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Sistema reprodutivo e polinizacdo de Senna multijuga
(Fabaceae) em Mata Atlantica Montana!

Breeding system and pollination of Senna multijuga (Fabaceae)
in a montane Atlantic Forest

Marina Wolowski® & Leandro Freitas®

Resumo

O conhecimento da biologia reprodutiva e polinizagdo de arvores neotropicais vém aumentando nas tltimas
décadas. No entanto, ainda ¢ incipiente para a Mata Atlantica e muitas questdes persistem, por exemplo, sobre
a prevaléncia de autoincompatibilidade. A biologia floral, o sistema reprodutivo e os visitantes florais de
Senna multijuga foram estudados, com o objetivo de verificar a ocorréncia de autoincompatibilidade e determinar
seus polinizadores. A espécie apresenta caracteristicas florais tipicas do género, como flores assimétricas, enantiostilia,
heteranteria ¢ deiscéncia poricida. A antese ¢ diurna ¢ a viabilidade do pdlen ndo diferiu entre os morfos de
anteras. Os polinizadores foram abelhas dos géneros Bombus, Epicharis, Centris e Xylocopa e abelhas menores
atuaram como pilhadores de polen. A reprodugio sexual em S. multijuga depende da transferéncia de polen pelos
polinizadores, pois ndo foram formados frutos por apomixia ou autopolinizagio. Este ultimo resultado pode ser
devido a depressdo por endogamia ou a um mecanismo de autoincompatibilidade de agdo tardia, uma vez que
houve aborto uniforme de pistilos e penetragio de tubos polinicos nos dvulos apos autopolinizagdo. Diferenga na
fecundidade apos polinizagdo manual e em condigdes naturais indica que a limitagao polinica afeta o sucesso
reprodutivo feminino, assim como a disponibilidade de recursos.

Palavras-chave: autoincompatibilidade de agdo tardia, depressido por endogamia, flor de polen, polinizagio.

Abstract

Knowledge of reproductive biology and pollination of Neotropical tree species has been increasing in recent
decades. However, this is still incipient in the Atlantic Forest, and many questions remain, for instance, about
the prevalence of self-incompatibility. We studied the floral biology, breeding system and floral visitors of
Senna multijuga in order to verify the occurrence of self-incompatibility and determine its pollinators. This species
bears the typical floral traits of the genus, such as asymmetry, enantiostily, heteranthery and poricid anthers.
Anthesis is diurnal and pollen viability did not differ among the morphs of anthers. Pollinators were bees of the
genera Bombus, Epicharis, Centris and Xylocopa and smaller bees acted as pollen thieves. Sexual reproduction
of Senna multijuga depends on the transfer of pollen by pollinators, as no fruit was formed by either apomixis
or self-pollination. The latter result may be due to inbreeding depression or by a mechanism of late-acting self-
incompatibility, as we observed after self-pollination both penetration of pollen tubes in the ovules and
uniform abortion of pistils. Differences on fertility after manual crossings and under natural conditions
indicate that female fitness is affected by pollen limitation, as well as by the availability of resources.

Key words: inbreeding depression, late-acting self-incompatibility, pollen flower, pollination.

Introducao

O conhecimento acerca da biologia reprodutiva
e da polinizagd@o de espécies arbdreas neotropicais
vém aumentando ao longo das tltimas trés décadas,
a partir dos estudos pioneiros para conjunto de

espécies na América Central e do Sul (Bawa 1974;
Zapata & Arroyo 1978; Bawa et al. 1985a,b) e pelo
acimulo de informagdes de diversos estudos pontuais
(e.g. Gibbs & Sassaki 1998; Gribel et al. 1999; Dick
2001; Freitas & Oliveira 2002; Carvalho & Oliveira
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2003; Quesada et al. 2004). Para espécies arbéreas
de Mata Atlantica, os dados ainda sdo incipientes,
embora a quantidade de estudos seja crescente (e.g.
Sazima et al. 1985; Goldenberg & Varassin 2001;
Borges et al. 2008; Pires & Freitas 2008).

As questdes que motivaram os primeiros estudos
reprodutivos nas florestas tropicais surgiram em torno
da altariqueza de espécies de drvores e suas baixas
densidades populacionais, da capacidade dos
polinizadores se movimentarem entre as plantas e dos
niveis de autopolinizagdo e polinizagdo cruzada nas
espécies (Fedorov 1966; Ashton 1969; Janzen 1971).
Nesses estudos pioneiros, a autoincompatibilidade
foi registrada para a maioria (ca. 80%) das espécies
hermafroditas estudadas (Bawa 1974; Bawa et al.
1985a). Alguns autores sugerem que a prevaléncia da
autoincompatibilidade, que implica na necessidade
de fecundagio cruzada, provavelmente estd relacionada
apressoes seletivas para a manutencio da variabilidade
genética (Bawa 1974; Zapata & Arroyo 1978; Seavey
& Bawa 1986). Contudo, a autocompatibilidade
ocorrente em espécies arboreas (Sazima et al. 1985;
Goldenberg & Varassin 2001; Pires & Freitas 2008)
pode também ser vantajosa como forma de aumentar
a chance de sucesso reprodutivo em espécies cujas
populacdes tém baixa densidade ou em ambientes
com escassez de polinizadores.

Em Fabaceae, hd uma tendéncia para maior
frequéncia de sistemas de autoincompatibilidade em
grupos de arbéreas que em grupos de herbiceas, e
para sistemas de autoincompatibilidade gametofitica
(Arroyo 1981). Mais recentemente tem sido registrada
autoincompatibilidade de a¢do tardia (LSI) em vérias
leguminosas tropicais (Seavey & Bawa 1986; Gibbs et
al. 1999; Lewis & Gibbs 1999; Carvalho & Oliveira 2003;
Borges et al. 2008). Contudo, nos supostos casos de
LSIem que ndo se identificam barreiras pré-zigdticas,
nao ¢ ficil distinguir sua ocorréncia dos efeitos de
depressao por endogamia, isto €, a expressao de alelos
recessivos deletérios que impedem o desenvolvimento
embriondrio (Seavey & Bawa 1986; Sage et al. 1994;
Husband & Schemske 1996). Por exemplo, em
Epilobium obcordatum A.Gray (Onagraceae) foi
proposta a ocorréncia de LSI pds-zigética, dada a
esterilidade de algumas plantas e aborto de embrides
1986). Posteriormente, foi demonstrado que a variagao
entre a producdo de sementes de autopolinizac@o e
polinizacdo cruzada nessa espécie era decorrente de
depressao por endogamia (Seavey & Carter 1994). Em
algumas espécies de Fabaceae, a formacao de progénie
predominante alégama também foi associada a
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depressao por endogamia e ndo a mecanismos de
autoincompatibilidade (Gibbs & Sassaki 1998; Hufford
& Hamrick 2003).

No género Senna hd registros de
autocompatibilidade e autoincompatibilidade de acao
tardia (Silva et al. 2002; Carvalho & Oliveira 2003;
Laporta 2005). Especificamente para Senna multijuga
(Rich.) Irwin & Barneby nao foi realizado estudo
sobre sistema reprodutivo, porém em populagdes
em dreas de pastagem e vegetacdo secunddria, na
borda do Parque Estadual do Rio Doce, Minas Gerais,
foram observadas taxas de cruzamentos varidveis
através de marcadores moleculares, o que sugere
auséncia de autoincompatibilidade para a espécie
(Ribeiro & Lovato 2004).

Flores assimétricas, enantiostilia, heteranteria e
deiscéncia poricida sdo caracteristicas comuns as
espécies da subtribo Cassiinae (Fabaceae)
(Gottsberger & Silberbauer-Gottsberger 1988). A
enantiostilia evoluiu independentemente em pelo
menos dez familias de angiospermas e normalmente
estd associada a outras caracteristicas incluindo a
heteranteria, a coleta de pélen por vibragao realizada
por abelhas, auséncia de nectdrios e a assimetria floral
(Barrett et al. 2000; Jesson et al. 2003). A presenca
desses caracteres em grupos ndo-relacionados sugere
a convergéncia evolutiva para a qual a posi¢do do
polinizador durante a visita € importante para a
dispersdo do pdlen e, consequentemente, para o
sucesso reprodutivo masculino (Barrett et al. 2000).
A deiscéncia poricida € comum em espécies em que
o pélen € o tinico recurso floral e a coleta de pélen é
ativa, realizada por fémeas de abelhas capazes de
promover vibragdes nas pecas florais (Gottsberger
& Silberbauer-Gottsberger 1988). Contudo, nem
todas as espécies que visitam flores de pdlen atuam
como polinizadores e a relacido de tamanho entre o
visitante e o gineceu e os estames longos € uma
caracteristica importante para a polinizacdo das
espécies do género (Gottsberger & Silberbauer-
Gottsberger 1988; Pinheiro & Sazima 2007).

Neste estudo sao descritos aspectos da biologia
floral e do sistema reprodutivo e registrada a composi¢ao
de visitantes florais de Senna multijuga em uma area
de Mata Atlantica, com o objetivo de verificar a
existéncia de mecanismo de autoincompatibilidade e
determinar os polinizadores da espécie.

Material e Métodos

O estudo foi desenvolvido nos anos 2007 e
2008 em area de floresta ombréfila densa montana
(sensu Veloso et al. 1991), entre 500 e 1000 m de
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altitude, no Parque Nacional do Itatiaia (PNI)
(22°27°S;44°36’W). O clima nessa faixa altitudinal é
do tipo Cwa e Cfb (classificagdo de Koeppen) e
apresenta duas estacdes bem marcadas: um periodo
quente coincidindo com abundantes chuvas e um
periodo frio associado a baixa pluviosidade
(Segadas-Vianna & Dau 1965). Observacdes e
experimentos complementares foram realizados na
Area de Protecio Ambiental da Serrinha do
Alambari (APASA) (22°23°S; 44°32°W) que é
contigua ao PNI e localiza-se na sua zona de
amortecimento. Na drea de estudo na APASA, a
variagdo altitudinal é semelhante a do PNI e a
vegetacdo se encontra em diferentes estdgios de
sucessdo ecologica.

Senna multijuga (Rich.) Irwin & Barneby ¢
uma espécie de habito arbéreo, com 10 a 15 m de
altura, que apresenta distribui¢ao ampla na América
Central e do Sul, mas com variedades de distribuicdo
geografica mais restrita (Irwin & Barneby 1982). Na
adrea de estudo ocorre S. multijuga subsp.
lindleyana (Gardner) H.S. Irwin & Barneby (Morim
& Barroso 2007), a qual se distribui do sul da Bahia
ao nordeste de Santa Catarina, nas cristas e
declives da Mata Atlantica (Irwin & Barneby 1982).
Senna multijuga ¢ comum entre 50 e 950 m de
altitude, em clareiras, bordas de floresta, matas
ciliares e em 4dreas perturbadas e em regeneracao,
assim como pode ser preservada em pastagens e
plantacdes para sombrio (Irwin & Barneby 1982).
Também € indicada para restauracdo de dreas
degradadas, como espécie secunddria inicial
(Moraes et al. 2006), e € cultivada e utilizada para
arborizac@o urbana em alguns estados brasileiros
(Irwin & Barneby 1982; Rodrigues et al. 2005). No
PNI, a subespécie é frequente na faixa entre 600 e
900 m de altitude, em locais proximos ao rio Campo
Belo, no interior da mata e em dreas de vegetacao
alterada (Morim 2006; Morim & Barroso 2007). Na
APASA, individuos foram observados em bordas
de mata, dreas em regeneracdo e pastagens, bem
como nos arredores de residéncias (Torres 2009).
A floracdo dos individuos acompanhados no PNI
e na APASA ocorreu entre janeiro e maio e a
frutificac@o entre marco e dezembro (Torres 2009).
A dispersao das sementes € pelo vento.

A biologia floral foi estudada a partir de material
fresco ou estocado em FAA 70%. A presenca de
osmosforos foi verificada por meio de teste com
vermelho neutro (Dafni 1992). A receptividade do
estigma foi determinada utilizando peréxido de
hidrogénio (Zeisler 1938), com auxilio de lupa de
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bolso. A viabilidade polinica foi estimada em 200
grdos de pdlen por antera em trés anteras de tamanho
distintos, corados com carmim acético, com auxilio
de microscépio Optico (Dafni 1992). O teste Qui-
quadrado (X?) foi utilizado para analisar possiveis
diferencas na viabilidade entre os grios de pdlen
provenientes desta anteras. O niimero de graos de
pélen foi estimado em trés anteras por tamanho,
utilizando a cadmara de Neubauer, com auxilio de
microscépio 6ptico. A razdo pdélen/évulo foi
determinada de acordo com Cruden (1977). Outros
aspectos da biologia floral como coloragdo, odor,
horério da antese e duracdo da flor foram registrados
em observacdes diretas no campo (Dafni 1992).

O sistema reprodutivo foi determinado
através de testes de poliniza¢do controlados em
flores de inflorescéncias isoladas em sacos de
“voile” ainda em botdes florais. Foram utilizados
trés individuos em pico de flora¢do em fevereiro e
marco no PNI e dois individuos na APASA em
abril de 2008. O acesso as flores foi feito a partir
de escada e montagem de andaimes de construgao
civil (¢f. Pires & Freitas 2008). As flores foram
submetidas aos seguintes tratamentos: i. apomixia
- flores em pré-antese foram emasculadas e
mantidas ensacadas na inflorescéncia; ii.
autopolinizacdo espontanea - flores em pré-antese
nio manipuladas foram mantidas ensacadas na
inflorescéncia; iii. autopoliniza¢cdo manual - flores
em antese em que o conteido de pdlen de uma
antera da propria flor (autogamia) ou de outra flor
do mesmo individuo (geitonogamia) foi depositado
no estigma; iv. polinizagdo cruzada manual - flores em
antese em que o contetido de pélen de uma antera de
outro individuo foi depositado no estigma. O niimero
de flores por tratamento consta na tabela 1. Os
tratamentos foram distribuidos entre os individuos
analisados. A autopoliniza¢do manual foi aplicada em
cinco individuos e os demais tratamentos, em quatro.
Nos tratamentos autopolinizacdo manual e polinizagio
cruzada, a antera foi dissecada sobre lamina limpa e o
contetdo depositado no estigma. Nesses tratamentos
foram realizados cruzamentos para os trés diferentes
tamanhos de anteras citados acima.

O crescimento dos tubos polinicos foi
verificado utilizando a técnica de fluorescéncia de
Martin (1959) em pistilos provenientes de
tratamentos de autopolinizagdo manual e de
polinizagdo cruzada manual fixados em FAA 70% a
intervalos de 12, 24, 48 e 72 horas apds o tratamento.
Ainda, alguns pistilos autopolinizados foram
fixados 24 horas apds o tratamento e, entdo,
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desidratados em série etilica ascendente até etanol
absoluto e incluidos em hidroxietilmetacrilato
(Gerrits & Smid 1983). Apds inclusdo e montagem
dos blocos, estes foram seccionados longitudinalmente
com auxilio de micrétomo de rotacdo com 3 um de
espessura. As sec¢des foram aderidas a laminas de
vidro e coradas com azul de toluidina 0,05% (O’Brien
et al. 1965) e observadas em microscépio optico
de campo claro.

A fim de estimar a producdo de frutos em
condicdes naturais, flores em antese foram marcadas
e mantidas expostas. O teste Qui-quadrado (X?) foi
utilizado para avaliar possiveis diferengas na
producdo de frutos formados nos tratamentos (entre
cruzamentos com anteras de diferentes tamanhos) e
entre os tratamentos polinizacdo cruzada e condi¢des
naturais. Os dados de condi¢des naturais sdo
provenientes de um individuo do PNI. O outro
individuo que seria utilizado como controle sofreu
forte florivoria por formigas do género Affa e nao
pode ser utilizado para este fim. As flores desse
individuo que estavam ensacadas ndo foram
danificadas e os dados dos outros tratamentos foram
utilizados nas comparacdes.

Foi feita a contagem de 6vulos, sementes
desenvolvidas e sementes abortadas de frutos
provenientes do tratamento polinizac¢ao cruzada (18
frutos) e condicdes naturais (75 frutos) do PNI. A
fecundidade foi medida pela razdo do nimero
sementes desenvolvidas/ nimero de 6vulos. A taxa
de aborto foi medida pela razao sementes abortadas/
ovulos. Os frutos foram abertos com pinga e estilete
e os 6vulos e sementes contados com auxilio da
lupa. O nimero de cameras seminiferas e cicatrizes
de 6vulos foram utilizados para estimar o nimero

Tabela 1 - Produgéo de frutos (porcentagem do nimero
de frutos/numero de flores) apds tratamentos de
polinizagao controlados de Senna multijuga no Parque
Nacional de Itatiaia ¢ na Area de Protegio Ambiental
da Serrinha do Alambari.

Table 1 — Fruit production (percentage of fruit number/flower
number) after pollination treatments of Senna multijuga in the

Itatiaia National Park and the Environmental Protection Area
of the Serrinha Alambari.

n° de n°de

flores frutos (%)
Apomixia 15 0(0)
Autopoliniza¢do espontinea 15 0(0)
Autopoliniza¢do manual 137 0(0)
Polinizacdo cruzada 104 55(53)
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de 6vulos. Sementes integras, com testa bem
formada, foram consideradas desenvolvidas.
Sementes com desenvolvimento interrompido e/ou
deformadas foram consideradas abortadas. O teste
Kruskal-Wallis (H) foi utilizado para analisar
possiveis diferencgas entre o niimero de 6vulos, de
sementes desenvolvidas, de sementes abortadas,
a fecundidade e a taxa de aborto dos cruzamentos
com anteras de diferentes tamanhos do tratamento
polinizagdo cruzada manual. O teste Mann-
Whitnney (U) foi utilizado para analisar possiveis
diferencas no nimero de 6vulos, de sementes
desenvolvidas, de sementes abortadas, na
fecundidade e na taxa de aborto entre os tratamentos
polinizacdo cruzada e condi¢des naturais. Os testes
estatisticos foram realizados no software
STATISTICA 6.0 (Statsoft 2001).

Os visitantes florais foram coletados com pugé
e o comportamento de forrageio foi registrado. As
observagdes foram realizadas em dias com céu limpo
ou parcialmente encoberto totalizando 12 horas
distribuidas entre 8:00 e 17:00h em trés individuos
em fevereiro de 2008 no PNI. As espécies coletadas
foram classificadas como polinizadores ou
pilhadores com base na observagdo de contato do
corpo da abelha com o estigma, o que se deve ao
seu tamanho (Frankie et al. 1983) e comportamento
de forrageio (Pinheiro & Sazima 2007).

Resultados

As flores de Senna multijuga, dispostas em
paniculas terminais, sdo assimétricas e em prato,
com 36,81 £ 2,56 mm (média + desvio-padrao, em
todo o texto) (n = 10) de didmetro. As sépalas
amarelas, em nimero de cinco, sdo livres. As
pétalas, também de coloracdo amarela e em mesma
quantidade, s@o desiguais (Fig. 1a). O androceu é
constituido por dois estames grandes, um estame
médio, quatro estames pequenos e trés estamindides
(Fig. 1a). Os estames grandes apresentam anteras
curvas (7,50 £ 0,74 mm, n = 10) e filete alongado
(6,28 £ 0,94 mm, n = 10). O estame médio apresenta
antera curva (6,40 £ 1,51 mm, n = 10) e filete curto
(2,08 £ 0,45 mm, n = 10). Os estames pequenos
apresentam anteras retas (4,56 + 0,65 mm,n=10) e
filetes curtos (1,98 £ 0,20 mm, n = 10). As anteras
apresentam deiscéncia poricida e o pdlen € o tinico
recurso floral. As anteras reagiram ao teste com vermelho
neutro e a presenca dos osmoéforos foi verificada da
base ao dpice da antera em estruturas definidas como
frisos longitudinais, os quais sdo constituidos por um
macigo de células de origem epidérmica e natureza
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secretora (sensu Guimaraes et al. 1984). O pistilo, com
13,93 £ 0,44 mm (n=10) de comprimento (da base ao
estigma), apresenta ovdrio stipero e unilocular, com
45,07 £ 6,14 (n="75) 6vulos de placentagdo sutural. O
estigma € circular, em forma de cimara e a abertura esta
voltada para a parte interna da flor.

A viabilidade dos graos de pélen foi de 96,33
+0,02% (n = 3) nas anteras pequenas, 98,17 +0,003%
(n=3) para as anteras médias € 97,33 £ 0,02% (n=3)
para as anteras grandes. Nao houve diferencga para
viabilidade polinica do pdlen proveniente dos trés
diferentes tamanhos de antera (X*= 3,82, p=0,15).
Anteras pequenas possuiam 11.789 +3.206 graos de
polen, anteras médias 12.300 £ 2.909 e anteras
grandes 20.178 £ 3.384. Desta forma, o nimero total
médio de graos de pélen em uma flor foi estimado em
99.811 e arazao pdlen/évuloem 2.218.

Durante o desenvolvimento do botéo floral,
o pistilo desloca-se da posi¢do central para posi¢ao
lateral, a esquerda ou a direita, caracterizando a
enantiostilia. Flores de morfos opostos foram
encontradas na mesma inflorescéncia (Fig. 1b). Os
estames de anteras grandes acompanham o
deslocamento do pistilo no sentido oposto, se
aproximando da pétala maior e a abertura do poro é
direcionada no sentido da curvatura da pétala maior.
O estame médio acompanha o movimento do pistilo
e fica em posi¢@o oposta a pétala maior e o poro da
antera é extrorso (Fig. 1a). Os estames pequenos se
dispdem no centro da flor e a abertura dos poros
também € direcionada ao centro da flor. Durante o
deslocamento do pistilo e estames, a corola vai se
abrindo. No botao em pré-antese, a corola ja estava
totalmente aberta. O inicio da antese ocorreu no
inicio da manha (por volta das 7:00h), quando o
estigma estava receptivo e as anteras apresentavam
coloragdo amarelo-esverdeada e os frisos
longitudinais alaranjados. Ao longo da manha, os
frisos longitudinais das anteras liberaram odor, os
poros se abriam e o pdlen se tornava disponivel,
sendo liberado apenas por vibrac@o. O estigma
permanecia receptivo por todo o dia. Ao final da
tarde, o odor ndo era mais perceptivel e os frisos
adquiriam colora¢do amarronzada. A antese teve
durag@o de ca. 12 horas. Na manha do segundo
dia, a maioria das flores ja havia perdido os estames
ou eles estavam amarronzados e senescentes e, em
seguida, as pétalas comecavam a cair. Na manha do
terceiro dia, o pistilo e o cdlice persistiam, podendo
ter persistido também a pétala de maior tamanho.

Quanto ao sistema reprodutivo a espécie nao é
apomitica (Tab. 1). Nao houve formacdo de frutos a
partir dos tratamentos autopolinizagdo espontanea e
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manual com pélen proveniente dos trés tamanhos de
antera (nm[al = 137’ namera P = 39’ nantem M = 46’ nantera G =
52) (Tab. 1). A forma em foice dos pistilos abortados
foi a mesma da observada nas flores em antese,
independentemente do momento do aborto. Os pistilos
de polinizagdo cruzada apds cinco dias ja adquiriram
forma ereta. O acompanhamento do desenvolvimento
de 66 pistilos autopolinizados por até dez dias apds o
cruzamento mostrou que 91% destes abortaram entre
cinco a nove dias apds o autocruzamento. No
tratamento de polinizacdo cruzada, ndo houve
diferenca entre a producdo de frutos (F) dos
cruzamentos com poélen dos trés tamanhos de antera
[X*=094;p=0,62 F =F_ ,=0,53(55/104);F .=
0,59(23/39),F  .=050(14/28),F  =049(18/37)].
Desta forma, esses dados foram agrupados (Tab. 1).
Tubos polinicos provenientes de tratamentos de
autopolinizacdo manual e de poliniza¢do cruzada
manual foram observados penetrando no ovdrio ou
nos 6vulos em flores fixadas 12 horas e 24 horas apds
a polinizacdo (Fig. 1c-e). Nao foram observadas
diferencas aparentes na taxa de crescimento de tubos
polinicos provenientes de autopolinizacdo e
poliniza¢do cruzada manual, nem de tratamentos com
pélen proveniente dos trés diferentes tamanhos de
anteras. Nao foi observado, através microscopia de
fluorescéncia, desenvolvimento dos évulos
autopolinizados e de polinizacdo cruzada nos pistilos
fixados nos intervalos de tempo de 24, 48 e 72h.

A producdo de frutos apds polinizacdo
cruzada foi significativamente maior que em
condi¢des naturais (Tab. 2). No tratamento
polinizacdo cruzada, ndo houve diferenca entre o
nimero de 6vulos (H=0,43, p=0,81), de sementes
desenvolvidas (H = 0,10, p = 0,95), de sementes
abortadas (H=1,69, p=0.43), fecundidade (H=0,18,
p =0,92) e taxa de aborto (H = 1,45, p = 0,49) dos
cruzamentos com pdlen dos trés tamanhos de antera.
Esses dados foram agrupados e comparados as
condi¢des naturais (Tab. 2). A fecundidade no
tratamento poliniza¢do cruzada foi significativamente
maior em relacdo as condi¢des naturais e a taxa de
aborto ndo apresentou diferencga (Tab. 2).

Os visitantes florais observados foram fémeas
de abelhas (Hymenoptera: Apoidea), que coletaram
pélen. A coleta teve inicio por volta das 8:00h,
permaneceu intensa até o inicio da tarde e diminuiu
a partir das 14:00h. Foram consideradas pilhadoras
abelhas pequenas (< 12 mm) que durante a visita
ndo contatavam o estigma e polinizadoras as
abelhas de tamanho médio e grande (= 12 mm) que
contatavam o estigma, como Euglossa iopoecila.
Das quatorze espécies coletadas, 64% foram
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Figura 1 - Flor de Senna multijuga e crescimento de tubos polinicos —a. disposi¢ao das pegas florais: pétala maior (Pm) e anteras
grandes (G) opostas ao pistilo (Pi) e ao estame médio (M). Estames pequenos no centro da flor (P); b. inflorescéncia com flores dos
dois morfos. c. penetragio de tubos no ovario apds autopolinizagio manual com pdlen proveniente de antera pequena; d. tubo polinico
penetrando em 6vulo apods autopolinizagdo manual com pdlen proveniente de antera grande; e. corte longitudinal de évulo apds
autopolinizagio manual mostrando tubo polinico atravessando o tegumento e o nucelo (setas). Barras: a-b = lcm, c-e = 100 pum.
Figure 1 — Flower of Senna multijuga and pollen tube growth — a. arrangement of floral parts: Major petal (pm) and large anthers (G) in
opposition to the pistil (Pi) and the medium stamen (M). Small stamens in the center of the flower (P); b. inflorescence with flowers of both
morphs; c. penetration of tubes into the ovary 12 hours after manual self-pollination with pollen from a small anther; d. pollen tubes
penetrating the ovary 12 hours after manual self-pollination with pollen from a major anther; e. longitudinal section of an ovule 24 hours
after manual self-pollination showing pollen tube crossing the tegument and the nucellus (arrows). Bars: a-b = lem, ¢c-e = 100 pm.
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Tabela 2 — Produgdo de frutos (porcentagem do nimero de frutos/namero de flores), nimero de sementes desenvolvidas,
de sementes abortadas e de dvulos, fecundidade (sementes desenvolvidas/dvulos) e taxa de aborto (sementes abortadas/
ovulos) de Senna multijuga, ap6s polinizagdo cruzada e em condi¢des naturais. Dados sdo média + desvio padrdo

(exceto produgio de frutos em %).

Table 2 — Production of fruits (percentage of fruit number/flower number), number of seeds developed, seeds aborted and ovules,
fecundity (seeds developed/ovules), and abortion rate (seeds aborted/ovules) of Senna multijuga after cross-pollination and natural
conditions. Data are mean + standard deviation (except for fruit production in %).

Polinizacdo cruzada  Controle Estatistica p
Producio de frutos (%) 53(55/104) 14.(13/90) X?=31,32 <0,0001
Sementes desenvolvidas 31,44+6,57 27,29+7,20 Uu=27,0 0,18
Sementes abortadas 3,61 +3,52 6,47+2,68 U=22,0 0,09
Ovulos 39,28 +2,59 45,07+5,09 U=11,0 0,01
Fecundidade 0,80+0,16 0,60+0,09 U=8,0 0,01
Taxa de aborto 0,09+0,09 0,15+0,07 U=25,0 0,14

classificadas como polinizadores, pois foi possivel
observar o contato do corpo na regido estigmatica
durante a visita (Tab. 3). Essas abelhas se
aproximavam da flor e se prendiam pela mandibula
e pernas dianteiras. A vibracdo produzida pelas
abelhas durante o v6o era transmitida as anteras
promovendo a liberagdo do pélen (c¢f. Buchman
1983). As partes ventrais do térax e do abddomen
ficavam sobre as anteras de tamanho pequeno e a
lateral do térax e do abddmen ficavam préximas as
outras anteras. As espécies de polinizadores mais
freqiientes diferiram em relag@o ao comportamento
de transferéncia de pdlen entre as visitas. Bombus
morio permanecia pairado e transferia o pélen do
térax e do abddmen para a corbicula, com auxilio
das pernas dianteiras e medianas, enquanto as
espécies de Centridini se prendiam com as
mandibulas nas estruturas florais e transferiam o
pélen do térax e do abdomen para as escopas das
pernas traseiras com auxilio das pernas dianteiras e
medianas. De maneira geral, as visitas duravam até
trés segundos. As abelhas visitaram diversas flores
numa mesma inflorescéncia e diversas
inflorescéncias de um mesmo individuo antes de
deixarem a drvore.

Discussao

Senna multijuga apresenta morfologia floral
semelhante a de outras espécies do género, por
exemplo, pela assimetria da corola e androceu
(Marazzi et al. 2006, 2007, 2008). As peculiaridades
das estruturas florais em Senna, como diferentes
tamanhos de estames e diferencas de orientacdo
dos poros das anteras, provavelmente evoluiram
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em relacdo a polinizacdo por vibra¢do (Marazzi et
al. 2007). A diversidade e maior especializacao das
anteras abaxiais em relacdo aos estames medianos
podem estar relacionadas a divisdo funcional das
anteras, em alimentacdo e polinizagdo, e ao
comportamento de coleta de pélen pelas abelhas
(Gottsberger & Silberbauer-Gottsberger 1988; Silva
etal. 2002; Marazzi et al. 2007). Contudo, ndo esta
claro se esta divisdo implica em restrigdes
reprodutivas ao pdlen proveniente de cada morfo
(Marazzi et al. 2007). Dados sobre a viabilidade e
fertilidade do pélen proveniente de cada morfo de
antera mostram que S. multijuga ndo apresentou
restricdo para a reproducdo, semelhante a S.
australis (Vell.) H.S. Irwin & Barneby (Silvaet al.
2002), porém, outras espécies do género a
apresentaram, tais como S. corymbosa (Lam.) H.S.
Irwin & Barneby e S. sylvestris (Vell.) H.S. Irwin &
Barneby (Carvalho & Oliveira 2003; Laporta 2005).

A orientacdo dos poros afeta diretamente a
direcdo de liberacdo do pdlen e a assimetria da
corola tem um papel importante durante a
polinizacdo (Marazzi et al. 2007,2008). Na flor de S.
multijuga, a pétala maior € assimétrica, falcado-
ovada e concava (Guimardes et al. 1984). A posicao
e a concavidade da pétala maior de S. multijuga
parece ser uma caracteristica importante para
direcionar o pélen liberado das anteras grandes para
aparte lateral e dorsal do corpo das abelhas e reduzir
a perda de pdlen, enquanto o pdlen das anteras
pequenas € liberado diretamente na regido ventral
do corpo das abelhas. A enantiostilia é outro
aspecto da assimetria floral de S. multijuga que
associado a heteranteria contribui na polinizagao.
Jesson e Barrett (2005) sugerem que a deflexdo das
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Tabela 3 — Espécies de abelhas (Hymenoptera: Apoidea) visitantes das flores de Senna multijuga. Legenda: Po =

polinizador e Pi = pilhador.

Table 3 — Bees species (Hymenoptera: Apoidea) visitors of flowers of Senna multijuga. Captions: Po = pollinator and Pi = theft.

Wolowski, M. & Freitas, L.

Familia Espécie Funcio

Tribo

Apidae

Euglossini Euglossa iopoecila Dressler, 1982 Pi

Bombini Bombus (Fervidobombus) brasiliensis Lepeletier, 1836 Po
Bombus morio Swederus, 1787 Po

Centridini Epicharis flava Friese, 1900 Po
Epicharis dejeanii Lepeletier, 1841 Po
Centris similis Fabricius, 1804 Po
Centris (Melacentris) cf. discolor Smith,1874 Po
Centris (Melacentris) cf. conspersa Mocsary, 1899 Po
Centris varia Erichson, 1848 Po

Meliponini Melipona rufiventris Lepeletier, 1836 Pi
Melipona sp. Pi

Xylocopini Xylocopa frontalis Olivier, 1789 Po
Xylocopa subcyanea Pérez, 1901 Pi

Halictidae

Augochlorini Pseudaugochlora callaina Almeida, 2008 Pi

anteras grandes opostas ao pistilo pode aumentar
a precisdo de transferéncia de pdlen cruzado e
reduzir a interferéncia do estigma e das anteras
dentro ou entre flores da mesma planta. Desta forma,
a distincao dos visitantes florais de S. multijuga
em pilhadores e polinizadores é determinada pela
combinac¢do das caracteristicas florais e a relacdo
de tamanho com o corpo das abelhas. Os polinizadores
de S. multijuga na area de estudo pertencem aos
mesmos géneros (Xylocopa, Centris, Bombus e
Epicharis) dos polinizadores de outras espécies
do género (Gottsberger & Silberbauer-Gottsberger
1988; Silva et al. 2002; Carvalho & Oliveira 2003;
Laporta 2005; Pinheiro & Sazima 2007). Entretanto,
das nove espécies de polinizadores de S. multijuga
no Itatiaia, apenas trés (Bombus morio, Epicharis
flava e Xylocopa frontalis) atuaram também como
polinizadores desta espécie em drea costeira em
Ubatuba, Sao Paulo (Pinheiro & Sazima 2007), a
qual dista ca. 110 km do PNI. A composi¢cdo de
polinizadores de uma planta pode variar ao longo
de sua area de ocorréncia (Carvalho & Oliveira 2003;
Devoto et al. 2006) e isto pode refletir tanto
divergéncias entre a distribuicdo geogréfica da

planta e dos polinizadores, como diferencas nas
escolhas de forrageamento dos polinizadores, em
resposta a composicao e a fenologia das espécies
de cada drea.

Senna multijuga ndao formou frutos por
autopolinizacdo, o que em geral € tido como indicativo
da presenca de sistema de autoincompatibilidade. O
crescimento de tubos polinicos no ovdrio e a
penetracdo nos 6vulos de pistilos autopolinizados
indicam que ndo se trata de sistema de
autoincompatibilidade gametofitico classico (Gibbs
1990). Assim, o desenvolvimento de frutos apds
autopoliniza¢c@o pode estar sendo impedido por
mecanismo de autoincompatibilidade de acdo tardia
(LSI). O termo LSI ¢ utilizado para classificar
mecanismos de rejeicdo diferentes e com origem
independente, que essencialmente partilham a
caracteristica de ndo se enquadrarem nos mecanismos
de autoincompatibilidade tradicionais (Seavey & Bawa
1986). Os mecanismos de acdo tardia sao identificados
basicamente pela inibi¢do de tubos na camada do
nucelo do évulo ou a inibicao da fusdao dos gametas
masculinos com a oosfera e nicleos polares nos casos
de rejeicdo prezigdtica; e pelo aborto dos évulos em
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estdgio inicial de desenvolvimento ou a degeneracio
do endosperma nos casos de rejei¢do pds-zigdtica
(Seavey & Bawa 1986). Apesar disso, nem todos os
registros de LSI em Fabaceae tem diferenciado os
mecanismos de rejeicdo em pré- ou pds-zigdtica.
Evidéncias para a rejeicao pds-zigdtica podem ser
observadas em vdrias espécies da familia, assim como,
em espécies de Bignoniaceae (Bittencourt et al. 2003;
Bittencourt & Semir 2005, 2006). Em Hymenaea
stigonocarpa Mart. ex Hayne, isso se deu pela evidéncia
de zigoto sem divisdes com ntcleos do endosperma
(Gibbs et al. 1999), em Caesalpinia calycina Benth.,
pela evidéncia de penetracdo do tubo polinico no saco
embrionario (Lewis & Gibbs 1999), além de outras
evidéncias para Dalbergia retusa Hemsl., Dipteryx
panamensis (Pittier) Record & Mell e Myrospermum
frutescens Jacq. (Seavey & Bawa 1986). Por outro lado,
existe uma evidéncia pararejei¢ao prezigdticaem Acacia
retinodes Schitdl. (Kenrick et al. 1986).

A auséncia de frutos por autopolinizacdo em
espécies descritas com LSI poés-zigdtica pode ser
igualmente atribuida a depressao por endogamia, o que
torna complicado diferenciar a presenca de um
mecanismo de autoincompatibilidade dos efeitos da
depressao por endogamia (Seavey & Bawa 1986; Sage
et al. 1994). Segundo Seavey & Bawa (1986), a
autoincompatibilidade de acdo tardia pode ser
distinguida da depressdo por endogamia por trés
critérios, a saber: 1) arejei¢do por acdo tardia ocorreria
em um momento tnico, causando o aborto dos embrides
emum estdgio de desenvolvimento uniforme enquanto
na depressdo por endogamia, o acimulo de alelos
deletérios causaria o aborto progressivo de embrides
em diferentes estdgios de desenvolvimento; 2) na acdo
tardia, a maioria dos individuos da populag@o deve ser
autoestéril; 3) a ocorréncia de autoincompatibilidade
em espécies relacionadas indicaria a segregacio de
alelos de incompatibilidade dentro da familia. O aborto
de pistilos autopolinizados apds um curto periodo de
tempo, a auséncia de desenvolvimento inicial dos
6vulos autopolinizados e auséncia de frutos nos cinco
individuos que foram autopolinizados em S. multijuga
sugerem a presenca de um sistema de
autoincompatibilidade de acdo tardia.

Todavia, estudos que sugerem LSI em
leguminosas ndo descartam a possibilidade de
ocorréncia de depressao por endogamia (Gibbs et al.
1999; Freitas & Oliveira 2002). Outra evidéncia que os
efeitos da depressao por endogamia podem imitar um
mecanismo de autoincompatibilidade foi demonstrada
em Platypodium elegans Vogel com o uso de
marcadores moleculares utilizando progénies em
diferentes estdgios de desenvolvimento (embrides
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abortados, sementes maduras e plantulas) (Hufford &
Hamrick 2003). Neste estudo, houve diminui¢do da
progénie autofertilizada ao longo dos estigios (expressa
pelo aumento da heterozigosidade observada a cada
nivel) e a maior expressao da depressao por endogamia
se deu entre o estdgio de semente madura e o
estabelecimento da plantula. Nesses casos, andlises
de progénies em diferentes estigios de
desenvolvimento seriam mais eficientes do que testes
de polinizagdo controlados para responder tal questao.

As duas populacgdes de S. multijuga estudadas
por Ribeiro & Lovato (2004), no estado de Minas Geratis,
apresentaram diferentes taxas de cruzamento (t_=0,84
na drea de pastagem fora do Parque e t_ = 0,54 na drea
de borda). A média das populagdes (t_=0,69) e amenor
taxa de cruzamento sdo inferiores as taxas registradas
para a maioria das espécies arbdreas neotropicais com
predominio de cruzamento cruzado (Dick 2001; Quesada
et al. 2004; Mathiasen et al. 2007; Borges et al. 2008).
Portanto, Ribeiro & Lovato (2004) concluem que seus
resultados sugerem a ocorréncia de autofecundacio
em S. multijuga, o que compromete a existéncia de LSI
nesta espécie, sugerida pelos nossos resultados no
Itatiaia.

Além disso, os resultados de Ribeiro & Lovato
(2004) apontam que S. multijuga deve apresentar
sistema de cruzamento misto, o que pode refletir
depressdo endogidmica prematura € nao
necessariamente um mecanismo de LSI em relagdo ao
aborto de frutos autopolinizados na espécie. Apenas
por meio de testes de polinizacdo é dificil concluir qual
€ o processo (endogamia ou mecanismo LSI) que atua
paraimpedir a formagao de frutos autopolinizados. De
um lado, os niveis varidveis de alogamia entre
populacdes mineiras de Senna multijuga sugerem
existéncia de depressao por endogamia, mas por outro
lado, 0 aborto uniforme de pistilos autopolinizados entre
individuos na populag@o do Itatiaia sugere LSI.

Em muitas espécies, os mecanismos de
autoincompatibilidade ndo se expressam totalmente,
ou seja, parte dos autocruzamentos produz frutos com
sementes (Bawa 1974; Zapata & Arroyo 1978; Sage et
al. 2001). A expressao da autoincompatibilidade pode
variar em fungio da composicio de alelos, expressao
de genes modificados, composi¢do da carga de pélen,
condi¢des ambientais (e.g., temperatura) e condi¢cdes
internas do pistilo, tais como idade da flor, época do
ano e presenca de frutos em desenvolvimento (revisao
em Stephenson et al. 2000). Gibbs et al. (2004)
verificaram que a producgado de sementes de Ceiba
chodatii (Hassl.) Ravenna € inferior em frutos de
cruzamentos com carga de pdlen mista (auto e
cruzado) em relacdo a carga de p6len cruzado. Neste
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estudo, os autores sugerem que a poliniza¢ao natural
¢ resultante da mistura de pélen (auto e cruzado)
que chega ao estigma e que em espécies com LSI,
essa carga de pdlen mista pode resultar em uma
proporcao de sementes de autofertilizacdo. Assim,
esses autores predizem que espécies com LSI
podem apresentar sistema de cruzamento misto.
Outro aspecto relacionado a esta discussdo € a
variacdo da expressdo da autoincompatibilidade
entre populacdes de uma espécie (Sage et al. 2001;
ver também Barrett e al. 1989 e Pailler & Thompson
1997 para heterostilia), esperada em particular para
certas circunstancias, como em popula¢des com
tamanhos diferentes e nos limites geogréficos de
distribui¢do da espécie (Fausto et al. 2001; Stone
et al. 2006). Desta forma, apesar dos resultados de
Ribeiro & Lovato (2004) sugerirem sistema de
cruzamento misto e efeito de endogamia, isto nao
exclui a possibilidade de existir um mecanismo de
incompatibilidade de acdo tardia combinado, desde
que parcial, em que sua expressao varie tanto por
diferencas entre a composi¢c@o da carga de pdlen
transportada pelos polinizadores como por
diferencas entre populacdes da espécie.

O aumento significativo da produgao de frutos
e da fecundidade ap6s polinizag@o cruzada manual
emrelac@o as condi¢des naturais pode indicar limitagdo
nos niveis de polinizacdo natural (Stephenson 1981;
Burd 1995). Tal limitag¢@o poderia ser pela escassez
de polinizadores e/ou pelo transporte inadequado
de pdlen compativel, visto que 30% das espécies
visitantes apresentaram comportamento pilhador.
Além disso, os visitantes legitimos visitam vérias
flores no mesmo individuo, o que reduz o fluxo de
polen e favorece a geitonogamia. Contudo, a
producdo de frutos (52%) e a fecundidade (0,80) em
S. multijuga apds a polinizagao cruzada manual foram
inferiores aos seus potenciais maximos. Isto se reflete
em uma quantidade muito superior de flores que de
frutos produzidos e indica que outros fatores podem
atuar concomitantemente a limitacdo polinica, tais
como a limitagdo por recursos, que € tida como um
dos fatores mais importantes na regulacdo da
producao de frutos e sementes nas plantas
(Stephenson 1981). No contexto da seleco sexual, o
sucesso reprodutivo masculino provavelmente é
limitado pela capacidade dos gametas masculinos
garantirem o acesso aos gametas femininos, enquanto
o sucesso feminino é provavelmente limitado pela
capacidade de prover recursos para os évulos e
embrides (Burd 1994). Bawa e Webb (1984) sugerem
que variacdes nas razdes fruto/flor e semente/dvulo
entre espécies ocorrem de acordo com diferencas na
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intensidade da sele¢do sexual mais do que na
disponibilidade de polinizadores e recursos. Nesse
sentido, a selecio para aumentar a dispersao de pélen
seria o principal fator na producao de flores excedentes
de S. multijuga, enquanto o sucesso feminino parece
ser regulado tanto pela limitacao polinica como pela
limita¢@o por recursos.

Em resumo, embora nossos resultados niao
permitam concluir que Senna multijuga apresenta
mecanismo de autoincompatibilidade, os testes de
polinizacdo controlada (auséncia de frutos por
autopolinizac@o e aumento da frutificagdo e
fecundidade ap6s suplementacao de pélen cruzado)
demonstram que sua reproducdo é dependente da
transferéncia de pdlen entre individuos realizada
pelos polinizadores.
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