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Variacdo da viabilidade polinica em Tibouchina

(Melastomataceae)
Variation of pollen viability in Tibouchina (Melastomataceae)

Glaucia Margery Hoffmann' & Isabela Galarda Varassin®

Resumo

O género Tibouchina ¢ comum no Brasil e encontrado principalmente na Floresta Atléntica, em especial na
regido Sudeste. No presente estudo foi avaliada a viabilidade polinica de cinco espécies de Floresta Atlantica,
T. cerastifolia, T. clinopodifolia, T. gracilis, T. pulchra e T. sellowiana, utilizando-se trés solugdes histoquimicas:
carmim acético, Alexander e cloreto de 2,3,5-trifenil-tetrazélio. Foi avaliada a variagio de viabilidade entre
as anteras dimorficas, entre as solugdes histoquimicas e entre os individuos. Em T. pulchra e T. sellowiana
também foi avaliada a variagio entre os dois primeiros dias a partir da abertura da flor. Nenhuma espécie
apresentou variagdo relacionada ao dimorfismo das anteras. Nas duas espécies que apresentam maior
longevidade floral, a viabilidade foi semelhante no primeiro e segundo dias em 7. pulchra, enquanto que em
T. sellowiana as flores de segundo dia apresentaram pdlen menos vidvel. As solugdes histoquimicas empregadas
revelaram taxas de viabilidade polinica distintas. Houve variagio na viabilidade polinica entre os individuos
em todas as espécies. A solugdo de cloreto de 2,3,5-trifenil-tetrazdlio revelou a menor taxa de viabilidade em
todos os individuos. As solugdes histoquimicas empregadas, a amostragem e a longevidade floral foram
fatores relacionados & variagdo da viabilidade polinica.
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Abstract

The genus Tibouchina is common in Brazil, mainly found in Atlantic Forest, in Southeast region. In this study
the pollen viability was evaluated in five specics of Atlantic Forest, 7. cerastifolia, T. clinopodifolia, T.
gracilis, T. pulchra and T. sellowiana, using three histochemical solutions: acetocarmine, Alexander and 2, 3,
5-triphenyltetrazolium chloride. The variation of pollen viability was evaluated among the dimorphics
anthers and among individuals. In T. pulchra and T. sellowiana it was also evaluated the variation among the
two first days after flower openning. There was no variation related to anther dimorphism. Considering the
two species with the longest flower longevity, the viability was similar in the first and second day in T. pulchra,
but in T, sellowiana the pollen from the second day was less viable. The histochemical tests employed showed
distinct rates of pollen viability. Rates of pollen viability were distinct among individuals in each species. The
stain 2, 3, 5-triphenyltetrazolium chloride showed the smaller viability. The results show that the treatments
employed, sampling and flower longevity were factors related to pollen viability.

Key words: histochemical solutions, pollen, pollination, reproduction,

Barrett 1999; Goldenberg & Varassin 2001). Estas
vibragoes proporcionam a deposi¢iio de pélen no
abdomen e nas laterais do corpo da abelha (Renner
1989; Larson & Barrett 1999). Os grios de pélen
coletados sdo levados para os ninhos das abelhas
para alimentagio das larvas (Renner 1989;

Introducao

As flores de Tibouchina Aubl.
(Melastomataceae) sao quase que exclusivamente
polinizadas por abelhas (Renner 1989) sendo
bastante atrativas, tanto pela coloragdo de suas

pétalas quanto pela produgio de pélen. As abelhas
recolhem o pélen das anteras poricidas de formato
tubuloso por meio de vibragdes, chamada de
polinizagdo por vibragao (Renner 1989; Larson &

Schlindwein et al. 2005).

Em muitas espécies de Melastomataceae,
como as do género Tibouchina, ha existéncia de
flores com estames dimérficos (heteranteria sensu
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Endress 1994). O fato de haver estames maiores e
menores faz com que, durante a visita as flores,
abelhas de grande porte abracem todas as anteras,
enquanto que as abelhas menores abracem as
anteras uma a uma (Renner 1989; Oliveira-Rebougas
& Gimenes 2004). A heteranteria tem sido
interpretada como uma divisao funcional de
trabalho entre as anteras (Faegri & van der Pilj 1979;
Buchmann 1983), devido a uma deposigio
diferencial do pélen de anteras de ciclos diferentes
em regides distintas do corpo das abelhas. Existem
anteras funcionais, de fertilizagio, cujo pélen nao
é retirado do corpo das abelhas durante a limpeza
e, portanto, estdo envolvidos no processo de
polinizagdo. Outro tipo de anteras sdo as de
alimento, cujo pélen é coletado para alimentagéio
(Renner 1989). Associado a isto também foi
considerado que apenas nos estames longos, os
de fertilizagdo, os grios de pélen sio férteis (Renner
1989). Em espécies que exibem heteranteria, a
implicagdo de diversos tipos de anteras para
reprodugdo tem sido investigada. Em Solanum L.
(Solanaceae) a presenca de mais de um tipo de antera
ndo implica em diferengas reprodutivas para a planta
(Bowers 1975), mas em Melastoma malabathricum
L. (Melastomataceae), Luo et al. (2008) observaram
uma maior deposi¢io estigmatica de griios de pdlen
oriundos de anteras maiores. Em funcdo destas
diferencas, é possivel que a viabilidade polinica seja
distinta em anteras maiores e menores.

Ainda que os polinizadores contribuam
significativamente para a reprodugio em
Tibouchina, outros fatores ligados a biologia do
grio de pdlen podem afetar a reprodugio. A
viabilidade e a longevidade polinicas, ou mesmo
sua capacidade de fertilizagdo, podem ser afetadas,
por exemplo, pela ocorréncia de dessecagdo, pela
baixa umidade relativa, disponibilidade de
substancia de reserva, idade da flor, metabolismo,
alteracoes morfol6gicas da antera, temperatura
entre outros (Dafni & Firmage 2000).

A fim de compreender a biologia da
polinizagio sdo também necessdrios estudos que
visem avaliar a fertilidade do grao de pélen e os
fatores que podem alterar a viabilidade. E possivel
avaliar ou estimar a fertilidade masculina a partir de
testes simples, como testes histoquimicos, focando
na viabilidade polinica (Stanley 1965; Kearns &
Inouye 1993; Dafni & Firmage 2000). Existem
diversos métodos para estimar a viabilidade
polinica, havendo vantagens e desvantagens no
uso de cada um deles (Dafni & Firmage 2000).

.
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Dentre os métodos histoquimicos, trés solugdes
sdo frequentemente usadas, sendo elas a solugdo
de carmim acético, solu¢io de Alexander e solugéo
de cloreto de 2,3,5-trifenil-tetrazélio (TTC).

O presente artigo tem por objetivo avaliar a
variagio da viabilidade polinica em cinco espécies
do género Tibouchina, sendo duas espécies
arbéreas (7. pulchra Cogn. e T. sellowiana Cogn.)
e trés espécies arbustivas (7. cerastifolia Cogn., T.
clinopodifolia Cogn. e T. gracilis (Bonpl.) Cogn.
Para isso, foram considerados o dimorfismo das
anteras (diferenca de viabilidade polinica das
anteras maiores € menores), a possivel perda de
viabilidade durante a antese nas espécies arbéreas
e a relevincia das solucdes histoquimicas para a
realizagdo de testes de viabilidade.

Material e Métodos

Foram coletados botoes e flores de cinco
individuos de cada uma das espécies de Tibouchina,
sendo T. cerastifolia, T. gracilis, T. pulchra e T.
sellowiana os individuos coletados em drea urbana
de Curitiba, PR e T. clinopodifolia nos mananciais
da Serra, Piraquara, PR (Reservada SANEPAR). Os
materiais foram depositados no Herbario UPCB (1. G.
Varassin 173; 1. G. Varassin 174; 1. G. Varassin 175; 1.
G. Varassin 176: 1. G. Varassin 177).

Nas espécies arbustivas, T. clinopodifolia,
T. cerastifolia, T. gracilis, as flores foram coletadas
logo apds a abertura das flores, pela manha. Para
as espécies arboreas, T. pulchra e T. sellowiana,
foram coletadas flores de primeiro dia (flores
brancas) e flores de segundo dia (mudando
coloragiio para o rosa), também no periodo da
manhi. A viabilidade das anteras maiores e menores
foi avaliada separadamente para cada individuo
para avaliar um possivel papel diferencial dos dois
tipos de antera na reproducdo. Em 7. pulchrae T.
sellowiana foi comparada a influéncia da duragio
da antese na viabilidade dos grios de pélen.

Os grios de pdélen foram extraidos com o
auxilio de pinga, sendo dispostos em limina ¢
submetidos aos testes histoquimicos com trés
corantes especificos separadamente: solugio de
Alexander (Alexander 1980), solugio de Carmim
Acético (Kearns & Inouye 1993) e solugiio de cloreto
de 2,3,5-trifenil tetrazélio 0,5% (Cook & Stanley
1960). A solugio de Alexander cora o protoplasma
(Alexander 1980; Dafni 1992) e distingue os graos
de polen abortados dos nio abortados. O composto
verde malaquita reage com a celulose da parede
celular do pélen e a fucsina dcida com o
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protoplasma, refletindo a coloragio piirpura
(Alexander 1980; Kearns & Inouye 1993). Para essa
solugiio foram considerados vidveis grios corados
de piirpura, enquanto que os ndo vidveis corados
de verde (pélen abortado, deficiente em protoplasma)
(Alexander 1980). A solugiio de carmim acético atua
sobre os cromossomos do grio de pdlen ndo
abortado, corando-o, e podendo corar ainda pélen
imaturo e invidvel (Stanley & Linskens 1974; Kearns
& Inouye 1993). Para essa solugdo, foram
considerados vidveis os grios de pdlen corados de
vermelho e ndo vidveis os grios ndo corados. A
solugdio de 2,3,5-trifenil-tetrazdlio ou TTC € distinta
dos outros testes por envolver uma reagfio enzimdtica
(Stanley 1965; Stanley & Linskens 1974; Kearns &
Inouye 1993). Os sais de cloreto de 2,3,5-trifenil-
tetrazélio confirmam a viabilidade polinica através
das enzimas ativas que provocam mudangas na cor
dos grios para o vermelho na presenga da atividade
oxidativa. A reaciio do corante indica a presenga da
atividade enzimdtica contida nas células vivas
(Vieitez 1952; Stanley 1965). Para essa solugio foram
considerados vidveis os grdaos de pélen que
coraram de vermelho e ndo vidveis os sem coloragdo
ou muito claros.

Foram avaliadas 210 liminas em campos
aleat6rios com aumento de 10x, considerando 100
grios de pélen por lamina. Em cada solugdo
histoquimica empregada foi definido o percentual de
grios vidveis. A diferenga de viabilidade média entre
as anteras dimoérficas em cada espécie, assim como
entre flores de primeiro e segundo dia de antese foram
avaliadas por teste r. As diferengas de viabilidade
polinica média entre os individuos € 0s tratamentos
empregados foram avaliadas por andlise de varidncia
de dois fatores ou unifatorial. Para os resultados que
nao apresentaram influéncia de uma varidvel sobre a
outra, as médias foram entdo analisadas
separadamente (Zar 1996). Um dos individuos de
T. gracilis apresentava as anteras menores predadas,
acarretando em resultados negativos no tratamento
com TTC e, portanto, este dado foi excluido parando
interferir nos demais resultados.

Resultados

Em relagdo ao dimorfismo das anteras, tanto
as grandes quanto as pequenas apresentaram a
mesma viabilidade polinica em todas as espécies
(Fig. la), T. cerastifolia U:s=0~36; P>0,05),T.
clinopodifolia (t,;=0,46; P> 0,05), T. gracilis (1,;=-
0,19; P>0,05), T. pulchra (t,;=-0,07; P > 0,05), T
sellowiana (1, =-0,46; P>0,05).
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Em relagio ao periodo de antese, em T.. pulchra
as flores de primeiro dia e segundo dia apresentaram
a mesma viabilidade (¢,=1,03; P > 0,05; Fig. 1b)
enquanto que em 7. sellowiana, as flores de
segundo dia apresentaram menor viabilidade
(r*=0,60;F, ;,=14,47; P <0,05). A resposta entre os
tratamentos variou durante a antese (r*=0,60;
E, =448, P<0,05).

De uma maneira geral, os tratamento
histoquimicos empregados revelaram viabilidades
polinicas distintas (Fig. 1¢). A viabilidade polinica
foi consistentemente menor nos ensaios onde se
usou solugdo de TTC e foi semelhante entre os
tratamentos usando a solugdo de Alexander e
solugf@io de Carmim Acético (Fig. 1c).

Em todas as espécies, aexcegio de 7. sellowiana,
a viabilidade polinica variou entre os individuos,
assim como os tratamentos empregados revelaram
taxas distintas de viabilidade (Tab. 1), sendo
para algumas espécies, como T. clinopodifolia,
T. gracilis, T. pulchra, os individuos
responderam de forma distinta para os trés
tratamentos (Tab, 1),

Discussao

Apesar da possibilidade de haver divisio de
atividade entre as anteras dimérficas em
Melastomataceae (Renner 1989; Buchmann 1983;
Luo et al. 2008), nio foi constatada variag¢io na
viabilidade polinica entre os diferentes tipos de
anteras das espécies aqui estudadas. Esta auséncia
de variagdo na viabilidade polinica nas anteras
dimérficas foi também constatada em
Cambessedesia hilariana (Fracasso & Sazima 2004)
e em 7. pulchra (Silva 2006). Esta similaridade na
viabilidade polinica em ambos os tipos de anteras
deve ser em fungiio do processo meitico, que € o
mesmo em ambas as anteras, independentemente
de seu papel (na reproduciio ou como fonte
alimentar para abelhas). Deste modo, nas espécies
de Tibouchina estudadas, os grios de pélen
oriundos dos dois tipos de anteras poderiam ser
usados para reprodugao.

Tibouchina pulchra e T. sellowiana,
apresentam, entre elas, uma diferenga na queda da
viabilidade desde a antese até o fenecimento da flor.
A viabilidade mais longa em 7. pulchra pode estar
associada com a manuten¢do da funcionalidade
reprodutiva da flor, uma vez que a flor estd disponivel
aos polinizadores por até nove dias (Silva 2006). Em
T. sellowiana, como cada flor dura de dois a trés
dias (Goldenberg & Varassin 2001), uma extensao
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Figura 1 - Viabilidade polinica em Tibouchina —a.em
anteras maiores (esquerda) e menores (direita); b. em
flores de primeiro (esquerda) e segundo dia de antese
(direita); c. em diferentes tratamentos histoquimicos:
Alexander (esquerda), Carmim acético (centro) e
TTC 0,5% (direita). cer = T. cerastifolia; cli =
T. clinopodifolia; gra = T. gracilis; pul = T. pulchra;
sel = T. sellowiana

Figure 1 - Pollen viability in Tibouchina — a. in the larger
anthers (left) and smaller (left); b. in flowers from the first
(left) and second day of anthesis (right); c. in different

histochemical solutions: Alexander (left), Acetic-carmine
(center) and TTC 0,5% (right).
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»

da viabilidade polinica por mais tempo ndo resultaria
em maior chance de fecundagio. Isto pode também
estar relacionado com o periodo de visitagio das
abelhas. Enquanto em 7. sellowiana os polinizadores
visitam flores apenas no dia em que a flor abriu
(Goldenberg & Varassin 2001), em T pulchra podem
ocorrer visitas no segundo dia, porém em menor
proporgio (Silva 2006). Neste caso, visitas
posteriores a0 primeiro dia podem ainda resultar em
fecundacdo ja que, do ponto de vista masculino, a
viabilidade € mantida. Ensaios realizados por Silva
(2006) em T. pulchra demonstram que os grios de
polen de segundo dia sdo capazes de fecundar a
oosfera com formagio de frutos similar aos ensaios
com graos de pélen de flores de primeiro dia. Silva
(2006) aponta ainda em seu estudo, a influéncia da
diminuigdo da viabilidade polinica na formagiio de
frutos com os graos de pdlen provenientes de flores
deterceiro dia. A redugio de viabilidade polinica em
T. sellowiana no segundo dia de antese foi observada
por Goldenberg e Varassin (2001) e se reflete em
redu¢do do sucesso reprodutivo, uma vez que
poliniza¢Ges em flores de segundo dia tém menor
sucesso do que as de primeiro dia (Goldenberg &
Varassin 2001). Em autopolinizagGes espontineas os
tubos polinicos conseguiram atingir os 6vulos, mas
em apenas 3,4% do total de ensaios ocorreu
fecundacdo da oosfera e formacdo de frutos
(Goldenberg & Varassin 2001).

O fato dos tratamentos histoquimicos
empregados revelarem diferentes respostas de
viabilidade era esperada, pois cada teste
histoquimico atua sobre um componente do grio
de pélen. Comparando os trés testes histoquimicos,
¢ interessante ressaltar que a viabilidade média
foi mais baixa em todas as espécies e individuos
com os testes conduzidos com a solugéo de 2,3,5-
trifenil-tetrazolio. Isto parece indicar que mesmo
graos de pdlen integros e com cromossomos
vidveis podem ter uma redug¢éio na viabilidade em
fungdo de baixa atividade enzimdtica dos grios de
pélen, uma vez que o TTC atua sobre as enzimas
desidrogenases e peroxidases ativas, relacionadas
com a respiragdo celular (Stanley 1965; Stanley &
Linskens 1974; Kearns & Inouye 1993).

A alta viabilidade polinica encontrada aqui
para todas as espécies pode estar associada 4 auséncia
de apomixia e ocorréncia de autocompatibilidade
(Goldenberg & Varassin 2001), conforme observado
em 7. cerastifolia, T. clinopodifolia, T. gracilis
(Franco 2007), T. pulchra (Silva 2006) e T. sellowiana
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Tabela 1 — Variagfo da viabilidade polinica entre os individuos, entre os tratamentos e da interagiio entre individuo e

tratamento (Anova uni- ou bifatorial).

Tabela 1 — Variation of pollen viability among individuals, treatments, and interaction among individuals and treatments (One- or two-

way Anova).

Variacio
Espécie

individual

Efeito do individuo
sobre o tratamento

Variacio entre
tratamentos

Tibouchina cerastifolia r’=-0,06

F =062

4:25

P<0,05

r'=094
F4- |5=34'0?
P<0,05

Tibouchina clinopodifolia

Tibouchina gracilis r=0,92

F, =13,16

4:14

P<0,05

Tibouchina pulchra r’=0,84

F, =22,00

4:45

P<0,05
r=0,05

Tibouchina sellowiana

F, =184

455 Y

P>0,05

’=-0,68 ns
F,, =31

P<0,05)

r=0,94
E, .=153,03

215

=0,94
F, =539
P<0,05 P<0,05

P=092 P=092
F,=10486 F, =562

P<0,05
r=0,84 r=0,84
=104,14

E, F..=2.50
P20,5 PE0,05

r’=0,05 ns
F-t:SS: 1,84

P>0,05

(Goldenberg & Varassin 2001). Espécies do género
Leandra Raddi e Miconia Ruiz & Pav. possuem
baixas taxas de viabilidade polinica (Goldenberg
2000), geralmente em fungdo de malformagdes
polinicas de individuos de origem polipléide. De
fato, em algumas espécies apomiticas de
Melastomataceae foram observadas irregularidades
meidticas, provavelmente responsédveis pelos baixos
niveis de viabilidade polinica (Goldenberg &
Shepherd 1998).

A variagio individual da viabilidade polinica
demonstra a importincia de estudos populacionais
para avaliar a fertilidade masculina. Neste estudo,
na maioria das espécies trabalhadas, os individuos
de uma mesma espécie apresentaram viabilidade
polinica varidvel.

As diferencas de viabilidade encontradas
neste estudo indicam que a estimativa de viabilidade
polinica pode ser afetada pela amostragem
(individuo) e que o uso de solugdes histoquimicas
diferentes influi nos resultados encontrados de
viabilidade. Além disso, fatores biolégicos e
ecolégicos como a longevidade da flor podem estar
associados & variagdo na taxa de viabilidade
polinica. O dimorfismo das anteras, por outro lado,
ndo se reflete em diferengas de viabilidade polinica
para essas espécies de Tibouchina.

Rodriguésia 62(1): 223-228. 2011
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