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Resumo

O gênero Tibouchina é comum no Brasil e encontrado principalmente na Floresta Atlântica, em especial na
região Sudeste. No presente estudo foi avaliada a viabilidade polínica de cinco espécies de Floresta Atlântica,
T. cerastifolia, T. clinopodifolia, T. gracilis, T. pulchra e T. sellowiana, utilizando-se três soluções histoquímicas:
carmim acético, Alexander e cloreto de 2,3,5-trifenil-tetrazólio. Foi avaliada a variação de viabilidade entre
as anteras dimórficas, entre as soluções histoquímicas e entre os indivíduos. Em T. pulchra e T. sellowiana

também foi avaliada a variação entre os dois primeiros dias a partir da abertura da flor. Nenhuma espécie
apresentou variação relacionada ao dimorfismo das anteras. Nas duas espécies que apresentam maior
longevidade floral, a viabilidade foi semelhante no primeiro e segundo dias em T. pulchra, enquanto que em
T. sellowiana as flores de segundo dia apresentaram pólen menos viável. As soluções histoquímicas empregadas
revelaram taxas de viabilidade polínica distintas. Houve variação na viabilidade polínica entre os indivíduos
em todas as espécies. A solução de cloreto de 2,3,5-trifenil-tetrazólio revelou a menor taxa de viabilidade em
todos os indivíduos. As soluções histoquímicas empregadas, a amostragem e a longevidade floral foram
fatores relacionados à variação da viabilidade polínica.
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Abstract

The genus Tibouchina is common in Brazil, mainly found in Atlantic Forest, in Southeast region. In this study
the pollen viability was evaluated in five species of Atlantic Forest, T. cerastifolia, T. clinopodifolia, T.

gracilis, T. pulchra and T. sellowiana, using three histochemical solutions: acetocarmine, Alexander and 2, 3,
5-triphenyltetrazolium chloride. The variation of pollen viability was evaluated among the dimorphics
anthers and among individuals. In T. pulchra and T. sellowiana it was also evaluated the variation among the
two first days after flower openning. There was no variation related to anther dimorphism. Considering the
two species with the longest flower longevity, the viability was similar in the first and second day in T. pulchra,
but in T. sellowiana the pollen from the second day was less viable. The histochemical tests employed showed
distinct rates of pollen viability. Rates of pollen viability were distinct among individuals in each species. The
stain 2, 3, 5-triphenyltetrazolium chloride showed the smaller viability. The results show that the treatments
employed, sampling and flower longevity were factors related to pollen viability.
Key words: histochemical solutions, pollen, pollination, reproduction.

1Universidade Tuiuti do Paraná, R. Sydnei Antônio Rangel Santos 238, 82010-330,Santo Inácio, PR, Brasil.
2UFPR, Centro Politécnico, Setor de Ciências Biológicas, Dep. Botânica, C.P. 19031, 81531-980, Curitiba, PR, Brasil. Autor para correspondência: isagalarda@ufpr.br

Introdução

As flores de Tibouchina Aubl.
(Melastomataceae) são quase que exclusivamente
polinizadas por abelhas (Renner 1989) sendo
bastante atrativas, tanto pela coloração de suas
pétalas quanto pela produção de pólen. As abelhas
recolhem o pólen das anteras poricidas de formato
tubuloso por meio de vibrações, chamada de
polinização por vibração (Renner 1989; Larson &

Barrett 1999; Goldenberg & Varassin 2001). Estas
vibrações proporcionam a deposição de pólen no
abdômen e nas laterais do corpo da abelha (Renner
1989; Larson & Barrett 1999). Os grãos de pólen
coletados são levados para os ninhos das abelhas
para alimentação das larvas (Renner 1989;
Schlindwein et al. 2005).

Em muitas espécies de Melastomataceae,
como as do gênero Tibouchina, há existência de
flores com estames dimórficos (heteranteria sensu
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Endress 1994). O fato de haver estames maiores e
menores faz com que, durante a visita às flores,
abelhas de grande porte abracem todas as anteras,
enquanto que as abelhas menores abracem as
anteras uma a uma (Renner 1989; Oliveira-Rebouças
& Gimenes 2004). A heteranteria tem sido
interpretada como uma divisão funcional de
trabalho entre as anteras (Faegri & van der Pilj 1979;
Buchmann 1983), devido a uma deposição
diferencial do pólen de anteras de ciclos diferentes
em regiões distintas do corpo das abelhas. Existem
anteras funcionais, de fertilização, cujo pólen não
é retirado do corpo das abelhas durante a limpeza
e, portanto, estão envolvidos no processo de
polinização. Outro tipo de anteras são as de
alimento, cujo pólen é coletado para alimentação
(Renner 1989). Associado a isto também foi
considerado que apenas nos estames longos, os
de fertilização, os grãos de pólen são férteis (Renner
1989). Em espécies que exibem heteranteria, a
implicação de diversos tipos de anteras para
reprodução tem sido investigada. Em Solanum L.
(Solanaceae) a presença de mais de um tipo de antera
não implica em diferenças reprodutivas para a planta
(Bowers 1975), mas em Melastoma malabathricum

L. (Melastomataceae), Luo et al. (2008) observaram
uma maior deposição estigmática de grãos de pólen
oriundos de anteras maiores. Em função destas
diferenças, é possível que a viabilidade polínica seja
distinta em anteras maiores e menores.

Ainda que os polinizadores contribuam
significativamente para a reprodução em
Tibouchina, outros fatores ligados à biologia do
grão de pólen podem afetar a reprodução. A
viabilidade e a longevidade polínicas, ou mesmo
sua capacidade de fertilização, podem ser afetadas,
por exemplo, pela ocorrência de dessecação, pela
baixa umidade relativa, disponibilidade de
substância de reserva, idade da flor, metabolismo,
alterações morfológicas da antera, temperatura
entre outros (Dafni & Firmage 2000).

A fim de compreender a biologia da
polinização são também necessários estudos que
visem avaliar a fertilidade do grão de pólen e os
fatores que podem alterar a viabilidade. É possível
avaliar ou estimar a fertilidade masculina a partir de
testes simples, como testes histoquímicos, focando
na viabilidade polínica (Stanley 1965; Kearns &
Inouye 1993; Dafni & Firmage 2000). Existem
diversos métodos para estimar a viabilidade
polínica, havendo vantagens e desvantagens no
uso de cada um deles (Dafni & Firmage 2000).

Dentre os métodos histoquímicos, três soluções
são frequentemente usadas, sendo elas a solução
de carmim acético, solução de Alexander e solução
de cloreto de 2,3,5-trifenil-tetrazólio (TTC).

O presente artigo tem por objetivo avaliar a
variação da viabilidade polínica em cinco espécies
do gênero Tibouchina, sendo duas espécies
arbóreas (T. pulchra Cogn. e T. sellowiana Cogn.)
e três espécies arbustivas (T. cerastifolia Cogn., T.

clinopodifolia Cogn. e T. gracilis (Bonpl.) Cogn.
Para isso, foram considerados o dimorfismo das
anteras (diferença de viabilidade polínica das
anteras maiores e menores), a possível perda de
viabilidade durante a antese nas espécies arbóreas
e a relevância das soluções histoquímicas para a
realização de testes de viabilidade.

Material e Métodos

Foram coletados botões e flores de cinco
indivíduos de cada uma das espécies de Tibouchina,
sendo T. cerastifolia, T. gracilis, T. pulchra e T.

sellowiana os indivíduos coletados em área urbana
de Curitiba, PR e T. clinopodifolia nos mananciais
da Serra, Piraquara, PR (Reserva da SANEPAR). Os
materiais foram depositados no Herbário UPCB (I. G.
Varassin 173; I. G. Varassin 174; I. G. Varassin 175; I.
G. Varassin 176; I. G. Varassin 177).

Nas espécies arbustivas, T. clinopodifolia,

T. cerastifolia, T. gracilis, as flores foram coletadas
logo após a abertura das flores, pela manhã. Para
as espécies arbóreas, T. pulchra e T. sellowiana,
foram coletadas flores de primeiro dia (flores
brancas) e flores de segundo dia (mudando
coloração para o rosa), também no período da
manhã. A viabilidade das anteras maiores e menores
foi avaliada separadamente para cada indivíduo
para avaliar um possível papel diferencial dos dois
tipos de antera na reprodução. Em T. pulchra e T.

sellowiana foi comparada a influência da duração
da antese na viabilidade dos grãos de pólen.

Os grãos de pólen foram extraídos com o
auxílio de pinça, sendo dispostos em lâmina e
submetidos aos testes histoquímicos com três
corantes específicos separadamente: solução de
Alexander (Alexander 1980), solução de Carmim
Acético (Kearns & Inouye 1993) e solução de cloreto
de 2,3,5-trifenil tetrazólio 0,5% (Cook & Stanley
1960). A solução de Alexander cora o protoplasma
(Alexander 1980; Dafni 1992) e distingue os grãos
de pólen abortados dos não abortados. O composto
verde malaquita reage com a celulose da parede
celular do pólen e a fucsina ácida com o
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protoplasma, refletindo a coloração púrpura
(Alexander 1980; Kearns & Inouye 1993). Para essa
solução foram considerados viáveis grãos corados
de púrpura, enquanto que os não viáveis corados
de verde (pólen abortado, deficiente em protoplasma)
(Alexander 1980). A solução de carmim acético atua
sobre os cromossomos do grão de pólen não
abortado, corando-o, e podendo corar ainda pólen
imaturo e inviável (Stanley & Linskens 1974; Kearns
& Inouye 1993). Para essa solução, foram
considerados viáveis os grãos de pólen corados de
vermelho e não viáveis os grãos não corados. A
solução de 2,3,5-trifenil-tetrazólio ou TTC é distinta
dos outros testes por envolver uma reação enzimática
(Stanley 1965; Stanley & Linskens 1974; Kearns &
Inouye 1993). Os sais de cloreto de 2,3,5-trifenil-
tetrazólio confirmam a viabilidade polínica através
das enzimas ativas que provocam mudanças na cor
dos grãos para o vermelho na presença da atividade
oxidativa. A reação do corante indica a presença da
atividade enzimática contida nas células vivas
(Vieitez 1952; Stanley 1965). Para essa solução foram
considerados viáveis os grãos de pólen que
coraram de vermelho e não viáveis os sem coloração
ou muito claros.

Foram avaliadas 210 lâminas em campos
aleatórios com aumento de 10x, considerando 100
grãos de pólen por lâmina. Em cada solução
histoquímica empregada foi definido o percentual de
grãos viáveis. A diferença de viabilidade média entre
as anteras dimórficas em cada espécie, assim como
entre flores de primeiro e segundo dia de antese foram
avaliadas por teste t. As diferenças de viabilidade
polínica média entre os indivíduos e os tratamentos
empregados foram avaliadas por análise de variância
de dois fatores ou unifatorial. Para os resultados que
não apresentaram influência de uma variável sobre a
outra, as médias foram então analisadas
separadamente (Zar 1996). Um dos indivíduos de
T. gracilis apresentava as anteras menores predadas,
acarretando em resultados negativos no tratamento
com TTC e, portanto, este dado foi excluído para não
interferir nos demais resultados.

Resultados
Em relação ao dimorfismo das anteras, tanto

as grandes quanto as pequenas apresentaram a
mesma viabilidade polínica em todas as espécies
(Fig. 1a), T. cerastifolia (t

28
=0,36; P > 0,05), T.

clinopodifolia (t
28

=0,46; P > 0,05), T. gracilis (t
27

=-
0,19; P > 0,05), T. pulchra (t

58
=-0,07; P > 0,05), T

sellowiana (t
58

 = -0,46; P > 0,05).

Em relação ao período de antese, em T. pulchra

as flores de primeiro dia e segundo dia apresentaram
a mesma viabilidade (t

58
=1,03; P > 0,05; Fig. 1b)

enquanto que em T. sellowiana, as flores de
segundo dia apresentaram menor viabilidade
(r2=0,60; F

1;54
=14,47; P < 0,05). A resposta entre os

tratamentos variou durante a antese (r2=0,60;
F

2;54
=4,48; P < 0,05).

De uma maneira geral, os tratamento
histoquímicos empregados revelaram viabilidades
polínicas distintas (Fig. 1c). A viabilidade polínica
foi consistentemente menor nos ensaios onde se
usou solução de TTC e foi semelhante entre os
tratamentos usando a solução de Alexander e
solução de Carmim Acético (Fig. 1c).

Em todas as espécies, à exceção de T. sellowiana,
a viabilidade polínica variou entre os indivíduos,
assim como os tratamentos empregados revelaram
taxas distintas de viabilidade (Tab. 1), sendo
para algumas espécies, como T. clinopodifolia,
T. gracilis,  T. pulchra,  os indivíduos
responderam de forma distinta para os três
tratamentos (Tab. 1).

Discussão
Apesar da possibilidade de haver divisão de

atividade entre as anteras dimórficas em
Melastomataceae (Renner 1989; Buchmann 1983;
Luo et al. 2008), não foi constatada variação na
viabilidade polínica entre os diferentes tipos de
anteras das espécies aqui estudadas. Esta ausência
de variação na viabilidade polínica nas anteras
dimórficas foi também constatada em
Cambessedesia hilariana (Fracasso & Sazima 2004)
e em T. pulchra (Silva 2006). Esta similaridade na
viabilidade polínica em ambos os tipos de anteras
deve ser em função do processo meiótico, que é o
mesmo em ambas as anteras, independentemente
de seu papel (na reprodução ou como fonte
alimentar para abelhas). Deste modo, nas espécies
de Tibouchina estudadas, os grãos de pólen
oriundos dos dois tipos de anteras poderiam ser
usados para reprodução.

Tibouchina pulchra e T. sellowiana,
apresentam, entre elas, uma diferença na queda da
viabilidade desde a antese até o fenecimento da flor.
A viabilidade mais longa em T. pulchra pode estar
associada com a manutenção da funcionalidade
reprodutiva da flor, uma vez que a flor está disponível
aos polinizadores por até nove dias (Silva 2006). Em
T. sellowiana, como cada flor dura de dois a três
dias (Goldenberg & Varassin 2001), uma extensão
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(Goldenberg & Varassin 2001). Espécies do gênero
Leandra Raddi e Miconia Ruiz & Pav. possuem
baixas taxas de viabilidade polínica (Goldenberg
2000), geralmente em função de malformações
polínicas de indivíduos de origem poliplóide. De
fato, em algumas espécies apomíticas de
Melastomataceae foram observadas irregularidades
meióticas, provavelmente responsáveis pelos baixos
níveis de viabilidade polínica (Goldenberg &
Shepherd 1998).

A variação individual da viabilidade polínica
demonstra a importância de estudos populacionais
para avaliar a fertilidade masculina. Neste estudo,
na maioria das espécies trabalhadas, os indivíduos
de uma mesma espécie apresentaram viabilidade
polínica variável.

As diferenças de viabilidade encontradas
neste estudo indicam que a estimativa de viabilidade
polínica pode ser afetada pela amostragem
(indivíduo) e que o uso de soluções histoquímicas
diferentes influi nos resultados encontrados de
viabilidade. Além disso, fatores biológicos e
ecológicos como a longevidade da flor podem estar
associados à variação na taxa de viabilidade
polínica. O dimorfismo das anteras, por outro lado,
não se reflete em diferenças de viabilidade polínica
para essas espécies de Tibouchina.
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