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FENOLOGIA, BIOLOGIA FLORAL E REPRODUTIVA DE UMA ESPECIE DE
DICHORISANDRA (COMMELINACEAE) EM UM FRAGMENTO DE MATA
ATLANTICA EM CRUZ DAS ALMAS, BAHIA, BRASIL

RESUMO: A familia Commelinaceae, componente importante no dominio Mata
Atléntica, traz uma importante relacdo com esse ecossistema, sendo viavel seu
estudo para fornecer informagdes sobre a conservagao de suas espécies. Diante
disso, o presente trabalho teve como objetivo estudar a fenologia e a biologia floral
e reprodutiva de uma espécie de Dichorisandra presente em um fragmento de Mata
Atléntica no municipio de Cruz das Almas (BA), a fim de contribuir com a obteng¢ao
de dados relacionados a forma de reprodugao e ao mecanismo de polinizagao da
espécie. Para este trabalho, foram realizados acompanhamentos das fenofases e
estudo da biologia reprodutiva da espécie de Dichorisandra presente na area de
estudo. Nossos resultados revelaram que o periodo de floragdo ocorre durante a
estacdo seca, entre Novembro e Margo. A espécie apresenta antese diurna (4h30
— 13h30), € andromonoica, apresenta flores zigomorfas, arroxeadas, anteras
rimosas, mas funcionalmente poricidas. A viabilidade polinica foi de 97,6% e ambos
os morfos florais apresentaram grande quantidade de graos de polen. A polinizagao
cruzada foi o unico sistema reprodutivo eficiente para a espécie, verificando-se
autoincompatibilidade gametofitica com a paralisagcdo dos tubos polinicos no tergo
mediano e inferior do pistilo. Observamos espécies dos géneros Xylocopa e
Euglossa visitando as flores e atuando como polinizadores eficazes. O fruto imaturo
foi formado apods ca. 3,25 + 1 dias e foi observada a presencga de formigas do género
Cephalotes como dispersor. Embora o sistema reprodutivo espontaneo seja
eficiente, essa espécie apresenta ameacas na area de estudo, principalmente,
devido a fragmentacdo do habitat causada pelo desmatamento e a pressao
antropica causada pelo ambiente urbano.

Palavras-chave: Sindrome de Polinizadores, Sistema Reprodutivo, Conservacéo.
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PHENOLOGY, FLORAL AND REPRODUCTIVE BIOLOGY OF A
DICHORISANDRA SPECIES (COMMELINACEAE) ON AN ATLANTIC FOREST
FRAGMENT IN CRUZ DAS ALMAS, BAHIA, BRAZIL

Abstract:

The family Commelinaceae is an important component in the Atlantic Forest domain,
bringing an important relationship with this ecosystem. Its study is viable to provide
information about conservation. Therefore, this work aimed to study the phenology
and floral and reproductive biology of a Dichorisandra species present in a fragment
of the Atlantic Forest in Cruz das Almas (BA), to contribute with information about
the reproduction system and the pollination mechanism of the species. For this work,
phenophase monitoring and study of the reproductive biology of the Dichorisandra
species present in the study area were performed. Our results revealed that the
flowering period occurs during the dry season, between November and March, the
species presents daytime anthesis (4h30 - 13h30) and andromonoic, present
zygomorphic, purplish, rhyming anthers, but functionally poricidal flowers. The high
pollen viability was 97.6% and both floral morphs presents large amounts of pollen
grains. Cross-pollination was the only efficient reproductive system for the species,
and gametophytic autoincompatibility with the paralysis of the pollen tubes in the
middle and lower third of the pistil was verified. We observed two bee species of the
genus Xylocopa and Euglossa visiting the flowers and acting as effective pollinators.
The fruit was formed after ca. 3,25 + 1 days and the presence of ants of the genus
Cephalotes was observed as a disperser. Although the spontaneous reproductive
system is efficient, this species runs a risk of extinction in the study area, mainly due
to habitat fragmentation caused by deforestation and anthropic pressure in urban
places.

Keywords: Pollinator syndrome, reproductive system, conservation



INTRODUGAO GERAL

Estudos da biologia reprodutiva das angiospermas sao uma importante
maneira de compreender a interagcdo ocorrente em ecossistemas e a relagao entre
a disponibilidade de recursos e a reproducao das espécies ali presentes (RECH;
WESTERKAMP, 2014). As relagbes entre plantas e seus polinizadores sao um
processo resultante de uma dindmica onde existe a visitacdo de determinados
agentes em busca de recurso (em alguns casos até mesmo a ocorréncia de
predacéo), ou abrigo e efetivamente contribui para a fecundagéo daquela flor, sendo
entdo um processo importante para compreender e preservar a variabilidade
genética dessas espécies (SANTOS et al., 2009). Além disso, o entendimento da
biologia floral como mecanismo de selegdo da interagao planta-polinizador traz
informagdes interessantes sobre a coevolugdo dos agentes envolvidos nesse
processo, sendo essas selegdes tanto de natureza quimica ou fisica dentro das
suas variagdes se faz necessario para compreender os fendmenos envolvidos em
cada espécie presente no nosso planeta (TEIXEIRA et al., 2014).

Aliado a esse processo de sistema reprodutivo, a compreenséo da fenologia
auxilia a entender a complexidade das interacbes bidticas presentes, além de
fornecer dados que permitiram estudar o comportamento dessas espécies e sua
relagdo também com o meio abidtico, de forma a complementar o funcionamento
dessas interagdes e o periodo onde elas ocorrem (SIGRIST; SAZIMA, 2015). Ao se
quantificar o desenvolvimento vegetativo e reprodutivo, esses dados permitem
compreender o ciclo de vida da planta e o seu periodo de floragao, contribuindo,
dessa forma, para o biomonitoracdo em escala temporal de como a espécie se
comporta no ambiente (OTAROLA; ROCCA, 2014).

A Mata Atlantica é considerada um dos maiores hotspots do nosso planeta
(MYERS, 2000; JOLY et al., 2014; PUGAS et al., 2019). Com essa consideravel
diversidade, entender as estratégias reprodutivas da flora megadiversa desse
dominio trazem resultados interessantes e importantes para a conservacdo dessa
diversidade e para a Ciéncia (PINTO et al., 2006). Além do grande processo de
degradacédo presente nesse ecossistema ser uma problematica que traz como
demanda estudos dessa ampla interacdo, uma vez que a Mata Atlantica conta,
atualmente, em torno de 7% da sua area original (SANTOS et al., 2006; NEVES,
2007; PUGAS et al., 2018). Logo, estudos que envolvam a reprodugao, a interagao



5

e a coevolugao das espécies ali presentes sdo uma importante ferramenta tanto
para a compreensdo dos seus processos ecologicos e a conservagdo dos
componentes daquele ecossistema.

Inserido nesse dominio, a familia Commelinaceae, pertencente a Ordem
Commelinales e abrange cerca de 36 géneros e ca. 740 espécies (GOVAERTS;
FADEN 2011) com ampla distribuigcdo geografica. sendo que no Brasil compreende
14 géneros e cerca de 65 espécies (Flora do Brasil, 2020). Sdo herbaceas,
apresentando caule quase sempre suculento, dividido em nds e entrends de forma
visivel, suas folhas sao disticas ou espiraladas, paralelinérvias e sésseis ou de
bainha fechadas (AONA et al., 2014). Suas inflorescéncias s&o cimosas e com
morfologia das inflorescéncias bastante variavel (FADEN; HUNT, 1991).
Compreender seus mecanismos de reproducdo trazem respostas sobre a
correlagdo dos componentes daquele ecossistema e aliado a isso criar estratégias
de conservagao (RUBIM et al., 2010; SOUZA et al., 2012).

O género Dichorisandra J.C.Mikan pertencente a esta familia, possui ampla
distribuicdo neotropical e adaptavel a uma grande diversidade de ambientes
(FADEN; HUNT, 1991; AONA et al., 2014; SIGRIST; SAZIMA, 2015). E um género
com uma variagdo morfologica notavel e grande aplicabilidade como planta
ornamental e algumas sdo medicinais (MORAIS; NETO, 2003), sua morfologia floral
€ a principal caracteristica para classificacdo taxonédmica o que traz uma relevancia
interessante em estudar seus mecanismos de biologia floral e suas interagdes
dentro do ecossistema (AONA et al., 2011).

Estudos anteriores relacionados a biologia reprodutiva e fenologia de
Commelinaceae trazem informacdes relacionadas as suas flores como, geralmente,
efémeras e deliquescentes (AONA et al., 2014; AONA et al., 2016), além de serem
flores zigomorfas ou actinomorfas, podem ser bissexuadas ou estaminadas
(FADEN; HUNT, 1991; BARRETO, 2005).

Sua estrutura floral e coloragdo sugere uma polinizagdo por abelhas e,
geralmente, o recurso floral disponibilizado é o pdlen, fato que corrobora outros
estudos relacionados a biologia floral em espécies dessa familia, apesar de serem
raros (SIGRIST; SAZIMA, 2015). Para Dichorisandra, essa informacéo persiste,
sendo poucos os trabalhos de biologia floral presentes para trazer elucidagbes de

como essas especies funcionam.



Géneros como Dichorisandra e Commelina L. possuem relevancia tanto em
nivel de diversidade, a exemplo de Commelina, como econdmico, sendo algumas
espécies de interesse ornamental. Outra espécie importante é Dichorisandra
thyrsiflora J.C.Mikan, que tem sido utilizada também com interesse ornamental,
além do género Tradescantia L. com algumas espécies de enorme potencial invasor
em alguns ecossistemas. Ja outros géneros trazem caracteristicas de
bioacumulacdo de metais pesados e uso medicinal em espécies de Tradescantia
(SEGHIERI et al., 2009; MANTOANI et al., 2013; ESTEVAM et al., 2016), bem como
na Mata Atlantica, o que sugere uma alteracdo na dindmica e disponibilidade de
recursos com espécies nativas, sendo relevante estudos da sua biologia floral e
fatores de dispersao para compreender a forma que esses processos ocorrem.

Deste modo, se faz relevante estudar a biologia floral, bem como a fenologia
da espécie e obter resultados que possam contribuir para a compreensao do fluxo

génico e de recursos presentes dentro desse ecossistema.
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CAPITULO 1

FENOLOGIA, BIOLOGIA FLORAL E REPRODUTIVA DE UMA ESPECIE DE
DICHORISANDRA (COMMELINACEAE) EM UM FRAGMENTO DE MATA
ATLANTICA DE CRUZ DAS ALMAS, BAHIA, BRASIL'

"Manuscrito a ser ajustado e submetido ao periodico "Nordic Journal of Botany".
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INTRODUGAO

Commelinaceae Mirb. pertencente a ordem Commelinales, com
aproximadamente 36 géneros e 740 espécies e ampla distribuicdo neotropical
(GOVAERTS; FADEN 2011). Dichorisandra J.C.Mikan pertencente a esta familia e
€ o maior representante, sendo o Brasil o centro de diversidade (FADEN; HUNT,
1991). Aona (2008) e Aona & Amaral (2017) relatam que o centro de diversidade do
género encontra-se na Mata Atlantica, com cerca de 45 espécies.

De acordo com Raub et al. (2014), a Mata Atlantica € um dos maiores
hotspots em diversidade do mundo, mas também um dos que mais sofrem com a
perda de area por pressao antropica que ocorre ha mais de 500 anos. Ja Pugas et
al. (2018) relatam que a Mata Atlantica, atualmente, possui menos de 7% da sua
area original e seus remanescentes se encontram rodeados dor centros urbanos,
industrias e areas de agricultura.

O género Dichorisandra é caracterizado, principalmente, por serem plantas
herbaceas e perenes, com flores trimeras, possuem sementes ariladas e anteras
usualmente maior que os filetes e normalmente poricidas, mas podem ser rimosas
e funcionalmente poricidas (Faden, 1985; AONA., 2008).

Os estudos fenoldgicos consistem nas interagdes entre fatores bidticos e
abioticos criando padrdes onde as plantas estdo em processo de crescimento e
reproducdo, descrevendo os padrbes temporais em que isso acontece e 0s
componentes que participam ativamente nas fenofases (SIGRIST; SAZIMA, 2015;
CHMURA et al., 2019). Os estudos de fenologia em plantas também compreendem
a distribuicao dos recursos disponibilizados pelas flores em um periodo de tempo
no ecossistema, sendo uma ferramenta eficaz em trazer respostas sobre como
esses mecanismos interagem com o polinizador (SOUZA et al., 2012; FREITAS et
al., 2017).

Poucos séo os estudos fenologicos realizados com espécies herbaceas na
Mata Atlantica (DOREA, 2011; SIGRIST; SAZIMA, 2015). Os estudos realizados em
Marantaceae por Barreto & Freitas (2011) e Leite e Machado (2007) obtiveram
resultados contrastantes nos padrées fenoldgicos das espécies, ambas polinizadas
por insetos, em sub-bosque, sendo o pico de floragdo da espécie Calathea cylindrica
(Roscoe) K.Schum. entre Novembro e Janeiro enquanto as outras duas espécies
de Marantaceae observadas por Leite e Machado (2007) apresentaram floragéo
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continua. Outros estudos com fenologia de espécies arbdéreas encontraram
floragdes assincronicas ou floracdo continua, com produg¢ao de frutos no inverno
(MARIANO; CHRISTIANINI; FREITAS et al., 2017). Em relagcdo as espécies de
Commelinaceae, Sigrist e Sazima (2015) ao estudarem espécies de Dichorisandra,
observaram picos de floragdo nos meses de menor precipitagdo pluviométrica. Em
contrapartida, Kaul e Koul (2008) observaram em Commelina caroliniana Hort. Berol
o pico de floragdo nos meses mais chuvosos. Pode-se observar que o fator genético
€ decisivo na fenologia de cada espécie e ndo possui um padrao dentro da familia.
Segundo Bruno et al. (2019), os padrdes fenoldgicos encontrados em plantas
presentes nas florestas tropicais possuem grande diversidade e que as interagdes
bidticas e abidticas podem ser diferentes a depender da espécie inserido no
ambiente.

Para os estudos de biologia floral e reprodutiva em Commelinaceae, pode-
se observar uma variagdo na morfologia floral entre os géneros (EVANS et al., 2003;
KAUL; KOUL, 2008; AONA et al., 2011; 2014; 2016). De acordo com Faden (2000),
pelo menos 97% das flores de Commelinaceae sdo bissexuadas ou estaminadas,
sendo esta ultima, atuando apenas na atragdo do polinizador e fornecendo gréos
de pdlen durante a visitagéo.

O estudo realizado por Hardy et al. (2000) descreveu a organogénese floral
e formagao dos gametdfitos de D. thyrsiflora J.C.Mikan com presenga de uma
parede mais espessa na antera apontando uma forte relagdo com a estratégia da
polinizagdo por vibragado utilizada por abelhas. Luca e Marin (2013) relatam a
polinizac&o vibratéria como uma medida de reteng&o de gréos de polen utilizado por
espéecies que oferecem esse recurso aos polinizadores, prevenindo assim a perda
desnecessaria desses graos para outros agentes, sendo este, acessado com o
movimento de vibragdo caracteristico em algumas espécies de abelhas. O
conhecimento das estratégias reprodutivas das espécies e sua interagdo com seus
polinizadores, vem sendo um importante aliado na compreensao do
estabelecimento nos ecossistemas e sua diversidade (TEIXEIRA et al., 2014).

A compreensdo da biologia floral e reprodutiva permite entender as
interagcdes entre as flores e seus componentes como graos de pdlen, estigma e os
seus polinizadores, elucidando quais estratégias sdo utilizadas pela espécie e qual
0 sucesso reprodutivo (SOUZA et al.,, 2012; ADITHIYAA et al.,, 2020). Os
mecanismos de atracdo das plantas pelos agentes polinizadores vem desde a
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morfologia floral adaptada para atrai-los até uma fonte de recurso (néctar, dleos,
graos de podlen, etc), que varia entre as espécies com o objetivo de atender o
sucesso reprodutivo (PANG et al., 2012; LUCA; MARIN, 2013; MORELLATO et al.,
2016; REVANASSIDA; BELAVADI, 2019).

Diante do exposto, o presente trabalho teve como objetivo estudar a
fenologia e a biologia floral e reprodutiva de uma espécie de Dichorisandra presente
em um fragmento de Mata Atlantica no municipio de Cruz das Almas, a fim de
contribuir com a obtencao de dados relacionados as formas de reproducdo e aos

mecanismos de polinizacao desta espécie.

MATERIAL E METODOS

Area de estudo

O trabalho foi realizado em um fragmento da Mata Atlantica com 11,7 ha,
denominado Mata da Cazuzinha sob as coordenadas 12° 39’ 59.30” S, 39° 06’
25.80” W no municipio de Cruz das Almas, situada no Recdncavo da Bahia, Brasil
(Figura 1). Apesar da agao antropica, a area resguarda atributos originais de Mata
Atlantica com grande diversidade e alto grau de endemismo, mesmo exposta em
meio a paisagem urbana (NEVES, 2007) (Figura 1).

O clima do municipio de Cruz das Almas, segundo classificagdo de Kdppen,
€ uma transi¢cao entre as zonas Am e Aw, com precipitacdo pluviométrica meédia
anual de 1.143 mm, temperatura média de 24,28 °C e umidade relativa de 60,47 %.
O solo da area € um Argissolo Amarelo Distrocoeso tipico, com floresta

subperenifdlia sem declive.
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Figura 1. Mapa de ocorréncia de Dichorisandra sp. (Commelinaceae). A) Municipio
de Cruz das Almas, Bahia, Brasil. B) Vista aérea da Mata da Cazuzinha em Cruz
das Almas. C) Vista lateral da Mata da Cazuzinha. Fonte: SEI 2019 e Google 2020
(A-B).

Material Vegetal

Foram estudados individuos de Dichorisandra sp. (Commelinaceae) nas
populag¢des que ocupavam o sub-bosque da vegetacgao arborea. A coleta dos dados
ocorreu no periodo de novembro de 2018 a marco de 2020. Os individuos
amostrados foram escolhidos de maneira assistematica dentro da area amostral e
identificados com numeros sequenciais com placas de aluminio. Um exemplar da

espécie foi coletado e incorporado no Herbario do Recéncavo (HURB 25814).

Fenologia

Os estudos fenolégicos ocorreram por meio de acompanhamentos
quinzenais em 50 individuos marcados aleatoriamente dentro do fragmento florestal
com distanciamento minimo de um metro entre plantas. Os dados de temperatura
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e precipitacdo foram obtidos na estagdo meteoroldgica da Embrapa Mandioca e
Fruticultura no municipio de Cruz das Almas.

Os individuos foram avaliados desde o brotamento até a fase final de
reproducao e senescéncia foliar, incluindo também o acompanhamento da rebrota
dos individuos na proxima estagao de crescimento. Foram quantificados o numero
de folhas, botdes, flores em antese e frutos imaturos e maduros quinzenalmente em
cada individuo, atribuindo as diferentes fenofases vegetativas e reprodutivas
durante o periodo de estudo conforme Rubim et al. (2010).

Foram calculados o indice de Sincronia do Individuo (ISI) com seu
coespecifico e o indice de Sincronia da Populagéo (IISP) conforme Augspurger
(1983). Os valores do IISP variam de 0 a 1, onde O indicam que n&o apresenta
sincronia dentro da populacéo e 1 indica perfeita sincronia (BERNINI, 2015).

Para avaliar a correlagcdo entre os fatores climaticos (precipitacédo e
temperatura) nas diferentes fenofases foi realizada analise de Pearson (p<0,05)
apos verificar a distribuicdo normal dos dados pelo teste de Shapiro-Wilk (1965). A
analise de correlagdo foi realizada utilizando o programa PAST 3.23 (HAMMER,
2001).

Para o acompanhamento diario da inflorescéncia foram selecionados
assistematicamente cinco plantas e anotados o numero de flores abertas por
morfotipo e o periodo até a frutificagdo para os estudos de biologia floral.

Morfologia e morfometria dos 6rgaos reprodutivos

Para caracterizagdo morfoldgica, trés flores bissexuadas e trés flores
estaminadas, foram fixadas em solugdo de Karnovsky (KARNOVSKY, 1965)
modificada [glutaraldeido (2%), paraformaldeido (2%), CaCl. (0,001 M), tamp&o
cacodilato de sédio (0,05 M), em pH 7,2], por 48 horas, em seguida desidratados
em seérie etilica crescente (35-100%). As amostras foram secas ao ponto critico
(Leica EM CPD 300 — Balzers, Alemanha) por meio de CO- liquido e montadas
sobre suportes metalicos e metalizadas com ouro por 180 segundos (Leixa EM ACE
600, Vienna, Austria). As imagens digitais foram obtidas em microscépio eletrénico
de varredura (MEV) JEOL JSM IT3000 LV (Tokyo, Jap&o) operando a 20 KV.

Para os dados morfométricos foram utilizadas outras trés flores de cada
morfo floral e as medidas foram obtidas com paquimetro digital ou pelas imagens
de MEV com o auxilio do programa ImageJ 1.4.3.67 (RASBAND, 1997-2018).



16

Para a caracterizagdo morfopolinica, os grdos de podlen foram fixados na
mesma solugdo de Karnovsky, por 48 horas, em seguida desidratados em série
etilica crescente (35-100%), 20 min cada. As amostras foram secas em HMDS
(hexametildisilazano) e montadas sobre suportes metalicos e metalizadas com ouro
conforme ja descrito anteriormente. As imagens foram obtidas no mesmo
microscopio descrito anteriormente.

A morfometria dos grdos de pdlen foi realizada em grdos submetidos a
acetdlise latica fraca (ACLAC 40), conforme Raynal e Raynal (1979) pelo programa
Imaged 1.4.3.67. Foram medidos aleatoriamente o didmetro polar e equatorial de
25 graos de polen. Os graos de polen foram caracterizados conforme nomenclatura
descrita por Punt et al. (2007) e Hesse et al. (2009).

A estimativa do numero de graos de pélen foi realizada por meio da contagem
do numero de graos produzidos por flor em camara de Neubauer, considerando a
existéncia de cinco anteras nos diferentes morfos florais. Foram coletadas trés flores
de diferentes plantas e as anteras armazenadas individualmente em tubos

eppendorf, seguindo metodologia descrita por Kearns e Inouye (1993).

Viabilidade dos graos de poélen

Para os estudos da viabilidade polinica foram estudados a germinagéo in
vitro e histoquimica. Trés flores de diferentes plantas nos dois morfos florais foram
coletadas na antese (6:00 h). Para a germinagéo in vito, os gréos de pdélen foram
espalhados com pincel e distribuidos uniformemente em placas de Petri contendo
25 mL do meio de cultura BK (BREWBACKER; KWACK, 1963) com 20 % de
sacarose e mantidos em camara escura a temperatura de 27 £+ 1 °C. Foram
utilizadas 12 repeticdes, sendo cada repeticdo representada por trés placas de Petri,
cada uma subdividida em quatro quadrantes.

A contagem dos graos de polen germinados e a medida do comprimento do
tubo polinico foram realizadas 24 horas apds a inoculagdo em meio de cultura. Para
a porcentagem de germinagédo foram contabilizados todos os gréaos de pdlen de
cada quadrante, enquanto para o comprimento do tubo polinico foram mensurados
aleatoriamente cinco tubos em cada quadrante, totalizando 60 tubos polinicos de
cada tratamento. Foram considerados germinados os gréos de pdlen que possuiam
tubo polinico com tamanho igual ou superior ao diametro do préprio grao de pdlen.
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As microfotografias foram obtidas com auxilio de estereomicroscopio Leica EZ4 D
(Leica, Wetzlar, Alemanha).

Para o teste histoquimico, os grédos de pdlen foram coletados no mesmo
periodo e distribuidos sobre ldminas de vidro com gotas de solugédo de Alexander 2
% em acido lactico (ALEXANDER, 1980). A amostragem dos gréos de podlen
corados foi realizada ao acaso por meio do método de varredura da lamina em
microscopio de luz Olympus BX51 acoplado com cédmera digital Olympus DP175
(Olympus, Tokyo, Japao), contabilizando-se 100 graos de pdélen por lamina com trés

repeticdes por tratamento, perfazendo um total de 300 graos de pdlen.

Receptividade do estigma

A receptividade do estigma foi realizada na antese (6:00 h) com peréxido
de hidrogénio (3 %) (ZEISLER, 1933) nos dois morfos florais com cinco repeticoes,
sendo cada repeticdo composta por um estigma de diferentes plantas. A
receptividade do estigma foi estimada conferindo graus, conforme adaptagao de
Dafni e Maués (1998): (-) sem reagao; (+) resposta positiva fraca; (++) resposta

positiva forte; (+++) resposta muito forte.

Sistemas reprodutivos

Os sistemas reprodutivos de Dichorisandra sp. foram avaliados no campo em
50 individuos conforme metodologia de Kearns e Inouye (1993). Foram avaliados
a) Agamospermia: flores foram emasculadas (anteras removidas) e ensacadas com
‘voil’, permanecendo assim até a frutificagdo ou senescéncia da flor; b)
Autopolinizagdo espontanea: flores em pré-antese foram isoladas com sacos de
“voil’ e permaneceram assim até a frutificagdo; c) Autopolinizagdo manual: flores
foram ensacadas com “voil’ na pré-antese e na antese foram polinizadas com graos
de pdlen da mesma flor; d) Polinizagdo cruzada manual: flores foram ensacadas
com “voil’ na pré-antese e na antese foram polinizadas com gréos de pdlen de
outros individuos e; e) Polinizagdo esponténea: botdes florais foram apenas
selecionados e identificados.

As polinizagdes foram realizadas nas primeiras horas da manha (6:00 —
7:30h) sob as mesmas condigbes e para cada tratamento foram utilizadas
quantidades de flores diferentes (Tabela 1). As flores foram etiquetadas, contendo
as informacdes de cada tratamento. A frutificacdo foi acompanhada semanalmente
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até a maturacdo dos frutos e coletados antes da deiscéncia. Foram avaliadas a
porcentagem de frutificagcdo e o numero de sementes por fruto.

Foram calculados os indices de Autogamia (IA) e Autoincompatibilidade (IAl)
conforme Ramirez e Brito (1990) bem como a eficiéncia reprodutiva (ER) conforme
Ruiz e Arroyo (1978).

A estimativa do numero de graos de polen produzidos por flor foi realizada
seguindo a metodologia descrita por Kearns e Inouye (1993), em trés flores em
estadio de baldo. O numero de Ovulos foi contabilizado com auxilio de
estereomicroscopio Leica EZ4 D (Leica, Wetzlar, Alemanha), utilizando trés flores
de diferentes plantas. A razao polen/ évulo foi determinada de acordo com Cruden
(1977).

Desenvolvimento do tubo polinico no estigma

Dez pistilos de cada sistema reprodutivo foram coletados 24 horas apos as
polinizagdes, fixados em solugéo Carnoy [3 partes de etanol (95%) : 1 parte de acido
acético glacial], por 48 horas, clarificados em solugéo de sulfito de sodio (10%) onde
o mesmo foi autoclavado por 20 minutos, a 120 °C, com o intuito de clarificar e
amolecer os tecidos. A coloragéo foi feita com solugdo de azul de anilina (0,01%)
em tampéao de fosfato tribasico, overnight. Para se verificar a germinagcéo dos gréos
de podlen no estigma e o desenvolvimento dos tubos polinicos ao longo do pistilo
utilizou-se microscopia de fluorescéncia com filtro ultravioleta (MARTIN, 1959; Y| et
al., 2006). As laminas foram analisadas em microscopio de fluorescéncia Olympus
BX51 acoplado com camera digital Olympus DP175 (Olympus, Tokyo, Japao) com
filtro ultravioleta que emite fluorescéncia para verificar a presencga de calose.

Para avaliar o crescimento do tubo polinico no pistilo, foram consideradas
regides pré-determinadas segundo adaptagcdo do trabalho de Souza et al.
(2017): tubo polinico na superficie do estigma, sem crescimento no estilete; tubo
polinico no estilete (independente do tergo); tubo polinico no interior do ovario; tubo

polinico proximo ao 6vulo; tubo polinico penetrando na micropila.

Visitantes florais
Os polinizadores e visitantes florais foram observados diretamente no campo

nos meses de janeiro a margo de 2019 (cinco dias espalhados nos trés meses) das
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4h30 as 14h30, totalizando 50 horas de observacao diurna, uma vez que as flores
nao permanecem abertas durante a noite.

Foram contabilizados o comportamento dos polinizadores/visitantes, recursos
florais, horario e duragao da visita, frequéncia relativa das espécies polinizadoras
na flor. Os visitantes foram fotografados com camera digital e coletados com auxilio
de rede entomoldgica e sacrificados em camera mortifera (frasco com acetato de
etila) e posteriormente foram enviados para identificagéo por especialista no Grupo
Insecta da Universidade Federal do Reconcavo da Bahia.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Fenologia

Durante o periodo do estudo, pode-se observar que a fenofase de brotamento
foliar de Dichorisandra sp. € sazonal e iniciou nos meses de margo até o inicio de
novembro, com pico na produgdo de folhas nos meses de maio a outubro,
coincidindo com o final de outono ao inverno no hemisfério sul (Figuras 2A-B e 3A).
O valor médio de folhas por individuo foi de 15. Vale destacar que dos 50 individuos
avaliados, cerca de cinco ainda apresentaram poucas folhas (ca. 2 a 5) nos demais
meses (Figura 2B). De acordo com Sigrist e Sazima (2015), a deficiéncia hidrica
parece ser a principal causa da senescéncia foliar em espécies de Dichorisandra,
bem como uma estratégia para evitar a perda de agua por transpiragao e auxiliar na
formagao dos brotos. Algumas espécies de Dichorisandra cultivadas em casa de
vegetacdo mostram que diversas espécies sao geofitas, independente da
deficiéncia (M.C.E. Amaral, com.pess.).

Vita et al. (2019) ao estudarem a anatomia caulinar de espécies de
Commelinaceae formulou uma rede de interacbes sobre as suas reservas
nutricionais e a distribuicdo dos nutrientes pela planta. O entendimento anatémico
dos complexos padrbes presentes nos vasos condutores dessa familia auxiliou na
compreensao em como as especies respondem a variacbes ambientais e até

mesmo ao seu proprio ciclo de vida (VITA et al., 2019).
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Figura 3. Fenologia de Dichorisandra sp. (Commelinaceae) na Mata de Cazuzinha,

municipio de Cruz das Almas, Bahia, Brasil. A) Estadio vegetativo. B) Estadio inicial
da emissao da inflorescéncia. C) Estadio reprodutivo com botdes florais. D) Estadio
reprodutivo com flores em antese. E) Estadio de frutificagdo. F) Estadio de
senescéncia foliar (seta).

Nos ultimos meses da fase vegetativa (outubro), foram observados que os
individuos perdem todas as folhas e o caule torna-se pendente a depender do
tamanho do individuo, chegando a senescer totalmente, desaparecendo na
superficie do solo (Figura 3F). Nessa fase, pode-se observar uma relagao de
herbivoria nas ultimas folhas, principalmente por insetos da ordem Lepidoptera em
fase larval. Esse processo de abscisao foliar nos individuos mantem as reservas

nutricionais nos rizomas e raizes que permanecem Vvivos. A emissdo dos novos
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ramos surgiu a partir de gemas axilares a partir do pedunculo durante a estagéo
vegetativa. O estudo de Pilon et al. (2015) considerou a senescéncia foliar como
uma estratégia evolutiva encontrada em diversas espécies para diminuigdo do
consumo energético da fase reprodutiva.

A diferenciacdo da fase vegetativa para a reprodutiva também é sazonal e
inicia na estacdo com baixo indice pluviométrico e altas temperaturas, que no
hemisfério sul € o veréo (Figuras 2A, 2C, 3B e 3C). O inicio da formagéo de botdes
foi nos meses de novembro, mantendo relativamente estavel e sincroénico até
janeiro, com reducédo no numero de folhas e surgimento da inflorescéncia (Figuras
2A, 2C, 3B e 3C). Essa caracteristica foi observada nos dois anos de avaliagdo.
Aona (2008) observou em cultivo que algumas espécies de Dichorisandra perdem
a parte aérea durante o inverno, permanecendo em dorméncia, o que configura a
utilizacdo desta estratégia em Commelinaceae para redugdo do consumo de
energia e investimento na formagéo das inflorescéncias. Sigrist e Sazima (2015)
relatam que o periodo de floragdo para a maioria das espécies herbaceas presentes
em florestas tropicais, como as espécies de Dichorisandra, sao nas estacdes mais
guentes e de menor precipitagdo pluviométrica, fato constatado para a espécie
estudada.

A floracado é sincrénica com indice de sincronia de Augspurger (Z = 0,605).
O periodo de floragao foi da ultima quinzena de novembro ao final de margo nos
dois anos de avaliagéo e inicio de abril de 2019, intensificando assim a perda das
folhas (Figuras 2B, 2D e 3D). A inflorescéncia possui 74,2 + 17,8 flores, sendo 10%
de flores bissexuadas e as demais flores estaminadas com abertura diaria de 1,8 +
0,7 flores. Da abertura da primeira flor ao fechamento da ultima flor por
inflorescéncia leva 43,0 + 9,4 dias com um pico de produg¢do do 5° ao 29° dia, sendo
que as flores bissexuadas abrem até o 23° dia.

A consideravel sincronia encontrada neste estudo indica producdo de muito
recurso e sua presencga para os polinizadores num mesmo espaco temporal, o que
caracteriza uma estratégia util para a disperséo dos gréos de polen no periodo. Essa
mesma estratégia foi observada num estudo de Neves (2009), onde o display visual
era fonte de atragdo para os polinizadores. A sincronia de uma espécie € uma
estratégia importante para a sua reprodugéo, uma vez que confere um maior display

visual caracteristico no ecossistema que esta inserido (SOUZA et al., 2012).
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O periodo de frutificacdo ocorreu na ultima quinzena de dezembro até a
ultima quinzena de margo, com pico em dezembro e janeiro, também coincidindo
na estagcédo de baixa precipitagao e altas temperaturas (Figuras 2A, 2E e 3E). Ja o
periodo de dispersédo dos frutos iniciou entre margo e abril. Da flor polinizada ao
inicio da formagao do fruto leva 3,25 + 1 dias, sendo que seu amadurecimento é
caracterizado com a mudanca de coloracido verde para amarronzado e sua
deiscéncia € de 46,3 £ 8,5 dias. O indice de sincronia de Augspurger para a
frutificac&o indicou essa fenofase como sincrénica (Z = 0,612).

A partir das analises de correlagdo entre os fatores abidticos com as fases
fenologicas estudadas, pode-se observar que a precipitagcdo ndo influenciou
diretamente nas fenofases com valores inferiores a 0,462, mas a temperatura
apresentou valores de correcado altos de -0,912 para folhas, 0,829 para botdes,
0,758 para flores e 0,674 para frutos. Foi também observado alta correlagao entre
as fenofases, a exemplo da presenca de folhas e botdes (-0,940), folhas e flores (-
0,820) botdes e flores (0,883) e flores e frutos (0,784).

Padrées fenoldgicos sao caracteristicas inerentes as espécies dentro das
suas relagdes bidticas e abioticas presentes nos ecossistemas (PIRES et al., 2016).
O padrao anual € comum para diversas espécies tropicais da Mata Atlantica
(NEWSTROM et al., 1994; LEITE; MACHADO, 2007), embora Dérea (2018) tenha
ressaltado a escassez de trabalhos com espécies herbaceas do sub-bosque.

De acordo com Ramos (2014), os fatores bidticos definem a intensidade de
floragdo, chamados de causas ultimas, determinam a concentragao da intensidade
da fenofase, ja as causas proximas se relacionam com os eventos abioticos que
interagem com a espécie vegetal e as respostas das mesmas e as suas estratégias
dentro dos padrdes fenoldgicos.

A partir do indice de correlagdo de Pearson foi possivel verificar uma alta
relagdo com a temperatura que ficou em torno de 28 graus no periodo de maior
floragcdo, indicando que esse é um fator decisivo para no ciclo de vida de
Dichorisandra sp. De forma geral, esse resultado vem sendo observados para
inumeras espécies da Mata Atlantica (GOMES et al., 2008; SIGRIST; SAZIMA,
2015), inclusive em diferentes espécies de Dichorisandra spp. (SIGRIST; SAZIMA,
2015) onde o florescimento ocorre no verao do hemisfério sul e o estadio vegetativo
nos meses mais frios coincidindo no inverno e outono. Essa relagao também pode

estar relacionada a um caracter adaptacdo das espécies, uma vez que a
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abundancia de polinizadores coincide com a época de florescimento e
consequentemente garantindo uma maior eficiéncia reprodutiva (RAMOS et al.,
2014, MORELLATO et al., 2016).

Area de estudo, morfologia e biologia floral

A espécie apresentou uma meédia de 55,5 + 36,3 cm, com uma grande
variabilidade quanto a altura da planta fértil. Foram observadas plantas variando de
5 cm a até 1 m de altura. Dichorisandra sp. é uma herbacea perene, com
inflorescéncia emergindo de uma axila lateral proxima a gema apical, possuindo em
meédia 74,2 + 17,8 botdes florais. As flores sdo predominantemente bissexuadas e
estaminadas. A inflorescéncia é do tipo tirso composto com numerosos cincinos de
ca. 7,29 £ 1,48 cm de comprimento.

As flores sdao andromondicas, diurnas, inodoras e possuem trés pétalas,
sendo duas na porgéo superior e uma na porcao inferior conferindo uma simetria
zigomorfica (Figura 4A). As flores se abrem de forma aleatoria na inflorescéncia,
sem um padréo definido. O que difere das espécies estudadas por Sigrist & Sazima
(2015) que apresentavam primeiramente flores hermafroditas. As sépalas s&o
lanceoladas, verde-claras, com apice verde-escuro. As pétalas s&o unguiculadas,
de coloracao de lilas claro a escuro e terco basal alvo. As flores possuem cinco
estames epipétalos, um estaminddio vestigial, anteras basifixas, rimosas (Figura
4B-C), porém funcionalmente poricidas. Visualmente ndo existem diferengas entre
as flores bissexuadas e flores estaminadas, com excegédo do gineceu rudimentar.
A razédo das flores bissexuadas pelas flores estaminadas foi de 0,11 (9,6/ 90,4).

A morfologia floral de Dichorisandra sp. segue o padrédo do género (FADEN,
2000; HARDY et al., 2000; AONA, 2008; AONA et al., 2014 AONA et al., 2016), com
anteras rimosas e funcionalmente poricidas. Para espécies de Commelinaceae, as
anteras com deiscéncia poricida apresentam uma associacdo forte com
determinados géneros de abelhas para garantir a polinizag&o vibratéria (SIGRIST;
SAZIMA, 2015; ROSI-DENADAI, 2020), técnica essa, utilizada pelas abelhas
solitarias para extrair graos de polen das flores que requerem vibragdo e assim
realizar o processo de polinizagdo (LUCA; MARIN, 2013; ROSI-DENADAI et al.,

2020). O estudo de Sigrist e Sazima (2015) trouxe uma maior similaridade entre
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essa espécie e D. hexandra quanto a morfologia floral, diferindo na coloragao de D.

incurva.

Figura 4. Flor e fruto, morfoanatomia das estruturas reprodutoras e viabilidade

polinica de Dichorisandra sp. A) Flor de Dichorisandra sp. (Commelinaceae). B)
Anteras em pré-antese em visdo adaxial e abaxial. C) Secgéo transversal das
anteras evidenciando os quatro microesporangios. D) Grdo de polen em vista
equatorial. E) Graos de pdlen em vista equatorial evidenciando a regido do colpo.
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F) Grédo de polen em vista polar. G) Ornamentagdo dos grdos de polen. H)
Ornamentagdo da regiao do colpo. 1) Grao de pdlen acetolizado. J) Histoquimica
dos graos de polen com solugéo de Alexander a 2% de acido latico (seta indica grao
inviavel). K) Germinagao in vitro dos gréos de polen em meio de cultura BK em flores
estaminadas. L) Germinagao in vitro dos gréos de polen em meio de cultura BK em
flores bissexuadas. M) Apice do estilete e estigma na flor bissexuada. N) Estilete e
Estigma da flor estaminada. N) Estigma da flor bissexuada. P) Ovario aberto de flor
bissexuada evidenciando de évulos. Q) Fruto com sementes. ad = adaxial; ab =
abaxial, co = colpo, or = ovario, ov = 6vulo, pp = papila estigmatica, st = estigma, sy
= estilete, vb = feixe vascular. Barras: A = 0,8 mm; B, N =500 (m; C, P = 100 [m;
D-F, 1) 5 [m; G-H) 1 [m; J = 5000 [m; K-L = 0,5 mm; M =50 [m; N =200 [m; Q=1

cm.

Os gréos de pdlen sdo de tamanho médio (25,86 + 2,32 ym x 19,26 £ 1,21 ym
em vista equatorial e 17,37 £ 1,48 um x 16,97 + 1,67 ym em vista polar), hereropolar
com ambito eliptico, oblato, monade, monocolpado de superficie rugulado, com
insulas intercaladas (Figura 4D-l). O colpo é estreito (5,68 + 0,38 um) com
comprimento de 19,40 + 1,08 um com presencga de verrugas (Figura 4E, H). A exina
possui espessura de 1,48 £ 0,06 ym. O numero meédio de gréos de polen produzidos
por flor foi de 84.166.

De acordo com Souza et al. (2017), o entendimento da morfologia polinica é
importante para a taxonomia de algumas espécies, sendo necessario trabalhos
nessa area para ampliar o conhecimento acerca dessas estruturas e delinear
possiveis parentescos. Além disso, os trabalhos relacionados a morfologia polinica
tém também aplicabilidade em programas de melhoramento genético das espécies
e para delinear estratégias de conservagao de graos de pdlen (SOARES, 2011;
BATISTA, 2016; SOUZA et al., 2015; 2017).

A viabilidade polinica foi superior a 98,5%, independente do método utilizado
e quanto aos dois morfos florais (bissexuadas ou estaminadas). No método
histoquimico com solu¢do de Alexander a 2% de acido latico foi possivel observar
graos de polen corados de roxo (viaveis) a verde claro nos poucos graos inviaveis
(Figura 4J). Para a germinagao in vitro dos grdos de pdlen o meio de cultura BK
independentes dos dois morfos florais ndo apresentaram diferencga significativa com
alta viabilidade (97,6% em flores bissexuadas e 98,5% nas flores funcionalmente
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estaminadas) com comprimento dos tubos polinicos de 0,82 + 0,16 mm em flores
bissexuadas e 0,89 + 0,14 mm em flores funcionalmente estaminadas (Figura 4K-
L).

A superficie do estigma & umida e composta por papilas de formato globoso
e se apresentava receptivo durante todo o periodo em que a flor permanece aberta
nas flores bissexuadas (Figura 4M). As flores estaminadas possuem um pistilo
vestigial com 1,8 + 0,3 mm de comprimento (Figura 4N), valor esse bem inferior ao
pistilo da flor bissexuada com 4,8 £ 0,3 cm (Figura 40). O pistilo de ambos os morfos
florais possuem ovario de coloracdo esverdeada, estilete branco, as vezes, de
coloragéo lilas no apice.

A receptividade do estigma na antese em flores monddicas funcionais
apresentou resposta positiva muito forte, coincidindo com a abertura e a alta
viabilidade dos gréos de pdlen. Foi possivel observar a formagao de bolhas de ar
apenas na regido das papilas, indicando uma atividade enzimatica de peroxidase.
Nas flores estaminadas a resposta foi ausente ou apresentou resposta positiva
fraca.

A alta viabilidade polinica coincidindo com a receptividade do estigma na
antese floral evidencia uma compatibilidade perfeita entre esses dois fatores,
descartando uma possivel barreira reprodutiva temporal.

Os ovulos sdo diminutos (ca. 21 + 1,5), hemianatropos a ligeiramente
campilétropos com placentagao axilar e distribuidos de forma aleatoria no ovario
(Figura 4P). Nas flores funcionalmente estaminadas os Ovulos sdo abortados. A
relagdo gréos de polen évulo foi de 3.825, indicando mais uma vez a polinizagéo
cruzada (xenogamia) obrigatoria como estratégia reprodutiva para a espécie
(CRUDEN, 1977). Esses resultados sao positivos para espécies de reprodugéo
xenogamica, uma vez que, necessitam de grande quantidade de gréos de pdlen e
polinizadores eficientes, para fertilizagdo dos évulos além da resposta positiva forte
para receptividade do estigma consequentemente garantem a produgédo de
sementes (BASTOS et al., 2017; PINHEIRO et al., 2018).

A antese floral ocorre as 4h30 + 30 min e o fechamento das flores ocorrem as
13h30 £ 30 min, totalizando de 9 a 9h30 de duracdo. O periodo de abertura e
fechamento das flores € sincrénico, ndo havendo muita variagao entre os individuos.
No inicio da antese, as flores comegam a se abrir com o afastamento do calice e da
corola de forma progressiva. O processo de abertura floral comega com as duas
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sépalas superiores se afastando brevemente e de forma progressiva, sendo
seguida das pétalas e o mesmo processo na sépala e pétala posterior. Foi
observado que poucas flores (ca. 5 £ 2,6 por inflorescéncia) ndo ocorrem a abertura
completa, adquirindo um formato quase tubular e posterior deiscéncia. Apds o
fechamento das flores, as mesmas néo reabrem e quando ndo sao fertilizadas, elas
senescem em trés dias. O periodo de antese predominantemente diurna vem sendo
relatados em sindromes de polinizagao por melitofilia (CRUZ et al., 2006; SIGRIST;
SAZIMA, 2015; PINHEIRO et al., 2018; REVANASSIDA; BELAVADI, 2019).

O recurso atrativo para os polinizadores € o grao de polen, que se apresenta
pulverulento na porcéo apical da antera, dando a funcionalidade poricida. Nao foi
observada a presencga de néctar nas flores.

O fruto € uma capsula loculicida com 3,9 + 0,3 cm na fase de maturagéo e
possuem 14,3 + 2,1 sementes. As sementes sdo ariladas de coloragdo amarelo
acastanhado de formato elipsoide e possuem comprimento de 3,9 x 0,2 mm (Figura
4Q). A dispersdo das sementes é feita por formigas da espécie Cephalotes sp.
(LATREILE, 1802) que aparecem assim que as capsulas se abrem, apresentando
uma relacéo ecologica mutualistica, as formigas levam o arilo presente e fazem a
sua dispersao pela area.

A dispersao das sementes de Dichorisandra por formigas ainda ndo tinha sido
relatada na literatura e é feita no inicio da estagado chuvosa para garantir o sucesso
germinativo. Possivelmente, essa dispersao esteja relacionada a presenca de arilo
nas sementes, uma vez que Costa et al. (2007) verificaram a presenca de arilo como
um atrativo para as espécies de formigas e atribuiram vantagens para a planta como
diminuigdo da competicao interspecifica e distanciamento da semente da planta-
mae. Matos et al. (2020) trouxeram diferentes interagdes entre o arilo, tamanho da
semente e espécies de formigas envolvidas, indicando que os lipidios e carboidratos

presentes no arilo formam uma interagao mutualistica entre inseto e planta.

Sistema reprodutivo

Foram observadas diferengcas entre os sistemas reprodutivos e entre os dois
morfos florais (Tabela 1). Nas flores funcionalmente estaminadas ndo houve a
formacgao de frutos em nenhum sistema reprodutivo. Nas flores bissexuadas, a
formacéao de fruto sé foi observada na polinizagdo cruzada espontanea com 90,9%
e na polinizagdo cruzada manual com 60,6%, com produgdo média de sementes de
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14,3 (Tabela 1). Dichorisandra sp. apresentou indice de autogamia e indice de
autoincompatibilidade zero. Com base nesses resultados, é possivel afirmar que a
espécie é alégama e auto incompativel, necessitando assim de agentes
polinizadores para manter a producao de frutos e sementes. A eficiéncia reprodutiva
foi de 1,5, indicando uma alta eficacia dos polinizadores em espécies auto

incompativeis.

Tabela 1. Producéo de frutos e sementes Dichorisandra sp. (Commelinaceae), sob

diferentes sistemas de polinizagao

Frutos produzidos* Sementes produzidas™**

Sistema de Flores Flores Flores Flores

polinizacéo estaminadas bissexuais estaminadas  bissexuadas
Agamospermia 0 (0/30) 0 (0/30) 0 0
Autopolinizaca

) 0 (0/30) 0 (0/30) 0 0
0 espontanea

Autopolinizaca

0 (0/66) 0 (0/38) 0 0
o manual
Polinizac&o
cruzada 0 (0/36) 60,6 (20/33) 0 13,9
manual
Polinizac&o

A 0 (0/307) 90,9 (30/33) 0 14,7
espontanea

indice de
_ 0,00 0
Autogamia

indice de 0,00

Autoincompati 0
bilidade

Eficiéncia 1,5

0
reprodutiva

* Porcentagem de frutos obtidos. ** Média de sementes obtidas por flor. O numero de frutos

produzidos/ niumero de flores utilizadas sdo apresentados entre paréntesis. Os sistemas

reprodutivos sdo determinados através de dois indices: indice de autogamia (IA

polinizacdo espontanea/ polinizagdo cruzada) e indice de autoincompatibilidade (IAl
autopolinizagdo manual/ polinizagdo cruzada). 1Al é determinado como auto incompativel

quando o IAl é inferior a 0,30, e auto compativeis ou parcialmente auto compativel (AC)



30

quando os indices do IAl foram superior a 0,30. A letra (A) entre parénteses indica um indice
autogamia superior a 0,30. A eficiéncia reprodutiva (ER) foi calculada com a porcentagem
de frutos decorrentes de polinizagéo esponténea pela percentagem de frutos da polinizagao

cruzada manual.

Trabalhos envolvendo diferentes espécies de Dichorisandra, como Hardy et
al. (2000) e Sigrist e Sazima (2015) relataram a polinizagdo cruzada como a mais
efetiva, o que pode indicar um padrdo para o género. Em contrapartida, Sigrist e
Sazima (2015) estudando D. incurva, encontraram sucesso reprodutivo em
autopolinizagdo manual, mesmo em baixa porcentagem (11,5%).

Diferentes eventos no desenvolvimento do tubo polinico no pistilo foram
observados nos sistemas reprodutivos de ambos os morfos florais (Figuras 5 e 6).
N&o foi observada deposigcdo de graos de polen no pistilo (Figura 5A) nem tubos
polinicos na regiao do ovario (Figura 5B) no sistema de agamospermia, confirmando
assim a eficiéncia da emasculacao das flores no estadio de botéao.

No sistema de autopolinizagdo espontédnea poucos gréos de podlen foram
observados na superficie do pistilo e nenhum com crescimento do tubo polinico no
estilete (Figura 5C) nem na regido do ovario (Figura 5D). Vale destacar que as
anteras e o pistilo estdo no mesmo nivel. Quanto a autopolinizagdo manual foi
observada uma grande deposicdo de grdos de polen na superficie do pistilo,
evidenciando a eficiéncia da polinizagdo, com germinagédo e desenvolvimento dos
tubos polinicos no primeiro terco do estilete (Figura S5E) com crescimento
desordenado e paralisacdo do crescimento no terco mediano (Figura 5F). Em
alguns pistilos foi também observada a deposicdo reticulada de calose na
extremidade inferior dos tubos polinicos no tergo mediano e final do estilete (Figura
5G) e também o enovelamento dos tubos polinicos no tergo inferior do pistilo (Figura
5H). Ndo foram observados tubos polinicos na regido do ovario (Figura 5I)
evidenciando assim uma autoincompatibilidade. A partir dessas observacdes
sugere-se uma autoincompatibilidade gametofitica, uma vez que, os graos de pdlen
germinaram na superficie do estigma com interrupgdo do crescimento do tubo
polinico no tergco mediano e inferior do estilete.

A barreira gametofitica consiste na paralisagcdo do desenvolvimento do tubo
polinico no estilete e nesse tipo de barreira, a especificidade do gréo de pdlen é
definida pelo alelo S do genoma haploide do gametdfito (SCHIFINO-WITTMANN;
DALL’AGNOL, 2002). A autoincompatibilidade em Commelinaceae é considerada
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comum para a maioria das espécies, sendo necessaria a presengca dos
polinizadores para que ocorra a transferéncia dos graos de podlen e
consequentemente a fertilizagdo (HARDY et al., 2009; SIGRIST; SAZIMA, 2015). A
barreira gametofitica em espécies de Dichorisandra ja havia sido relatada
anteriormente por Sigrist & Sazima (2015), indicando uma tendéncia a esse tipo de
autoincompatibilidade para o género. De acordo com Pang et al. (2012), o sistema
reprodutivo de uma espécie definira a sua produgdo de sementes e o grau de
dependéncia da espécie com o seu polinizador. A espécie em questdo é
considerada aldgama com associado especifica com os seus polinizadores. Essa
alogamia é descrita também para D. hexandra (Aubl.) C.B. Clarke e D. incurva Mart.
ex Schult.f. (SIGRIST; SAZIMA, 2015).

Em relagdo aos sistemas de polinizagdo cruzada, manual ou espontanea,
ambos apresentaram grande deposi¢ao de gréos de pdélen na superficie do estigma
(Figura 54, N) e crescimento dos tubos polinicos com distribuicdo de calose de
forma regular (Figura 5K). Em todas as repeti¢gdes foram observados a penetragao
do tubo polinico na micropila resultando na fertilizagdo (Figura 51, M, O).

O sistema reprodutivo intrinsecamente ligado a alogamia colabora para um
investimento bem intenso na produgao de flores que atuardo na grande produgéo
de graos de pdlen, garantindo que este esteja disponivel para os polinizadores e
por consequéncia, garantir a sua dispersdo e produgcdo de sementes, além da
reduzida existéncia de clones uma vez que a reproducdo assexuada € baixa
(CAETANO; CORTEZ, 2014).

A polinizagao cruzada por abelhas é apontada como um sistema reprodutivo
preferencial na maioria das espécies de Commelinaceae e indicam os gréos de
polen como unico recurso floral disponibilizado aos polinizadores (HARDY et al.,
2000; KAUL; KOUL, 2008; HARDY et al., 2009; SIGRIST; SAZIMA, 2015). Morellato
et al. (2016) apontam a perda de area florestal e diversidade como um fator que
reduz o fluxo génico de espécies vegetais e disponibilidade de nutrientes para os
polinizadores, influenciando diretamente na reprodugdo de espécies

predominantemente alégamas.



32

Figura 5. Crescimento do tubo polinico no estigma nos diferentes sistemas
reprodutivos em flores bissexuadas em Dichorisandra sp. (Commelinaceae)
observado em microscopia de fluorescéncia em pistilos tratados com solugédo de
azul de anilina. A) Auséncia de deposi¢cdo de graos de polen na superficie do
estigma em agamospermia. B) Auséncia de tubos polinicos na regido do ovario em
agamospermia. C) Pouca deposicdo e germinagdo de graos de polen em
autopolinizagdo natural. D) Auséncia de tubos polinicos na regido do ovario em
autopolinizagao natural. E) Grande deposigao e crescimento de tubos polinicos na
superficie do estigma em autopolinizagao artificial. F) Paralisagdo do crescimento
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dos tubos polinicos no tergco mediano do estilete evidenciando incompatibilidade em
autopolinizagdo manual. G) Deposicéo reticulada de calose na extremidade inferior
dos tubos polinicos (seta vermelha) no terco mediano do estilete evidenciando
incompatibilidade em autopolinizagdo manual. H) Enovelamento dos tubos polinicos
(seta amarela) no tergo inferior do pistilo evidenciando incompatibilidade em
autopolinizagdo manual. I) Auséncia de tubos polinicos na regido do ovario em
autopolinizagdo manual. J) Grande deposigao e crescimento de tubos polinicos na
superficie do estigma em polinizagdo cruzada manual. K) Inumeros tubos polinicos
com distribuigdo regular de calose no estilete em polinizagdo cruzada manual. L-M)
Penetrac&do do tubo polinico na micropila resultando na fertilizagdo em polinizagéo
cruzada manual. N) Grande deposicdo e crescimento de tubos polinicos na
superficie do estigma em polinizagdo cruzada natural. O) Penetragdo do tubo
polinico na micrépila resultando na fertilizagdo em polinizag&o cruzada natural. mi =
micrépila. or = ovario, ov = ovulo, pg = graos de polen, pl = placenta, pp = papila
estigmatica, pt = tubo polinico, st = estigma, sy = estilete, vb = feixe vascular. Barras
=A, C, E, G-K, M-O, 500 (m; B, D, F, L =1 mm.

Em relagédo as flores funcionalmente estaminadas, ndo houve fertilizagéo
nem crescimento do tubo polinico em nenhum sistema reprodutivo (Figura 6). Os
poucos graos de polen aderidos na superficie do estigma nas polinizagbes manuais,
tanto na autopolinizagdo como na cruzada, n&o apresentaram germinagao e
consequentemente crescimento do tubo polinico (Figura 6D-E). Pode-se verificar
também a deformacé&o dos ovulos e auséncia de tubos polinicos na regido do ovario
(Figura 6F).

Nos estudos envolvendo a biologia floral em espécies andromonoicas de
Commelinaceae, as flores funcionalmente estaminadas nao foram avaliadas quanto
ao sistema reprodutivo, sendo apenas citada como parte das variagcbes da
morfologia floral com aborto de 6vulos e estrutura vestigial do pistilo (HARDY et al.,
2000; 2009; OZIEGBE et al., 2013; SIGRIST; SAZIMA, 2015). Podemos verificar
com o0s nossos resultados 6vulos deformados principalmente nas camadas dos
integumentos, além do tamanho reduzido do pistilo o que pode ter inviabilizado o
processo de fertilizago.
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Figura 6. Diferentes sistemas reprodutivos em flores estaminadas de Dichorisandra
sp. (Commelinaceae) observado em microscopia de fluorescéncia em pistilos
tratados com solugédo de azul de anilina. A) Auséncia de deposi¢cdo de graos de
polen na superficie do estigma em autopolinizagdo natural. B) Auséncia de tubos
polinicos na regido do ovario em autopolinizagao natural. C) Auséncia de deposigao
de grédos de pdlen na superficie do estigma em autopolinizagdo manual. D) Gréos
de polen depositados no estigma com auséncia de germinagao em autopolinizagéo
manual. E) Grande deposi¢céo e auséncia de germinacédo dos gréos de pdlen na
superficie do estigma em polinizacdo cruzada manual. F) Auséncia de tubos
polinicos na regido do ovario em polinizagdo cruzada natural. mi = micropila. or =
ovario, ov = ovulo, pg = gréos de pdlen, pl = placenta, pp = papila estigmatica, st =

estigma, sy = estilete, Barras = A = 1 mm; B-D = 200 (m; C, E-F =500 [m.

Visitantes florais

Um total de 50 horas de observacgao foi registrado 143 visitas em flores de
Dichorisandra sp., sendo 94,4% pelas duas espécies de abelhas coletoras de gréos
de polen. Euglossa sp. (LATREILLE, 1802) e Xylocopa frontalis (OLIVER, 1789)
apresentaram um numero de visitas de 79 e 56 e frequéncia relativa de 78,6% e
21,4%, respectivamente (Tabela 2 e Figura 7).

As visitas as flores de Dichorisandra sp. comeg¢aram as 5h56 por Euglossa
sp. e 7h42 por X. frontalis. Mesmo a antese comegando as 4h30 as visitas s6
ocorreram Nnos primeiros raios solares e as visitas encerram por volta das 10h
(Tabela 2). Ao visitar as flores, as abelhas agarravam os estames com as patas e

mandibula, zumbiam e ordenhavam o fluxo de gréos de pdolen e armazenavam nas
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partes ventrais do corpo e corbiculas, fazendo com que parte dos graos
mantivessem contato também com o estigma (Figura 7A-B).

De acordo com Agostini e Machado (2014), os gréos de polen s&o recursos
ricos em lipidios e proteinas as quais as abelhas utilizam na alimentagdo na fase
larval, sendo entdo componente essencial para o desenvolvimento desses insetos.

As duas espécies de Apidae visitaram as flores de diferentes inflorescéncias
e plantas com intervalos irregulares. Euglossa sp. permanecia por muito mais tempo
na flor em comparacao a X. frontalis, com uma média de 2,1 min (10 seg. a 3 min.),
enquanto X. frontalis raramente permanecia por mais de um minuto. Ambas as
especies utilizavam a técnica de polinizagdo vibratéria (buzz pollination) com
retirada dos graos de pdlen. Esse procedimento pdde ter sido percebido tanto no
som produzido pela abelha ao visitar a planta, como na movimentacgéo realizada
nessas visitas (loud buzzing sound). Luca e Marin (2013) em um estudo sobre a
estratégia da polinizagao vibratéria em angiospermas afirmam que entre 15.000 a
20.000 espécies de plantas, inclusive espécies de Commelinaceae utilizam essa
sindrome de polinizagado especifica e relatam a importancia da retengcédo dos gréos
de pdlen para evitar a perda de gametas para nao polinizadores em espécies que
nao possuem néctar como atrativo.

De acordo com Sigrist e Sazima (2015), Xylocopa é conhecido por polinizar
varias familias, dentre elas Commelinaceae, o que faz com que varias espécies
possam ser conservadas na area como forma de manutencdo do género em
questao, estabelecendo assim um elo inseto-planta como garantia da manutengao
em ambiente com pouco recurso floral. Esse mesmo estudo relatou uma grande
variedade de abelhas polinizando D. hexandra e D. incurva, porém com eficiéncia
menor que a encontrada para a espécie avaliada nesse estudo (RE = 1.39 e 1.25,
respectivamente). Vercoza et al. (2010), define Xylocopa como abelhas poliléticas,
sendo consideradas polinizadoras de uma ampla diversidade de espécies de
Angiospermas.

Segundo Darrault et al. (2010), o género Euglossa € conhecido como abelhas
das orquideas e possui ampla distribuicdo neotropical. Essas abelhas se associam
a reproducgao de varias espécies encontradas nesse nicho. Além disso, Apidae vem
sendo considerado como o grupo principal relacionado a polinizagdo no mundo
(SILVA et al., 2010).
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Dichorisandra sp. apresentou polinizadores bastante especificos, com
sindrome de polinizagdo melitdfila do tipo vibratoria. Esse resultado mostra uma
necessidade de preservacao também desses insetos, uma vez que a familia Apidae
vem sofrendo uma severa redugdo populacional nos ultimos anos (SILVEIRA et al.,
2002; RECH et al., 2014; MORELLATO et al., 2016).

Foram observadas mais trés espécies, sendo dois visitantes e um que rouba
algum recurso floral (Tabela 2). As espécies Crematogaster sp. e Pyrrochoridae
(Hemiptera) foram consideradas visitantes, sem retirada de nenhum recurso floral,
ja a Ectatomma edentatum (ROGER, 1863) causava danos nas estruturas
reprodutivas, com a retirada inclusive do estigma e estilete, considerando entdo a
possibilidade do roubo ou herbivoria de fato. Esses insetos comegavam as visitas
por volta das 7h da manh& e encerraram suas atividades em torno das 11h, porém,
de forma esporadica.

Espécies de formigas presentes em flores sdo comuns e a grande maioria
dos estudos os reconhecem como pilhadores ou visitantes ocasionais, com pouca
aptidao para polinizagdo devido a auséncia de estruturas para aderéncia dos graos
de polen (GONCALVES et al., 2010; GALITZKI et al., 2013). Em espécies de
Dichorisandra spp. Sigrist e Sazima (2015) nao registraram interacdo de formigas
na flor, sendo relatadas apenas espécies da familia Apidae, Halictidae e
Anthophoridae, todas consideradas abelhas.

Tabela 2. Espécies encontradas nas flores de Dichorisandra sp. (Commelinaceae)
na Mata de Cazuzinha, municipio de Cruz das Almas, Bahia, Brasil.

Numero de  Frequéncia

Espécie Fungéao Horario de Visita
visitas Relativa (%)

Apidae
Euglossa sp. Po 79 78,6 5h56 — 10h18
Xylocopa frontalis Po 56 21,4 7h42 — 10h05
Formicidae
Ectatomma edentatum Ro 2 7h-11h
Crematogaster sp. Vi 6 7h-11h
Pyrrochoridae Vi 1 9h10

Po = Polinizador, Ro = Roubo, Vi = Visitante.



Figura 7. Visitantes florais em Dichorisandra sp. (Commelinaceae) na Mata de

Cazuzinha, municipio de Cruz das Almas, Bahia, Brasil. A, D) Euglossa sp. B, E)
Xylocopa frontalis. C) Pyrrochoridae. Barras: 0,5 cm.

CONSIDERAGOES FINAIS

O estudo da biologia floral, fenologia e sistema reprodutivo aqui
apresentados ampliam o conhecimento acerca da espécie de Dichorisandra
presente na Mata de Cazuzinha. Nao obstante disso, conhecer a forma como esses
mecanismos se comportam e interagem dentro do ecossistema trazem respostas
positivas sobre o funcionamento das interagdes presentes em um fragmento de
Mata Atlantica e a necessidade da sua conservacgao.

A fenologia indica floragdo nos periodos de maior temperatura e baixa
precipitacdo, trazendo respostas e informagdes sobre quando a espécie se
reproduz.

A biologia floral e reprodutiva permitiu inferir que Dichorisandra sp. realiza

apenas polinizacdo cruzada nas flores bissexuadas e que necessita de
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polinizadores especificos (melitofilia) para o sucesso reprodutivo. Entender a
estrutura polinica e viabilidade de uma espécie confere dados importantes tanto
para a taxonomia bem como para a reproducdo e conservacgao. A espécie apresenta
uma autoincompatibilidade gametofitica com paralisagdo do crescimento do tubo
polinico no terco médio e inferior do pistilo, observagao esta, feita pela microscopia
de fluorescéncia.

A Mata de Cazuzinha, fragmento florestal da Mata Atlantica, abriga varias
espéecies ameacgadas nesse restrito ecossistema. Recentemente, foram descritas
novas espécies de diferentes familias, como Euphorbiaceae e Bromeliaceae
(Cryptanthus cruzalmensis Leme & E.H. Souza) para a mata. Nesse contexto,
Dichorisandra sp. possui caracteristicas relevantes que possam mediar a
conservagao desse ambiente, uma vez que, seu forte endemismo e sucesso
reprodutivo sdo pontos de discussao interessantes que abrigam um alicerce para

conservar essas areas.
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