naturais, esta espécie tem a
capacidade de persistir em paisagens fortemente alteradas e pode ser considerado
como um polinizador de resgate, ou seja, € propenso para polinizar espécies de
plantas nestas areas, que sdo potencialmente pobres de polinizadores (JAFFE et al.,
2015; GIANNINI et al., 2015).

Mucuna pruriens apresenta morfologia floral semelhante a outras espécies
estudadas deste género, como o0 mecanismo explosivo de abertura da flor e
liberagdo do grao de podlen. Entretanto, M. pruriens n&o necessita de agentes
polinizadores para acionar este mecanismo, diferentemente de outras espécies
deste género que precisam de vertebrados (aves e morcegos) para que O
mecanismo explosivo de abertura da flor seja ativado (AGOSTINI; SAZIMA,
GALETTO 2011; KOBAYASHI et al., 2014; von HELVERSEN; von HELVERSEN,
2003).

As espécies M. japira (polinizada por aves de grande porte) e M. urens
(polinizada por morcegos) sao preferencialmente auto-incompativeis por isso,
mesmo com o contato prévio com os graos de pdélen antes da abertura da quilha,
necessitam dos seus polinizadores para acionar 0 mecanismo explosivo de liberagao
de polen e realizar a polinizagdo cruzada, (AGOSTINI, SAZIMA; SAZIMA, 2006;
AGOSTINI; SAZIMA; GALETTO, 2011). Entretanto, M. pruriens é autbgama, assim
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mesmo antes do mecanismo explosivo de liberacdo de pdlen ser acionado, o
estigma recebe grande quantidade de graos de pdélen da propria flor.

A autocompatibilidade € um processo que diminui a variabilidade genética das
espécies deixando o individuo suscetivel a disturbios ambientais (SCHIFINO-
WITTMANN; DALL'AGNOL, 2002). Contudo, pensando em uma espécie exotica, a
autocompatibilidade pode aumentar o sucesso reprodutivo quando ocorrem falhas

na polinizacao ou falta dos polinizadores.

5. CONCLUSAO

Mucuna pruriens apresentou um mecanismo explosivo de liberagdo de graos
de pdlen, no entanto, este mecanismo € acionado sem a necessidade da interagao
com um agente polinizador, devido a caracteristicas da morfologia floral peculiares
desta espécie. Assim, diferentemente do esperado, esta espécie ndo apresentou
polinizadores, apenas houve a presencga de visitantes florais, os quais visitaram as

flores em busca de néctar, sem tocar nas estruturas reprodutivas de M. pruriens.
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CAPITULO Il - Componentes de fecundidade do adubo verde Mucuna pruriens
(L.) DC. (Leguminosae, Faboideae)

RESUMO

Na maioria das plantas com flores, alguns dos 6vulos podem resultar em sementes
bem desenvolvidas e outros podem ndo se desenvolver adequadamente. Diante do
estudo dos componentes de fecundidade, é possivel detectar alguns fatores que
podem desencadear o aborto de frutos e sementes, dentre estes a quantidade de
graos de polen depositados no estigma, consequentemente a competicdo entre os
tubos polinicos e a disputa entre os 6vulos por recursos maternos necessarios para
o desenvolvimento das sementes. Visto que os estudos com individuos pertencentes
a subfamilia Faboideae sdo escassos, este trabalho propde investigar os
componentes de fecundidade, avaliando os padrdes de producdo de frutos e
sementes, efetuando, portanto, a verificagdo da quantidade de évulos por ovario e
de sementes por fruto que se desenvolvem no processo reprodutivo. Para os
componentes de fecundidade foi verificada a diferenga no desenvolvimento de frutos
nas posicoes basal, mediana e apical das inflorescéncias, bem como a diferenca na
formacdo de sementes nas posigdes dos frutos.Nao houve diferenga significativa
entre o numero de frutos desenvolvidos em relagdo a posi¢cdo na inflorescéncia
(F=0,25, p=0,05). Também nado houve diferenga significativa no numero de
sementes abortadas em relagcdo ao numero de sementes desenvolvidas (F=2,9;
p=0,05). Os abortos seletivos das sementes ocorreram em maior frequéncia na
regido basal das vagens de Mucuna pruriens (F=5,72; p=0,01), deste modo na
regido basal 52,76% das sementes foram abortadas, na posicdo mediana 25,87% e
na apical 20,49%. Existe um grande investimento da espécie na produgao de flores
para pouca formacgao de fruto, ocorrendo uma grande perda de energia para garantir
descendentes da espécie. Possiveis explicagbes para o observado podem estar
relacionadas ao processo de fertilizagdo e ao aborto durante a embriogénese.

Palavras-chave - Aborto, reproducdo, recurso materno, formagao de frutos,
formacao de sementes.

ABSTRACT

In most flowering plants, some of eggs may result in well- developed seeds and
others may not develop properly. Before the study of fertility components, it is
possible to detect some factors that can trigger the abortion of fruits and seeds,
among them the amount of deposited pollen on the stigma, consequently the
competition between pollen tubes and the dispute between the eggs by maternal
resources to the development of seeds. Since the studies of individuals belonging to
Faboideae are scarce, this study proposes to investigate the fertility components,
evaluating the fruit and seed production patterns, making therefore the determination
of the quantity of eggs per ovary and seeds per fruit that they develop the
reproduction process. For fertility components was observed a difference in fruit
development positions in the basal, middle and apical inflorescence and the
difference in the formation of seeds in the fruits positions. There was no significant
difference between the number of fruits developed in relation to the position in the
inflorescence (F = 0.25, p = 0.05). There was also no significant difference in the
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number of aborted seeds in the number of developed seeds (F = 2.9, p = 0.05).
Selective abortions of seeds occurred at a higher frequency in the basal region of the
pods of Mucuna pruriens (F = 5.72; p = 0.01), so the basal region 52.76% of the
seeds were aborted (2101 seeds) in 25.87% median position (1030 seeds) and the
apical 20.49% (816 seeds. There is a great investment in production of the species of
flowers to fruit little training, causing a great loss of energy descent to ensure
species. Possible explanations for the observed may be related to fertilization and
abortion during embryogenesis.

Key words - Abortion, reproduction, maternal resources, fruit formation, seed
formation.
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1. INTRODUGCAO

Na maioria das plantas com flores, alguns dos 6vulos podem resultar em
sementes bem desenvolvidas e outros podem nao se desenvolver adequadamente.
E fundamental conhecer o sistema reprodutivo das espécies para investigar as
causas da ocorréncia de aborto tanto em frutos, quanto em sementes (BAWA,
1979). O sucesso reprodutivo dos vegetais € determinado por dois estagios: o pré-
emergente e 0 pos-emergente, sendo o primeiro referente ao niumero de évulos que
se desenvolveram em sementes viaveis, enquanto o segundo esta relacionado a
germinagcdo da semente e ao desenvolvimento da planta, incluindo sua fase
reprodutiva (WIENS et al., 1987).

Diante do estudo dos componentes de fecundidade, €& possivel detectar
alguns fatores que podem desencadear o aborto de frutos e sementes, dentre estes
a quantidade de grédos de polen depositados no estigma (limitagdo polinica),
consequentemente a competicdo entre os tubos polinicos (LLOYD, 1980;
MOGENSEN, 1975) e a disputa entre os évulos por recursos maternos necessarios
para o desenvolvimento das sementes (AGOSTNI, 2008; TEIXEIRA; PEREIRA,;
RANGA, 2006).

Em algumas familias de Angiospermas, as sementes viaveis sao originadas a
partir de uma pequena proporcao de 6vulos, dos quais alguns ndo se desenvolvem
devido a falta de fertilizagdo e nos que séao fertilizados, alguns dos embrides podem
ser abortados durante o desenvolvimento (BAWA; WEBB, 1984; AGOSTNI, 2008;
TEIXEIRA; PEREIRA; RANGA, 2006). Diante disso, se nota que estudos envolvendo
esses aspectos em Leguminosae apresentam certas vantagens devido a disposi¢cao
linear dos oOvulos no ovario e, consequentemente, das sementes nos frutos
(AGOSTINI, 2008).

A subfamilia Faboideae, pertence a familia Leguminosae (Fabaceae) e é
constituida por 430 géneros e cerca de 13.800 espécies (LEWIS et al.,2005),
ocorrendo em diversas formacgdes vegetais, predominando na Mata Atlantica
(AGOSTINI, 2004). Sao diversas as caracteristicas para o sucesso ecoldgico e
evolutivo dessa subfamilia, com destaque para a variedade de sistemas reprodutivos
e a adaptacgao das flores para serem visitadas por diferentes agentes polinizadores,

como abelhas, beija--flores e morcegos (ARROYO, 1981).
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Nas regibes tropicais, as informagdes sobre ecologia reprodutiva de
Faboideae estdo incluidas em estudos sobre comunidades (ARROYO; USLAR,
1993), sendo poucos os estudos que abordam isoladamente espécies de Faboideae
(AGOSTINI, SAZIMA; SAZIMA, 2006; GIBBS; SASSAKI, 1998). Com relagdo ao
sistema reprodutivo, segundo Arroyo (1981), a autoincompatibilidade é um
fendbmeno pouco frequente em Leguminosae, mas Gibbs e Sassaki (1998)
discordam desta informacgao e afirmam que espécies autoincompativeis sdo muito
frequentes em Faboideae. Nesta subfamilia, cerca de 60% das espécies de
Erythrininae sdo autoincompativeis, subtribo na qual se situa o género Mucuna.

De acordo com Agostini (2008), Mucuna japira € Mucuna urens possuem
sistemas de autoincompatibilidade. Nestas espécies constatou-se que nao ocorre
autopolinizagdo espontanea tampouco formacgao de frutos apds a autopolinizagao
manual, estas caracteristicas evidenciam que o desenvolvimento de frutos e
sementes ocorre em condi¢des de polinizagado cruzada.

Visto que os estudos reprodutivos com individuos pertencentes a subfamilia
Faboideae sao escassos, este trabalho se propds a investigar os componentes de
fecundidade, avaliando os padrdes de producao de frutos e sementes.

Para tanto, espera-se que haja diferenga na formagdo de frutos em
determinadas posicdes na inflorescéncia, portanto podera apresentar uma alta taxa
de formacgao de frutos na posicado basal da inflorescéncia, comum em varias familias
de Angiospermas, devido ao recebimento do recurso materno. E ainda, espera-se
que tenha diferenga no desenvolvimento das sementes em determinadas posicoes
do ovario/fruto, pois o aborto de sementes pode ocorrer nas posicdes mais distantes

do estigma devido ao arrasto do crescimento de tubos polinicos menos vigorosos.

2. MATERIAL E METODOS

A area cultivada foi dividida em quadrantes de 1,5 m? cada (n = 11) para
padronizar a amostragem de inflorescéncias, flores e frutos. Em cada quadrante foi
calculada a taxa de frutificagdo (n° de frutos do quadrante / n° total de flores do
quadrante); para subsequentemente calcular a taxa de frutificagdo da espécie (n° de

frutos total / n° total de flores).
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A diferenca na formagao de frutos em determinada posi¢cao da inflorescéncia
foi analisada em todos os quadrantes, sendo amostrados todos os frutos em
desenvolvimento de cada individuo e contados o numero de frutos desenvolvidos em
cada posicao (apical, mediana e basal) da inflorescéncia (TEIXEIRA; PEREIRA;
RANGA, 2006).

A contagem de 6vulos/ovario foi realizada em 10 flores coletadas ao acaso e
o numero de sementes/fruto foi amostrado em todos os frutos coletados (n = 1658).
Em cada fruto foi contabilizado o numero total de sementes viaveis (numero de
ovulos que se desenvolveram) e o numero total de sementes abortadas. Assim foi
calculada a taxa de formacdo de sementes. As sementes foram identificadas como
nao viaveis por apresentarem tamanho inferior e/ou coloracdo diferenciada das
demais sementes (PALERMO; AGOSTINI, 2010; TEIXEIRA; PEREIRA; RANGA,
2006).

A posicdo de sementes abortadas e em desenvolvimento foi verificada em
todos os frutos coletados dos 11 quadrantes. Entre as sementes abortadas, foi
registrada a sua posi¢cao no fruto, sendo a primeira posi¢do aquela com a semente
mais proxima ao pedicelo (posi¢cao basal) e a ultima posicdo aquela com a semente
mais proxima ao estilete (posicdo apical) (TEIXEIRA; PEREIRA; RANGA, 2006)
(Figura 1).

Para a analise de variancia foi utilizado ANOVA e o Teste de Tukey ao nivel
de 5% de significancia, através do software Action 2.7 para realizar as seguintes
comparacgoes: a producao de frutos em diferentes posi¢des na inflorescéncia; a taxa
de sementes abortadas com a taxa de sementes desenvolvidas e a taxa de

sementes abortadas em relagcado a posicao no fruto.
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Figura 1 — Representacao das posi¢coes das sementes em relagao ao fruto. (Fonte: O autor, 2016)

— Basal

~ Mediana

— Apical
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3. RESULTADOS

Na espécie Mucuna pruriens as vagens sao alargadas com tricomas
prateados e curtos (Figura 2A-B), contendo de trés a seis sementes globosas ou
elipticas, duras, de coloragao preta, deiscentes apos a completa maturagdo (Figura
2C-D). Esta espécie apresenta uma média de 4,9 + 0,94 (n= 10) de ovulos/ovario.

Em todos os quadrantes amostrados, o numero de flores produzidas foi maior
que o numero de frutos formados. A taxa de frutificacdo da espécie foi de 37,88 % +
8,81 (n= 11 quadrantes), mas houve variagao de 27,75% (quadrante 2) a 55,45%
(quadrante 1) (Quadro 1). O total de flores de Mucuna pruriens foi de 4376 flores e
1658 frutos, mostrando que existe uma propor¢ao de aproximadamente 2,64 flores
para cada fruto desenvolvido.

N&o houve diferenga significativa entre o numero de frutos desenvolvidos em
relacdo a posi¢cado na inflorescéncia (F=0,25, p=0,05). Portanto, dos 1658 frutos
formados nas inflorescéncias dos 11 quadrantes analisados, 608 formaram-se na
posicao basal (36,67%), 539 na posi¢gao mediana (32,5%) e 507 na posi¢cao apical
(30,58%). Estes valores podem ser constatados na Figura 3A, que demonstra a taxa
de formagao de frutos dos individuos de Mucuna pruriens, considerando a posigao
de formacéao na inflorescéncia.

Também nao houve diferenga significativa no numero de sementes abortadas
em relacdo ao numero de sementes desenvolvidas (F=2,9; p=0,05). Foi observado
que 59,97% das sementes formadas nos frutos dos 11 quadrantes foram viaveis e
40,03% de sementes abortadas, no total foram registradas 9948 sementes. Os
abortos seletivos das sementes ocorreram em maior frequéncia na regido basal das
vagens de Mucuna pruriens (F=5,72; p=0,01) (Tabela 1). Deste modo na regiédo
basal 52,76% das sementes foram abortadas (2101 sementes), na posigcdo mediana
25,87% (1030 sementes) e na posig¢ao apical, 20,49% (816 sementes) (Figura 3B).
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Figura 2 — Representagao do fruto do tipo legume de Mucuna pruriens. A-B: Vagens com tricomas
prateados e curtos. C-D: Sementes de Mucuna pruriens com coloragao preta. (Fonte: O autor, 2016)

Figura 3 — Taxas obtidas em relagédo a frutificacdo e aborto de sementes. A: Taxa de formagéo de
frutos por posicdo nas inflorescéncias de Mucuna pruriens amostradas. B: Taxa de aborto de
sementes, por posicao, nos frutos de Mucuna pruriens.

Taxa de formacédo de frutos | Taxa de aborto de sementes

H Basal ¥ Basal
# Mediana B Mediana
= Apical u Apical
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Tabela 1 - Comparagado do numero de sementes abortadas de Mucuna pruriens quanto a posi¢ao no
fruto — basal, mediana e apical (média + desvio padr&o).
Taxa de sementes abortadas
Basal 191,00 £ 121,07 a
Mediana 93,64 £ 60,68 b
Apical 74,18 £46,82 b

Médias seguidas pela mesma letra nao diferem entre si a p<0,05

4. DISCUSSAO

Em Mucuna pruriens ocorreu baixa formacgao de frutos em relacido ao numero
de flores, entretanto a producdo de sementes em relacdo ao numero de
ovulos/ovario € alta, ou seja, a relagdo de frutos/flores é baixa, mas a de
sementes/6évulo é alta, fato que pode estar relacionado com o processo de
fertilizacdo e o aborto durante a embriogénese (BAWA; WEBB, 1984). Existem
alguns fatores que podem acarretar no aborto de flores e frutos (BAWA; WEBB,
1984; STEPHENSON,1981), dentre estes: a qualidade e quantidade de graos de
polen depositados sobre os estigmas (MOGENSEN, 1975) e competicdo do 6vulo
pelos recursos maternos necessarios para o desenvolvimento da semente (LLOYD,
1980).

Na familia Leguminosae € evidente que existe variagcado na taxa de frutificagao
(formagao de frutos) entre alguns géneros e espécies, podendo apresentar altas
taxas de aborto, como por exemplo, Dahlistedtia (TEIXEIRA; PEREIRA; RANGA,
2006) e Mucuna urens e Mucuna japira (AGOSTINI, 2008). Essa taxa pode
representar um indicio sobre o0 sucesso reprodutivo dessas espécies.

O resultado encontrado para a taxa de frutificacdo de acordo com a posicao
na inflorescéncia de Mucuna pruriens diferiu do resultado indicado por Palermo e
Agostini (2010) nos estudos com Erythrina speciosa (Leguminosae, Faboideae), no
qual apresentou diferenca na taxa de producdo de frutos tendo maior
desenvolvimento da posi¢cao mediana da inflorescéncia. Entretanto, esse resultado
corrobora com o evidenciado por Teixeira, Pereira e Ranga (2006), realizado com
Dahlstedtia pentaphylla (Leguminosae, Faboideae) e os de Agostini (2008), em
Mucuna japira e M. urens (Leguminosae, Faboideae), pois ambas também n&o

apresentaram diferengas significativas na formagao de frutos em relagdo a posigéao
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na inflorescéncia. Este fato difere do esperado, pois hipoteticamente deveria ter
ocorrido variagao temporal e espacial das flores na inflorescéncia, indicando
prioridade no recebimento do recurso materno (TEIXEIRA; PEREIRA; RANGA,
2006).

Em M. pruriens as sementes das posigcdes mais proximas ao estigma - as
apicais - possuem maior taxa de desenvolvimento. Esse caso pode ser explicado
pela hipotese de oOvulos préximos ao estilete apresentarem maior vantagem de
serem fertilizados antes dos demais devido a competicao do crescimento dos tubos
polinicos (JARONOWSKY, 1962), ou seja, ovulos mais distantes do estigma
poderiam ser os ultimos a serem fertilizados apenas por causa de sua posicao.
Portanto, mesmo que os grédos de pdlen apresentem similaridade em sua
capacidade genética, bem como de fertilizagdo, o évulo que for fertilizado primeiro
tera mais vantagem com relacdo ao recebimento do recurso materno (TEIXEIRA;
PEREIRA; RANGA, 2006; WIENS et al., 1987).

Assim, diferentemente de outros estudos realizados com Leguminosae, com
as espécies de Dahlstedtia pentaphylla (TEIXEIRA; PEREIRA; RANGA, 2006) e com
Mucuna urens e M. japira (AGOSTINI, 2008), os quais ndao apresentaram diferenca
significativa no desenvolvimento das sementes em relagéo a posigao no fruto, em M.
pruriens o desenvolvimento das sementes diferiu significativamente, sendo que na
posicao basal obteve-se maior taxa de aborto e maior taxa de desenvolvimento das
sementes nas posicoes apical e mediana.

Portanto, a producao final de sementes dentro de um fruto € resultante de um
processo sequencial, que comeg¢a com um numero inicial de évulos no ovario e
termina com o desenvolvimento bem-sucedido de 6vulos fertilizados (KORBECKA,;
KLINKHAMER; VRIELING, 2002). A limitacdo de podlen geralmente restringe o
numero de oOvulos que se desenvolvem em sementes, reduzindo o sucesso da
fertilizacdo, no entanto, mesmo apods a fertilizacdo ter sido alcangcada o aborto
seletivo pode ocorrer devido ao controle do recurso materno, bem como da
competicao entre os embrides (KORBECKA; KLINKHAMER; VRIELING, 2002).
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5. CONCLUSAO

Em Mucuna pruriens a quantidade de frutos formados é menor que o numero
de flores produzidas pelo individuo. Assim existe um grande investimento da espécie
na producédo de flores para baixa formagéo de fruto, ocorrendo uma grande perda de
energia para garantir descendentes da espécie. Possiveis explicagbes para o
observado podem estar relacionadas ao processo de fertilizagdo e ao aborto durante
a embriogénese.

Os recursos maternos sao necessarios para o desenvolvimento do fruto, mas
para o desenvolvimento da semente nota-se que a proximidade com o estilete e
consequentemente o contato com os primeiros tubos polinicos € mais vantajoso do
que estar préximo da base do ovario, onde ha maior contato com o recurso materno.

No entanto ndo houve diferenca na formacdo de frutos em determinadas
posicbes da inflorescéncia, mas apresentou diferenca significativa no
desenvolvimento das sementes em determinadas posi¢gbes do fruto, ou seja, as
sementes das posicoes apical e mediana apresentaram maior taxa de
desenvolvimento e menor taxa foi encontrada no desenvolvimento das sementes na

posi¢cao basal do fruto.
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CONSIDERAGOES FINAIS

Mucuna pruriens apresentou caracteristicas que a distingue de outras
espécies do género Mucuna, uma vez que, ndo evidenciou a necessidade de
interacdo bidtica para que ocorresse o acionamento do mecanismo explosivo de
liberagdo de graos de podlen.

A presenca da membrana no apice da quilha é possivelmente a estrutura
diferencial que pode acionar o mecanismo explosivo de liberacido de pdlen sem a
presenca do polinizador, E, consequentemente proporcionar a autopolinizagao
espontanea. Contudo, um estudo mais aprofundado sobre esta funcdo da membrana
se faz necessario.

Existe um grande investimento da M. pruriens na producédo de flores para
baixa formagédo de frutos ocorrendo uma grande perda de energia para garantir
descendentes da espécie.

Deste modo, s&o necessarios estudos sobre embriogénese de M. pruriens
para melhor elucidar as questdes sobre a influéncia dos componentes de
fecundidade na reproducéo dessa espécie.

Mucuna pruriens se apresentou como uma espécie com grande potencial
para ser indicada para a adubacio verde em locais com constatada deficiéncia de

polinizadores.
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