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RESUMO

MIRANDA, Amanda Soares, M.Sc., Universidade FeddmlVigcosa, marco de 2010.
Biologia reprodutiva em Ruellia subsessilis (Nees) Lindau (Acanthaceae) em
individuos de populacdo natural e cultivados sob &ssse hidrico. Orientadora:

Milene Faria Vieira. Coorientadores: Luzimar CampasSilva e Marco Anténio Oliva
Cano.

No municipio de Vigosa, Zona da Mata do Estado deMGerais, ocorrem trés
espécies dRuellia, duas delas cleistogama&:brevifolia e R. menthoides. Na terceira
espécie,R. subsessilis, ndo foi registrada cleistogamia tipica (floresméagamas e
cleistbgamas), mas foram observados botdes fleraipré-antese com autopoliniza¢ao
espontanea, polimorfismo floral e alta frutificagapesar da auséncia de polinizadores,
ressaltando a necessidade de estudos complemestdyes a sua reproducdo. Os
objetivos foram verificar a producdo e sazonalidddemorfos florais distintos, as
diferencas morfoldgicas e biolégicas entre os modasontribuicdo deles na producéo
de frutos, suas estratégias reprodutivas e a quielidas sementes produzidas. Ainda,
para melhor compreender a dinamica reprodutivanicestudados aspectos fenoldgicos
e a influéncia da disponibilidade hidrica na pr@uglos morfos em individuos de
populacdo natural e cultivados. Foram também @dbe individuos da cleistogarRa
brevifolia, para fins comparativos. Os estudos foram condaza janeiro/2009 a
janeiro/2010 em individuos de popula¢des natuaR. dubsessilis da Mata do Paraiso,
fragmento de Floresta Atlantica, e do Horto Botarecem individuos dB. subsessilis
e R brevifolia cultivados em casa de vegetagcdo, em Vigcosa. Nagbes seca e
chuvosa, foram medidos os verticilos florais e ados os nimeros de oOvulos e de
graos de poélen, verificada sua viabilidade, a redgeptle do estigma, a presenca de
nectarios e de néctar e a longevidade das flomantrealizados testes de polinizacao
e verificados o comprimento, o peso e a velocididgerminacdo das sementes. Foram
calculados os indices de atividade, para classificaincronia, e a intensidade de
producdo de flores e de frutos. Contaram-se os rusmde flores e de frutos por
inflorescéncia aleatoriamente marcada. Nos indiddaoltivados foram aplicados
tratamentos de escassez hidrica no solo, medidalsuass das plantas e calculadas as
suas massas secas. Também foram contados os nudeerftres, de frutos e de
sementes produzidas e a identificacdo de morfastfavés de morfometria floral eRa
subsessilis e, por observacdo da presenca de flores casmégaumds frutos enR.
brevifolia. Constatou-se a produgcdo sazonal de dois morfagidl casmoégamo
reduzido (CR), na estagdo seca, e casmogamo nf@Nal na chuvosa. Foi observada



em baixa frequéncia (2,82%), na estacdo seca, umanta do morfo CR, que
apresentou cleistogamia “pré-antese”. Morfos CRsgmmtaram menor comprimento de
corola, estames, anteras e pistilo, menores nuntkra®/ulos e de graos de podlen e
maior longevidade das flores em relacdo aos CNn@$os CR parecem mais aptos a
autogamia e os CN a alogamia, mas em ambos seeeréd autopolinizacao tardia. As
sementes oriundas da autogamia foram mais pesagiEsnearam mais rapido que as
oriundas de xenogamia. A floracdo e a frutificagdimm continuas com picos de
intensidade maxima em janeiro e, minima, em agastdprma que a distribuicédo foi
sazonal e concentrada na estacdo chuvosa. A flopé@&sentou baixa sincronia ou
assincrona e a frutificacdo apresentou alta sirgroni assincrona. Foi encontrada
relacdo significativa de aumento na intensidadefldeagdo com o aumento da
precipitacdo. A producéo de flores por inflorese@rioi significativamente maior na
estacdo chuvosa, enquanto a producao de frutoplgota e por inflorescéncia nao
diferiu significativamente. Nos individuos cultivajalas espécies, foram observadas
maior altura e massa seca das plantas sob mapmmitididade hidrica. A producédo de
flores, frutos e sementes foram significativamengores nas plantas ¢k subsessilis
sob maior disponibilidade hidrica. Foram produzidiestintos morfos florais enir.
subsessilis: CN sob maior disponibilidade hidrica e CR solirakamentos de escassez.
Em R. brevifolia, flores cleistbgamas foram produzidas sob escasiskica e flores
casmdgamas sob maior disponibilidade hidrica, gdedem que se registrou maior
producdo de frutos. A partir desses resultadose{gedinferir queR. subsessilis se
mantém por autogamia no local de estudo, sem conexdluir a possibilidade de
xenogamia. O crescimento vegetativo e o sucessodeivo de plantas cultivadas de
ambas as espécies sao influenciados pela dispdai®l hidrica no solo, o que também

induz a producéo de morfos florais distintos.
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ABSTRACT

MIRANDA, Amanda Soares, M.Sc., Universidade FedelalVigcosa, March, 2010.
Reproductive biology in Ruellia subsessilis (Nees) Lindau (Acanthaceae) in
individuals from natural population and cultivated under water stress.Advisor:
Milene Faria Vieira. Co-advisers: Luzimar CamposSiaa and Marco Anténio Oliva
Cano.

In Vigosa, Zona da Mata of Minas Gerais, theretlaree species dRuellia; two
are cleistogamoug®. brevifolia andR. menthoides. The third speciefR. subsessilis was
not registered cleistogamy typical (chasmogamous @deigtogamous flowers), but
flower buds were observed in pre-anthesis with tpwous self-pollination, floral
polymorphism and high fruiting, despite the abseateollinators, highlighting the
need for further studies on its reproduction. Thigectives were to investigate the
production and seasonality of distinct floral morpte morphological and biological
differences between morphs, their contribution foe production of fruits, their
reproductive strategies and the quality of seedywed. Moreover, to better understand
the reproductive dynamics, reproductive phenologyenstudied and the influence of
water availability in the production of morphs mdividuals from natural population
and cultivated. Were also cultivated individuals adééistogamousR. brevifolia, for
comparative purposes. The studies were conductethomary, 2009 to January, 2010
in individuals from natural populations & subsessilis from Mata do Paraiso, that is
part of Atlantic Forest, and from the Botanical @Gar and individuals dR. subsessilis
andR. brevifolia grown in a greenhouse in Vigcosa. In the dry andyrgeasons, the
flowers were measured and counted the numbers de®vand pollen grains, its
viability, stigma receptivity, the presence of rag@s and nectar and flowers longevity.
Pollination tests were conducted and checked tkdsséength and weight and their
speed germination. Were calculated the indicesctiVity to classify the timing and
intensity of production of flowers and fruits. Bass, were counted the numbers of
flowers and fruits per inflorescence randomly seldc In individuals cultivated
treatments were applied to water scarcity in th#, sant heights measured and
calculated their dry masses. Were also counted atsnd¥ flowers, fruits and seeds
produced and the identification of morphs was thhodigral morphometry inR.
subsessilis and by observation of the presence of chasmogaffewers or fruits inR.
brevifolia. In R. subsessilis was found seasonal production of two floral morphs
chasmogamous reduced (CR), in the dry season,hasinogamous normal (CN) in the
rainy season. It was observed in low frequency2®p in the dry season, a varianty of

vii



CR morph, which showed "pre-anthesis” cleistoga@#.morphs had shorter length of
corolla, stamens, anthers and pistil, smaller nusb& ovules and pollen grains aad

higher floral longevity in relation to the CN. CRonph seems more able for autogamy
and CN for allogamy, but in both occurred late -palfiination. Seeds from the
autogamy were heavier and germinated faster th@setitom xenogamy. The flowering
and fruiting were continuous with peak of maximurtensity in January and minimum
in August, so that the distribution was seasondl @ncentrated in the rainy season.
Flowering had low synchronous or asynchronous amitirfg showed high synchrony
or asynchronous. Significant relationship was fouadincrease in the intensity of
flowering with increasing precipitation. The protioa of flowers per inflorescence
was significantly higher in the rainy season, wiiile production of fruits per plant and
inflorescence did not differ significantly. In cwited individuals were observed
greater height and dry weight of plants under higi&ter availability. The production
of flowers, fruits and seeds were significantlyheg in plants olR. subsessilis under
greater water availability.R. subsessilis produced distinct floral morphs: CN under
greater water availability and CR under the treatnoé scarcity. InRR. brevifolia, fruits

were produced under water scarcity (from cleistagasnflowers) and under higher

water availability (from flowers chasmogamouk). summary, the results of this

study shownhat R. subsessilis is maintained mainly by autogamy, resulting from
early selfing in “pre-anthesis" cleistogamous flosvand late selfing from CR and CN
chasmogamous flowers. The reproductive successiltvated plants of both species
are influenced by soil water availability, whictsalinduces the production of distinct

floral morphs.
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INTRODUCAO GERAL

Acanthaceae € uma das maiores familias de angiapédropicais com cerca de
4000 espécies de ervas e arbustos (Nees, 184&firkdd como monofilética devido a
presenca do retinaculo, estrutura lignificada @getévdo funiculo que mantém a semente
presa a capsula (McDad al., 2000), além da presenca de poucos Ovulos e da
deiscéncia explosiva do fruto (Scotland & Volles2@00). Na maioria dos géneros é
comum a ocorréncia de cistélitos, que sdo concsecfée carbonato de célcio, nas
células epidérmicas dos Orgaos vegetativos (Ezcurg®3). Outra caracteristica
importante e restrita a familia, segundo Lindau $1&pud Ezcurra, 1993) e
Bremekamp (1965), é a presenca de uma estrutureadiar pela fusdo entre os filetes e
destes com a corola (adelfia + epipetalia), o dimaram de filamento tipo “cortina”.
Essa estrutura delimita duas cavidades no tuboméace sua funcéo esta relacionada a
polinizacdo (Manktelow, 2000).

O géneroRudlia, o maior da familia, apresenta cerca de 300 e=péci
distribuidas nos trépicos, sendo mais diverso naidde Brasil e oeste da América do
Sul (Ezcurra, 1993; Tripp, 2007). Seus represeesamicupam diferentes tipos de
habitats como aqueles com incidéncia de muita cleupauca luz, ambientes &ridos,
locais inundados e regides de pequenas e grandeded (Tripp, 2007).

No género ocorrem plantas invasoras com amplahiigtdo e, por outro lado,
endémicas e, nesse caso, com distribuicdo re@feurra, 1993). Algumas espécies
sao cultivadas como ornamentais por apresentamesflistosas e folhagem atrativa e
tém-se relatos de espécie com potencial forragerédrgentina e de espécie utilizada
na alimentacdo humana no México (Burkart, 1943).

As espécies dBuellia apresentam grande diversidade morfoldgica dedflere
consequentemente, associagdo com diferentes @alorizs, o que resultou na evolugao
de distintas sindromes florais (Ezcurra, 1993)aktigersidade, embora seja fonte de
confusdo taxondmica sobre o relacionamento entrespécies, faz do género um
interessante modelo para o estudo da evolugaoistesnas de polinizacédo (Ezcurra,
1993; Tripp, 2007). Aliado a esse fato a ocorrédeiZleistogamia, sistema reprodutivo
que apresenta flores que nunca se abrem, mas geavoérem frutos. As flores
cleistbgamas constituem estruturas inconspicudiceidi de diferenciar dos botdes
florais (Uphof, 1938; Lord, 1981). As flores visasse que se abrem, por outro lado, séo

as casmogamas.



A producdo combinada de flores casmogamas e deistds tem sido
interpretada como um meio de assegurar a fertlzag o0 consequente sucesso
reprodutivo, nos casos em que a eficiéncia da igaljdo cruzada é reduzida, devido,
por exemplo, a menor disponibilidade de polinizadofStebbins, 1970; Schemske &
Lande, 1985). Assim, espéciesRiellia que colonizam ambientes degradados podem a
partir da producédo de flores cleistbgamas garantroducao de sementes (Long, 1971;
Piovanoet al.,1995; Sigrist & Sazima, 2002; Linshal., 2005).

A producdo de flores casmdégamas e cleistbgamas é@ncente sazonal, em

resposta a variaveis ambientais, como ocorre, yemplo, emSipa leucotricha Trin.

& Rupr. (Poaceae), em que a alta umidade desemrcameproducdo de flores

casmoégamas e a baixa, a producdo de cleistbgamasnB1952). Além do regime

hidrico, o fotoperiodo (Langer & Wilson, 1965),\asiacdes na temperatura (Henslow,
1888) e a intensidade luminosa (Schemske, 1978p&amsédo fatores que podem
interferir na producdo dos morfos florais. Assing, \@ariaveis ambientais podem
interferir na expressdo génica ocasionando fendtipos garantem a eficiéncia

reprodutiva.

Em Ruellia, a autocompatibilidade parece ser frequente (Mbxléa Sazima,
1995; Piovanoet al., 1995, Lima & Vieira, 2006), especialmente devido flses
cleistogamas. Até o ano de 2005, foram descritassp8cies com essas flores (Lista
al., 2005). Na area do presente estudo, um fragmenfdodesta Atlantica do municipio
de Vicosa, Zona da Mata mineira, foram reconhecidas espécies dBuellia (R.
brevifolia, R. menthoides e R. subsessilis), todas ocorrendo no sub-bosque em locais
sombreados ou parcialmente sombreados (&ralz, 2002). Mas, dessas espécies Lima
et al. (2005) e Lima & Vieira (2006) observaram cleistoga apenas el. brevifolia e

R. menthoides.

Em R brevifolia ha ampla plasticidade floral, com produgdo deefilocom
formas intermediarias entre as flores casmégamasnai® e as cleistbgamas
(casmbégamas reduzidas e semi-cleistbgamas; létmal., 2005). Na espécie, a
alternancia de ciclos casmogamicos e cleistogaméstd relacionada as condicdes
ecoldgicas e climaticas, sendo a ocorréncia dedloleistbgamas predominante durante
0S meses com baixa precipitacéo e temperaturagfiey al.,1995; Sigrist & Sazima,

2002), o que € comum nas especieRukblia (Long, 1971).



R. subsessilis ndo apresentou flores cleistdbgamas tipicas, apsaambéem
florescer e frutificar ao longo do ano (Lineaal., 2005, Lima & Vieira, 2006). Essa
espécie apresentou flores casmégamas com granded@mo, com corola variando
de 3,0 a 7,0 cm de comprimento e o tubo floral cifierentes graus de curvatura. Nao
foram registradas visitas legitimas de polinizadas flores, apenas alguns pilhadores
(Lima et al., 2005). Apesar disso, Lima & Vieira (2006) congtaa alta frutificacao
natural (62,07%).

O polimorfismo floral emR. subsessilis e sua frutificacdo constante, apesar da
auséncia de polinizadoresda auséncia de cleistogamia, reafirmam a neeeside
estudos complementares sobre a reproducdo dess@eesp®@a vez que incitam o
guestionamento: essa ampla plasticidade das ffa®adgamas ndo estaria relacionada
a ocorréncia de flores cleistbgamas? Em observagéesas a realizacdo deste estudo,
registraram-se botbes florais com anteras deissergstigmas receptivos e com
deposicdo espontanea de polen sobre os estigmaseNam essas flores cleistbgamas?

Essa cleistogamia estaria relacionada as variagbgentais?

Assim, objetivou-se esclarecer aspectos adicicsase a biologia reprodutiva
de R. subsessilis, visando conhecer melhor as suas estratégiasdgpras sexuadas, 0
que pode subsidiar as estratégias de manejo dggpakscdes naturais.

OBJETIVO GERAL
Estudar a biologia reprodutiva Besubsessilis tendo em vista:

v' Esclarecer aspectos do comportamento fenolégicactemizando a dinamica
de floracao e frutificagéo ao longo do ano;

v Caracterizar, com base na morfometria floral, esifiwar os morfos florais;

v Verificar em populacao natural a ocorréncia deag@d sazonal na frequiéncia
dos morfos florais e, em individuos cultivados, oom escassez hidrica estaria
influenciando a producéo dos morfos florais;

v" Quantificar e verificar a viabilidade do polen e@rréncia e funcionalidade
do nectéario em diferentes morfos florais;

v Avaliar a participacao da autopolinizacao e danimdicdo cruzada no sistema
reprodutivo;



v' Analisar o comportamento germinativo das sementiemdas de diferentes

sistemas de polinizacao.

JUSTIFICATIVA

No contexto atual da Floresta Atlantica fragmentadatrita a pequenas areas
conservadas, se ressalta a importancia dos fragméotestais para a manutengcao da
diversidade biolégica (Zau, 1998). Tendo em vistaaerealidade ha um crescente
interesse em conservar 0s remanescentes florgstarso exemplo, cita-se o fragmento
da Estacdo de Pesquisa e Educagdo Ambiental da ddéaRaraiso (EPEAMP), no
municipio de Vigosa, Zona da Mata de Minas Getagsl do presente estudo. H4 uma
mobilizacdo tardia no sentido de conserva-lo, adés a década de 60 era local de
extracdo de madeira e fonte de abastecimento @depaga a cidade; hoje € uma floresta

em processo de recuperacao.

Na busca por conservar as espécies vegetais rerpates dos fragmentos
florestais, faz-se importante o conhecimento salby®logia reprodutiva, que envolvem
estudos basicos sobre o ciclo reprodutivo das &spéEntretanto, ha ainda pouco
interesse e investimento nesses estudos e essdadeak ainda mais evidente em
relacdo as plantas de sub-bosque, estrato ondensantea maior riqueza de
polinizadores (Kress & Beach, 1994), podendo essmtegeesse representar perdas

substanciais da diversidade floristica e faunistasafragmentos.

METODOLOGIA — PARTE GERAL
Areas de estudo

O presente trabalho foi realizado de janeiro de 28Q0@neiro de 2010, na
Estacdo Experimental de Treinamento e Educacdo éatédi Mata do Paraiso
(EPEAMP — Mata do Paraiso), fragmento florestatgmerente a Universidade Federal
de Vicosa (UFV), em Vicosa, Zona da Mata do EstddoMinas Gerais, sudeste
brasileiro (Figura 1). O fragmento abrange uma @@m cerca de 195 ha, em uma
altitude media de 690 m localizada a 20°45’07"&8&55'31”0 (Pezzopane, 2001).

Sua vegetacado é definida segundo a classificacMeldsoet al. (1991) como
Floresta Estacional Semidecidual Submontana ou &Mant estando inserida no
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complexo vegetacional da Floresta Atlantica (Rizz11997). A Mata do Paraiso desde
1966, quando foi doada pela prefeitura do munici@oVicosa a UFV, ndo sofre
maiores perturbacdes antropicas por estar sobgamigessa instituicdo e do Instituto
Estadual de Florestas (IEF) (Volpato, 1994). Deadiotensa degradacao no passado,
com o cultivo de café, extracdo de madeira e fodmade pastagens, o fragmento
consiste hoje em uma floresta secundaria residuel apresenta areas em diversos

estadios de recuperacédo (Pezzopane, 2001).

O clima de Vigosa, de acordo com classificagdo dppén (1948), € definido
comoCwhb, apresentando chuvas mal distribuidas ao longando com verdo quente e
uamido e inverno frio e seco (Pezzopane, 2001). Aslias anuais de precipitacéo,
umidade relativa do ar e temperatura sdo 1221,4 8if, e 19,4°C, respectivamente
(Figura 2), sendo as médias das temperaturas magimmnima, 26,4°C e 14,8°C
(Departamento Nacional de Meteorologia, 1992). Batho Ultima norma climatoldgica
apontam que a estacdo seca pode ser definida rampeate abril a setembro, meses
com menos de 60 mm de precipitacdo e temperateramdo de 11,1 a 26,6°C, e a
estacdo chuvosa estende-se de outubro a marco@snde 100 mm de chuvas

mensais e temperaturas entre 15,8 e 30°C.

——z

Figura 1: Localizacdo geogréfica e imagem aérea do fragmBotestal Mata do
Paraiso, em Vi¢osa, Minas Gerais, Brasil.



Durante o ano de 2009, em setembro a precipitd€i@orga 3) foi superior as
normais climatologicas (Figura 2) e ao limite dendf de chuva por més usado para
caracterizar més seco. A estacdo seca em 200%ndeqg a setembro, apresentou
quantidades de chuva bem inferiores as normaisatigygicas, sendo a média de
precipitacdo por més de 17,4 mm enquanto o vandemais corresponde a 32,5 mm.
As temperaturas mantiveram valores oscilando deosevalores das normais
climatoldgicas. Apesar das variagdes de precipitacéemperatura entre o periodo de
estudo e as normais climatoldgicas, essas varigeet®rrelacionaram positivamente e
significativamente a 1% de probabilidade £r0.8702,p = 0.0002; ¢ = 0.9290;p <
0.0001, respectivamente), ocorrendo aumento da tetope e precipitacdo nos meses
da estacdo chuvosa e reducdo desses valores nghoestaca. Esses dados

climatologicos do periodo de estudo foram obtidoEstacdo Meteoroldgica da UFV.

A variacdo do comprimento do dia (duracéo astronérdo dia ou fotoperiodo)
em Vicosa ao longo do ano (Figura 4) foi obtidaagipdo desenvolvimento de uma
equacao como sugerido por Harakawa (2004), comsidera latitude do municipio a
20°45’'S (ANEXO 1). Observa-se uma variagdo anudbtaperiodo de 10,86 a 13,36h,
sendo esses valores menores na estacao seca iasgj@pksentam, em média, 11,33h
engquanto na estagcao chuvosa, os dias possuem, e, 12 91h de duracdo. Quanto
ao tempo de brilho solar (Figura 4) ndo h& difeasrentre as estacdes seca e chuvosa,
sendo os valores maximo (7,21h) e minimo (3,78kgnkados no periodo chuvoso. Os
dados de duracdo de brilho solar do periodo dedestoram obtidos na Estacao

Meteorologica da UFV.

Além da Mata do Paraiso, estudos adicionais foramduzidos no Horto
Botanico (HB) da UFV, tendo em vista a necessiddée suporte laboratorial
(Laboratério de Anatomia Vegetal e Unidade de Gnescto de Plantas). Nessa area
alguns individuos dBuellia subsessilis foram cultivados em 2000, a partir de sementes
oriundas da Mata do Paraiso. Ao longo de nove @®2000 a 2009), verificaram-se

novos individuos estabelecidos, ocupando esponterdga locais mais sombreados.

Individuos deR. subsessilis também foram cultivados em casa de vegetacao a
partir de enraizamento natural de estacas retirddgdantas adultas na populacdo da
Mata do Paraiso. Foram cultivados ainda individdesRuellia brevifolia, espécie
tipicamente cleistbgama, para fins comparativoseksiltivo em casa de vegetacao foi
necessario para evitar o efeito das precipitachssopnétricas e, assim, pode-se avaliar

a influéncia do estresse hidrico sob a producaemufos florais.
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Figura 3: Diagrama climatolégico do periodo de janeiro aeddzro de 2009 para o
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Espécie estudada

Ruellia subsessilis (Nees) Lindau € subarbustiva, perene, com 0,5amnlde
altura. O caule, quando jovem, é quadrangular bessdo geniculados. Apresenta um
“rizoma” basal e propagacédo vegetativa por divdda@aule aéreo (Ezcurra, 1993). As
folhas sé@o opostas, pecioladas, com margem do limboa. As inflorescéncias séo
cimas monocasiais axilares que sustentam florea m@smogamas com grande
polimorfismo floral; o tubo da corola varia de &@,0 cm de comprimento (Figura 4)
(Limaet al., 2005). O fruto € uma capsula, que, quando madprasenta comprimento
aproximado de 2,0 cm. As sementes mantém-se liga&sito antes da deiscéncia via
retinaculo e, na deiscéncia, sdo liberadas de fawmpdosiva (Nees, 1847; Ezcurra,
1993).R. subsessilis possui potencial para ser utilizada como plantaroemdal (Brazt
al. 2000).

R. subsessilis apresenta distribuigao restrita ao Brasil, mapeeidicamente ao
sudeste de Minas Gerais e centro-oeste do Esfiaimto (Brazt al., 2002). Na Mata
do Paraiso, é encontrada em areas sombreadas dmspe, geralmente formando
agrupamentos de individuos. Individuos observadosoeais mais perturbados podem
apresentar as folhas levemente mais asperas egsctlores um pouco menores (Braz
et al., 2002). Material boténico testemunho foi depadsitano herbario VIC do
Departamento de Biologia Vegetal da UFV (n° 25.213)

Figura 4: Individuo deRuellia subsessilis com destaque para flor (a direita) e frutos (a
esquerda), Mata do Paraiso, Vicosa, Minas Gerais.



REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

BRAZ, D.M.; CARVALHO-OKANO, R.M.; KAMEYAMA, C. 2002
Acanthaceaala Reserva Florestal Mata do Paraiso, Vicosa, Measais. Revista
Brasileira de Botanica25: 495-504.

BRAZ, D.M.; VIEIRA, M.F.; CARVALHO-OKANO, R.M. 2000 Aspectos
reprodutivos de espécies de Acanthaceae Juss. dexgmento florestal do municipio
de Vicosa, Minas GeraiRevista CeresA7: 229-239.

BREMEKAMP, C.E.B. 1965. Delimitation and subdivisiof the Acanthaceae.
Bulletin of Botanical Survey of India 7: 21-30.

BROWN, W.V. 1952. The relation of soil moisture ¢teistogamy inSipa
leucotricha. Botanical Gazette1l13 438-444.

BURKART, A. 1943. Acantaceas indigenas como foegede emergencia.
Darwiniana 6: 192-202.

CULLEY, T.M. & KLOOSTER, M.R. 2007. The cleistogam® breeding
system: a review of its frequency, evolution, amtblegy in angiospermsThe
Botanical Review73: 1-30.

DEPARTAMENTO NACIONAL DE METEOROLOGIA — DNMET. 1992
Normais Climatoldgicas (1961-1990Brasilia: SPI/EMBRAPA, 84p.

EZCURRA, C. 1993. Systematics Bliellia (Acanthaceae) in southern South

America.Annals of Missouri Botanical Garden80: 787-845.

HAMAKAWA, P.J. 2004. No¢cbes de CosmografiaCaderno Didatico 36,
AEAGRI/ DEA/ URV, 37p.

HENSLOW, G. 1888. Cleistogampature 29: 104-105.

KOEPPEN, W. 1948Climatologia: com um estudio de los climas de la tierra.

México: Fondo de Cultura Econbémica, 479p.

KRESS, W.J. & BEACH, J.H. 1994. Flowering plant neguctive systemdn
La Selva — Ecology and Natural History of a Neotrojgal Rain Florest (L. A.
MacDdade, K. S. Bawa, H. A. Hespenheide & G. S.tétharn, eds.). University of
Chicago Press, Chicago, p.161-182.



LANGER, R.H.M., & WILSON, D. 1965. Environmental mwol of cleistogamy
in prairie grassBromus unioloides H. B. K.). New Phytologist64: 80—85.

LIMA, N.A.S. & VIEIRA, M.F. 2006. Fenologia de flagcdo e sistema
reprodutivo de trés espécieskigellia (Acanthaceae) em fragmento florestal de Vigosa,
Sudeste brasileirdrevista Brasileira de Botanica29: 681-687.

LIMA, N.AS.; VIEIRA, M.F.; CARVALHO-OKANO, R.M.; AZEVEDO,
A.A. 2005. Cleistogamia erRuellia menthoides (Nees) Hiern &R. brevifolia (Pohl) C.
Ezcurra (Acanthaceae) em fragmento florestal do Saderasileiro.Acta Botanica
Brasilica 19: 443-449.

LONG, R.W. 1971. Floral polymorphy and amphimicheeding systems in
Ruellia carolinensis (AcanthaceaeAmerican Journal of Botany 58: 525-531.

LORD, E.M. 1981. Cleistogamy: a tool for the stuafyfloral morphogenesis,

function and evolutionThe Botanical Review 47421-449.

MACHADO, I.C.S. & SAZIMA, M. 1995. Biologia da palizacao e pilhagem
por beija-flores emRuellia asperula Lindau (Acanthaceae) na caatinga, nordeste

brasileiro.Revista Brasileira de Botanical8: 24-33.

MANKTELOW, M. 2000. The filament curtain: a structu important to
systematics and pollination biology in the Acantes Botanical Journal of the
Linnean Society 133129-160.

MCDADE, L.A.; MASTA, S.E.;, MOODY, M.L.; WATERS, E.2000.
Phylogenetic relationships among Acanthaceae: pu&efrom two genomes.
Systematic Botany25: 106-121.

NEES, C.G. 1847. Acanthacealn Flora Brasiliensis (C. Martius, ed).
Munchen. 164p.

PEZZOPANE, J.E.M. 2001Caracterizacdo microclimatica, ecofisiologica e
fitossocioldégica em uma floresta estacional semiddaoal secundaria, em Vicosa,
MG. Tese de Doutorado, Universidade Federal de Viddgasa, 255p.

PIOVANO, M.; GALETTO, L.; BERNARDELLO, L. 1995. Flal morphology,
nectar features and breeding systemRuellia brevifolia (Acanthaceae)Revista
Brasileira de Biologia55: 409-418.

10



RIZZINI, C.T. 1997.Tratado de Fitogeografia do Brasil. Rio de Janeiro:
Ambito Cultural, 747p.

SCHEMSKE, D.W. 1978. Evolution of reproductive cheteristics in Impatiens
(Balsaminaceae): the significance of cleistogamy emasmogamyEcology 59: 596-
613.

SCHEMSKE, D.W. & LANDE, R. 1985. The Evolution ofelsFertilization

and Inbreeding Depression in Plants. 1. Empirices@vationsEvolution 39: 41-52.

SCOTLAND, R.W. & VOLLESEN, K. 2000. Classificatioof Acanthaceae.
Kew Bulletin 55: 513-589.

SIGRIST, M.R. & SAZIMA, M. 2002.Rudlia brevifolia (Pohl) Ezcurra
(Acanthaceae): fenologia da floracdo, biologia danpacao e reproducédrevista
Brasileira de Botanica25: 35-42.

STEBBINS, G.L. 1970. Adaptive radiation of reprotiue characteristics in
angiosperms, |: Pollination Mechanismginual Review of Ecology and Systematics
1: 307-326.

TRIPP, E.A. 2007. Evolutionary Relationships withire Species-Rich Genus
Ruellia (AcanthaceaeBystematic Botany32: 628-649.

UPHOF, J.C. 1938. Cleistogamic flowef$ie Botanical Review4: 21-49.

VELOSO, H.P.; RANGEL-FILHO, A.L.; LIMA, J.C.A. 1991Classificacdo da
vegetacdo brasileira, adaptada a um sistema univers Rio de Janeiro: Fundacao

Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica, 84

VOLPATO, M.M.L. 1994.Regeneracao natural em uma floresta secundaria
no dominio da Mata Atlantica: uma analise fitossodlogica. Dissertacdo de
Mestrado. Universidade Federal de Vigosa, Vigcogapl

ZAU, A.S. 1998. Fragmentacdo da Mata Atlantica: ésps TedricosFloresta
e Ambiente 5 160-170.

11



CAPITULO 1

Polimorfismo Floral, Sistema Reprodutivo e Padrées &minativos de Sementes de

Ruellia subssessilis (Nees) Lindau (Acanthaceae)
Resumo

Ruellia subsessilis € autégama, produz flores casmégamas polimordicdsngo

de todo o ano e, apesar de ndo serem registrasites Megitimas de polinizadores, a
frutificacdo natural € alta. Em observacdes préviastdes florais em pré-antese
apresentaram anteras deiscentes, estigmas recepto@sosicdo espontanea do polen
sobre os estigmas, o que somado ao fato da clamtager comum no género, ressalta
a necessidade de estudos complementares sobrecalugfn dessa espécie. Nesse
intuito buscou-se responder as seguintes queskesproducdo de morfos florais
distintos? A producdo dos morfos € sazonal (estagfi@ e chuvosa)? Quais as
diferencas morfoldgicas e bioldgicas entre os m@rfAscontribuicdo dos morfos na
producédo de frutos € semelhante? A espécie é predot@mente autbgama? Sementes
oriundas da autogamia sao distintas das oriunda®magamia? Para responder essas
questdes, de junho de 2009 (estacdo seca) a jalei010 (estacdo chuvosa), flores
frescas coletadas em populacdo natural foram aaliguanto a morfometria, nimero
de ovulos, quantidade e viabilidade dos grdos denpdeceptividade do estigma,
presenca de nectarios e de néctar e longevidaddiz&am-se polinizagcdes manuais,
em ambas as estacOes do ano, e analisaram-se egrognhdas de autopolinizagcéao
manual e polinizacdo cruzada quanto ao comprimepeso e velocidade de
germinagdo. Constatou-se a produgdo sazonal de difeieentes morfos florais:
casmoégamo reduzido (CR), na estacdo seca, e casmmdgamal (CN), na chuvosa.
Foi observada em baixa frequiéncia (2,82%), na &staeca, uma variante do morfo
CR, que apresentou cleistogamia “pré-antese”. MorfeR apresentaram menor
comprimento de corola, estames, anteras e pistémor nimero de évulos e gréos de
pélen e maior longevidade das flores em relacadCabsOs morfos CR estariam mais
aptos a autogamia enquanto os CN a alogamia, mespécie € prioritariamente
autdgama no local de estudo. Ambos os morfos térmibaido significativamente com

a mesma producgao de frutos. As sementes oriundasitdgamia sdo mais pesadas e
germinam mais rapido que as da xenogamia. A ghosiresultados, pode-se dizer que a
espécie apresenta dinamica reprodutiva adaptadanatemcdo da populacdo no local

de estudo sem, contudo, excluir possibilidadesxgloeacédo de novos habitats.
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1.1. Introducéo

Os estudos sobre os sistemas reprodutivos em aegoas fornecem subsidios
para o entendimento da evolucdo dos mecanismosdgpros e possibilitam uma
melhor compreensdo da ocupagdo e manutencao datasplaos mais diversos
ambientes, incluindo os remanescentes vegetacjooamuns nos dias atuais. Por
exemplo, a autogamia € um dos mecanismos que pitasabocorréncia de plantas em
ambientes perturbados, pois, ao contrario da xen@gandepende de polinizadores
para a producao de frutos e sementes (Goodwtléke, 2005).

Em espécies autbgamas, o menor investimento egéatte polinizadores pode
resultar em mais recursos para producao de sematdes de ocorrer possibilidade de
manutencdo do complexo génico adaptado ao ambéemtquestdo e eliminacdo dos
alelos deletérios da populacdo (Schemske & Land85)1%Contudo, pode haver
reducdo da variabilidade genética, depressdo emdcgaquando os alelos deletérios
nao sdo expurgados, e aumento da competicdo emtseraentes dispersadas nas
imediacdes da planta-méae (Schemske & Lande, 198acillie et al., 2005).

Nas populacdes de plantas autbgamas podem ocorder @gumas estratégias
que possibilitam a fertilizacdo cruzada, como e@ulinizacdo tardia, na qual ha
producdo de sementes por autogamia apenas em edatha na polinizagéo cruzada
(Lloyd, 1979). H4, portanto, a manutencdo no siateaprodutivo de um equilibrio
dindmico entre autogamia e xenogamia, influencipelos fatores ambientais. Outra
estratégia que permite a ocorréncia desse sistepradutivo misto € a cleistogamia
(Stebbins, 1970).

O termo cleistogamia, segundo Culley & KloosterQ@0 foi utilizado pela
primeira vez por Kuhn, em 1867, para descreveed$lajue nunca se abriam (“closed
marriage”), as flores cleistbgamas (CL), mas quseneolviam frutos. Depois, em
1877, Darwin &pud Culley & Klooster, 2007) observou que algumas eige
produziam exclusivamente flores CL e outras praaazsimultaneamente flores CL e
casmogamas (CA), as quais se abrem (“open marjiadrsr isso, atualmente,
cleistogamia é um termo utilizado para se refetimamorfo floral reduzido (flores CL)
ou para designar espécies de plantas que produpees CL e CA (cleistogamia
dimérfica). As flores CL caracterizam-se pela réatugio tamanho da corola e do
androceu e por relativa maturagédo precoce dasaangeiando comparado as flores CA
(Lord, 1981).
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A producao dos morfos florais na planta é, comumesdzonal, desencadeada
pelas condi¢des climaticas (Schemske, 1978; Lo®81)L Em espécies cleistbgamas
podem ocorrer morfos florais com caracteristicasrinédiarias entre as flores CL e
CA, denominadas casmogamas reduzidas e semickeimsé®g(Long, 1971). Os morfos
florais podem apresentar ainda diferencas nas semeglativas ao tamanho e peso
(Sun, 1999) e ao comportamento de germinacdo (YWdl884; Cheplick, 1996); as
sementes oriundas de flores CL sdo maiores e msasl@e e germinam mais devagar se

comparadas as oriundas de flores CA.

Além da cleistogamia dimorfica, alguns autores téoonhecido a “cleistogamia
em pré-antese” (Diaz & Macnair, 1999; Hua@t., 2006) em algumas espécies. Nesse
caso, alguns botdes florais se autopolinizam eeposinente se abrem. A vantagem
seletiva dessa cleistogamia estd associada ao tudeeatratividade das flores CA aos
polinizadores e a frutificacdo garantida (CulleyKéboster, 2007). Foi verificada em
Mimulus nasutus Greene (Scrophulariaceae; Diaz & Macnair, 1999)rphal ogramma
souliei Franch. (Primulaceae; Huaepat., 2006). Porém, devido ao fato da flor se abrir
e ndo apresentar reducdo drastica nos tamanhasala e do androceu, muitos autores
nao consideram as espécies com essas caractsrisficadutivas como cleistbgamas e

suas flores sdo denominadas de “casmoOgamas alliteeis”.

Culley & Klooster (2007) listaram 693 espécies stlayamas tipicas de
angiospermas, distribuidas em 228 géneros e cerc&0déamilias, dentre elas,
Acanthaceae. Nessa familia, destacam-se as espédie®llia com, pelo menos, 13
espécies cleistogamas, duas deRadi(evifolia e R. menthoides) ocorrentes em Vigosa,
Zona da Mata de Minas Gerais (Lirgtzal., 2005).

Ruellia subsessilis, a terceira espécie ocorrente em Vicosa (Btat., 2002), €
autdogama, floresce e frutifica ao longo do anayasemo as duas outras espeécies, mas
possui apenas flores CA, altamente polimorficasnélLét al., 2005, Lima & Vieira,
2006). Nao foram registradas visitas legitimas alejzadores as suas flores e, apesar
disso, a frutificacdo natural encontrada foi ab2,07%) (Lima & Vieira, 2006).

Foi verificado em flores deR. subsessilis, em observagbes realizadas
previamente ao presente estudo, que botdes flemaipré-antese apresentam anteras
deiscentes, estigmas receptivos e deposicdo espantib polen sobre os estigmas.

Essas observagbes somadas aos dados citados argat®re ao fato da cleistogamia
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ser comum no género, demonstram a necessidaddutl®esomplementares sobre a

reproducao dessa espécie.

Para tentar esclarecer aspectos adicionais da rteg@odsexuada deR.
subsessilis, buscou-se responder as seguintes questfes: (&)s @ diferencas
morfologicas e bioldgicas entre os morfos florai@P A producdo de morfos florais
distintos € sazonal (estacédo seca e chuvosa)?8hthibuicdo dos morfos na producéo
de frutos é semelhante? @)subsessilis € predominantemente autégama? (5) Sementes
oriundas da autogamia sao distintas (tamanho, @estgocidade de germinagao) das

oriundas da xenogamia?

1.2. Material e Métodos
1.2.1. Morfologia e biologia floral

Foram utilizadas 353 flores frescas coletadas emidubs diferentes, de junho
de 2009 a janeiro de 2010, de forma que o periedartho a setembro de 2009 cobriu
a estacdo seca e, de outubro de 2009 a janeirddd@ 2 chuvosa. Foram feitas
medi¢cdes em 30 a 80 flores por més, exceto julhandm foi possivel medir apenas 18
flores. Com auxilio de microscopio estereoscopgsomedicdes seguiram as ilustradas
na Figura 1: (A) comprimento do calice, (B) diaroada corola, (C) comprimento total
da corola, (D) do tubo da corola, (E) dos estamammes e (F) do pistilo. Também
foram medidos o comprimento de uma antera escolleoriamente e os ramos do

estilete, assim como foi contabilizado o niUmeradvdos em cada flor.

O numero de graos de pdlen foi contado em umaaaatarflores produzidas na
estacao seca (em julho) e chuvosa (em marco) t&ag foram utilizados cinco botdes
em pré-antese de cinco individuos diferentes ena castacdo, totalizando uma
amostragem de 50 botdes estocados em etanol 70&adaebotao, foi feita uma lamina
com os graos de pélen da antera escolhida aleatmia, macerando-a em carmim
acético (Dafniet al., 2005). Na contagem dos gréaos de pélen totaisnf@eparados os
viaveis dos inviaveis. Foram considerados viaveisga#os que apresentaram o

protoplasma totalmente corado e mantiveram o farrestferico.
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10 mm

Figura 1: Flor deRuellia subsessilis, em corte longitudinabom indicagdes de medidas

realizadas no estudo morfométrico. A = comprimedto céalice; B =
didmetro da corola; C = comprimento total da cqrbBla= comprimento do
tubo da corola; E = comprimento dos estames maibrescomprimento do

pistilo.

Para verificar a receptividade do estigma foi e@lo o teste com peroxido de
hidrogénio a 2% (Dafret al., 2005). Foram utilizadas 190 flores: 110 na estag&a e
80 na chuvosa. Foram dois horarios na estacaoceseaahuvosa (Figura 2) em que 0s
testes foram realizados em botbes florais, no diariar a antese, apds o que foram

realizados 10 repeticbes do teste em intervalonde fora até ocorrer senescéncia da

flor.
A) _18h ___ 24h___7h 8h 9h 10h 11h 12h 13h 14h 15h
B) __18h____24h___7h 8h 9Sh 10h 11h 12h
1° dia (botao floral) 2° dia (antese a senescéncia da flor)

Figura 2: Horario dos testes de receptividade do estigmanenfios florais deRuellia
subsessilis. A) Estacéo seca; B) Estacao chuvosa.
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Para confirmar a localizacdo dos nectarios flofgegundo Moylaret al., 2004)
e verificar a sua funcionalidade, botbées em présane flores abertas, produzidos na
estacao seca e chuvosa, foram fixados emsFAAposteriormente, estocados em etanol
70%. Seus pistilos foram desidratados em sérigaetilutica, incluidos em parafina
(Johansen, 1940) e seccionados em cortes tranisverdangitudinais com 6um de
espessura. Algumas secc¢fes foram coradas com safrdtilica e azul de astra e em
outras foi aplicado o teste de PAS (reagédo de S&iBrien & McCully, 1981), que
evidencia a presenca de polissacarideos. Fotogrdtieam confeccionadas em

fotomicroscopio (Olympus AX 70) equipado com sistéediPhoto.

Adicionalmente, testou-se nas flores a presencagldese com Tiras de
Glicose® (Alamar Tecno Cientifica Ltda.), indicadede acglcares simples (Dafet
al., 2005).

Algumas flores foram acompanhadas, desde a suaiabaté a senescéncia, na
estacao seca e outras na estacao chuvosa, pdicavarsua longevidade.

Os dados climatoldgicos do periodo de estudo fodcbtidos na Estacéo
Meteorologica da Universidade Federal de Vicosa @jtima norma climatoldgica,

disponibilizada pelo Departamento Nacional de Metegia (1992).

1.2.2. Sistema reprodutivo

Os tratamentos de polinizacao seguiram metodolagggerida por Dafnét al.
(2005) e foram realizados em junho de 2009 (estag&a) e em janeiro de 2010
(estacéo chuvosa).

Foram realizados os seguintes tratamentos: (1) Agpemmia — botdes florais
em pré-antese foram emasculados e ensacados; t()olinizacdo espontanea - botdes
florais em pré-antese foram ensacados; (3) Poliazaruzada — botdes florais em pré-
antese foram emasculados, ensacados e, apoés @, astélores foram polinizadas com
polen de outra planta e reensacadas; (4) Polirozabarta em flores emasculadas -
botdes florais em pré-antese foram emasculadopd@s a antese, as flores foram
expostas a visitacao; (5) Polinizacdo aberta (o)t flores marcadas foram expostas
a visitacao; (6) Autopolinizacdo manual em botéesis — botdes florais em pré-antese

receberam o proprio polen e foram ensacados; (f)iRgao cruzada em botdes florais
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— botbes florais em pré-antese foram emasculadodimgizados com polen de outra

planta.

Na estacdo seca foram utilizadas 50 flores para ¢edamento, exceto o0s
tratamentos 6 e 7 que foram apenas 30 flores. tdg&s chuvosa foram utilizadas 30
flores por tratamento, exceto o de agamospermiangoefoi realizado nessa estacéo,

apenas na seca.

1.2.3. Pesagem, tamanho e padrdo germinativo de sames oriundas da

autopolinizacéo e da polinizacéo cruzada

As sementes coletadas em setembro de 2009, oriuhelasatamentos de
autopolinizagdo e polinizacao cruzada em floremégamas foram pesadas em balanca
de precisdo Adventurer Ohaus (Modelo AR2140). OCopeéas sementes, de cada
tratamento, foi estimado a partir da pesagem de ammastra com 200 sementes. O
tamanho das sementes (do hilo ao apice, maior ¢ovapto) foi obtido com auxilio de
paquimetro digital utilizando-se 30 sementes de tadamento. Para a realizacdo do
teste de germinagao, as sementes foram armazesgradsacos de papel a temperatura

ambiente (29C) por dois meses, quando se atingiu nimero sofecide sementes.

Amostras de 40 sementes de polinizacao cruzadaaatdpolinizagdo, com trés
repeticbes de cada tratamento (total de 240 sem)efdeam colocadas para germinar
em caixas plasticas “gerbox”. Cada caixa continhmaxrla tripla de papel de filtro
(germitest)embebido com agua destilada na proporcéo de 2gs\vepeso do papel,
mantidas em luz e temperatura ambienfasando necessario, adicionou-se agua para

mantero papel umido.

A observacdo da germinacao foi feita durante 18 d@nsecutivos, efetuada
diariamente a mesma hora (17:00 h) e retirandodagydas normais, ou seja, com raiz
primaria, hipocétilo e cotilédones completamentgpagxiidos, para evitar que o
desenvolvimento das plantulas interferisse na gexgdio das outras sementes (Brasil,
1992).

Para as sementes de cada tratamento, foi calcaladbcidade de germinacao

(VG) conforme sugerido por Vieira & Carvalho (199diravés da seguinte expressao:

VG = (G X N+ (G X Np) +...+(G, X Ny)/ G +Gy +.... +G,,
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Onde: VG = velocidade de germinacaq;,G »= numero plantulas normais retiradas do
experimento a cada dia de analise; N. ,= nimero de dias decorridos da semeadura

até a respectiva contagem.

Finalizados os testes, as sementes que ndo geaminfram contadas e
observadas em microscopio estereoscopico, paréicaera presenca ou auséncia do
embrido. Aquelas que continham embrido e que néunigaram foram testadas quanto
a viabilidade, para verificar a presenca de dormaémtilizando solucéo de tetrazdlio a
0,075%, por aproximadamente uma hora, a 25°C. (si@ms com coloracdo rosea
foram considerados dormentes e os ndo corados fooasiderados mortos. A partir
desses dados se estimou a taxa de germinacdo §#nntes que germinaram) e de

viabilidade das sementes (% de sementes viaveis).

1.2.4. Analise dos dados

Os dados foram submetidos ao testes de normal{#ameolgorov-Smirnov) e
homogeneidade (Cochram C). Quando a distribuichadonal e as variancias iguais,
foi realizada comparagcédo entre duas médias a mhetireste de Student (ted)ee,
apenas nos casos especificos do sistema reprodetlipado comparacdo através de
teste de Chi-quadrado (tesk¥8). Nos casos em que ndo ocorreu confirmacédo de
normalidade e homogeneidade foi aplicado teste denMVhitney () para comparar
duas médias e, teste de Kruskal-Wallib, (através de método de Dunn, quando se
tratava de mais de duas médias. A correlacdo eatréaveis foi realizada através de
Correlacdo de Spearman. Adotou-se significanciagoade 5% (Zar, 1996).
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1.3. Resultados
1.3.1. Morfologia e biologia floral

Na Tabela 1 encontram-se os dados sobre a modiodolgiologia de flores de
subsessilis. Nas medicdes, excetuando-se o calice, as demadéslorais apresentaram
valores com grande amplitude, sendo todos os \&loiaimos registrados na estacéo
seca e 0s valores maximos na estacao chuvosatoossymédios, obtidos nas estacoes,
foram significativamente diferentes. As medidascdenprimento dos estames e do
pistilo, nas duas esta¢gBes, mostraram a hercogéaraeira fisica entre anteras e
estigma). Nesse caso, estigma acima das anteras.

Analisando as variagbes morfométricas mensalmea¢e jynho de 2009 a
janeiro de 2010) verificou-se que o comprimentaltda corola em setembro foi maior
que o encontrado nos demais meses da estacaoigeehao valor dos meses chuvosos
(Figura 3). Os numeros de 6vulos registrados néesaptaram diferencas significativas
entre setembro e os demais meses da estacao fgicaenor que o numero encontrado
nos meses chuvosos (Figura 4). Esses dados indicema corola responde mais
prontamente as variacdes de umidade, visto quenbeteapresentou precipitacdo
superior aos outros meses secos. Adicionalmerntepfstatada correlacédo significativa
apenas entre o comprimento da corola e os valergsetipitacdo do periodo de estudo
(rs = 0,77, p < 0,01). As demais caracteristicas morfolégicas Bfiresentaram

diferencas significativas.

A guantidade estimada de producao de polen foi nreoestacdo chuvosa se
comparada a da estacdo seca (t = 5,6/,0,01) (Tabela 1). Entretanto, ndo foram
constatadas variagbes significativas na porcentagengrao viaveis (t = -1,99 =
0,054) e inviaveis (t = 1,9p,= 0,054) entre as estacgdes.

Os estigmas, localizados na por¢ao ventral dogsaito estilete, encontravam-
se receptivos no botéo floral, 12 horas antes tksanaté o momento de senescéncia da
flor, em ambas as estacdes (Tabela 1). Foram fdedids trés tipos de ramos do
estilete (Figura 5). Os assimétricos foram os rfraiglentes (53,6%), seguidos pelos
quase simétricos e grandes (34,9%), ambos observedoduas estacdes. Os simétricos
e pequenos apresentaram baixa frequéncia (11,4%€oeeram exclusivamente na

estacéo seca.
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Tabela 1: Morfometria, numero de 6vulos, quantidade e vidhile dos graos de poélen,
receptividade do estigma, presenca de nectariesnéctar e longevidade de
flores deRuellia subsessilis, na estacdo seca e chuvosa, em Vigosa, Minas

Gerais.
EstacOes
Caracteristicas florais
Seca Chuvosa
MedicBes (cn) Min M Max Min M Max
Calice 0,93 1,65 2,54 0,99 1,81 2,68
Diametro 1,19 2,73 3,78 2,24 4.,03* 5,56
Corola Tubo 2,45 4.01* 5,68 3,31 5,05* 6,65
Total 2,88 5,04* 6,04 4,20 6,60* 7,90
Estames 2,14 3,95% 4,95 3,46 5,12* 6,05
Antera 0,24 0,36* 0,41 0,25 0,37* 0,44
Pistilo 2,57 4.,06* 4,90 3,53 5,17* 6,05
NUmero de 6vulos 10 13,56* 18 11 14,66* 18
NUmero Viavel Inviavell NUmero Viavel Inviavel
Gréos de péleh
394,72* 99% 0,94% 576,00* 98% 1,82%

Estigma Receptivo desde botao floral (12 h anteentisse) até queda da flor
Nectario Presente, logo abaixo do ovéario, e furadion
Producéo de néctar Confirmado com a glico-fita (1000 mg/dl)

Duragcdo Abertura  Queda Duragdo Abertura  Queda

Longevidade das flores
7,5h 7:00h 14:30h 5h 6:00h 11:00h

* = Significativamente diferente a 5%.
1 Min = minimo; M = médio; Max = maximo; valores emmcexceto antera, em mm. n

= 353 flores frescas.

Total de graos de pélen em uma antera.

% Producdo de néctar constatada por teste da coacatde glicose realizados com
Tiras de Glicose® (Alamar Tecno Cientifica Ltda.).
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Figura 3: Variacdo no comprimento total da corola Bogllia subsessilis de junho de
2009 a janeiro de 2010, em Vigosa, Minas Geraisc@#snas pontilhadas
representam os meses da estacdo seca e as calumaaneo os meses da
estacao chuvosa. Barras = desvio padrao. Z Se0:03; (7).
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Figura 4: Variagcdo no numero médio de Ovulos &uellia subsessilis de junho de
2009 a janeiro de 2010, em Vigosa, Minas Geraisc@snas pontilhadas
representam os meses da estacdo seca e as calumaaneo os meses da
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Figura 5: Tipos morfolégicos de ramos do estilete em flateRuellia subsessilis: A =
ramos simétricos e pequenos; B = ramos quase giog® grandes; C =
ramos assimetricos.

A confirmacdo da producdo de néctar, em ambastagdes (Tabela 1), foi
obtida com a glicofita que acusou concentragcao0f® Ing/dl de glicose na secre¢ao
(Figura 6). O nectério foi localizado abaixo do mwaem forma de disco (Figuras 7A,
B). E constituido por um tecido com conteido des® se corou com a safranina
(Figura 7C, D). Nesse tecido, observou-se acumellpadicos graos de amido. O néctar,
provavelmente, € liberado via estbmatos modificagura 7F), pois esses foram
observados apenas na porcao do nectario situati@weente em relagdo a posi¢éo do
pistilo (Figura 7B, E). O teste de PAS néo atespogitivamente a producdo de
polissacarideos no tecido nectarifero. Nado foranstatadas diferencas na estrutura e
nem na funcionalidade entre nectérios dos mortwaifi produzidos nas esta¢fes seca e
chuvosa.

Figura 6: Teste com Tiras de Glicose® (Alamar Tecno Ciegdifitda.), confirmando a
producédo de néctar (1000 mg/dl) em floreskddlia subsessilis.

23



e mm e mmm e = m - m — e o - o

Figura 7: Ruellia subsessilis. A: Esquema de um corte longitudinal de botacaflem
pré-antese. B: Ampliacdo da base do ovario ondensentra o nectario,
evidenciando um plano de corte (linha tracejada)regido de liberagcéo do
néctar (seta). C: Corte longitudinal destacando eoidd nectarifero
(asteriscos). D: Detalhe do tecido nectarifero eammtetddo denso corado
pela safranina (asterisco). E: Corte transversakdolo nectarifero, com a
regido de liberacdo do néctar indicada (setas).DEtalhe do estdmato
modificado (seta) na regido de liberagcdo do né®ax receptaculo; S =
sépala; P = pétala; O = ovario. Barras em A = 5@m;1lmm; C,D e E =
300pum; F = 20pum.

Foram observadas diferencas quanto a duracdo darflee as estacdes seca e

chuvosa; as flores sédo mais longevas na estacadauela 1).

As diferencas morfolégicas e bioldgicas registragiasflores deR. subsessilis

evidenciam a existéncia de dois morfos florais, atunominados, flores casmoégamas
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normais (CN), produzidas na estacdo chuvosa, edgasnas reduzidas (CR), na seca
(Figura 8).

Foram ainda observados, na estacéo seca, botées tom anteras deiscentes e
0 polen depositado sobre o estigma receptivo (alitepacdo precoce) e, portanto, ndo
hercogamicos. Esses botfes, posteriormente a géaposio podlen, se abriam e
apresentavam morfologia semelhante ao outro modduaido na estacao seca e, por
isso, também foi denominado de CR. Essa variantaatfo CR (Figura 8A) € dificil
de ser identificada, especialmente antes de ocamgese, ocasido em que se
observaram as diferencas. Apos a antese, a ditee=tg& no grau de expanséao dos lobos
da corola: lobos pouco expandidos (Figura 8A) earefi com autopolinizacdo precoce
e lobos mais expandidos (Figura 8B) no morfo seautapolinizagdo precoce. Além
disso, esses morfos com autopolinizacdo precoaenfobservados em baixa freqiéncia

na estacao seca (apenas cinco flores observadssjap2,82% dos morfos CR).

10 mm
Figura 8: Morfos florais em Ruellia subsessilis. Na estacdo seca: A = flores
casmoégamas reduzidas com autopolinizacdo precoce,= Bflores

casmogamas reduzidas sem autopolinizacao prececestdcdo chuvosa: C
= flor casmégama normal.

1.3.2. Sistemas reprodutivos

Os resultados dos testes de polinizacdo foram abtidaca de 15 dias apos sua

realizacdo, quando foram observados os frutosyais ¢jveram duracado de 20 a 30 dias
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na planta. Esses resultados, para flores CR ngdestseca e, para flores CN, na

chuvosa, encontram-se na Tabel®Zubsessilis ndo € agamospérmica.

Na estacédo seca, a polinizagdo cruzada e a paé#ozaberta resultaram em
altas frutificacdes, sem diferencas significatiya3 (0,05; 1) = 3,54X2 = 2,669). A
polinizacdo aberta com emasculacdo também apresatfi@urutificacdo que nao
diferiu da polinizacéo abertX? (0,05; 1) = 3,54X2 = 0,005). Os testes de polinizacao
realizados em botdes florais resultaram em difesefiutificacdesX? (0,05; 1) = 3,54;
X2 = 5,26); obteve-se maior frutificacdo na autapplicdo em relacdo a obtida na
polinizacdo cruzada. Durante essa estacao, prinepdée em junho e julho, foram
observadas abelhas da familia Apidapis mellifera Linnaeuse Trigona spinipes
Fabricius, e uma da familia Halictidagygochlorella sp., visitando as flores CR de
forma esporédica, para coleta de polen. Essengisentatavam anteras e estigmas e

atuavam na polinizacéo.

Na estacdo chuvosa, também a polinizacdo cruzadapelinizacdo aberta
resultaram em altas frutificacdes, sem diferengasfeativas §2(0,05; 1) = 3,54X2 =
0,001). Entretanto, a polinizacdo aberta com entas®o apresentou menor frutificacédo
que a obtida na polinizacdo aber¥ (0,05; 1) = 3,54X? = 17,84). Os testes de
polinizacdo realizados em botGes florais resultaeamfrutificagcdes que ndo deferiram
significativamente X2 (0,05; 1) = 3,54X2 = 5,26) entre si. Nessa estacdo, ndo foram

observadas abelhas visitando as flores.

Entre as estacles, obtiveram-se frutificacdes, mmmesmo teste, que diferiram
significativamente: a polinizacdo aberta com emlagéio K2 (0,05; 1) = 3,54X? = 35)
e a autopolinizagdo manual em botbes florx’s (0,05; 1) = 3,54X2 = 16,05). No
primeiro teste, as diferencas parecem ser rese#tadd visitacdo de abelhas ocorrida
exclusivamente na estacdo seca e, no segundo,opobmizacdo pareceu ser um

mecanismo mais efetivo também na estagéo seca.

Em ambas as estacdes os testes de polinizacda &bantrole) ndo diferiram
significativamente da polinizagdo cruzada assimao@o diferiram entre si entre as
estacdes, o que indica que as flores CR e CN témilmaido proporcionalmente com a

mesma producao de frutos.
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Tabela 2: Resultados de frutificagdo para os testes de pafiib conduzidos na
estacdo seca e chuvosa em floreRai#lia subsessilis na Mata do Paraiso,
Vicosa, Minas Gerais.

Estacdo seca Estacdo chuvosa
Testes de polinizacéo

Flores (n°) Frutos(%) Flores(n®Frutos(%)

Agamospermia 50 0,0
Autopolinizacao espontanea 50 89,0 20 95,0
Polinizacdo aberta (controle) 50 87,5 30 77,8*
Polinizacdo aberta com emasculacao 50 5,0 30 14,8*"
Polinizagdo cruzada 50 88,0 30 78,3
Autopolinizacdo manual em botdes florais 30 86,7* 30 19,6
Polinizacdo cruzada em botdes florais 30 50,0* 30 0,94

* = Significativamente diferente a 5% na estacao;
a, b = Significativamente diferente a 5% entrestagdes.

Excetuando-se as flores que se autopolinizam né@obibdral (autopolinizacéo
precoce), foi observado que a autopolinizacdo ¢8pea ocorre em flores senescentes
(autopolinizacao tardia) (Figura 9), caso o polen teha sido depositado no estigma
por algum vetor. A autopolinizacdo tardia ocorremomento de queda da corola e
estames, quando se desprendem do receptaculogBiGyr Durante a queda, as anteras
contatam o estigma, momento em que ha deposicgomagoio pdlen. Esse contato é
assegurado devido a posicao do estilete dentrtodaX estilete encontra-se envolvido
por uma bainha posicionada dorsalmente na flor,ogisela do tubo da corola (Figura
9B), e conduz a corola em abscisdo a uma trajetiidgatoria, que resulta na
autopolinizacéo (Figura 9C). Essa bainha é fornpedes filetes, adelfos e epipétalos.
Esse mecanismo e os resultados apresentados angsriermostram qui. subsessilis

€ uma espécie predominantemente autégama.
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1° dia

15° dia 40° dia

Figura 9: Mecanismo de autopolinizacao tardia Boellia subsessilis. A: Botao floral,
B: Flor em corte longitudinal; note a posicdo dasems em relacdo ao
estigma. Observe, em corte transversal, o es(ggtevermelho) envolvido
por uma bainha formada pelos filetes, isolando-otutm floral; C: Flor
senescente (abscisdo da corola e estames), emaugiteidinal. Observe o
contato das anteras com o estigma; D: Pistilo ieec&Dbserve a deposicao
de pdélen no estigmal/estilete apés queda da coratatames; E: Fruto
totalmente desenvolvido e com estilete persistentélice; F: Calice apos
dispersédo das sementes. Intervalo de 40 dias, aliaehtre a observacéo
do botéo floral até a dispersédo das sementes.

1.3.3. Pesagem, tamanho e padrdo germinativo de sames oriundas da

autopolinizacéo e da polinizacéo cruzada

O comprimento médio das sementes oriundas dogekiess (autopolinizacéo e
polinizacdo cruzada) foi de 3,6 mm. As sementesndas da autopolinizagdo foram
mais pesadas que as oriundas da polinizacdo crudd®5 e 3,725 mg,
respectivamente) e germinaram significativamentes mégpido (VG = 9,60 dias e VG =
10,54 dias, respectivamente; t = 348, 0,03).
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Das sementes oriundas de autopolinizacdo, 99,2%seamaram-se viaveis,
dessas 95,8% germinaram e 3,34% permaneceram desmefls sementes de
polinizacdo cruzada apresentaram 98,3% de gernunagao foram verificadas

sementes dormentes.

1.4. Discussoes

Em R. subsessilis a produgéo dos morfos casmogamo reduzido (CR)stagao
seca, e casmogamo normal (CN), na chuvosa, e angaesle flores cleistbgamas “em
pré-antese” sdo caracteristicas inéditadRedlia. Nesse género, € comum a ocorréncia
da cleistogamia dimorficasgnsu Lord, 1981), que comumente esta associada a um
polimorfismo floral, tal como demonstrado por Lirdaal. (2005) emR. brevifolia.
Essas autoras registraram polimorfismo floralRmsubsessilis, mas néo identificaram

os dois morfos e nem verificaram sua ocorrénciarsgdz

A producdo sazonal dos morfos parece ser infludacipelas condicdes
ambientais, tais como disponibilidade hidrica eihgosa, conforme prosposto por Long
(1977) em outras espécies Rigellia. Schemske (1978) observou em duas espécies de
Impatiens (Balsaminaceae) que morfos florais que resultamm@&mor gasto energético
pela planta, tais como as flores CR, teriam altonadaptativo quando produzidos em
periodos com condi¢Bes limitantes. Assim, de acoao esse autor, a producédo de
flores reduzidas associada a estagdo seca sergosa)tpois maximizaria 0 sucesso
reprodutivo da espécie por possibilitar uma fraéifido ao longo de todo o ano, tal

como ocorre enR. subsessilis.

A reducéo no tamanho dos verticilos florais, enposta a fatores ambientais, e
a consequente caracterizacdo de morfos florais aezaambém foram relatadas em
Mimulus nasutus (Scrophulariaceae, Diaz & MacNair, 1998Me guttatus (Fenster &
Carr, 1997). Nessas espécies, os morfos CR forastupidos por plantas cultivadas
sob baixa disponibilidade hidrica, e os CN, soa disponibilidade. Esses resultados e
os do presente estudo mostram que a producéo $asonmeorfos florais pode ser mais
comum entre as angiospermas e representa umaégstraeprodutiva de grande
importadncia para a manutencdo de algumas espéeieglamitas. Assim, além da
producdo continua de sementes que resulta da $daoleados morfos, também o
morfo CR néo exclui possibilidades de ocorréncialdgamia, uma vez que apresenta

antese normal e, portanto, pode produzir desceadamtavés de cruzamento
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xenogamico, o qual seria mais adaptado as condig@leersas por apresentar

possivelmente maior variabilidade génica (Schemskande, 1985).

As variagfes continuas no comprimento da corola aimero de 6vulos, nas
estacbes e, provavelmente, em resposta a preéipjtggpde ocorrer sob controle
distinto da expressédo génica, tal como sugerido Remster & Carr (1997). Esses
autores analisaram flores de espécieloaulus com as mesmas variacdoes encontradas
no presente estudo; entretanto, avaliaram difeseggeacoes e populagdes. A expressao
da corola deve ser mais influenciada pelos fatanelsientais, considerando sua pronta
resposta ao aumento da precipitacdo, enquanto,neeroide oOvulos, deve estar

prioritariamente sob controle endogeno.

Menor numero de grdos de podlen e 6vulos no morfo &R relacdo ao CN,
associado ao menor tamanho de corola, como retpstean R. subsessilis, foram
caracteristicas também observadas em espécigsnaéus (Fenster & Carr, 1997). A
maior frequéncia de amplos estigmas, simétricosagssimétricos, deve aumentar as
chances de deposicédo do polen, oriundo da poléizaguzada ou da autopolinizacao

tardia.

A receptividade do estigma d® subssesilis em periodo anterior a antese era
esperado, devido a autopolinizacdo precoce emsflomn cleistogamia “em pré-
antese”. Resultado semelhante foi obtido ®@mphalogramma souliel (Primulaceae)
por Huanget at. (2006). Esses autores observaram a cleistogaema gré-antese”
apenas em morfos florais com o estigma receptivarde a fase de botdo. Portanto, a
receptividade do estigma no botéo floral pode faser o morfo com cleistogamia “em
pré-antese”, embora 0 mesmo tenha sido pouco @mkeErem R. subssesilis. A
receptividade prolongada até a senescéncia dpdsibilita a autopolinizacéo tardia e,
com isso, garante a producado de sementes. Delthgya receptividade e em resposta a
pressdes seletivas distintas, o morfo CR com olgéshia “em pré-antese” poderia ser
favorecido na estacdo seca e o morfo CN, xenogameaggstacdo chuvosa, com a
possibilidade de autopolinizacéo tardia. Essa §oesntretanto, necessita de estudos

adicionais envolvendo diferentes populacteR.deibssesilis.

A presenca de nectarios funcionais em ambos osoméidrais pode significar
um aumento das chances de xenogamia, exceto nd®smmym autopolinizacdo
precoce, tendo em vista que o néctar € um recursopadinizadores (Proctor & Yeo,
1978). Contudo, essa possibilidade deve ser adalisan populacdes d® subsessilis
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com os polinizadores atuantes, provavelmente fleij@es Phaethorninae, com bico
curvo e longo. No local do presente estudo, seglrdnet al. (2000) e observacdes

pessoais, 0s polinizadores foram extintos.

A maior duragcdo das flores dB. subsessilis na estacdo seca ocorre
possivelmente devido as menores temperaturas, w@wpague com O aumento da
temperatura ha aumento na producao de etileno, ocagtona uma queda mais rapida
da corola (Aloni etl., 1995; van Doorn & Stead, 1997). A maior duragés morfos
CR resulta em maior tempo de exposi¢cao das flarewvigitantes e aumenta as chances
de polinizacdo. Os resultados das polinizacbestabem flores CR emasculadas, na
estacdo seca e ocasido em que foram observad@tasiflorais (abelhas), reforcam
essa afirmativa. Por outro lado, na estacdo chyuvtmas maiores, embora menos
duradouras, resultam em maior atratividade (Bidira% Cartar, 2004), o que aumenta

das chances de xenogamia, na presenca de poliresado

Em R. subsessilis, a baixa frequéncia do CR “em pré-antese” indiga gsse
morfo representa uma variacdo acidental do morfq @R funcdo da deiscéncia
precoce das anteras e receptividade do estigmatéo Horal, tal como observado em
Omphalogramma souliel (Huanget at., 2006). Essa baixa frequéncia, entretanto, pode
depender de fatores genéticos e ambientais, tab caurgerido por Diaz & Macnair
(1998). Esses autores verificaram que a expressdmatfo cleistbgamo “em pré-

antese” enMimulus nasutus € dependente desses fatores.

Long (1977) sugeriu uma base genética para a ajgistia em trés espécies

estudadas dRuellia (R. tuberosa, R. nudiflora e R. brittoniana), cuja expressao seria
determinada por fatores genéticos e ambientai$atOses ambientais sdo considerados
como uma das causas da cleistogamia desde Herls3@&8)( que observou que a baixa
temperatura nas estacdes frias induzia a produgdtmmes cleistbgamas. Se as flores
cleistbgamas “em pré-antese” apresentam uma dei@géo genética eR subsessilis,
0 nivel de expressdo nos individuos observadosteé l@@xo. Contudo, mesmo esse
morfo sendo ocasional, ndo se exclui as possidéisiduturas de uma fixacao genética,
0 que possivelmente ocorreu com o morfo cleistégapico (flores reduzidas que nao
se abrem). Nesse caso, além da maturacdo dassamteodinizacao precoces, teria sido
fixada a perda da expanséao da corola (Lord, 1981).

A adaptacdo distinta dos morfos florais a autoga@daxenogamia foi registrada
no teste de polinizagdo em bot&o floral: 0 morfo &fResentou maior frutificacdo na
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autopolinizacdo manual que a obtida no CN. Difeemsistemas reprodutivos também
foram verificados em morfos florais dd&mulus nasutus (Diaz & MacNair, 1998). Em

R. subsessilis, flores CR parecem apresentar maior adaptacatogaamia precoce (em

botdo), o que refor¢ca o exposto anteriormente smimi possivel fixacdo genética. Nas
flores CN ha um investimento maior na autogamidiaaro que € vantajoso por nao
reduzir as chances de ocorrer xenogamia. Contusee enorfo tem apresentado
reproducdo quase que exclusivamente autbgama devichitacdo de polinizadores na
area de estudo, que resultou em baixa frutificagiiteste de polinizacdo aberta com

emasculacao.

Assim, pelos resultados obtidos na autopolinizagiambos os morfos florais,
pode-se dizer que a autogamia é mais importantegaranutencdo dos individuos de
R. subsessilis no local de estudo. Além disso, nao foi constatbefmessdo endogamica
tendo em vista, além da alta frutificacdo, uma \@hthilidade das sementes oriundas da
autopolinizacdo. Contudo, nos locais em que est&eptes 0s polinizadores, o
predominio da autogamia pode néo ser vantajosovemgue esse sistema reprodutivo

pode acarretar em uma menor variabilidade gen@icdaemske & Lande, 1985).

Em relacdo ao possivel dinamismo reprodutivo olaskrvemR. subsessilis,
pode ocorrer uma consequente dinamica entre a sra@id da populacao no local de
ocorréncia e a exploracdo de novos habitats atrdaéproducdo de sementes com
diferentes estratégias de germinacao (Schoen &l 1©984). Os resultados obtidos no
presente estudo contradizem as predigfes teOrieagud as sementes autogamicas
germinam mais lentamente que as xenogamicas (Séaddoyd, 1984), o que pode
ocorrer em funcdo da germinacéao rapida ser seletiveentido de eficiente uso da agua
disponivel para as sementes. Ainda, a dorménciseaentes autogamicas tambéem
pode ser uma estratégia a competicdo densidadedisge entre plantas aparentadas
além de contribuir para formacdo de um banco desess (Cheplick, 1996).

O maior peso das sementes autogamicas pode determma maior
sobrevivéncia das plantulas @ subsessilis nas imedia¢cdes da planta-mée, como
observado em plantulas cultivadas \dela stagnina (Violaceae) (Eckstein & Otte,
2005). Além disso, 0 maior peso das sementes tarpbéea determinar maior tamanho
das plantas, tal como efnmpatiens capensis (Balsaminaceae), tendo importancia
significativa por aumentar a competitividade sdh densidade (Waller, 1984). Assim,
além do padrdo de germinacdo das sementes aut@gaentR. subsessilis que pode

evitar a competicdo e um consequente menor sucepsadutivo, esse sistema pode
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também ocasionar uma maior sobrevivéncia das pglaotajue tornaria a autogamia

ainda mais importante para a manutengado dessaespéc

1.5. Conclusbes

R. subsessilis produz sazonalmente morfos florais distintos: cagmos

reduzidos (CR), na estacao seca, e casmogamosiag@hy, na chuvosa.

Morfos CR apresentam menor comprimento de corstanees, anteras e pistilo,
menor numero de 6vulos e grédos de polen e maigelodade das flores em relagcéo
aos CN.

A espécie é prioritariamente autdgama. Os morfoseGBN tém contribuido
significativamente com a mesma producdo de frutgpsem ambos, ocorre
autopolinizagdo tardia, ocorrendo no CR, esporaticde (cerca de 3%), a

cleistogamia “em pré-antese”.

As sementes oriundas da autopolinizagdo sdo maedase e germinam mais

rapidamente que as oriundas da polinizagéo cruzada.
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CAPITULO 2

Fenologia reprodutiva emRuellia subssessilis (Nees) Lindau (Acanthaceae) e

interferéncia de fatores abiodticos nas fenofases @ndividuos cultivados
Resumo

No génerdRuellia a cleistogamia tipica € comum e a producéo sazlenfibres
cleistbgamas e de casmoégamas tém sido relacionddtor@s ambientaisRuellia
subsessilis produz dois morfos florais, o casmdégamo reduzito,estacdo seca, e 0
normal, na chuvosa, e sua floracao e frutificagémrem ao longo do ano. Para melhor
compreender a dindmica da producédo dos morfosdlerale frutos, foram estudados,
de janeiro de 2009 a janeiro de 2010, a fenolaggaodutiva e os fatores associados a
sazonalidade de producdo dos morfos Rmsubsessilis, em individuos de populacéo
natural e cultivados em casa de vegetacao. Fonauméta cultivados individuos de
brevifolia, espécie tipicamente cleistbgama, para fins coatipas. Em populacéo
natural, as fenofases foram avaliadas pelos indieestividade, calculado para a
classificagéo da sincronia, e de intensidade, gararminacao dos picos de produgao.
Foram contados os numeros de flores e de frutosirglmrescéncias marcadas
aleatoriamente, na estacéo seca e chuvosa. Nesdumaot cultivados das duas espécies
foram aplicados os tratamentos hidricos. Bmsubsessilis: solo na capacidade de
campo (CC; solo umido), solo com 50% da CC e solm 80 % da CC; e el
brevifolia: solo na CC e solo com 50 % da CC. Para estintaescimento vegetativo
foi medida a altura das plantas e calculada a nsessae, para 0 sucesso reprodutivo,
foram contados os numeros de flores, frutos e se®me®s morfos florais foram
identificados através de morfometria floral é®n subsessilis e por observacdo da
presenca de flores casmdégamas ou apenas de frutés larevifolia. Em populacao
natural, a floracdo e a frutificacdo foram cont8jusom picos de intensidade maxima
em janeiro e minima em agosto, de forma que ailtigtfo foi sazonal ao longo do
ano, concentrada na estacdo chuvosa. A floracdeseqgou baixa sincronia ou
assincronia e a frutificacdo apresentou alta simaron assincronia. Foi encontrada
relacdo significativa de aumento na intensidadefldeacdo com o aumento da
precipitacdo. A producdo de flores por infloresé@rioi significativamente maior na
estacado chuvosa, enquanto a producao de frutopogcantagem de frutificagéo por
inflorescéncia ndo diferiram significativamenterenas estacdes. Para os individuos
cultivados de ambas as espécies foram observadasattara e massa seca das plantas

sob maior disponibilidade hidric® producédo de flores, frutos e sementes foram
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significativamente maiores nas plantasRisubsessilis sob 100% da CC (solo umido).
Essas produgdes, nas plantafkdsubsessilis sob 100% da CC, n&o foram relacionadas
significativamente as variaveis temperatura, i@adia e fotoperiodo apesar de haver
aumento na producao de sementes ao longo do exgpdaint-oram produzidos distintos
morfos florais emR. subsessilis. casmégamo normal sob 100% da CC e camdgamo
reduzido sob 30 e 50% da CC. N&o ocorreu sazodalide produgao de morfos florais
sob 100% da CC, mas foi observado no morfo casmdgaormal aumento
significativo no comprimento total da corola e reitugo numero de 6vulos ao longo
do experimento. ErR. brevifolia, flores cleistbgamas foram produzidos em indivéduo
sob 50% da CC e as casmégamas em individuos sob d@@€; registrou-se maior
producdo de frutos nas plantas sob 100% da CC. Cawnoclusédo, a floracdo e
frutificacdo deR. subsessilis sdo continuas e apresentam picos de intensidalbegom

do ano e distribuicdo sazonal concentrada na estatpdvosa. A floracdo apresenta
maior intensidade com o aumento da precipitagé&reScimento vegetativo e 0 sucesso
reprodutivo de ambas as espécies cultivadas shmmiefados pela umidade do solo,

que também afeta a producéo de distintos morfoaiflor

2.1. Introducgao

A fenologia em florestas tropicais tem sido amplar@estudada e as fenofases
(foliacdo, floracéo e frutificacdo) tém ocorréncaanumente sazonal e estdo geralmente
relacionadas a fatores endogenos e ambientaiscdai® fotoperiodo, temperatura e
regime hidrico (Reich & Borchert, 198¥right, 1991; Sampaio & Almeida, 1994;
Borchert, 1994; 2000). Contudo, esses estudos té@rizado as espécies arboreas de
dossel (Njoku, 1963; Wright & van Schaik, 1994; Kltato & Leitdo-Filho, 1990;
Morellato et al., 2000; Sakai, 2001; Baweat al., 2003) em detrimento das espécies de
sub-bosque (Opleet al., 1980; Martin-Gajardo & Morellato, 2003; Marqués
Oliveira, 2004), estrato onde habitam os represézgaflorestais de Acanthaceae e,
talvez por isso, estudos fenoldgicos envolvenda é&smilia ainda sdo escassos (Opler
et al., 1980; Batalha & Matrtins, 2004; Munhoz & Felfili, @B).

Nessa familia, soma-se ainda a ocorréncia de espéeistbgamasdnsu Lord,
1981). No géner®uellia foi registrada a ocorréncia de cleistogamia ero penos 13

espécies (Limat al., 2005). As flores cleistbgamas constituem estagtinconspicuas
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(Uphof, 1938; Lord, 1981), dificeis de serem vigaas e, por isso, a floracdo dessas

plantas passa as vezes despercebida.

Segundo Brown (1952), a producdo de flores casmagascleistbgamas, em
espécies cleistbgamas, também segue uma tend@&@maas EmSipa leucotricha
Trin. & Rupr. (Poaceae), esse autor relatou que soin alta umidade desencadeia a
producao de flores casmdgamas e a baixa umidgaedacao de cleistogamas. Além
do regime hidrico, o fotoperiodo (Langer & Wilsd®965), as varia¢cdes na temperatura
(Henslow, 1888) e a intesidade luminosa (Schem&8@8) também sao fatores que
interferem na producédo sazonal de morfos florassiA, essas variacoes ambientais
recorrentes agiriam como sinais externos, que ptarferir nas rotas metabolicas
levariam a expressdo génica diferenciada, 0 quesecoentemente, pode garantir a
reproducdo, resultando em eficiente exploracdondoiente e maior adaptabilidade da

espécie em questdo (Schemske, 1978).

Lima et al. (2005) e de Lima & Vieira (2006), em trabalhosalimdos na area
do presente estudo, um fragmento de floresta est@civerificaram que a floracdo e a
frutificacdo de trés espécies Beellia, duas delas cleistogamaR. previfolia e R.
menthoides), ocorreu ao longo de todo o ano. Piovahal. (1995) e Sigrist & Sazima
(2002) sugeriram que eR brevifolia a producado de flores cleistogamas (CL) ocorre
em periodo de menor disponibilidade de luz e ags&an fornecerem dados
experimentais. Miranda (dados ndo publicados, wapit) verificou que a terceira
espécieR. subsessilis, ndo produz flores cleistbgamas tipicsengu Lord, 1981), mas
produz dois morfos florais: casmégama reduzida snégama normalO primeiro
morfo é produzido na estacdo seca e 0 segundaagieshuvosa, possivelmente em

decorréncia da variacdo sazonal de agua no solo.

Para melhor compreender as fases fenologicas ngprasl em Ruellia
subsessilis e os fatores climaticos associados a producado ndmgos florais, em
populacdo natural, o objetivo foi responder as segsiquestdes: (1) Ocorrem periodos
de maior intensidade (picos) de producéo de flerele frutos, ao longo do ano? (2)
Picos de intensidade estédo correlacionados a piagpi, temperatura e ao fotoperiodo?
(3) Ocorre sincronia de floracdo e de frutificagidre individuos? (4) A producéo de
flores, frutos e a porcentagem de frutificagcdo pdlorescéncia diferem entre as

estacdes seca e chuvosa?
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Para melhor compreender as respostas fenologicaslagdo a disponibilidade
hidrica, individuos d®uellia subsessilis e deR. brevifolia foram cultivados em casa de
vegetacaoR. brevifolia foi utilizada para fins comparativos, pois tragaee espécie
cleistbgama tipica. Buscou-se responder: (1) @ssgtrhidrico interfere no crescimento
vegetativo (altura média e massa seca das plantag)sucesso reprodutivo (producéo
de sementes) das espécies? (2) Em plantRsalsessilis, cultivadas em solo amido, a
producdo de flores, frutos e sementes esta coioaba aos diferentes fotoperiodos,
irradiancias e temperaturas? (3) Ha producao déosflorais distintos nas espécies em
resposta aos diferentes niveis de disponibilidakica? (4) Ha sazonalidade na
producdo dos morfos florais em individuosRleubsessilis, cultivados em solo imido,

devido as variag6es no fotoperiodo, irradianciengperatura?

2.2. Material e Métodos
2.2.1. Monitoramento fenoldgico ddR. subsessilis em populagdo natural

As fenofases observadas foram: floragdo — preselecdlores abertas; e
frutificacdo — presenga de frutos (ainda imaturstamdo fechado e verde). As
observacdes foram realizadas semanalmente no peténeiro a dezembro de 2009,
totalizando de 48 episddios reprodutivos (24 nagast chuvosa, de janeiro a marco e
de outubro a dezembro; e 24 na estacao seca, itla abtembro). Foram utilizados 20
individuos na Mata do Paraiso, escolhidos aleatende, e 10 individuos no Horto
Botanico. Observou-se uma distancia minima de tnésros entre os individuos
marcados para evitar clones, de acordo com Foug&ni€harpantier (1975) e d’Eca-
Neves & Morellato (2004). Os padrbes de floracaruéificacdo foram definidos
segundo classificacao de Newstreinal. (1994).

Para obtencdo do indice de intensidade dos ev@aroRkgicos foi calculada a
média mensal de producdo de flores e frutos poivioheb (Optleret al., 1980).
Avaliou-se a partir desse indice a sazonalidaddisiebuicdo da floracao e frutificacéo

ao longo do periodo reprodutivo.

O indice de atividade de floracdo e frutificacdo deiterminado a partir da
porcentagem de individuos da populacdo que maaiéest o evento fenoldgico. A
sincronia foi classificada a partir desse indicafaone sugere Bencke & Morellato

(2002), em que o evento fenoldgico € consideragginarono, quando menos de 20%
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dos individuos se apresentavam na fase fenolégicaco assincrono ou sincronia
baixa, quando 20-60% dos individuos se apresentaafase fenoldgica; e sincronia
alta, quando a fase fenoldgica foi representadanais de 60% dos individuos.

Foi verificado ainda se os indices de atividadentensidade mensais se
apresentam correlacionados as variaveis precipitaginperatura e fotoperiodo, ao

longo do periodo de estudo.

A producéo de flores e frutos por inflorescénciar, estacdo, foi estimada em
individuos da Mata do Paraiso, a partir da contagkmflores e frutos em 40
inflorescéncias marcadas aleatoriamente em fewvedeir2009 (estacdo chuvosa) e 20
em agosto de 2009 (estacdo seca). Nessas infloosétambém se estimou a
porcentagem de frutificacdo a partir de dois reggssequenciais (com intervalo de 10

dias) do numero de flores e de frutos para cadgast

Aos dados fenoldgicos, considerando os resultadsgidas areas de estudo em
conjunto, foram aplicados testes de normalidade moheneidade (Komolgorov-
Smirnov e Cochram C, respectivamente). As compamddas quantidades de flores,
frutos e sementes produzidos entre os meses fogalizadas a partir de teste de
Krushal-Wallis. Para comparar essas producdes astrestacdes seca e chuvosa foi
utilizado o teste de Mann-Whitney. Foi calculadaaarelagcdo de Spearman)(e
aplicada regressao entre os indices de atividadeeresidade mensais e as variaveis,
correspondentes ao més anterior, climaticas (teatyrar média e precipitacdo do

periodo de estudo e, das normais climatolégicasipeoperiodo.

Para testar a sazonalidade de distribuicdo daciora frutificacdo ao longo do
periodo reprodutivo foi realizada uma analise dsriduicdo circular dos indices de
intensidade mensais, o0 teste de Rayleigh (Zar, )196e permite calcular a
concentracdo de cada evento fenolégico em tornordedata especifica no ano e testa
a uniformidade da distribuicdo dos eventos. Fotatonivel de significancia padrao
de 5% (Zar, 1996).

2.2.2. Monitoramento fenoldgico deR. subsessilis e R. brevifolia em condicdes

semi-controladas com imposicao de escassez hidrica

Os experimentos foram realizados de maio de 20@8@ero de 2010em casa

de vegetacao na Unidade de Crescimento de Pldo@RB){ Universidade Federal de
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Vicosa. Plantas das espécies estudadas (BOglbsessilis e 20 deR. brevifolia) foram
obtidas previamente por enraizamento natural decastretiradas de plantas adultas
aleatédrias, ocorrentes na Mata do Paraiso. AsgsdateR. subsessilis foram mantidas
sob sombrite para diminuir a intensidade de ludere e permitir melhor aclimatacao,

0 que nao foi aplicado eR brevifolia por esta espécie ocorrer naturalmente em locais

com maior intensidade luminosa.

O cultivo foi realizado em vasos preenchidos cokg3le substrato, preparado
a partir de mistura do solo retirado no local dergncia das plantas e areia, na
proporcéao de 2:1. Analises quimicas preliminaresselesubstrato indicaram n&o haver
nenhuma deficiéncia de nutrientes, sendo, portaadeguado ao cultivo. Quanto a

granulometria, o substrato foi considerado na elésstural areia-franca.

Apés o estabelecimento das plantas, cerca de 50 agi@s o plantio, e na
presenca de flores foram aplicados trés tratamémtivEos no solo: solo na capacidade
de campo (CC) (solo umido, controle), solo com S#4CC e solo com 30 % da CC.
Os individuos ddR. brevifolia foram submetidos apenas aos tratamentos: solcCna C

solo com 50 % da CC. Em cada tratamento foi utlizamostra de 10 plantas.

A capacidade de campo do solo foi determinada @ plEr cinco amostras de
100g do substrato seco a 103°C por 48 horas, gamfsaturadas com agua até que o
volume percolado de agua fosse constante (Fetiad., 1980). Os valores obtidos
foram extrapolados para a quantidade de terradaontis vasos e ajustados os valores
de 30% e 50% da capacidade de campo para os tratsmespecificos. O controle da
irrigacao foi realizado pelo método gravimétricosggem dos vasos), adicionando-se
agua até que a massa do vaso atingisse o valoio ptéterminado, considerando a

massa do solo e de agua (Freiral., 1980).

Uma curva exponencial foi ajustada (r? = 0,962a4dipde dados de retencéo de
agua e os respectivos potenciais hidricos do sibstte cultivo (Figura 1), o que
possibilita inferéncias sobrestatus hidrico do solo,) nos tratamentos de 30 e 50%
da CC. Para isso, mensalmente se estimou o tegudenos vasos diminuindo do peso
umido de 100g de solo amostrado em um vaso 0 pessadnesma amostra apos
secagem a 103°C por 48 horas. Foram realizadaartréstragens mensais do teor de
umidade do solo para cada tratamento e os valabesitsiidos na equacao da curva de

retencdo para se obter os potenciais hidricos agjptantas estiveram sujeitas.
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Figura 1. Curva de retencdo de agua ajustada a partir desdbedpotencial hidrico do
substrato de cultivo fornecidos por analise fiseaizada pelo Laboratério
de Fisica do Solo (UFV), Vicosa, Minas Gerais. 0,05.

A producéo de flores e de frutos em plantafkdsubsessilis sob os diferentes
tratamentos hidricos foram contabilizadas semanmdbnee junho de 2009 a janeiro de
2010. A producdo de sementes foi estimada muliipio-se o numero de frutos
produzidos por planta, de cada tratamento hidpety respectivo nimero médio de

sementes contadas em 30 frutos aleatoriamente ratiostEm cada tratamento.

Para avaliar enR. subsessilis a influéncia da variagdo natural no fotoperiodo,
irradiancia e temperatura ao longo do experimeobvesa producéo de flores, frutos e
sementes considerou-se apenas plantas controleejiaiaar da analise o efeito do
estresse hidrico. Dados de temperatura e irradiafmiam obtidos na Estacdo
Meteoroldgica da UFV e o fotoperiodo foi calcula@dNEXO 1) conforme sugeriu
Harakawa (2004), sendo que as trés variaveis agpezae valores crescentes de maio
de 2009 a janeiro de 2010.

Para verificar a producao de diferentes morfosaiffoemR. subsessilis foi feita
avaliacdo morfométrica das flores produzidas pgidentas sob os diferentes
tratamentos hidricos. Foram analisadas 30 floesc&s de cada tratamento hidrico de
junho a dezembro de 2009. Essa andlise foi feita emxilio de microscopio
estereoscopico considerando as seguintes medidaarimento do calice, da corola

43



total, do diametro e tubo da corola, dos estamesadteras, do pistilo, dos ramos do
estilete e contabilizando o niamero de 6vulos. Essadidas foram comparadas as
obtidas por Miranda (capitulo 1) para identificag&gossiveis morfos florais.

Para verificar emR. subsessilis a possivel ocorréncia de sazonalidade na
producao dos morfos florais em resposta a variag&wsal no fotoperiodo, irradiancia e
temperatura, ao longo do experimento, considerapseas os morfos produzidos nas

plantas controle.

Em R. brevifolia, foi verificada a presenca do morfo casmégamovésrala
simples observacdo de flores coloridas (vermell@as)antese, uma vez que a espécie
apresenta cleistogamia tipicser(su Lord, 1981). A presenca do morfo cleistbgamo,
dificil de ser observado, foi inferida pela frutdcdo. Foram realizados dois registros de
producédo de frutos, em agosto (ap0s dois mesasatdenento) e em dezembro de 2009
(ap6s quatro meses de tratamento). A producao rderges foi estimada para flores
casmogamas e cleistbgamas pela contagem do nuraesenagentes em 20 frutos de

cada morfo floral.

Para caracterizar se as plantasRlesubsessilis e R. brevifolia sob escassez
hidrica (sob 30 e 50% da CC) estavam sob estredgedhiem janeiro de 2010, entre
8:00 e 10:30h, trés plantas de cada tratamentonfa@aliadas quanto a taxa de
fotossintese liquida (A), a condutancia estomdtés) e a transpiracdo (E). Para isso,
utilizou-se um analisador de gases no infraverméitya) — Licor 6400, com fontes
luminosas fixas de 40Qmol m-*s- paraR. subsessilis e 700 umol m-?s- paraR.

brevifolia, valores esses determinados como pontos étimagiaga curva de luz.

Ao final do experimento, para avaliar o crescimevgetativo foi medida a
altura das plantas (da base ao apice caulindR) sldsessilis e R. brevifolia e calculado
o incremento de massa seca na parte aérea e naraassa seca foi determinada
através de secagem em estufa a 60°C até pesontendts raizes e parte aérea

envolvidas em sacos de papel separadamente.

Para as analises estatisticas procedeu-se aoss tdstenormalidade e
homogeneidade (Komolgorov-Smirnov e Cochram C,aesmmente). Aos dados nao-
paramétricos, foi aplicado teste de Mann-Whitnetreedois tratamentos e, teste de
Krushal-Wallis para mais que dois. Aos dados nasradiomogéneos, foi aplicado teste

de Student para comparar dois tratamentos e,deskekey para mais que dois.
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Através de regressdo foram testadas algumas hgsotesbre crescimento
vegetativo e sucesso reprodutivo em resposta ardisfidade hidrica. No tratamento
controle, a producdo de flores, frutos, sementes dados morfométricos das flores
foram relacionados através de regressdo aos dagloentperatura, irradiancia e

fotoperiodo correspondentes ao més anterior.

Foi adotada uma significancia padrao de 5% de pibdiade (Zar, 1996).

2.3. Resultados
2.3.1. Monitoramento fenolégico ddR. subsessilis em populagéo natural

Os individuos deR. subsessilis apresentaram floracdo e frutificacdo continuas,
com alguns picos. O pico maximo, para ambos ostesefoi em janeiro (Figura 2).
Entre os individuos da Mata do Paraiso (MP) e o#Hddo Botanico (HB) foram
observadas diferencas fenolégicas. No HB, o picdla@cdo na estacdo chuvosa
ocorreu em janeiro e em fevereiro e, na MP, sendste de janeiro a margo. A

frutificacdo apresentou pico em janeiro na MP gamairo e junho no HB.

Houve tendéncia de maior producéo de flores, frateementes nos meses da
estacdo chuvosa (Figuras 2), mas sem diferencasicagjvas entre estacdes, mas as
diferencas foram significativas entre os meses @#439,p = 0,01, H = 53,158p <
0,01 e H = 51,948, < 0,01; respectivamente): a maior producdo enir@amea menor,
em agosto. A Figura 2 mostra ainda numeros de fegogre maiores que os de flores
por més, o que deve ser reflexo da curta longeviadkdeflores (5,0 a 7,5 horas;
Capitulo 1) em relacéo a dos frutos (20 a 30 @agjtulo 1).
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Figura 2: Fenologia reprodutiva deuellia subsessilis, de janeiro a dezembro de 2009,
em Vigcosa, Minas Gerais. A = numero de flores; Bimero de frutos; C =
namero de sementes. Meses com pelo menos uma rfetsan@éo diferiram
a 5% de significancia.
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Os indices de intensidade de floracdo (Figura 3Autficacdo (Figura 3B)
apresentaram valores maximos em janeiro (1,43 e 6f@Bes/individuo,
respectivamente) e minimos em agosto (0,03 e Or8sfindividuo, respectivamente).
Apesar da maior intensidade de producédo de flofegti@s ocorrer na estacédo chuvosa,
0 periodo de outubro a dezembro apresentou valtw@gos (0,56 e 1,57
flores/individuo em média, respectivamente). Essaomintensidade na estacao
chuvosa apresenta uma distribuicdo sazonal ao ldogeriodo de estudo (r = 0,553, Z
=7,939,p < 0,01; r = 0,35, Z = 3,18%, < 0,05; respectivamente), concentrando-se de

dezembro a fevereiro.

A floracdo apresentou baixa sincronia em janeifevereiro e de abril a junho,
enquanto no restante do ano foi assincrona (Fg@yaNa frutificacdo, a sincronia foi
alta em janeiro a junho e nos outros meses foi @auecronica, exceto em agosto,

guando se mostrou assincrona (Figura 3B).
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Figura 3: indice de atividade e de intensidade de floragoe( frutificacdo (B) de
Ruellia subsessilis, de janeiro a dezembro de 2009, em Vicosa, Miresi&
Linhas = indice de intensidade; Colunas em brandodice de atividade da
estacdo chuvosa; Colunas preenchidas = indicevieaate da estacéo seca.
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A sazonalidade de distribuicdo da floracao e fn#fao ao longo do periodo de
estudo (r = 0,553, Z = 7,93p,< 0,01; r = 0,35, Z = 3,18%p, < 0,05; respectivamente)

ocorreu na estagado chuvosa, no periodo de dezenfdverairo.

Quanto a influéncia das varidveis climaticas etoderiodo no comportamento
fenologico, foi encontrada apenas uma relacao fgigtiva de aumento no indice de

intensidade de floracdo e a precipitacéo (Figura 4)
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Figura 4: Relacdo entre a producéo de floresRerdlia subsessilis e a precipitacao, de
janeiro a dezembro de 2009, em Vicosa, Minas Ggra9,05.

A producéo de flores por inflorescéncia foi mai@ @stacdo chuvosa (2,45
flores/inflorescéncia) que na seca (2,02 flore®iekcéncia) (U = 295,59 = 0,05). A
producado de frutos por inflorescéncia ndo difergnificativamente entre as estacoes:
na chuvosa foram 5,6 frutos/inflorescéncia e, nea,sé&,3. A porcentagem de
frutificacdo na estacao seca foi de 79,3% e naasaude 77,7%, 0 que também né&o

diferiu significativamente.

2.3.2. Monitoramento fenoldgico ddR. subsessilis e R. brevifolia em condi¢cbes semi-

controladas com imposi¢ao de escassez hidrica

As médias mensais estimadas dos potenciais hiddoosolo ao longo do
experimento (Figura 5) mostraram que nos tratamsed® escassez hidrica o solo
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apresentou menores potenciais hidricos, 0 que esuggr esses tratamentos
provavelmente impuseram estresse hidrico nas plaAtam disso, se observou certa
constancia no potencial hidrico em cada tratamehitante todo o periodo de

experimento.
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Figura 5: Potencial hidrico estimado para solo sob tréanrantos hidricos: 100% da
capacidade de campo do solo (CC), 50% e 30% dad€@aio de 2009 a
janeiro de 2010, em Vigosa, Minas Gerais.

Em relacdo a taxa fotossintética, a transpiracaocendutancia estomatica, os
maiores valores foram observados nas plantas cemteit. subsessilis (Figura 6A-C) e
R. brevifolia (Figura 6D-F) em relacdo aquelas sob escasserd)idr que permite
inferir que esses tratamentos de escassez impusstaesse hidrico. Nao se observou
diferencas significativas entre plantas Rlesubsessilis sob os tratamentos de 30% e
50% da CC (Figura 6A-C).
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Figura 6: Taxa fotossintética, transpiracdo e condutand@mrettica de plantas deuellia subsessilis (A-C) e Ruellia brevifolia (D-F) cultivadas
em casa de vegetacdo sob diferentes tratamentdsobjdde maio de 2009 a janeiro de 2010, em Vjchbtaas Gerais. CC =
capacidade de retencdo de agua do solo. Tratameatospelo menos uma mesma letra foram iguais e letra diferente
apresentaram diferencas significantes a 5% de pilalzde.
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A altura média e a massa seca das planta®k deibsessilis e R. brevifolia
apresentaram variacao significativa entre os ditesetratamentos hidricos (Tabela 1). Foi
observado para ambas as espécies uma maior adtsialahtas sob maior disponibilidade
hidrica (r = 0,817p < 0,01; r = 1,781p < 0,01 respectivamente). Quanto a massa seca, se
observou maior massa da parte aérea e raiz sob digfonibilidade hidrica apenas é&n
subsessilis (r = 0,944,p < 0,01; r = 0,908p < 0,01 respectivamente) e, a relacao raiz/parte

aérea ndo apresentou aumento sob menor dispoadslicidrica (r = 27,81%,= 0.91).

Tabela 1: Comparacdo das alturas médias e massa seca tesplaRuellia subsessilis e
Ruellia brevifolia cultivadas sob diferentes tratamentos hidricoscasa de
vegetacdo, de maio de 2009 a janeiro de 2010, eps¥) Minas Gerais.

Tratamentos R. subsessilis (Teste de Tukey) R. brevifolia (Teste t)
Altura (cm) Massa seca (g) Altura (cm) Massa sgga (
PA R PA R
100% CC 98,86% 30,47 4,84 47,99° 10,86* 2,37°
50% CC 54,59" 15,22 2,54 24,38" 9,95° 1,46’
30% CC 28,04° 7,28° 1,09

CC = capacidade de retencdo de agua no solo; Rte @érea da planta; R = sistema radicifar;
= Tratamento ndo aplicaddratamentos com pelo menos uma mesma letra foraaisige
com letra diferente apresentaram diferencas stgmfes a 5% de probabilidade.

A maior producao de flores eR subsessilis sob os diferentes tratamentos hidricos
foi em agosto e setembro de 2009 e a menor ocerrejunho e julho de 2009. A maior
producédo de frutos e sementes foi em janeiro d@,28h plantas sob os tratamentos 50 e
100% da CC e, em junho de 2009, em plantas sobd30@€. A menor producao de frutos
e sementes ocorreu em janeiro de 2010, em plaoba83% CC, em outubro, em plantas
sob 50% CC e, em junho, em plantas sob 100% CQrgig).
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Figura 7: Producdo mensal de sementes, de junho de 2008ieojale 2010, em plantas de
Ruellia subsessilis cultivadas em casa de vegetacdo, em Vicosa, Mbeasis,
sob diferentes tratamentos hidricos. CC = capaeid&dretencédo de agua pelo
solo.

A producdo de flores, frutos e sementes (Tabela eBfontradas foram
significativamente maiores nas plantas controldRdsubsessilis que nas submetidas aos
niveis de escassez hidrica (U = 2497 0,013; U = 1666p < 0,01; U = 1881p < 0,01,

respectivamente).

Tabela 2: Produgéo de flores, frutos e sementes em plantaRudlia subsessilis
cultivadas em casa de vegetacdo, em Vicosa, Mirasis; sob diferentes
tratamentos hidricos, de maio de 2009 a janei20d6.

Tratamentos Flor Fruto Semente
100% CC 0,90 + 1,22 13,85+11,4% 147,74 +121,72
50% CC 0,68 + 1,43 4,55 + 4,09 51,97 + 46,78
30% CC 0,13 +0,46 1,90 + 3,00 23,25 + 36,8%

CC = capacidade de retengdo de dgua no solo. gaiwédios por planta desvio padrao.
Teste de Mann-Whitney onde a > b > ¢ consideraftlaé significancia.
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Houve reducdo na producédo de sementefResabsessilis com o maior tempo de
tratamento de escassez hidrica (Figura 8), o gusidnificativo apenas para as plantas
submetidas a 30% da CC (r = -4,4%/= 0,012), enquanto, no controle, as plantas
apresentaram aumento na producdo de sementes @amedi se prolongou o tratamento (r
= 23,746p < 0,01).
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Figura 8: Producdo mensal de sementes, de junho de 2008ieojale 2010, em plantas de
Ruellia subsessilis cultivadas em casa de vegetacdo, em Vicosa, Mbeasis,
sob diferentes tratamentos hidricos. CC = capaeid&dretencédo de agua pelo
solo. Linha de tendéncia tracejada = 100% CC; Liadaendéncia continua =
50% CC; Linha de tendéncia pontilhada = 30% CC.

Para as plantas controle & subsessilis ndo foi encontrada nenhuma relagéo
significativa entre producdo de flores, frutos eneetes e as variaveis fotoperiodo,
irradiancia e temperatura durante o periodo dergrpato. Contudo, as flores produzidas
apresentaram de junho a dezembro de 2009 aumegntbicsitivo no comprimento total da
corola (r = 0,134p = 0,002) e reducdo no numero de évulos produzides-0,015,p =
0,015).

Foram produzidos distintos morfos florais dRn subsessilis sob os diferentes
tratamentos hidricos (Tabela 3). As flores de plnsob 100% da CC foram
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significativamente maiores que as produzidas pamtps sob os tratamentos de 30 e 50%
da CC, exceto em relagcdo as variaveis diametroodadace o nimero de évulos. Assim,
pode se caracterizar a producao de morfos casm@gaonmais (CN) sob 100% da CC e
morfos camogamos reduzidos (CR) sob 30 e 50% dév€j& Capitulo 1). Nos tratamentos

de 50 e 30% da CC apenas o comprimento da anferaudintre suas flores (Tabela 3).

Tabela 3: Morfometria e nimero de 6vulos em floresRigllia subsessilis sob diferentes
condi¢des hidricas, de junho a dezembro de 2009cwtivo em casa de
vegetacao, Vicosa, Minas Gerais.

Tratamentos hidricos
Comprimento (cm)

100% CC 50% CC 30% CC

Calice 2,17 + 0,31 1,59 + 0,44 1,50 + 0,43
Diametro 4,37 +0,37 3,27 + 0,65 3,01+ 0,76

Corola | Tubo 5,04 + 0,5¢ 4,34 + 0,52 4,11 + 0,58
Total 6,93 + 0,57 5,68 + 0,73 541 + 0,92

Estames 5,09 + 0,54 4,36 + 0,62 4,14 +0,67
Antera* 0,38 + 0,03 0,37 + 0,09 0,35 + 0,04
Pistilo 5,17 + 0,49 4,37 + 0,56 4,23 + 0,66
Ndamero de évulos 15,09 + 1,30 13,45 + 1,60 13,57+ 1,7G¢

CC = capacidade de retencédo de agua no solo. ¥aivtdiost desvio padrgoTeste de Tukey a
5% de significAncia, onde a > b > c. * = medida {mm

Quanto aos tipos florais produzidos & brevifolia, plantas sob 50% da CC
produziram apenas flores cleistogamas tipisass Lord, 1981), enquanto plantas sob

100% da CC produziram flores casmogamas.

Em R. brevifolia, as plantas controle produziram mais frutos corfiereinca

significativa entre os meses, 50 em agosto e 1@,5lezembro (t = 4,384 < 0,01), ao
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passo que as plantas sob 50% da CC produziramel®,D frutos, respectivamente, sem
diferenca significativa. A maior producgéo signifiva de frutos nas plantas controle que
sob 50% da CC (t = 4,384, < 0,01) foi observada apenas no més de agostamor
contabilizadas, em média, 5,93 sementes de frutosdms de flores casmdégamas e 8,17

sementes oriundas de flores cleistbgamas.

2.4. Discussoes

O padrédo de floracdo continuo &e subsessilis, com pico na estacdo chuvosa,
corroborou as observacg6es de Lima & Vieira (20B&sultados semelhantes foram obtidos
por Opleret. al. (1976) para outros representantes de sub-bosgud|orestas Umidas.
Porém, esses autores observaram floracdo contimuapenas 7% das 154 espécies
analisadas, demonstrando que esse padrdo fenolégiocomum entre essas plantas.
Floracao e frutificacdo continuas devem ser vaséaj@or possibilitar a manutencdo de um
banco de plantulas dB. subsessilis, que € possivel devido a constante producdo de

sementes ndo dormentes (Capitulo 1).

A diferenca no comportamento fenolégico entre asviduos deR. subsessilis da
Mata do Paraiso e do Horto Botanico deve resular diferentes caracteristicas locais
(microhabitats). Em Floresta Atlantica, vegetac@mpminante nas areas de estudo, ocorre
comumente distintos microhabitats (Brown & Browr92), com variacdes edéficas,
climaticas e de disponibilidade de luz. Diferentesnposicdes de solo podem acarretar
diferencas na capacidade de retencdo de aguaanitiidade de nutrientes, fatores que
podem influenciar, segundo Morellato (1992), o cortmento fenoldgico. Oplet. al.
(1980) sugeriram que variacdes na disponibilidadelut também podem determinar

comportamentos fenoldgicos diferentes entre popekac

A floracdo emR. subsessilis apesar de pouco sincrénica mostrou-se mais aéiva n
estacdo chuvosa, o que era esperado tendo emaquistaa maior disponibilidade de
recursos, tais como agua e luminosidade, nessedpenpossibilita provavelmente maior
fotoassimilacdo por um maior numero de plantasmAtiisso, a maior sincronia aliada a
maior producéo de flores por inflorescéncia, nagési chuvosa, pode ser vantajosa por

aumentar as chances de polinizacdo cruzada em sncafm6gamos normais, que Sao
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produzidos nessa estacdo e parecem mais adaptaalogainia (Capitulo 1). A maior
sincronia na estacdo chuvosa em relacdo a seamdee@encke & Morellato (2002), €
comum em florestas sazonais e seria determinadagforconjunta de fatores endégenos e

ambientais.

Estudos comparativos tém mostrado baixa sincranfiodacdo em espécies de sub-
bosque (Martin-Gajardo & Morellato, 2003; Marques @iveira, 2004; Opleret. al.,
1980). Porém, emR. subsessilis, a baixa sincronia pode ter sido verificada em fonga
metodologia adotada. As flores &e subsessilis apresentam curta duragéo, de 5,0 a 7,5
horas (Capitulo 1), o que pode ter afetado as gentade flores, que tiveram intervalos
semanais. A maior producéo de frutos em relacé@florks, em todos os meses, reforcam
a necessidade de estudos complementares com logermeenores, para melhores

esclarecimentos sobre a floragdddeubsessilise 0 seu grau de sincronia.

As precipitacfes nos primeiros meses da estacamsauevem ter desencadeado o
pico de floracdo observado nesse periodo, uma weZqj significativa a relagdo entre a
quantidade de flores produzidas e a precipitac&sa Enaior disponibilidade de flores,
concentrando-se sazonalmente na estacdo chuvesbéna foi observada em outras
espécies de sub-bosque (Martin-Gajardo & Morell2@)3; Batalha & Martins, 2004;
Munhoz & Felfili, 2005). E fato comum entre plantds florestas sazonais, onde os
processos reprodutivos sédo provavelmente desertziqeelas chuvas (Oplet. al.,
1976). Além da maior floracéo, a precipitacdo paraetar a producdo de morfos florais
distintos nas estacdes seca e chuvosa (Capitutoduie pdde ser confirmado em cultivo

protegido, pois a disponibilidade hidrica foi ongipal fator de influéncia na floracéo.

A frutificacdo, por outro lado, deve ser reguladagpalmente por fatores bidticos,
visto que ndo se relacionou a nenhuma das variawdigentais analisadas. A producédo de
frutos e de sementes ao longo do ano sugere gepézie € resiliente a certo nivel de
estresse hidrico, durante a estacdo seca. Entretaneduzida producdo em agosto (a
menor producdo do ano de frutos e de sementesewe gbssivelmente a limitagdo

fisiologica decorrente desse estresse (Larcher)200

A interferéncia da precipitacdo sobre a floracddepéer confirmada em cultivo
protegido R. subsessilis, em que a disponibilidade hidrica foi o princidator que

influenciou a fenologia reprodutiva; a temperaterao fotoperiodo parecem nao ter
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interferido. Segundo Reich & Borchert (1984), terapgra e fotoperiodo séo fatores de
menor interferéncia por apresentar menor variaga@gido tropical. Outra possibilidade é
a espécie apresentar floracdo cuja inducdo indepeiad variacdes de temperatura e
fotoperiodo (Bernieet al., 1993).

Em cultivo protegido deR. subsessilis e R. brevifolia, a menor disponibilidade
hidrica imposta (30 e 50% da CC) induziram respgosia estresse hidrico, como foi
possivel observar pelos baixos valores da taxapna@ioria e de condutancia estomatica e,
consequentemente, baixa taxa fotossintética. Seduardther (2004), a primeira resposta a
deficiéncia hidrica é a reducdo da turgescéncialasel o que afeta o0s processos
metabdlicos, levando a reducdo do crescimento atdget Além disso, a mudanca na
umidade do solo pode alterar a disponibilidade digientes como o nitrogénio (Birch,
1964), o que também afeta o crescimento das plasiaginda, pode reduzir a absorcéo de
outros nutrientes, como o fésforo, que é importamdeprocesso de floracdo (Griffith,

1996). Para maiores esclarecimentos sdo necessatumos envolvendo essas questdes.

Segundo Garrideet al. (2000), a menor fotoassimilacdo pode levar tami@ém
reducdo na produtividade de sementes. Portantogreomproducdo de flores, frutos e
sementes em plantas estressadaR. dabsessilis pode ser explicada em funcdo da menor
fotoassimilacdo, o que acarretou em menor quargidadotoassimilados destinada a esses
drenos e, com isso, consequentemente houve redocdocesso reprodutivo. A sugestao
da menor produtividade como resultado da menorafsimilagdo apoiou-se ainda na

tendéncia de maior na producéo de sementes comendm da disponibilidade hidrica.

Quanto ao crescimento das espécies em termos deansasa, 0S resultados
contrariam o sugerido por Tilman (1988), uma vez g&io ocorreu alocacéo diferencial em
raiz e parte aérea. De acordo com esse autoraplaob estresse hidrico apresentam maior
alocacdo de massa em raizes em relagédo a parée adree possibilita maior absorcdo de
agua e nutrientes do solo. ER brevifolia, a massa seca ndo se relacionou a

disponibilidade hidrica devido possivelmente ao ongriimero de tratamentos hidricos.

A falta de correspondéncia entre o periodo de n@imducado de flores e a maior
producéo de frutos e sementes, nos tratamento8 de€lB0% da CC, ndo tem explicacdes

biolégicas. Possivelmente, esse resultado se da@vadaquacao metodoldgica (intervalos
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semanais na contagem de flores com curta durag@mgntado anteriormente nos estudos
conduzidos em populagao natural.

Das plantas dR. subsessilis sob estresse hidrico, observou-se reducdo nag&odu
de sementes com o maior tempo de tratamento amEias80% da CC, enquanto o
tratamento de 50% da CC apresentou relacdo inversgie sugere uma resiliéncia ao
estresse hidrico nesse nivel. A resiliéncia se deviato da resposta induzida pelo estresse
hidrico ndo depender apenas de sua duracdo e dselesrimas também da capacidade
genética de resposta das plantas (Larcher, 20@B8imA essa resiliéncia a 50% da CC,
pode também ser comum no género, visto que pladgaR. brevifolia também nao

apresentaram menor sucesso reprodutivo com a ohaiacdo desse tratamento.

O aumento na producédo de sementes em plantas leod&B. subsessilis com o
avanco do tempo de experimento, apesar de nadoredalo significativamente, pode
ocorrer em resposta as variagbes no fotoperiodgidincia e temperatura, uma vez que
esses também interferem na taxa de fotoassimilagéioher, 2004). Em outras espécies de
plantas, a maior producéo de flores, o que prowaete conduz a uma maior producéo de
sementes, tem sido relacionada a esses fatoresl@Meri888; Schemske, 1978; Waller,
1980; Le Corff, 1993). Essa relacdo ndo pode stada enR. brevifolia porque foram
feitos apenas dois registros de sua floracdo, dmue segundo Lima & Vieira (2006) a
floracdo, em populacdo natural, se mostra redumdperiodo do presente estudo. Apesar

disso, se observou na espécie menor producao amsEsem plantas sob estresse hidrico.

O estresse hidrico interferiu ainda na producamddos florais enR. subsessilis,
ocasionando morfos casmogamos reduzidos (CR), a@egm necessitar de menor gasto
energético para a sua producdo. A floracdo corddittexclusivamente de morfos
casmoégamos normais (CN) em plantas controle, agolato experimento, indicou a
auséncia da sazonalidade na producdo de morfoaisflatistintos em resposta ao
fotoperiodo, irradiancia e temperatura. A expressé@sses morfos parece ser induzida
primariamente pela disponibilidade hidrica, semcddar a possibilidade de todos esses

fatores estarem agindo sinergeticamente.

A producéo de distintos morfos florais sob difeesntondicdes de disponibilidade
hidrica emR. subsessilis se assemelha ao observado por Diaz & MacNair (1288

Mimulus nasutus. Esses autores observaram que em plantas culiigatbaescassez hidrica
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houve producdo de morfos CR. Ainda &h nasutus, os morfos CR apresentaram
cleistogamia “em pré-antese”, raramente observadd. subsessilis e restrita aos periodos
da estacado seca (Capitulo 1), provavelmente emstspo estresse hidrico. Portanto, esse
estresse enk. subsessilis pode constituir condicdo indutora para a produc@diares
cleistbgamas “em pré-antese”, além das CR, sentellaanobservado por Diaz & MacNair
(1998). Em espécie cleistbgama tipicgengu Lord, 1981), a producdo de flores
cleistbgamas também tido sido associada ao estrass (Brown, 1952).

Os morfos CR enR. subsessilis apresentaram menor antera (em comprimento) sob
a menor disponibilidade hidrica, o que pode carist#ipenas uma resposta direta a menor
turgescéncia celular decorrente do estresse hiducsegundo Minter & Lord (1983), pode
ocorrer devido as diferentes propor¢cdes de acidoisibo e giberélico produzido sob os
diferentes niveis de estresse. Em contraste, aidade de 6vulos entre os morfos CR e
CN nao variou significativamente, o que deve ocoem funcdo da gametogénese
feminina ser mais tolerante ao estresse hidricaretamto, o menor influxo de
fotoassimilados aos orgaos reprodutivos, segundia §8097), deve levar ao aborto de
ovulos fertilizados e, com isso, reduzir a produdécsementes, tal como observado em

plantas estressadas Resubsessilis.

O morfo CN apresentou continuo aumento no comptionéa corola e reducdo no
namero de ovulos, com o avanco do tempo de expetame que deve ser influenciado
pelo fotoperiodo, irradiancia e temperatura, uma gee esses fatores interferem nos
ritmos reprodutivos enddégenos e na sintese dosdmios) (Brown, 1952; Waller, 1980;
Cortés-Palomec & Ballard Jr, 2006). E ainda, a ¢&duno numero de 6vulos também
poderia ser explicada em funcao da lixiviagdo dasientes do solo nos vasos controle,
pois, em populacdo natural, foi observado aumesssal nimero em morfos CN, no

mesmo periodo do ano (Capitulo 1).

A producéo de flores cleistgamas em plantaR.deevifolia sob escassez hidrica,
indica que esse estresse € indutor da cleistogéathigmo sugerido por Brown (1952) em
Stipa leucotricha Trin. & Rupr. (Poaceae). O fato das plantas estidss ndo produzirem
flores casmogamas pode estar relacionado a sua swieitividade ao estresse hidrico,
que teria sido selecionada, segundo Wester & G2698), devido ao maior custo de

producdo dessas flores. Quanto a reducdo na pdig;flores casmbégamas em plantas
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controle com o avanco do tempo de experimento, podstituir uma resposta ao crescente
fotoperiodo, semelhante ao que ocorre Bromus unioloides Kunth (Poaceae), em que

flores casmdégamas, segundo Langer & Wilson (19%@B3ym produzidas sob fotoperiodo

inferior a um valor critico. Essa reducao tambéndepocorrer devido a um controle

enddgeno, visto que Lima & Vieira (2006) mostrarqne, em populacdo natural, houve
reducdo do numero de flores casmbégamas produzidasmesmo periodo do presente
estudo.

O maior numero de sementes produzidas pelas fteestdgamas erR. brevifolia
deve-se ao eficiente processo de autopolinizacaguamto as flores casmdgamas
produziram menos sementes devido, provavelmenti@nitacdo de polinizadores em
ambiente protegido. Essa espécie, segundo Sigigdz&ma (2002), € polinizada por beija-
flores. Apesar da maior quantidade de sementesdatu das flores cleistbgamas, a
producédo total de sementes por planta foi maiompmtas controle, o que confirmou o

efeito negativo do estresse hidrico também no soageprodutivo d&. brevifolia.

2.5. Conclusoes

EmR. subsessilis, a floracao e frutificacdo sdo continuas e coragde intensidade

ao longo do ano.
A distribuicdo das fenofases € sazonal e concentracgstacao chuvosa.

A floragdo emR. subsessilis apresenta maior intensidade com o aumento da

precipitacao.

O crescimento vegetativo e 0 sucesso reprodutmoptantas cultivadas dB.
subsessilis e R. brevifolia sé&o influenciados pela disponibilidade hidricasot, o que

também afeta a producédo de distintos morfos florais

R. subsessilis cultivada sob solo iumido produz flores casmdégantamais e, em
solo com escassez hidrica, produz casmogamas deduRi brevifolia em solo Umido

produz flores casmogamas e em solo com escass&ahfitoduz flores cleistbgamas.
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CONCLUSOES GERAIS

R. subsessilis produz sazonalmente morfos florais distintos: éaggamos reduzidos

(CR), na estacao seca, e casmégamos normais (€ huwosa.

Morfos CR apresentam menor comprimento de coraanees, anteras e pistilo,
menor numero de ovulos e grados de pdlen e maigelodade das flores em relagdo aos
CN.

A espécie é prioritariamente autdgama, no locakstedo, e ambos os morfos
contribuem na producéo de frutos e sementes: odEét@ mais apto a autogamia e o CN a
alogamia. Em ambos, ocorre a autopolinizacéo ta&rdimm CR, esporadicamente (cerca de

3%), ocorre a cleistogamia “pré-antese”.

As sementes oriundas da autopolinizacdo sdo ms#las e germinam mais rapido

que as oriundas da polinizacdo cruzada.

Em R. subsessilis, a floracdo e frutificacdo sdo continuas, masstibluicdo das

fenofases € sazonal e concentrada na estacao ehuvos

O crescimento vegetativo e 0 sucesso reprodutivopkmtas cultivadas d&.

subsessilis e R. brevifolia sao influenciados pela disponibilidade hidricasal.

R. subsessilis cultivada sob solo umido produzem flores casmogamsamais e, em
solo com escassez hidrica, flores casmogamas deguR. brevifolia sob solo Umido

produzem flores casmogamas e em solo com escdsdsiea hproduz flores cleistbgamas.
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ANEXO 1

De acordo com Harakawa (2004) faz-se o calculootimperiodo (N) a partir da
seguinte formula, considerando a declinacdo séjands dias 15 de cada més e a latitude

(¢) do municipio de Vigosa igual -20,75°.

N= 2.(H+083°)
15

onde: H = arccos [ -t@h] . tg @) I;

sendod = 23,45°.sen [ 360 ° (nj + 80) / 365 ]

(nj = ndmero de dias)

HAMAKAWA, P. J. 2004. Nocdes de Cosmografia.Caderno Didatico 36,
AEAGRI/ DEA/ URV, 37p.
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