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RESUMO DA TESE

Estudos reprodutivos em Leguminosae sdo escassasriéos a espécies de importancia
agricola e as de regifes temperadas. As informagi8poniveis mostram alta incidéncia
de aborto de frutos e sementes na familia, masopsacconhece sobre as causas dos
processos abortivos. No géndfoicung cuja ecologia da reproducdo é pouco conhecida,
ocorre alta producéo de frutos e semented/lemrens enquanto enM. japira a producéo

€ muito baixa, devido aos abortos, embora em arhl@gs grande nimero de flore3s
objetivos deste estudo referem-se ao estudo dagiodla reproducdo, com énfase em embriologia,
citogenética e variabilidade genéticaMecuna ureng Mucuna japira,abordando com detalhe os
aspectos relacionados nos seguintes itdnsdescrever detalhadamente a biologia floral e
sistemas de polinizacdo d& urense M. japira, 2) estudar detalhadamente a producao e
composicdo do néctar e avaliar a influéncia destérpetro na producdo de frutos e
sementes, 3) verificar os sistemas reprodutivos seefeitos dos componentes de
fecundidade no processo reprodutivos, 4) desenvelsteidos anatdmicos e citogenéticos
para verificar o indice meidtico e se existem arabdades no decorrer da
microsporogénese; 5) desenvolver estudos sobregasmerogénese, megagametogénese e
formacao do zigoto para analisar processos queposstar relacionados com o aborto de
frutos e sementes, 6) desenvolver analises demsistésoenzimaticos para caracterizar a
variabilidade genética nas populacdes naturaigidas espécies dducuna A utilizacéo
conjunta de dados de biologia reprodutiva com ogrdbriologia, citogenética, genética
populacional e ecologia da polinizacdo trouxeraoteescimentos sobre as possiveis causas
e consequéncias dos abortos de frutos e semergahida espécies dducuna O estudo

de campo foi desenvolvido em Mata Atlantica, Pargs@dual da Serra do Mar — Ndcleo
Picinguaba, SP e as analises de laboratério noriaepento de Botéanica da Unicamp e
Departamento de Ciéncias Farmacéuticas da USPr&ib&ireto. O aborto de frutos e
sementes emMucuna japira parece estar relacionado com: 1) Forrageamento do
polinizador, pois todas as flores da inflorescémgad. japira abrem ao mesmo tempo,
proporcionando que o polinizad@acicus haemorrhousjsite todas as flores favorecendo
a geitonogamia e consequentemente o aborto des feusementes; 2) Comportamento de

visita do polinizador, pois quandd. haemorrhougisita as flores déM. japira polen &



desperdicado, pois 0 passagenas ativa o0 mecanismo explosivo de aberturtbdaedm o
bico e uma quantidade de pdélen ndo € depositadarpo do polinizador; 3) paid. urens
gue produz mais frutos e sementes doMugpira, reabsor¢cdo de néctar € um importante
recurso para o desenvolvimento de sementes umgueea taxa de reabsorcédo de néctar
por flor paraM. urensé 3 mg/h e pardl. japira é 0.25 mg/h; 4) devido a alta taxa de
herbivoria pelas larvas de talus os recursos das plantas sdo alocados para riegigast
das partes vegetativas, assim ocorre a diminuigd® récursos disponiveis para o
desenvolvimento de frutos e sementes ocasionanaloodo; 5) Recursos maternos nao
disponiveis para nutricdo do embrido, como a imigplidade do grédo de amido e o
isolamento do nucelo pela calose e 6) Ausénciaiagide haustorial para captura de
recursos para o desenvolvimento do embrido.



ABSTRACT

Studies about reproduction in Leguminosae are ycami generally confined to crop
species. Fruit and seed abortion occurs in thidlyadout there is few information about the
causes of abortion process. The knowledgement abptaductive ecology iMucunais little
quantity, but inMucuna urenghe production of fruits and seeds is high whildinjapira it is
low due to abortion. The present work studies #aductive biology, using some aspects of
embryology, cytogenetics and genetic variabilityvhf urensand M. japira, and such a study
was developed through investigations of: 1) detait®ut floral biology and pollination
systems; 2) nectar production and composition edlgb fruit and seed development; 3)
reproductive systems, herbivory and the componehtgcundity in reproductive process; 4)
cytogenetics and microsporogenesis to verify thecuwence of abnormalities; 5)
megasporogenesis, megagametogenesis and zygotatitornto verify if these processes are
related to fruit and seed abortion and 6) isozysyssems to distinguish the genetic variability
in natural populations of botMucunaspecies. The reproductive biology data togetheh wit
embryology, cytogenetics, population genetics aradlination ecology elucidated some
possible factors and consequences of fruit and abedion in thesélucunaspecies. Field
work was developed in Atlantic Forest, Parque Hsthda Serra do Mar, Nucleo Picinguaba
and the laboratory analyses at Departamento denBataUnicamp and Departamento de
Ciéncias Farmacéuticas, USP-Ribeirdo Preto. Fndt seed abortion iM. japira might be
related to: 1) pollinator route foraging, due tbfedwer in a inflorescence dfl. japira open
together, providing the pollinat@. haemorrhousisits all flowers, favoring geitonogamy and
consequently fruit and seed abortion; 2) pollinatasiting behavior, because whe@.
haemorrhousvisits M. japira flowers, great amount of pollen is lost, because ltird just
triggers the flower explosive opening mechanismhwis bill and a amount of pollen is not
bonded on its body; 3) favl. urensthat produces more fruits and seeds thanapira, nectar
resorption is an important resource for seed dewveémt once nectar resorption rate Kbr
urensis 3 mg/h per flower and fo¥l. japira 0.25 mg/h per flower; 4) due to high rate of
herbivory byA. taluslarvae, plant resources are allocated to recotistitwf vegetative parts,
then there are less resources for fruit and seeela@ment, causing abortion of these
structures; 5) maternal resources are not avaifablembryo nutrition, as starch grains are not
available and nucellus is isolated by callose apddustorial synergids are not present to

capture resources for embryo development &4.iarens.



INTRODUCAO GERAL

Fabaceae compreende 630 géneros e mais de 1808flessgistribuidas em trés
subfamilias, Mimosoideae, Caesalpinoideae e Fahei(ludd et al. 1999, Lewis & Schrire
2003), representando um dos maiores taxons de #pwjimae, superado em numero de
espécies apenas pelas familias Orchidaceae e éeera Fabaceae possui distribuicdo
cosmopolita, além de ser a segunda familia em it@pca econdmica, sendo superada
apenas por Poaceae (Judd et al. 1999).

A subfamilia Faboideae é constituida por 430 g&ner cerca de 12600 espécies
(Judd et al. 1999) e seus representantes ocorredivemsas formacdes vegetais devido a
sua grande diversidade e aos véarios tipos de regdiod(Polhill et al. 1981). Uma das
formagBes vegetais na qual esta subfamilia predodia Mata Atlantica brasileira, que
devido a sua grande biodiversidade e pelo fatoedausa das formagdes vegetais mais
ameacadas é considerada um dos “hot spots” muriiflgéss et al. 2000).

Diversas caracteristicas da biologia das Faboitlgaecontribuido para seu sucesso
ecologico e evolutivo. Dentro destas caractedstpodemos destacar a adaptacdo de suas
flores para serem visitadas por abelhas e oufos tie agentes polinizadores como beija-
flores e morcegos, bem como por apresentar vapgos tle sistemas reprodutivos (Arroyo
1981).

O géneroMucuna Adans. (Fabaceae, Faboideae, Phaseoleae), cujagiecala
reproducdo é pouco conhecida, possui cerca de df¥cies, sendo que apenas 45 sdo
validas (Bisby et al. 2001). Algumas dessas espémpresentam valor econémico, sendo
importantes para o ciclo do nitrogénio e como aduigdnico (Oudhia 2001). Na América
Central os tricomas dos frutos sdo misturados dpserdo esta composicdo muito eficaz

na eliminagdo de parasitas intestinais (Mablerl@97). Pesquisas recentes com tribos



indigenas do estado de Tocantins revelaram que espécie deMucung cujo nome
indigena é Ahkro, faz parte das espécies que apapsemportancia medicinal, integrando
a fitofarmacopéia da tribo Krahd, que estd sendesitigada pelo Centro Brasileiro de
Informacdes sobre Drogas Psicotropicas (Izique ROEate género também é importante
na medicina popular da india e participa da forigéitade mais de 200 receitas medicinais
indigenas (Agharka 1991, Singh et &P96). Tanto as partes vegetativas quanto as
reprodutivas possuem propriedades medicinais cameaizes sdo usadas como laxantes e
aliviam a constipacdo, nefropatia, elefantiase,ropatia, Ulceras, febre e verminoses
(Lindley 1985, Ramnath 1992, Warrier et al. 1996al®i 1997, Upadhyay 2000), as
folhas séo utilizadas para forragem de plantacOsndém para tratamento de Ulceras,
inflamagbes e enxaquecas (Oudhia 2001) e as senenue podem atuar como
adstringentes, laxativos, afrodisiacos e vermifu@®astogi & Mehrotra 1991a, 1991b,
Singh et al1995). Depois da descoberta que as sementekidenacontém L-dopa, uma
droga que combate o Mal de Parkinson, a demandaopasercado internacional aumentou
e os fazendeiros indianos iniciaram o cultivo cana¢Farooqi 1999).

Neste trabalho foi proposto estudar a ecologiaegpaoducédo e polinizacdo, bem
como a embriologia, citogenética e variabilidadeégea deMucuna urengL.) Medik e
Mucuna japiraA. M. G. Azevedo, Agostini & Sazima, popularmentanleecidas como
coronha e bico de pato, respectivamente. Ambasigdmatricas e abundantes no Parque
Estadual da Serra do Mar, Nucleo Picinguaba, S@tPacorrendo na restinga, mata de
encosta e mata de galeria. Nao ha sobreposicqemado principal de floracdo dessas
espécies, poidl. japira floresce nos meses de maio e junho (Agostini 2@0M) urens
apresenta pico de floragdo de novembro a dezemflmwagdo esparsa em varios outros

meses.



Essas espécies sdo lianas, possuem inflorescgraidentes e flores ressupinadas
(Arroyo 1981). Ambas apresentam abertura explodaalor, como € caracteristico do
género, que ocorre somente apos aplicagdo de preskée a base da quilha, liberando os
elementos reprodutivos e, consequentemente, egpall@dlen sobre o polinizador (van
Leeuwen 1938, van der Pijl 1941, Baker 1970, Saz&n&azima 1978, Hopkins &
Hopkins 1992, Agostini 2004). Essa forma de exgimsidos elementos reprodutivos é a
mais derivada em Fabaceae e, geralmente, estass floom deiscéncia explosiva
apresentam grandes quantidades de néctar (Arr@i).19

Ocorre alta producgéo de frutos e sementedverarens(K. Agostini, M. Sazima
obs. pess.), enquanto &h japira a producdo é muito baixa (Agostini 2004), embora e
ambas haja grande numero de flores por infloresgénélém disso, enM. japira, a
formacdo de frutos nos tratamentos de autopolid@apolinizacdo cruzada e condi¢des
naturais € iniciada, mas estes frutos sdo aborthdas a trés semanas apds a polinizacao
(Agostini 2004). O processo de aborto de frutoseenentes ndo € exclusivo de
Leguminosae. Em vérias familias de Angiospermamentes viaveis sao formadas de
pequena proporcdo de ovulos; os demais Ovulos eadesenvolvem pela auséncia de
fertilizacdo, ou se fertilizados, os embribes s@&oriados durante o desenvolvimento
(Sedgley 1980, Bawa & Webb 1984, Queller 1985)uddose conhece sobre as causas e
implicacbes da mortalidade entre a fertilizacdo maauridade da semente (Lloyd 1980,
Lloyd et al 1980, Stephenson 1981, Udovic & Aker 1981). Pagaliexr a ocorréncia de
abortos existem varias hipéteses, como a de selsefoal, atribuindo os abortos a
otimizagdo do sucesso reprodutivo masculino e fexmifLloyd 1980), a que envolve a

paternidade do zigoto (Janzen 1977) e a combirdg&enes letais (Martin & Lee 1993).



A utilizacdo conjunta de dados de ecologia da [magéo e biologia reprodutiva
com os de embriologia, citogenética, variabilidgdaética podem acrescentar informacdes
ao conhecimento das possiveis causas e conseidosiabortos, direcionando pesquisas
tanto com relacdo a produtividade de sementes eod®perspectivas evolutivas (Sedgley
1980, Bawa & Webb 1984, Ebadi et18196).

O conhecimento do sistema reprodutivo das espédiesdamental na investigacao
das causas de ocorréncia de aborto (Bawa 1979uddsssobre a biologia reprodutiva de
espécies de Faboideae sdo desenvolvidos em divergdi®es do mundo, sendo mais
freqientes nas regides temperadas ou no Velho M{Bdangyotha & Owens 2002,
Tandon 2003). Nas regides tropicais, as informacéabre ecologia reprodutiva de
Faboideae estédo incluidas em estudos ao nivelrdermidades (Bullock 1985, Bawa et al.
1985, Ramirez & Brito 1990, Arroyo & Uslar 1993nse poucos os estudos que abordam
isoladamente espécies de Faboideae sob estesoasffeeinco 1995, Gibbs et al. 1999,
Gibbs & Sassaki 1998, Teixeira 2001).

Pouco se tem estudado a respeito das modificagéiedolgicas que ocorrem desde
0 processo de fecundacdo até a maturacdo da seméntestudo da morfologia e do
desenvolvimento do Ovulo antes, durante e apoOstéizecdo, tem contribuido para o
conhecimento da expresséo do aborto de frutos erdesnas Angiospermae. Plantas com
altas taxas de aborto apresentam anormalidadessamvblvimento do saco embrionario,
do embrido e do endosperma (Pimienta & Polito 1888) et al.1990, Palupi & Owen
1997, Arathi et al.1999, Sage et all999). Esta auséncia de fertilizacdo do saco
embrionario acarretando o aborto de 6vulos tambéde estar relacionada a esterilidade
do grdo de polen, que ocasiona anormalidades naspmrogénese (Mogensen 1975), a

reacOes de incompatibilidade no estigma ou nceéstila flor (Seavey & Bawa 1986, Sage



et al. 1999) e mesmo, a posi¢cdo ocupada pelo 6vulo delutrovario, o que tem sido
amplamente estudado em Fabaceae (Hossaert & VA888, Bawa & Buckley 1989,
Martin & Lee 1993, Gibbs & Sassaki 1998).

O desenvolvimento anormal do embrido e do endospepar sua vez, pode ter
origem em restricbes de recursos maternos a pegéem mecanismos pds-zigoticos que
atuam como barreiras a autofertilizacdo, conheaxdoso auto-incompatibilidade tardia e
depressdo endogamica. Tais mecanismos requeremogstios eventos que ocorrem
durante a fertilizacdo, para que possam ser disting na pratica, apesar de serem
conceitualmente bem diferenciados (Seavey & Bawg6)19 Ha registros de evidéncias
citoldgicas de aborto de 6vulos apds a fertilizagamMedicago sativee Pisum sativum
(Brink & Cooper 1947, Linck 1961) e dados anatomide flores, frutos e sementes
abortados enPersea americandSedgley 1980) e para o géndbdahlstedtia(Teixeira
2001).

O tipo de polinizador, os padrbes de dispersdpdlien e os sistemas reprodutivos
sdo os principais fatores que afetam a variabiéidgenética de espécies e populacdes
vegetais (Bawa 1976, Kageyama & Castro 1989, Kagay2990, Loveless & Hamrick
1984, Hamrick 1990, Hamrick & Godt 1989, Ohsawalet1993, Borba & Semir 2001,
Borba et al. 2001). Polinizadores diferentes amtase padrdes caracteristicos de
forrageamento, alguns podem visitar sempre florésimas enquanto outros realizam véos
de maiores distancias entre visitas (Levin & Kerdi®68, Feinsinger & Colwell 1978,
Schaal 1980, Schmitt 1980, Waser 1982, Ellstrandaishal 1985, Fenster 1991, Godt &
Hamrick 1993).

Polinizadores que visitam flores proximas favone@ereducédo da heterozigosidade

na populagdo total e levam a sub-estruturacdo gmlgpgAo em pequenas manchas



panmiticas, geralmente com elevada homozigosidadgual a deriva genética pode atuar
gerando diferenciacdo local (Schaal 1980, Schn8801 Crawford 1984, Loveless &
Hamrick 1984, Hamrick 1990, Hamrick & Godt 1989, n@dbell 1991, Ohsawa et al.
1993). Por outro lado, espécies cujos polinizaslgoam longas distancias entre as visitas,
habitualmente apresentam &reas de vizinhanca geamadiores, algumas vezes sendo toda
a populacdo panmitica devido a rapida migracdo efeeg através da colbnia, sendo
necessarias pressoes seletivas muito fortes par@aura a diferenciacdo local devido a
forca coesiva do fluxo polinico (Schmitt 1980, Less & Hamrick 1984, Ellstrand &
Marshall 1985, Hamrick 1990, Hamrick & Godt 198%)9awa et al. 1993, Gandara 1996,
Lepsch-Cunha 1996). Essas caracteristicas condbabitualmente a maior diversidade
interpopulacional do que intrapopulacional e daespcomo um todo.

A importancia do presente trabalho reside em astdé modo multidisciplinar
espécies nativas da Mata Atlantica, ecossistenpictidocarente de dados bioldgicos sobre
reproducédo e polinizagao, cujas informacdes saagyrande parte, preliminares (Brazier et
al. 1976, Haekes 1976, Teixeira 2001). Além disstes dados fornecerdo uma visdo mais
ampla sobre as interacdes planta-animal no gédecung bem como fornecerdo bases
para entender o processo de aborto de frutos ensesneelacionando varios aspectos da

biologia reprodutiva das espécies.
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CAPITULO | : “Explosive flowers, birds and bats: the secretsfawo Mucuna species”

Kayna Agostini,
Profa. Dra. Marilia de Moraes Castro

Profa. Dra Marlies Sazima

Introduction

Leguminosae is the third largest family of angersps and it is distributed
worldwide (Lewis et al. 2005). Part of its succeéssdue to its very elaborated floral
constructions (Judd et al. 1999, Endress 1994)aF&volution in Faboideae subfamily is
characterized by maximizing pollen and nectar engnaesulting in a gradual selective
development of increasingly sophisticated pollistaand the elimination of non-
specialized vectors. The highest expression is doamong Faboideae flowers with
explosive pollen delivery (Arroyo 1981).

Floral biology of Faboideae species is resear¢hedarious regions of the world,
but most of them in the Old World (Westerkamp 1982sterkamp & Paul 1993, Hopkins
& Hopkins 1992), however it is still a vast andatelely unstudied group (Stirton 1981). In
the Tropical regions most information about Faba&ldloral biology is included in
community studies (Sobrevila & Arroyo 1982, Bawaakt1985, Ramirez & Brito 1990)
and few studies with species in particular aretingdly scarce (Baker 1970, Morton 1979,
Toledo & Hernandez 1979, Pereira-Noronha et al2188uneau 1997, Cotton 2001).

The genusMucunaAdans. (Leguminosae, Faboideae, Phaseoleae), Wit 880
species, shows explosive flower opening (van Leeuw®38, van der Pijl 1941, Baker

1970). This genus is one of the most derived ofLitbguminosae family (Bruneau et al.
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1994, Lewis et al. 2005), and occurs in the New @tdl World tropics (Endress 1994,
Lewis et al 2005). In Papuasia, where 20 species kaown (Verdcourt 1979), an
impressive radiation involving different pollinatogroups has taken place. Insects,
lorikeets, small bats and nocturnal possums haga becognized as pollinators of different
species (Hopkins & Hopkins 1992). In the Neotropitere are few studies about
chiropterophilous species (Baker 1970, Sazima &irGaz1978, von Helversen & von
Helversen 1999, 2003) and one with ornithophilopgcges (Agostini et al. 2006).
Information about Neotropicducunaspecies, pollinated by birds are restricted teva f
records ofCacicus cela(lcteridae) visitingMucuna rostrataflowers, but the floral and
pollination biology were not studied in detail (@ot 2001).

The present work describ&ucuna japiraA. M. G. Azevedo, Agostini & Sazima
andM. urens(L.) Medikus (Leguminosae, Faboideae, Phaseoldga®)tsral and temporal
details of flowers to understand their functioniagd the relationship with pollination
biology. This procedure allowed us to address tlewing specific questions: 1) Might
morphological characters and anatomical structesgdain the flower explosive opening
mechanism? and 2) how do differences in pollindtoaging behavior influence the

reproductive success of bd#hucunaspecies?.

Materials and Methods

The study site is in the coastal lowlands covdrgdubhumid evergreen broadleaf
forest (Eiten 1970) at Picinguaba (about 23° 2@1&; 52'W) in Ubatuba, Sao Paulo,
southeastern Brazil. Average annual rainfall atdtuely site is 2526ml and average annual
temperature is 22,7°C (Sazima et al. 2003). Themeiss occur on rivers ridges in

temporarily flooded or very humid areas.
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For this study 30 individuals of each species wexed and flowers were observed
in situ to determine phases of anthesis, color (followKimgnerup & Wanscher, 1963) and
scent intensity (30 flowers of each species). Stiggnreceptivity was tested using the
H202 catalase activity method (Dafni et al. 200&) aqueous solution of Neutral Red to
verify the occurrence of lipids (n=10 flowers foach species), this solution/dye stains
lipids red and may indicate the presence and bigidn of volatile compounds responsible
for the floral odor/scent (Kearns & Inouye 1993).

For general morphological observations, flowerdath species were fixed in FAA
(Johansen 1940) for 24h. Keel apices were dehyirdieugh a tertiary butyl alcohol
series, embedded in paraffin and then sectiondua(d®n 1940). Serial transections and
longisections were cut at 1 thickness on a rotary microtome, and stained ®&franin
O and Astra blue (Gerlach 1969). Observations werade with Olympus BX51
microscope using polarized light to detect ligninthe cell walls. Keel apices were also
dehydrated in a graded acetone series, criticaltmbied and coated with a thin layer of
gold. Scanning electron micrographs were obtaineca IEOL 5800 LV microscope at
10kV.

Nectar production of both species was measured Oinbdgged flowers from
different individuals at the pre-anthesis phddejapira nectar was measured once per day
along anthesis, anél. urensat each two hours of anthesis. Two variables werasured,
volume of nectar using a graduated microlitre geirfHamilton, NV, USA), and sugar
concentration (percentage sucrose, w/w) with a @oc&fractometer (Atago® 0-32%).
Total nectar volume and nectar sugar concentratiere compared by one-way ANOVA

test.
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In another group of bagged flowers, all nectar wamoved from a flower
repeatedly, at 2-h intervals fbt. urens starting at 1800h (n=10), and 12-h intervalsNor
japira, starting at 0600h (n=10) on the first day of asth until corolla abscission. Special
care was taken to avoid damage to the nectariestaed flower parts.

Direct visual observations of visitors were madhel ghotographs were taken to
analyze their visiting behavior. Observations Mn japira were made in May and June
2002-2004 and oM. urensin November and December 2002-200%e observations on
M. japira began at dawn (0500h), ending at late afternoofQi)/totaling 169 man/hours

and onM. urensthey began at 1800h, ending at 0600h, totaling &4/hours.

Results and Discussion

Plant habit and floral features

Mucuna japira (Figure la)and M. urens(Figure 1b-d) are woody climbers with
pseudoracemose inflorescences. The main flowerarggs of the studied populations
occurred once a year and lasted from May to Juih jjapira and November to December
in M. urens,characterizing an annual phenological pattern &ismete by Newstrom et al.
(1994). Based on Gentry (197H4). japira shows the so-called “cornucopia flowering”,
producing a large number of flowers during severaéks andVl. urensshows“steady-
state flowering” whereby the plant produces a flewérs a day over an extended period of
time. Especially forM. urensthis flowering behavior may be an adaptation toofathe
spatial memory of the bats (Winter & von Helvers&d01). Spatial memory for food
location is likely to be the most important meclsamienabling glossophaginae to relocate

flowers and minimize search costs (Winter & vonugeten 2001).
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Both species have dangling inflorescendds japira peduncles are 4,4 - 25,3 cm
long (Tozzi et al. 2005) while those . urensare 60 — 150 cm long. Flagelliflory
(flowers placed on the end of long peduncles) iwhere better developed than in the
leguminous vine genuBlucuna (Baker 1970). Bird pollinated species within thenge
seem to have peduncles shorter than 40 cm, likditdepollinatedM. kraetkeiat Papua-
New Guinea (van Leeuwen 1938). On the other hamel, peduncles of bat-pollinated
Mucunaspecies may reach up to 1000 cm (van der Pijl 1Bdker 1970, Faegri & van der
Pijl 1980, Hopkins & Hopkins 1992). Flagellifloroumflorescences ensure exposed
position of many flowers, and they probably helpraaching bats when they fly up from
below the horizon and view the flower against igatlsky (van der Pijl 1936, Vogel 1968,
1969, Tschapka et al. 1999, Winter & von Helver2eal).

EachM. japira inflorescence bears 12 — 21 showy, yellow, odoréess large flag-
flowers (more than 6,5 cm in length) (Figure 1ahjck are in anthesis simultaneously and
remain fresh and active for seven days (Tozzi .eR@0D5, Agostini et al. 2006). Features
such as vivid color and lack of odor fit well intee ornithophilous syndrome (Faegri & van
der Pijl 1980). Simultaneous anthesis and largebmuinof flowers per inflorescence suit
well the needs of perching birds, which thus atle &b reach several flowers from a single
perch without much movements (Pyke 1981); additipnfiower disposition allows birds
to land on the inflorescence (Westerkamp 1990). [Bingevity of M. japira flowers is
considered long compared with other Faboideae spe@nd long anthesis could be
important once it increases the possibility of flevers being visited and pollinated
(Primack 1985).

Each M. urensinflorescence bears 36-54 greenish, rotten odor raadium size

flag-flowers (less than 5 cm length), but only Ik8vers are in anthesis simultaneously,



23

that last one night (Figure 1b — d). Green coloobpbly helps to make the flower
inconspicuous for other visually oriented forageush as sphingid moth and probably also
birds (Winter & von Helversen 2001), although featusuch as opaque color and fetid
odor are related to the chiropterophilous syndrqfeegri & van der Pijl 1980). Few
flowers in anthesis simultaneously per infloreseeiscrelated to trapline foraging behavior
(von Helversen 1993), increasing the possibilitgafss-pollination. Short longevity ®4.
urensflowers seems to be commonMucunaspecies pollinated by bats, liké andreana
and M. macropodaalso last only one night (Baker 1970, Hopkins &pHins 1992), but

this pattern is also found in other Faboideae gisg@trimack 1985).

Common floral biology features ®4. japira andM. urens

Flowers of both species have typical Faboideasllesr and are individually
ressupinated due to 180° rotation of the floraligedd During anthesis, the standard petal
curves backwards and the wing petals expand, @utea monospermélrandon et al
2003). The standard petal M. japira is associated with visual attraction, while Nh
urensthis petal works as an acoustic guide to help énbidit echolocation (von Helversen &
von Helversen 1999, 2003). The echoes of such easenvexillum should be acoustically
conspicuous because they persist during a seriesllefemitted by a passing bat (Winter &
von Helversen 2001). According to these authorg#wiliar concave geometry is a feature
of someMucunaspecies that are pollinated by glossophaginae bate Palaeotropical
bat-pollinated species dflucung which are visited by small megachiropterans do no
echolocate, nor bird-pollinated species of the gepossess vexilla with the specialized

shape and stiffness.
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The petals of both species are interconnecte@ubigles and indentation, forming
one system and allowing a mechanical cooperatiaongrnthe petals (Stirton 1981). Due to
this mechanical cooperation thedeicunaspecies have the explosive tripping mechanism,
permitting the explosive pollen delivery (Arroyo 819 Endress 1994). Flowers with
explosive opening mechanism occur in widely différplant families such as Lamiaceae,
Urticaceae, Ericaceae, Acanthaceae and Orchida@amiki, 2003; Solomon Raju &
Purnachandra Rao, 2006). This is a complicated amsm, which requires tripping by
specific biotic vectors (like bees, birds and b&dsgause explosive release of the pollen to
result in pollination (Solomon Raju & Purnachan@®ao, 2006). Flower visitors require
strength to press the keel petals in order to la@eess to nectar, only those flower visitors
which have the required strength can get accesed¢tar and in the process, cause keel
explosion and pollination (Suzuki, 2003; SolomonuR& Purnachandra Rao, 2006). In the
absence of flower-tripping agents, the flowers remanpollinated which results in a
breakdown of the pollination system (Solomon Rajédbba Reddi, 1995).

After the first visit when the visitor triggersetexplosive opening mechanism in
Mucunaflowers, the staminal tube moves towards the stahdad does not return to the
original state. In consecutive visits the visitdosnot contact the reproductive organs again,
but they still visity the flowers to take the remiaig nectar. ThusMucunaflowers have
just one chance to be pollinated. On the other hapecies likeCytisus scaparius
(pollinated by bees) have explosive opening medmarmiut do not secrete nectar, and after
the first visit the reproductive organs do not retto the original state (Suzuki 2003). Other
species, afongamia pinnatapollinated by bees), have explosive opening meicha
secrete nectar continuously, and after the vidits ieproductive organs return to the

original state (Solomon Raju & Purnachandra Rad20@aving more than one chance to
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be pollinated. The significance of single flowesits on the reproductive success of plants,
in particular in plants that possess a “flower exptg pollination” system, requires further
study (Suzuki 2003).

The androecium of thesglucuna species consists of two whorls of alternating
stamens. Five short stamens with short and haityeas and five long stamens with long
and glabrous anthers form the staminal tube (forendetails see Agostini et al. 2007). The
fusion of the stamens in this family confers anam@nt adaptative advantage (Polhill et al
1981) by forming the staminal column and limitidge trange of pollinators that can work
the flower. Many instances of fusion are specifjcahssociated with pollination
mechanisms, probably as the result of coevoluttthough it is not known whether they
are correlated (Tucker 1987). Another advantagediafelphy is the prevention of
desiccation or dilution of the nectar by wind, ramsolar radiation (Schrire 1989).

Two to three days before flower anthesis the shtatnens grow and reach the
length of the long stamens, thus all anthers oetuthe same level. The long/glabrous
anthers release their pollen first and as the sétarnens grow, their short/hairy anthers
now also open, push all pollen towards the keek apbere it remain due to the trichomes
of the latter anthers. Both anther types reledsgo#len in the bud phase that characterizes
secondary pollen presentation. Probably, the seagngollen presentation and the
explosive mechanism iMucunais derived from flowers with pump mechanism that is
often associated with dimorphic anthers, with theger anthers dehiscing first, and the
shorter acting as pistons moving the pollen ouhefkeel (Arroyo 1981).

The peltate stigma is covered by a cuticle, angibycing it, in a receptive stigma,
an exudate is released. This exudate is essewotiapdllen adhesion, hydratation and

germination on stigmas (Lord & Heslop-Harrison 1984ivanna & Owens 1989). Seven
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species of Phaseoleae, where the gdfiusunais inserted present the cuticle still intact
until flower anthesis and it only ruptures aftee tpollinator’s visit (Shivanna & Owens
1989).

The stigma presents several trichomes at its &adet is situated above the pollen
mass and these features prevent contact of thptrneeestigmatic surface with self pollen
characterizing a herkogamous mechanism, thus negluslf pollination and promoting
cross pollination (Holwell et al. 1993). Besidearidg a first visit at the moment of flower

explosion a pollinator contacts the stigma befereiving pollen.

Morphological aspects of the flower explosive opgninechanism

In the genudMucunathe pistil and stamens are under tension, enclosdte keel,
and release of the reproductive organs occurs ghra@axplosive flower opening. At the
apex of the keel the petals are stiff and joineddme extent, which probably act as a
support to bring about flower explosion after atvis

In the keel apex of both species, the walls of miesophyll cells are lignified
(Figure 2a-d). Besides, the cells of the inner epids have secondary lignified wall
thickenings (Figure 2e), except at the keel tig¢Fé 2d), only irM. japira. These features
might explain whyM. japira flowers are harder to open than thoseMf urens The
stiffness of the keel could be associated withpttesence of lignified tissues.

In non-lignified portion of the keel apex of batpecies, there are entwined papillae
(Figure 2c), which keep the petals firmly unitedig(ffe 2f-g). These papillae are
unicellular glandular trichomes, with dense cytepta(Figure 2f) and striated cuticle

(Figure 2g-h).
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For the flower opening and releasing of the repotile organs, pollinators have to
press the keel basis, which results in differeratiiss between the lignified and nonlignified
portions of the inner epidermis, as well as offibgion with the entwined papillae.

Morphological features of the flowers of both spscare compared in Table 1.
These features possibly are related to the pallindbiology of the twoaMucunaspecies,
since M. japira is pollinated mostly by the large perching bidacicus haemorrhous
(Icteridae) (Agostini et al. 2006) and. urensby the small flower batGlossophaga
soricina (Phyllostomidae) (Sazima & Sazima 1978), which gplifferent strength (due to

their different sizes) to trigger the explosiveakr opening.

Nectar Features

The nectaries of both species are lobate, catiavlar form, present a massive
secretory tissue and are intrastaminal, i.e. smthdbetween the androecium and the
gynoecium. The large amount of nectar is accumdlat¢he nectar chamber formed by the
calyx. Many members of this family offer nectar walhiis secreted in the innermost parts of
the base of the staminal filaments and accumulatethe space created between the
stamens and the pistil (Rodriguez-Riand et al 1989&)ess to nectar is by way of the space
created by one of the ten stamens which originetesentrances at its base, so called
fenestration (Rodriguez-Riand et al. 1999). Spettiashave androecium with fenestration
produce high volume of nectar and allow nectar laldity to a narrow range of
pollinators, but at the same time provide solidtgcoon to both ovary and nectary
(Rodriguéz-Riand 1999). The trichomes on the oay on the style base prevent that the
nectar flows toward the staminal tube, insteadht® nectar chamber, as van Leeuwen

(1938) suggested fdrl. kraetkeiwhich has similar trichomes on these structures.
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Nectar secretion iM. japira starts at pre-anthesis and stops five days aftgle in
M. urensit starts at pre-anthesis and stops six hours. &t# both species if the explosive
opening mechanism is triggered, the nectar seorestops. This may occur due to the
unique pollination opportunity, a feature Mticunaspecies(Baker 1970, Sazima & Sazima
1978, von Helversen & von Helversen 2003).

The nectar volume dfl. japira and M. urensvaries with the anthesis period. The
highest average nectar volume dr japira is 337,7 | and occurs at the fifth day of
anthesis, and after this period the volume decseaBkere is a difference among the
average nectar volume during the days of anthds,82, p = 0,0001). The highest
average nectar volume fit. urensis 310,8 | and occurs six hours after anthesis. There is
also a difference among the average nectar volumengl the hours of anthesis
(F=28,9843, p = 0,0001).

The mean nectar concentrationhh japira varies from 9,7% to 10,8%, with no
differences among the days of anthesisMlnurensthe mean nectar concentration varies
from 15,0% to 17,0% and no differences among thedof anthesis occur.

Faboideae flowers with explosive opening mechansaorete large amounts of
nectar, and probably these flowers are derivate filwose in which the major source was
nectar. The large amount of nectar is a commoibaté for passerine bird and bat flowers.
Mucuna japira,pollinated byCacicus haemorrhou@gostini et al 2006), presents besides
the large quantity of nectar, an adequate condenirghat indicates passerine pollination
syndrome (Faegri & van der Pijl 1980). On the othand, the volume and nectar
concentration oM. urensis similar to several bat flowers as recorded f®ibat-pollinated
flowers of the Neotropics (von Helversen 1993).sBate expensive pollinators in that they

need large amounts of nectar. These requiremeatsdskeverely restrict the circumstances
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under which bats become the preferred pollinatoraflant species. On the other hand,
bats can transfer pollen over potentially largdasises, which can be important for self-

incompatible plants, as Mucuna urengChapter 3) (Winter & von Helversen 2001).

Floral Scent

On M. japira flowers no smell was perceivable and no osmophwee detected.
Flowers without odor is another feature that fisllvin passerine pollination syndrome as
described by Faegri & van der Pijl (1980).

The flowers ofM. urensexhale a strong and very unpleasant smell, sirtolaotten
cauliflower. Scent production starts at sunset @ap1800h), decreases progressively
during the night, and ceases early in the mornidgerwthe flower is senescent. The
osmophores in the flowers of this species are adrated in the inner part of the standard
and wing petals. Bats are able to detect and loe&tiod sources guided only by the scent
and olfaction is probably the primary sense for Ity distance detection of bat flowers
(von Helversen et al 2000, Winter & von Helversé®P) although other senses of the

glossophaginae bats, like echolocation, are exgeotbe used to find flowers.

Floral Visitors

Cacicus haemorrhousa passerine bird, was the most efficient polbnatf M.
japira, and its behavior on the flowers and the pollinateystem were described by
Agostini et al. (2006). During the first visit, thdérd receives pollen on its head and touches
the stigma due to the explosive mechanism of ftoggening and pollen delivery (Figure

la).
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Glossophaga soricinavas the only bat visitor recorded & urensflowers, as it
was also recorded by Sazima & Sazima (1978). The liegan the visits at 1930h, made
intervals around one hour and the visits ceaseahadr@000h. During the first visit, the bat
clings on the flower, grasping the standard wite thumbs and the wings with the feet,
where they left visible marks. When the bat tudkssnout into the corolla, it makes a
pression at the base of the wing and keel petadgeing the explosive opening
mechanism, thus contacting the stigma and receimiogt of the pollen on the ventral
region (Figure 1b). Subsequent visits to the salmwelr were made by hovering visits
(Figure 1c). Some flowers show 2-3 claw marks arhasing, indicating that the bats tried
to open the flowers 2-3 times before having suceatfsthe explosive opening mechanism
(Figure 1d). These claw marks are useful in assgdhe number of visits to a given flower
(as the bat does not change position while on liveef) and are still used as indirect
evidence of bat visits to a given flower speciesl{idrsen 1993, Sazima et al. 2003).

The clinging visits tdVl. urensflowers are maybe related to the difficulty of thet
to trigger the explosive opening mechanism - duentwphological features of the keel -
during the hovering visits. The bat does not climgflowers already triggered, because it
can achieve the nectar easily during hovering sistBimilar visiting behavior of
Glossophaga soricing also known folDyssochroma viridiflorumwhere the bat clings on
the flower during all the visits because the longpdla and its pendulous, vertical position,
makes it difficult to take nectar otherwise (Saziehal. 2003).

Thus,C. haemorrhousisits onM. japira more pollen is lost than whe®. soricina
visits M. urens because the last pollinator holds the entire élowvoiding that pollen
escapes, while the first pollinator just explodbe flower permitting that a amount of

pollen does not contact the bird’s body. This femtoan interfere in the reproductive
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process of thesBlucunaspecies. It would be expect that such a pollinasigstem (flower
exploding pollination) is an adaptation geared talvae efficient removal and deposition
of pollen during single flower visits of pollinakbecause a large amount of pollen is likely
to be lost from a flower tripped open by a pollora(Suzuki 2003). Although flowers of
these Mucuna species present the same flower opening procefferedit pollinators
suggest that different amounts of pollen are reszklwy each type.

The pollinators of bottMucunaspecies can be compared on their foraging route.
All the flowers in a inflorescence ®. japira open at the same time. This provides Bat
haemorrhousvisits all the flowers of the inflorescence, pably promoting geitonogamy
and consequently fruit/seed abortion. On the otlaed, inM. urensjust one-three flowers
per inflorescence open at the same time, provithagG. soricinauses a trap-line foraging

route, favoring the cross-pollination and enlardgimg genetic variability of the species.

Conclusions

Both pollination systems studied are specialized literature, there are studies
relating the explosive opening mechanism to beknadion, but inMucunait is related to
vertebrate pollination, probably becaudacunaflowers are large and need more strength
to trigger this mechanism. ThiMucunagenus presents the most derived syndromes of
pollination: ornithophily and chiropterophily.

Another important aspect of the floral and pollioa biology of Mucunais the
relation between the explosive opening mechanisthte single flower visits. However,
the effect of single flower visits on the reproduetsuccess of plants, in particular in plants

that possess a flower exploding pollination systesguires further studies.
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Legends

Figure 1 — a)M. japira inflorescence with 12 — 21 showy, yellow, odorlassl large flag-
flowers (more than 6,5 cm long), which are in asthesimultaneously and remain
fresh and active for seven days. The passerineitthemorrhouss the pollinator
and receives pollen on its head during the flestiér visit.b) M. urensinflorescence
with 36-54 greenish, rotten odor and medium siag-flowers (less than 5 cm long),
but only 1-3 flowers are in anthesis simultaneoudhat last one night. The
nectarivorous bab. soricinais the pollinator and receives pollen on its ventegion
during the first flower visitc) Subsequent visits to the same flower were made by
hovering visits by the batl) Some flowers oM. urensshow 2-3 claw marks on each
wing, indicating that the bats tried to open flosv@-3 times before having success

with the explosive opening mechanism.

,Figure 2 — Anatomical studies of the explosive flower opgnmechanism oM. japira
andM. urens.A — E. Lignification in the cell walls of the keel tip dlucunaspecies.
A — B. M. urens C — E. M. japira. A, C. general viewB, D — E. Sections observed
in polarized light. (A — D. 16x; E. 40xlr — H. Glandular papillae in the keel apex of
Mucuna species F. M. urens.G — H. M. japira. F. sample analyzed on light

microscopeG — H. Micrographs observed with SEM. (F. 60x; G. 1000x8HO0x).
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Table 1 — Major morphological features are comparedbetween M. urens and M.

japira inflorescences and flowers.

Mucuna japira

Mucuna urens

peduncle size
flowers/inflorescence
flower color
flower odor
flower size
flower anthesis
anthesis period
Flower in anthesis/inflorescence
Keel mesophyll lignification
inner epidermis lignification
secondary thickenings in the inner
epidermis
entwined glandular papillae
papillae with striated cuticle
nectar volume
nectar concentration
pollinator
local of pollen deposition

foraging route of pollination

4.4-253cm

12-21
yellow

odorless

more than 6.5 cm

diurnal

seven days

12-21

present
present

present

present
present
337.7 ul
9.7-10.8%
C. haemorrhougpasserine bird)
pollinator’s head
visits all flower the inflorescence

at the same time

60.0 — 150.0 cm
36 - 54
greenish
rotten cauliflower
less than 5 cm
nocturnal
one night
1-3
present
absent

absent

present
absent
310.8 ul
15.0-17.0%

G. soricina(nectarivorous bat)

podior’'s ventral region

trap line route
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CAPITULO 1l : “Nectar features related to pollination in two Mucuna species

(Leguminosae, Faboideae)”

Kayna Agostini
Profa Dra. Marlies Sazima

Prof. Dr. Leonardo Galetto

Introduction

The diversity of floral structures, colours and astls is related to pollination
biology (Baker & Baker 1983, Vogel 1991). Plantsthwbiotic pollination attract their
pollen vectors generally offering rewards (Willsa@883). Of the diverse floral rewards
offered by plants, nectar is the most importants Ifomposed of sugars which constitute
the major energy source for pollinators and maytaiona variety of other solutes
compounds, e. g. phenols, amino acids, reducirdgabpids, proteins, alkaloids (Percival
1961, Baker & Baker 1983, Simpson & Neff 1983, Gotrger et al. 1984, Bernardello
1991, Stiles & Freeman 1993). Sugars dominatedta solute in floral nectar: these are
mainly sucrose, fructose and glucose in varyingpprtions according to the species (Baker
& Baker 1983, Freeman et al. 1991; Stiles & Freed208).

Nectar variability is determined by many traitsated to each plant species. These
include nectar volume, concentration, productide,raomposition, removal effects, active
resorption, flower age, as well as other extrins&ts such as pollinator behavior, air
temperature and humidity, and the presence of nealders (e.g. Corbet 1978, Baker &
Baker 1983, Zimmerman & Pyke 1986, Feinsinger 19vBirawski 1987, Waser &

Mitchell 1990, Burquez & Corbet 1991, Mitchell & &&r 1992, Rathcke 1992,
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Bernardello et al 1994, Galetto et al 1994, Rivetaal 1996, Torres & Galetto 1998,
Galetto & Bernardello 2004).

Nectar is secreted with particular rhythms, thitoug the lifespan of a flower,
which allow the nectar production dynamics of acgg®to be determined. Knowledge of
nectar production dynamics is fundamental to thelesstanding of the plant-animal
relationship, aspects such as the plant's strabégyffering nectar, the activity patterns,
frequency and diversity of pollinators of a plapesies, the rate of nectar consumption by
animals, among others, could not be understoocbwith (Galetto & Bernardello 2004).

The effect of nectar removal by floral visitorsyrtaave a pronounced effect on the
total amount secreted by a flower. Although in sospecies removal does not modify
nectar production (e.g. Galetto & Bernardello 198395, Galetto et al 2000) in others the
total amount of sugar in the nectar may be inceka@eg. Pyke 1991, Galetto &
Bernardello 1995, Castellanos et al 2002) or deectde,g. Galetto & Bernardello 1992,
Bernardello et al. 1994, Galetto et al. 1997). Rtexhs for these patterns are not
straightforward because they may be related toradrs, environmental factors, plant

resource allocation, or other factors.

Although there are many papers relating nectarposition with flower biotypes,
main pollinator guilds, pollinator preferences, rthare less research done on the nectar
secretion pattern and the relationship with potbins or seed productiofwo species of
Mucuna(Leguminosae, Faboideae) that have different paitom syndromes were chosen
to examine their nectar production dynamics andamezsugar components to evaluate if
there are correlations among these features amdrisider the results in the context of

plant-pollinator interactions and plant reproductio
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Both species oMucuna presents explosive flower opening (Agostini & Saaim
2008) which is a feature of mostucunaspeciesMucuna japiradisplays ca. 15 flowers
per inflorescence that open simultaneously, adeweremain open for seven days, and are
pollinated by the insectivorous passerine b@dcicus haemorrhousvhich has a large
corporal mass (Agostini et al 2006). The abortibrfraits and seeds in different stages of
development is common for this speci®dcuna urenopens 1-3 greenish flowers per
inflorescence that last only one night, and arelinmied by the nectarivorous bat
Glossophaga soricinavhich has a small corporal mass (Sazima & Sazina,18gostini
et al 2008) and the abortion of fruits and seed®iommon.

The knowledge of the floral biology of this gengsscanty especially concerning
floral nectar features. The present work was ua#tert to study and compare nectar
features inM. japira and M. urensaddressing the following questions: (1) What is the
dynamics of nectar production throughout the lifetiof the flower and the inflorescence?
(2) What is the chemical composition of the nec{8)WVhat is the floral response to nectar
removal considering the explosive flower openingj?Are there differences in nectar sugar
composition and production dynamics between theispes they are visited by different
types of pollinators? (5) How does the resorption tiee nectar influence species

reproduction?

Material and Methods

The study site is in the coastal lowlands covengdubhumid evergreen broadleaf
forest (Eiten 1970) at Picinguaba (about 23°20'8°52'W) in Ubatuba, Sao Paulo,
southeastern Brazil. Average annual rainfall atstoely site is 2500 ml and average annual

temperature is 22 °C (Sazima et al. 2003). Theseiesp occur on river ridges or in
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temporarily flooded or very humid areas. This stuéys conducted in May, 2002-2004 for
M. japira and in December, 2004-2006 fdr urens.

Nectar production was measured in seven diffarghividuals and 78 flowers dfl.
japira, varying from 10 to 13 flowers per day of anthemisl in seven different individuals
and 69 flowers oM. urens varying from nine to 12 flowers per two hoursaothesis. Two
variables were measured, volume of nectar usingdugted microlitre syringe (Hamilton,
NV, USA), and sugar concentration (percentage secne/w) with a pocket refractrometer
(Atago®, Tokyo, Japan 0-32%). The amount of sugewdpced was expressed in
milligrams and was calculated after (Galetto & Bedello 2005). It was not necessary to
bag the flowers of these speciesMiicunabecause the keel of the flower is closed and to
reach the nectar the pollinator must trigger th@@sive opening flower mechanism.

Total nectar volume, concentration and rate of swgare compared by one-way
analysis of variance ANOVA test and with the Bonfeni's post hoctest for multiple
comparisons among pairs of means. For statistiests tthe SPSS statistical program
package (SPSS release 10.0, 1999) was used.

In another group of flowers, all nectar was rentbfrem a flower repeatedly, 12-h
intervals for M. japira, starting at 0600h (n=10) on the first day of asth and 2-h
intervals forM. urens starting at 1800h (n=1@intil corolla abscission.

Nectar sugar composition was compared in nectanpkes taken from unvisited
flowers in different periods of anthesis. Nectavml were placed on Whatman (Maidstone,
England) #1 chromatography paper and quickly driadthe laboratory, nectar was re-
dissolved and sugar separation was accomplishedabychromatography. Nectar was
lyophilized and silylated according to Sweeley kt(4963). The derivatives were then

injected into a Konik KNK 3000-HRGS gas chromat@yraequipped with a Spectra-
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Physics SP 4290 data integrator, a flame ionizadetector, and a SE 30 capillary column
(30 m long, 0.25 mm diameter and 0.2% thickness of the inner pellicle). Nitrogen was
the carrier gas (2 ml/min) and the following tengiare program: 200°C/1 min, 1°C/min
until 208°C, 10°C/min until 280°C for 2 min. Carlydhate standards (Sigma Chem.) were
prepared using the same method.

To analyse how nectar resorption is affectingadpction, two groups of flowers of
both speciesvere followed until fruit development: hand crossllipated flowers from
which nectar was not removed (55 tdrjapira and 34 forM. ureng, and natural cross
pollinated flowers from which nectar was remove@79or M. japira and 536 forM.

urens.

Results

Nectar traits varied among the two species examihatl were constant for each
one. Both speciebad a constant mean nectar sugar concentrationgioot the flower
lifetime ranging ca. 10% (F [4,50]=0,709 p<0,59@)r fM. japira and ca. 16%
(F[3,36]=1,654 p<0,194) favl. urens(Figure la-b and Table.1)

Both species secreted high volume of nectar. Teziretion began at the bud stage,
for M. japira nectar amount at the bud stage was ca. 55% ard.farenswas ca 22% of
the maximum volume of nectar secreted by a floviegure 1c-d and Table 1). Nectar
secretion lasted five days fdd. japira and eight hours foM. urens The first species
reached the maximum nectar accumulation (volumeaherfifth day of anthesis (ca 340 ul
per flower, 5100ul per inflorescence) whie urensreached it eight hours after anthesis
(ca 310ul per flower, 310-930ul per inflorescenffégure 1c-d). For both species nectar

secretion varied throughout the period of anthes@. M. japira the amount of nectar
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secreted in first and the second day of anthesis the same, ca 196 ul, and differ from the
third, forth and fifth days of anthesis, ca 311&4,50]=9,18 p<0,0001) (Figure 1c-d). For
M. urensthere were three different stages of nectar secretihe first two hours of
anthesis, ca. 68 ul, four to six hours of anthesds,200 ul, and eight hours of anthesis,
ca.310 ul, (F[3,36]=108,686 p<0,0001) (Figure 1c-d)

Mean sugar secretion rate during the entire nsetaretion period fol. japira was
0,13 mg/hour per flower and ca. 2 mg/hour per nefigence (Table 1), but it varied during
the anthesis period (F[4,50]=7,388 p< 0,0001) amdM. urenswas 5,07 mg/hour per
flower and ca. 5-15 mg/hour, and it also variedrdythe anthesis period (F[3,36]=91,017
p<0,0001) (Figure 1e-f).

Nectar resorption occurred in both speciedirnjapira the resorption period lasted
ca. two days while it. urensit lasted ca. six hours (Figure 1c-f). Nectar resion rate in
M. japira was ca. 0,25 mg/hour per flower and ca. 4mg/h pkorescence, while M.
urenswas ca. 3 mg/h per flower and 3-9 mg/hour per reoence (Table 1).

Nectar sugars were glucose, fructose and sucoyskoth Mucunaspecies (Table
2). Percentage of sucrose fdr urensand forM. japira was variable among flowers of the
same individual and among individuals (Table 2ycPetage of sucrose was higherin
urensflowers than in those d¥l. japira (Table 1 and 2) and the percentage of hexose sugar
was higher inM. japira flowers than inM. urensflowers, and foM. japira hexose ratios
indicated that the individuals had more fructossntblucos€Table 2). FoM. urensnectar
varies from hexose-rich (68.75% of flowers) to sserrich (31.25% of flowers) and fivt.
japira nectar varies from hexose-dominant (20% of flowensxose-rich (70% of flowers)

to sucrose-rich (10% of flowers) (Table 2).
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Independently of the period of anthesis, both gsetiterrupt nectar secretion after
the first removal. Although the flowers were chatkbroughout their lifetime no nectar
was secreted afterwards.

Once the explosive flower opening mechanism iggéigd by a pollinator to reach
the nectar and remove it nectar secretion is mpéed. Mucunaflowers just have one
opportunity to be pollinated, as on a second Misé& pollinator does not contact the
reproductive organs (Agostini et al. 2006, Agostinal. 2008).

For both species ofMucunain manual cross pollinated flowers, without nectar
removal, the seed production was higher than imrahtcross pollinated flowers, with
nectar removal. Thus, in flowers without nectar ogal the amount of resorpted nectar
could be larger than in flowers with nectar remowvaldicating that resorption may

influence plant reproduction.

Discussion

Many Faboideae species offer nectar which is sedrnet the innermost parts of the
base of the staminal flaments and accumulatebénspace between the stamens and the
pistil (Rodriguez-Riafio et al. 1999). Nectar flothsough two furrows (so callefénestra
and accumulates in the calyx besides the stamibal {The two furrows are created by one
of the stamens that is not connected to the stamibe.

The ovary of theseMucuna species is densely covered by trichomes, which
probably prevent nectar to flow towards the stamtohe, a feature mentioned fod.

kraetkeiby van Leeuwen (1938).
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The large amount of nectar secretion (ca 340 ul) anel tery low sugar
concentration (ca 10%) oMucuna japira are well suited features for its passerine
pollinator Cacicus haemorrhougAgostini et al. 2006), since such attributes arevin for
several plant species pollinated by passerine Ifffdsgri & van der Pijl 1980, Baker &
Baker 1983, Nicolson 2002, Nicolson & Fleming 20@3sserine birds need large amount
of nectar which is an expensive investment for glant that also need to produce floral
structures and storage nectar (Stiles 1978). Taeresome hypotheses to explain the low
nectar concentration in the flowers pollinated asgerine birds: 1) nectar extraction by
birds is more efficient (Baker 1975); 2) do not @emage bees (Bolten & Feinger 1978);

3) offer the sufficient amount of water to thedsir(Baker 1975, Calder 1979), 4) can
encourage birds’ visits, once the amount of sugdow and the energy is not sufficient
(Collins & Clow 1978, Martinez del Rio et al 2001).

Large amounts of nectar (ca 310 ul) and low swgacentration (ca 17%) were
recorded foMucuna urengbesides other features may be related to chiapitdy (Faegri
& van der Pijl 1980, von Helversen 2003). The votuand the nectar concentration\of
urensare similar to several bat flowers as recorded3f@rbat-pollinated species of the
Neotropics (von Helversen 1993). Bats are expengolinators in that they need large
amounts of nectar. These requirements should dgvesstrict the circumstance under
which bats become, the preferred pollinator fodanfpspecies (Winter & von Helversen
2001). On the other hand, bats offer pollen transier potentially large distances, which
is important for self-incompatible species, IMecuna urens

Large amounts of nectar seem to be a feature efa@Mucunaspecies, mainly in

those in which pollination by vertebrate occurace these pollinators have a higher body
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mass than other pollinators and they are endothégties 1978, Faegri & van der Pijl
1980, Cruden et al. 1983, Ladley et al. 1997).

Sugar production rate is higher M urensthan inM. japira. This attribute fits to
the pollinator types of both species, as the patitin of the former specie§lossophaga
soricina is a nectarivorous bat and its diet is mostly dasa nectar (Winter & von
Helversen 2001), whereaSacicus haemorrhouss an insectivorous/frugivorous bird,
which includes a high proportion of insects andt$rin its diet (Pyke 1980, Stile 1981).

In terms of patterns of nectar sugar productibnjapira is characterized as slow-
producer (secretes 5 to 10 percent of their maxinpman hour) andV. urensas fast-
producer (secretes 20 to 70 percent of their mamxirpar hour) following the definition of
Cruden et al. (1983).

Faboideae flowers with explosive opening mechansaorete large amounts of
nectar and probably these flowers are derived ftioose in which the major source was
nectar (Arroyo 1981). Nectar production stops whbee explosive flower opening
mechanism is triggered and this can be relatedhé¢copportunity of just one pollination,
since after the explosive opening the staminalroolunoves towards the standard petal and
in other visits the pollinator does not contact teproductive organs (Baker 1970, Sazima
& Sazima 1978, von Helversen & von Helversen 20@&)me species of Loranthaceae
with explosive flower opening do not stop to proglunectar after the explosive mechanism
is triggered, but they produce negligible nectapants, a feature not related by Ladley et
al. (1997) to pollination possibilities.

In Faboideae subfamily, in general, sucrose, gkei@el fructose are the sugars in
the nectar and no other type was detected, but spesies have high proportion of sucrose

and relative low proportions of fructose and gleeggan Wyk 1993). Generally in this
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subfamily the two hexoses occur in more or lessakegroportions, but often with slightly
more fructose than glucose (van Wyk 1993), likeappens irM. japira, but inM. urens
the proportion of glucose is higher than fructose.

The much higher proportion of fructose in the aedfM. japira is probably related
to the diet ofCacicus haemorrhouys frugivorous/insectivorous bird, and the projoriof
fructose in the nectar may simulate the proportmfrfsuctose that occur in fruit pulps.

The majority of the sampling dfl. urensflowers show hexose-rich nectar and this
species is pollinated by the ba&lossophaga soricina(Sazima & Sazima 1978)
strengthening the suggestion of Baker & Baker (1988d Baker et al. (1998) that
chiropterophilous flowers have hexose-rich nedéaker & Baker (1983) and Baker et al.
(1998) also suggested that flowers pollinated bgspane birds have hexose-dominant
nectar, which fits not very well since most of te@mplings ofM. japira flowers have
hexose-rich nectar.

Interplant and intraplant nectar sugar compositiarst be discussed in this study,
because nectar variability occurs in both specfeMuacuna With very few exceptions,
investigation on nectar sugar composition has fed¢usn comparisons at species level or
above (Herrera et al. 2006). These studies howdnere revealed that nectar chemistry,
including sugar proportion, may differ among indwals, populations, cultivars or
subspecies of the same species (Biernaskie & C20ta4, Herrera et al. 2006, Canto et al.
2007). The idea that nectar sugars are relativelgstant within species has been
challenged by Herrera et al. (2006), who measumsttan sugar oHelleborus foetidus
(Ranunculaceae) in southern Spain, comparing vamiabn different levels, including

variation between the five separate nectaries wilbivers.
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The magnitude of intra-plant variation in nectaga composition reported in this
study is similar or even greater than that ordipaiound in interspecific comparisons
(Baker & Baker 1983). This findings contrasts witle notion of intra-specific constancy
prevailing in most recent literature on nectar sugamposition, and corroborates the
results of Herrera et al. (2006) and Canto e28l07).

Additionally, the broad intra-plant variation irectar sugar composition exhibited
by the two Mucuna species could have important effects on the forpgatterns of
pollinators and thus, presumably, on the seleginessures exerted by them on that floral
trait (Herrera et al. 2006, Canto et al. 2007).

One hypothesis suggested by Biernaskie & Car@@4Pand Herrera et al. (2006) is
that within-plant variation in nectar sugar compiosi, acting alone or in concert with
variation in nectar volume, may likewise be advgatais to plants by decreasing the
number of flowers visited per plant by variancesstive, risk-averse pollinator foragers,
thus representing one further adaptive mechanigorcieg geitonogamy.

The decrease in nectar production in both spediBfucunacan be related to nectar
resorption. Evaporation does not happen becauseetitar of these species is enclosed in a
nectar chamber without contact to the environmiéatthermore, the nectar volume would
decrease and nectar concentration would increasagoration would be occurring. Nectar
resorption has been reported more frequently inr¢glecent literature, which suggests that
nectar resorption is not a usual floral featurepiN& Stpiczy ska 2007a). Cruden et al.
(1983) pointed out that resorption occurs when a&imam nectar production is reached
and pollinators are inactive. Even though resorptioay be energetically an expensive
alternative, a flower that reabsorbs nectar notoread by visiting nectarivores can reclaim

at least a part of the energy allocated for nqutaduction (Burquez & Corbet 1991). This
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strategy of resource recovery has recently beerodsimrated or hypothesized by Burquez
& Corbet (1991), Koopowitz & Marchant (1998), Lug Johnson (2002), Stpiczgka
(2003a, b) and Nepi & Stpiczgka (2007b).

For M. urensthat produces more fruits and seeds thanapira, nectar resorption
may be an important resource for the developmethefteeds once nectar resorption rate
per flower forM. urensis 3 mg/h and foM. japira is 0.25 mg/h. Ecological consequences
of nectar resorption have rarely been considerénqgiB2z & Corbet 1991, Luyt & Johnson
2002). Removal of nectar from flowers no longer ilade for pollination may have
evident advantages (Burques & Corbet 1991). Resorptan increase the resources
available to developing seeds in this and othewdls on the same plant (Barquez &
Corbet 1991). Luyt & Johnson (2002) showed thiystacidium venosurfOrchidaceae)
reabsorbs unused nectar following pollination, #rat fruit quality may be enhanced as a

consequence
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Legend
Figure 1 — A-F: features of nectar production i species oMucuna A-B. Nectar sugar
concentration. AM. japira, B=M. urens.C-D. Nectar volume. CH. japira, D=M.

urens.E-F. Sugar secretion rate. F=japira, F=M. urens.
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Table 1: Differences and similarities in flower and nectaits between two species of

Mucuna

M. japira M. urens
Flower lifetime Seven days One night
N° of open flowers per Ca. 15 (all flowers 1-3

inflorescence
Nectar amount at the bud
stage
Nectar secretion period
Nectar secretion rate during
the entire nectar secretion
period
Nectar secretion rate per
inflorescence during the
initial stages of anthesis
Time of maximum nectar
accumulation (volume) per
flower
Nectar concentration
throughout the flower
lifetime
Nectar interruption after
nectar removal
Nectar reabsorption period
Nectar reabsorption rate per
flower
Nectar reabsorption rate per
inflorescence
Nectar sugar composition

Hexose dominant

> 55 % of the maximum
nectar secreted by a flower nectar secreted by a flower

simoultaneously)
< 22 % of the maximum

Ca. 8 hours
5.07 mg / hour

> five days
0.13 mg /hour

Ca. 2 mg/ hour Ca. 5-15 mg / hour

During the fifth day (ca. 340 At midnight (ca. 310 ul)

ul)

Constant (ca. 10 %) Constant (ca. 16 %)

yes yes

Ca. 6 hours
Ca. 3 mg / hour

Ca. two days

Ca. 0.25 mg / hour
Ca. 4 mg/ hour Ca. 3-9 mg/ hour

Variable, hexose-rich to Variable, hexose-dominant

sucrose-rich to sucrose-rich
fructose Glucose
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Table 2 — Nectar sugar composition of tMacunaspecies

M. urens Frutose Glucose Sucrose SI(F+G) G/F
Plant 1

Flower 1 29.75 33.76 36.49 1.13
Flower 2 55.57 33.48 10.95 0.60
Flower 3 34.72 45.20 20.08 1.30
Flower 4 29.67 34.79 35.54 1.17
Plant 2

Flower 1 39.42 34.31 26.27 0.87
Flower 2 42.36 42.74 14.89 1.00
Flower 3 29.56 34.03 36.41 1.15
Flower 4 37.04 45.51 17.45 1.23
Plant 3

Flower 1 47.15 40.12 12.73 0.85
Flower 2 37.94 34.39 27.67 0.91
Flower 3 37.20 44.46 18.34 1.19
Plant 4

Flower 1 30.36 25.77 43.86 0.85
Flower 2 30.39 31.97 37.64 1.05
Flower 3 29.74 38.49 3177 1.29
Plant 5

Flower 1 37.74 37.19 25.08 0.99
Flower 2 43.30 45.25 11.45 1.04
M. japira

Plant 1

Flower 1 95.62 3.05 1.33 0.01 0.03
Flower 2 46.42 11.56 43.03 0.74 0.25
Plant 2

Flower 1 74.25 6.86 18.89 0.09
Flower 2 61.36 18.05 20.59 0.29
Plant 3

Flower 1 64.80 12.85 22.35 0.20
Flower 2 62.49 21.26 16.25 0.34
Plant 4

Flower 1 78.32 4.86 16.82 0.06
Flower 2 65.07 17.55 17.37 0.27
Plant 5

Flower 1 72.58 4.43 22.98 02 0.06
Flower 2 74.12 18.08 7.79 0.08 0.24

hexose-dominant nectar IOREXGSECectar  sucidseectar
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Capitulo 1l : “Biologia reprodutiva, efeito dos componentes ddecundidade e da
herbivoria no processo reprodutivo de duas espéciede Mucuna (Leguminosae,

Faboideae)”

Kayna Agostini

Profa. Dra. Marlies Sazima

Introducéo

O conhecimento do sistema reprodutivo das espédi@sdamental na investigacao
das causas de ocorréncia de aborto (Bawa 1979)ddsssobre a biologia reprodutiva de
espécies de Faboideae sdo desenvolvidos em divergdéies do mundo, sendo mais
freqientes nas regides temperadas ou no Velho M{Bdangyotha & Owens 2002,
Tandon 2003). Nas regides tropicais, as informacéase ecologia reprodutiva de
Faboideae estdo incluidas em estudos ao nivelrdermidades (Bullock 1985, Bawa et al.
1985, Ramirez & Brito 1990, Arroyo & Uslar 1993nsle® poucos os estudos que abordam
isoladamente espécies desta subfamilia sob egiestas (Franco 1995, Gibbs & Sassaki
1998, Teixeira 2001).

Segundo Arroyo (1981) a auto-incompatibilidadeng fenébmeno pouco freqiente
em Leguminosae. Entretanto, segundo Gibbs & Saéka88) espécies auto-incompativeis
sdo muito freqlentes em Faboideae. Nesta sub-fancidirca de 60% das espécies de
Erythrininae sdo auto-incompativeis, subtribo nal ge situa o géneiMucuna.

A incidéncia de aborto de flores e frutos em Fabaé € alta, como eRisum
sativumL. (Briggs et al, 1987), emLotus corniculatugO’'Donougnhue & Grant 1988;

Rim et al. 1990) e erahlstedtia(Teixeira et al. 2006). Consideravel aborto dedsut
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também ocorre enDioclea rufescensgénero filogeneticamente proximo déucuna
(Bruneau et al. 1994), e segundo Franco (1995)lmsstpolinicos desta espécie penetram
na micropila de évulos apos autopolinizacédo e pagéo cruzada, mas em ambos os casos
ndo h& formacgédo de frutos maduros. Por outro lanhd)ioclea violaceaocorre formacéao

de frutos maduros, mas geralmente séo resultaaetastdpolinizacdes (Franco 1995).

Em vérias familias de Angiospermae sementes viéséisformadas a partir de
pequena proporcdo de évulos, dos ga#gsins ndo se desenvolvem devido a auséncia de
fertiizacdo e em outros, que séo fertilizados, emsbrides séo abortados durante o
desenvolvimento (Sedgley 1980, Bawa & Webb 1984Yidé fatores, sem causa genética
conhecida, podem acarretar o aborto de flores tesfr(Lloyd 1980, Stephenson 1981,
Bawa & Webb 1984). Entre eles estdo a quantidadgr@les de pdélen depositados no
estigma (Morgensen, 1975) e a competicdo de éyadosecursos para o desenvolvimento
da semente (Lloyd, 1980). A competicdo dos tubdimigos combinada com a limitacdo de
recursos pode resultar em aborto seletivo de évufmnentes (Hossaert and Valéro 1988).

E interessante notar que estudos envolvendo esiesctos em Leguminosae
apresentam certas vantagens devido a disposic@&ar lidos Ovulos no ovario e,
consequentemente, das sementes (Hossaert & V&8R).1A situacdo mais frequiente em
Leguminosae € o0 aumento das taxas de aborto doid@mbcorrendo em direcdo as
posicdes mais distantes do estilete (Bawa & Bucll®89). Neste caso, 6vulos basais
seriam fertilizados pelos tubos polinicos com dmento mais lento ou com menor
capacidade competitiva, resultando numa progénieomevigorosa e, portanto mais
propensa a ser abortada (Bawa & Buckley 1989, WMatiLee 1993, Gibbs & Sassaki
1998). Mesmo que as caracteristicas genéticas elaidade dos grédos de podlen

permanecam constantes entre todos os graos de quégefertilizam uma flor, o primeiro
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ovulo fertilizado iniciarA a captacdo de recursastes dos Ovulos fertilizados
posteriormente (Teixeira et al. 2006). Portantte ésulo se tornara o embrido dominante e
os demais 6vulos ndo terdo recursos suficientes pardesenvolverem em sementes
grandes (Teixeira et al. 2006). Por outro ladojnatdcdo dos recursos maternos pode
ocasionar o aborto dos évulos fertilizados naesggproximas ao estilete, o que conferiria
vantagem espacial para os ovulos basais (Suskq.2B§@ padrao também foi encontrado
em espécies de Leguminosae (Horovitz et al. 19@6rikig, 1994).

Outro fator que pode influenciar no aborto dedsué sementes é o processo de
herbivoria. Segundo Niesenbaun (1993, 1996), aivwera pode afetar significativamente
0 aborto seletivo através da reducdo da dispoddnié de recursos devido a remocédo de
folhas, mas estudos que apdiam esta hipétese a#@mlaaros na literatura. Herbivoria
geralmente reduz o valor adaptativo da planta dediderda da capacidade fotossintética, a
exaustao dos nutrientes estocados e ao gasto ecequgra elaboracdo de defesas fisicas e
guimicas ap0s o processo de herbivoria (Hersch)2006

Mucuna japiraocorre em areas restritas da Mata Atlantica dodestie S&o Paulo,
mais especificamente, no municipio de Ubatuba, @mguM. urenspossui distribuicdo
mais ampla, ocorrendo inclusive em outros ecossatecomo a Amazonia (Ribeiro et al.
1999). Ambas as espécies sao lianas, com florabopaigeas dispostas em inflorescéncias
pseudo-racemosas, contendo 12 — 15 e 36 — 54 ,flegsectivamente eM. japira e M.
urens(Tozzi et al. 2005, Agostini et al. 2007). As flenpgossuem cinco 6vulos por ovério,
dispostos linearmente ao longo da placenta. Ossséio secos e deiscentes, sendo que em
M. japira podem se desenvolver de 1-2 sementes i .emensde 1-5 sementes.

Os objetivos deste trabalho sdo: 1) determinastersa reprodutivo dbl. japira e

M. urens para detectar as causas das diferentes taxasodiecpo e aborto de frutos, 2)
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investigar os efeitos dos componentes de fecundidpddroes de producdo de frutos e
sementes), ou seja, verificar a quantidade de éyubo ovario e de sementes por fruto no
processo reprodutivo dd. japira e M. urense 3) discutir se a herbivoria pode influenciar

no processo reprodutivo d& japira.

Material e métodos

Os sistemas reprodutivos Mkicuna japirae M. urensforam estudados a partir de
testes de polinizagdo manual em individuos de amba&spécies, seguindo os métodos de
Radford et al. (1974). Para os experimentos denigalfdes manuais foram ensacados
botdes em pré-antese, cuja quantidade por tratanpanad cada espécie consta da Tabela 1
e 0S seguintes tratamentos foram realizados:
a-autopolinizacédo espontanea (flores ensacadas &atmento posterior);
b-autopolinizacdo manual (graos de polen foram diguss no estigma da prépria flor);
c-polinizacdo cruzada manual (grédos de pdlen prewes de varias flores de individuos
diferentes foram transferidos para estigmas dedlemasculadas);
d-polinizagcdo em condi¢gBes naturais (flores aposnsevisitadas foram ensacadas para
verificar a formacao de frutos)

Foram realizadas quantidades limitadas de tratarsente polinizacdes por
inflorescéncia, para nao sobrecarregar a planta fcotos em desenvolvimento (Franco
1995). Para comparacao da formacdo de frutos astespécies e entre os tratamentos foi
utilizado o teste estatisticé e entre todos os tratamentos foi utilizado cet&({Zar 1999).

Para avaliar a taxa de formacédo de frutos (polg@iazeem condi¢cdes naturais), foi
estimado o numero de flores em 10 individuos de ampécie, e apos dois meses, foi

contado o numero de frutos em formacdo. A contagenmimero de Ovulos/ovario foi
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realizada em 10 flores de cada espécie e as diesera formacédo de frutos em relagédo a
posicao na inflorescéncia (posicédo apical, med@mn&éasal) em 51 inflorescéncias e
japira e em 79 déVl. urens O numero de sementes/frutos e a posicao de maiero de
aborto de sementes foram registrados em 67 frigdd. dapira, de seis individuos e em
100 frutos deM. urens de 10 individuos. Erv. japira foi possivel analisar frutos apenas
no inicio do desenvolvimento, pois esta espécamante completa o desenvolvimento dos
seus frutos.

Para analisar a influéncia da herbivoria, obsé&®scforam realizadas na parte

vegetativa e reprodutiva dos individuosMlgapira e M. urens.

Resultados e Discussao

Biologia Reprodutiva
Ocorre diferenca significativa na formacdo dedsuguando comparamos entre os

tratamentos déM. japira (G = 247,6872, p < 0,05) (Tab. 1). Nesta espééie ocorre
autopolinizacdo espontanea, sugerindo que mecasigeo hercogamia possam estar
atuando. Além disso, h4 baixa formacédo de frutosudepolinizagdo manual, sendo um
indicio de auto-incompatibilidade.

A produgédo de frutos maduros M japira (Fig. 1) em polinizacdes em condi¢des
naturais é baixa quando comparada com a produgémdarde polinizacédo cruzada manual
( 2=69,5942, p<0,05) (Tab. 1). Além disso, embora matamentos de autopolinizacao,
polinizacdo cruzada e polinizacdo em condi¢cdesraiagtw desenvolvimento de frutos é
iniciado, estes frutos sdo abortados duas a tnéarses apos a polinizacéo (Fig. 1B-1D).

A baixa producéo de frutos em condi¢cOes natueaig & questionar a eficiéncia de

polinizacdo, principalmente, em relacdo a baixgifémcia do polinizador que segundo
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Bawa & Webb (1984) pode ser um dos fatores da h@ieducdo de frutos em relagdo ao
numero elevado de flores, situacdo mencionadaMacaina kraetkegue, aparentemente,
é polinizada por aves de grande porte (van Leeld88). Outro fator, pode ser o tipo de
forrageamento alimentar do passaro polinizador geealmente, visita varias flores da
mesma inflorescéncia, efetuando polinizacdoes-pitnata (geitonogamia) (Agostini et al.
2007). Outro aspecto que pode influenciar a pronlwg frutos esta relacionado com a
biologia floral, pois a polinizacdo pode ser efdaiaapenas no momento da abertura
explosiva da flor, que ocorre uma Unica vez (Agost al. 2007). Assim, ell. japira a
baixa producado de frutos pode estar relacionadaatamixa freqiiéncia do polinizador, o
tipo de forrageamento alimentar e aspectos dad@éeftoral como, o mecanismo explosivo
de abertura da flor e/ou com a alta taxa de abateysdo a caracteristicas genéticas
intrinsecas como, mecanismos de auto-incompatioiédpds-zigoticos e/ou depressao
endogamica (Seavey & Bawa 1986).

Em M. urensnéo ocorre autopolinizacao espontanea e nao hoava¢ao de fruto
apos autopolinizacdo manual, mas em 73,5% dosmeatas de polinizacdo cruzada
resultaram frutos maduros (Tab. 1). Em polinizag@zada manual, a producéo de frutos é
maior (2=17,7778, p<0,05) (Tab. 1) do que em polinizagd@scondi¢cdes naturais e a
maioria dos frutos amadurece (Fig. 2). Numa infoéancia déVl. urenspodem ocorrer 36-
54 flores (Fig. 2A), mas raramente ha racemos cais e dois frutos (Fig. 2D). Alguns
estudos sugerem que o sucesso reprodutivo podiengado pela quantidade de recursos
necessarios para a formacao de frutos e semerdes (B979, Lloyd 1980). Este aspecto
pode ser uma das causas da baixa producéo de parad. urensem condi¢des naturais,
uma vez que o fruto pode alcancar 30 cm de comptone 7 cm de largura, quando se

desenvolvem as cinco sementes.
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Houve grande diferenca de formacédo de frutos godisizacdo cruzada manual
entreM. japira e M. urens pois embora houvesse inicio de formacédo de 3@gi¥utos de
M. japira, a maioria foi abortada, ao passo queMnurenshouve formagéo de 73,5% dos
frutos e todos amadureceram.

Em condi¢Bes naturais a formacao de frutodverapira inicialmente é semelhante
a deM. urens mas nesta a maioria dos frutmsmpleta o desenvolvimento, enquanto que
em M. japira os frutos iniciam o desenvolvimento, mas raramentempletam. De modo
geral, a baixa producédo de frutos nestas espétieprdicdes naturais pode também estar
relacionada com baixa carga de polen depositadestigma. Outro fator que pode estar
influenciando é a quantidade de flores, uma vezegueada inflorescéncia d& urensha
36-54 flores e emM. japira 12-15, entdo se compararmos o numero de flores por
inflorescéncia ha maior probabilidade de formagédrdtos emM. urens.O tamanho dos
frutos, principalmente enmM. urens pode estar restringindo a formacdo de maior
guantidade de frutos, uma vez que frutos de graddesnsdes necessitam de maior
guantidade de nutrientes para se desenvolvereendazom que a planta-mée canalize os

recursos maternos para o desenvolvimento de apénass frutos.

Componentes de Fecundidade
As flores deM. japira tém duracdo de sete dias e antese simultanea 1(&)g.

enquanto as flores dd. urenstém duracdo de apenas uma noite e a antese seigia-
regido basal da inflorescéncia, apresentando d& floees em antese por inflorescéncia por
noite (Fig. 2A) (Agostini et al. 2007). O numero digde flores/individuo, para as duas
espécies, € bem maior que o de frutos/individud.(Za Em ambas as espécies o nUmero

de 6vulos/ovério (n=5) € maior do que o nimero médisementes/fruto. (Tab. 2).
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Em M. japira tanto a taxa de formacao de frutos/flores come aaimentes/ovulos
sdo extremamente baixas, 0 que torna necessaigcissho do aborto em dois niveis:
flores que n&o originam frutos e dvulos que nagimaim sementes. Paké& urenstambém
ocorre baixa producdo de frutos em relacdo ao rairder flores, mas a producdo de
sementes em relacdo ao numero de ovulos € maiguelemM. japira. Segundo Bawa et
al. (1989), de modo geral a taxa de producao dedfflores & extremamente baixa, mas a
de sementes/évulos € alta, como observamdsl .eunens.

N&o ha diferencas significativas no nimero de frytmduzidos nas trés posicdes
das inflorescéncias dd. japira e deM. urens(x2 = 4,0, gl=2, p<0,05) (Tab. 3). Também
nao ha diferencas significativas (x2 = 0,347, glpd0,05) entre as duas espécies quanto a
posicdo do fruto na inflorescéncia (Tab. 3). Raram@correm registros na literatura de
espécies cuja producdo de frutos e sementes é eimdepte da sua posicdo na
inflorescéncia (Zimmerman & Aide 1989).

N&o ha diferengas significativas na formacdo deo$rem determinada regido da
inflorescéncia para ambas as espécies (Tab. 3nh@ero médio de sementes/frutos é
baixo paraM. japira (Tab. 2). Assim, as hipoteses de que o abortofidies estaria
relacionado com a ordem de maturacao das flor@sfloeescéncia e conseqiientemente ao
tempo de fertilizacdo e ao nimero de sementes¢fisdio improvaveis, uma vez que todas
as flores de cada inflorescénciaMejapira estdo em antese simultaneamente. Mesmo que
M. japira e M. urens possuam maturacdo floral diferenciada por inflakas@ - na
primeira espécie todas as flores estdo em antemdt@eamente enquanto na segunda a
maturacao é acropeta (Agostini et al. 2007), idto influencia na posicao de formacédo dos
frutos. No caso de maturacdo acrépeta, encontramlamaioria das espécies de

Leguminosae, as flores localizadas na base daeésfiéncia, por entrarem em antese antes
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das demais, seriam as primeiras a serem fertilzadas frutos produzidos teriam mais
chances de se desenvolverem, pois estariam maisne® dos recursos maternos (Arista
et al. 1999, Medrano et al. 2000). Entre os frue$ mesmo estadio de desenvolvimento,
agueles com maior nimero de sementes teriam vastagEbre os demais (Nakamura
1986, Bawa et al. 1989). Em experimentos realizados Pancratium maritimum
(Amaryllidaceae) quando algumas flores eram renasvite uma inflorescéncia, os frutos e
sementes das flores restantes se desenvolviamirglgggue as flores podem competir por
recursos dentro de uma inflorescéncia e as Ultargsirem atuam com “ovarios reservas”
(Medrano et al. 2000).

Em M. japira das 335 possiveis sementes (67 frutos analisado®wulos) que
poderiam desenvolver, 61,5% abortaram e o locatekenvolvimento no fruto estava
atrofiado. EmM. urensdas 500 possiveis sementes, 36,8% abortaram. Sedusko
(2006) o periodo mais critico do ciclo de vida deaplanta é a ontogenia da semente entre
a fertilizagéo e a maturidade da semente.

Mucuna japirae M. urensapresentaram menor taxa de aborto nas sementes que
ocupam posi¢des pedunculares (basais) em relagdeéaio. Este resultado concorda com
os de Horovitz et al. (1976) para espécied aignuse Medicago,nas quais as sementes
das posi¢cOes basais estariam mais proximas adgmnies disponiveis através da regido
vascular do fruto e, portanto, teriam mais chamEegompletarem seu desenvolvimento.
Segundo Susko e Lovett-Doust (1999) sementes racks em posicdes pedunculares
(basais) sao as competidoras mais fortes por @xwsvido a proximidade dos recursos
maternos.

Tanto paraM. japira como paraVl. urens as sementes originadas dos ovulos mais

proximos a posicao estilar (apical) sofreram mgisantidade de aborto, embora tivessem
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maiores chances de serem fertilizados primeirotapty ndo se aplica a hipotese da
vantagem temporal (Jaronowsky 1962). Por outro,lagmentes que possuem melhor
desenvolvimento em regibes do ovario proximas atletes foram verificadas em

Leguminosae como,Cassia fasciculata(Lee & Bazzaz 1986),Sophora japonica

(O’Donnell & Bawa 1993) &obinia pseudoacacigsusko 2006). Muitos estudos sugerem
gue os 6vulos localizados proximos ao estilete potde vantagem temporal na competicao
intra-ovario devido a fertilizacdo ocorrer primeipor tubos polinicos mais vigorosos,
assim estes Ovulos podem ser fertilizados por g#itoet masculinos melhores do que os
gametofitos que fertilizardo os évulos que estagesicdo mais distante do estilete (Susko

2006).

Herbivoria
Larvas deAstraptes talugLepidoptera, Hesperidae) alimentam-se das folledd.d

japira, por outro lado, a fase de pupa é desenvolviddloras, tendo ocorrido em 35% das
flores (n=74 flores) (Agostini et al. 2006). Seganthnzen & Hallwachs (1999) as larvas
de A. talusalimentam-se especificamente das folhas de espéeibkicunae de acordo
com Greeney & Jones (2003) as larvas constroergasbpara se empuparem. A larva de
A. talusé importante para a polinizacéo e japira, uma vez que o polinizad@acicus
haemorrhougPasseriformes, Icteridae) procura essa larvaloeessfe ao retira-la aciona o
mecanismo de abertura da flor, realizando a palgéia (Agostini et al. 2006). Portanto,
esse herbivoro € um elemento-chave para a pol&ozdeM. japira. Em M. urensnéo foi
verificado processo de herbivoria acentuado emodrgégetativos ou reprodutivos.

ParaM. japira a discussao sobre herbivoria pode ser apresentadais niveis:

a) Herbivoria diminui a fecundidade do individuo
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ComoM. japira sofre alta taxa de aborto de frutos e sementesferentes fases do
desenvolvimento, podemos sugerir que com a heibivioelas larvas dé\. talus os
recursos das plantas sdo alocados para recorétitdés partes vegetativas para que a taxa
de fotossintese ndo seja diminuida consideraveémmhprometendo a sobrevivéncia do
individuo. Deste modo ocorre a diminuicAo dos reasir disponiveis para o
desenvolvimento de frutos e sementes ocasionasda aborto (Niesenbaun 1996). Muitos
estudos formularam a hipétese da herbivoria atefacundidade dos individuos, pois este
processo pode interferir em outros processos eicokigcomo polinizacao e dispersao de
sementes e também no desenvolvimento embrionaniaw{€y 1983, Marquis 1992,
Willson & Price 1977, Stephenson 1980, Niesenbd@8811996, Wise & Cummins 2006,
Pellegrino & Musacchio 2006).

b) Herbivoria aumenta a fecundidade da planta
A maioria dos estudos enfatiza que a herbivoriarfgdode afetar negativamente direta ou
indiretamente a fecundidade da planta. A herbivafia diretamente a fecundidade, pois
interfere no tamanho das pétalas; numero de flanésjero e tamanho dos o6vulos;
producdo, tamanho e qualidade do pdlen e produgéaneentracdo do néctar (Strauss
1997). Como todas estas caracteristicas serdaasetendiretamente havera interferéncia
na atracdo do polinizador, no numero de floresadsis e polinizadas e no tempo que cada

polinizador permanece em cada flor durante o psacds polinizagao (Strauss 1997).

No caso déMl. japira o processo de herbivoria foliar pode diminuir aufetidade da planta,
mas a presenca do herbivoro nas flores atrai aipatior e mantém as visitas, aumentado

indiretamente a fecundidade da planta. Assim estadiamte de um “trade-off”, no qual a
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herbivoria emM. japira pode diminuir diretamente a fecundidade (abortofrdéos e

sementes por falta de recursos) ou aumenta-leetadiente (atracdo do polinizador).

Pesquisas sobre diferentes tipos de interacaoapéamtnal (como herbivoria, polinizacao e
dispersdo de sementes) progrediram em caminhastosst pois a maioria dos estudos
enfatiza apenas um tipo de interacdo e a possib#idsignificativa das outras. Esta
compartimentalizacdo conduz para uma simplificagfice pode atrapalhar nossa

compreensédo da ecologia e evolugéo das interat@igafanimal (Herrera et al. 2002).

A combinacao da acao de herbivoros e polinizadooeg influenciar na ecologia
reprodutiva e na evolucdo da polinizacdo e dasctafsticas relacionadas com este
processo. Atraves de efeitos diretos e indiretas gaacteristicas florais, quantidade e
gualidade do polen e atragcédo de polinizadoresgdsivoros modulam a natureza e a forca
adaptativa na interacédo entre plantas e seus padioies (Karban & Strauss 1993, Quesada
et al. 1995, Lohman et al. 1996, Mutikainen & Dell#96, Strauss et al. 1996, Lehtila &
Strauss 1997, Strauss 1997, Aizen & Raffaele, 1988thershead & Marquis 2000,
Hambéck 2001).

Além disso, herbivoros e polinizadores podem exerpeessfes seletivas
conflitantes em um determinado carater, e certasactisticas das flores ou
inflorescéncias podem refletir as adaptacbes tga@ o mutualismo como para o
antagonismo (Brody 1992, Strauss 1997, Brody & Mitli997, Ehrlén 1997, Kudoh &

Whigham 1998, Galen 1999, Fenner et al. 2002)
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Legenda das Figuras

Figura 1 — Inflorescéncia e frutos abortados e m@deMucuna japira.A. Inflorescéncia
com 12 — 21 flores amarelas, grandes e sem odas ¢(fte&b,5 cm de comprimento), que
estdo em antese simultaneamente e permanecensahedate sete dias. B. ovario
desenvolvido, provavelmente fertilizado e abort@lo5 cm de comprimento). C. Fruto
imaturo abortadot 3.0 cm de comprimento), com todas as sementetadasr D. Fruto
imaturo abortadof 8.0 cm de comprimento), aparentemente apenas emmenge estava
em desenvolvimento. E. Quatro frutos maduros gugpbéetaram o desenvolvimento, com

diferentes quantidades de sementes desenvolvidas.

Figura 2 — Inflorescéncia, frutos em desenvolvimmentaduros e semente germinando de
Mucuna urensA. Inflorescéncia com 36-54 flores esverdeadas, @dan desagradavel e
apenas 1-3 flores estdo em antese simultaneampatenanecem abertas apenas uma
noite. B. Um ou dois frutos em desenvolvimentoipfiorescéncia. C. Raramente mais do
gue dois frutos completam o seu desenvolvimentomainflorescéncia. D. semente

germinando, mostrando o sucesso da reproducaoasstaie.
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Tabela 1: Porcentagem de formacao de frutddumina japirae M. urensnos tratamentos

de autopolinizacdo espontanea, autopolinizagéo ahgmulinizacdo cruzada e condicdes

naturais (numero de frutos imaturos/total de criezgos). Porcentagem calculada

considerando tanto frutos abortados como maduros.

Tratamentos M. japira (2002/2003/2004) M. urens(2003/2004)
Autopolinizacdo espontanea 0,0% (0/31) 0,0%30)/
Autopolinizagdo manual 8,6% (31/ 35) 0,0% (0 / 30)
Polinizagéo cruzada manual 36,4% (191 12/ 55) 738%/ 34)
Polinizagdo em condi¢des naturais (frutos queanén o 11,8% (91t 272/ 997) 12,1% (6* 592/ 536)
desenvolvimento)
Polinizagdo em condi¢Bes naturais (frutos que cetagdm o 2,7% (272 997) 11,0% (592/536)

desenvolvimento)

1 Frutos imaturos abortados

2 Frutos que completaram o desenvolvimento.
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Tabela 2 — Numero de flores e frutos (Métlidesvio padrao) produzidos por individuos de

Mucuna japira(n=6 individuos) e pa¥l. urens(n=10 individuos)

Espécies Flores Frutos Sementes/frutos
M. japira 696+ 445,1337 11,2 6,0139 1,92 0,7650
M. urens 1485+ 980,1786 37,% 24,3559 3,0 1,2082

Tabela 3 = Média do numero de frutos produzidostrés posices de inflorescéncias de

Mucuna japirae M. urens.

Posicao do fruto na M. japira (n=51 infl.) M. urens(n=79 infl.)
inflorescéncia.
Apical 0,43 0,43
Mediana 0,47 0,47

Basal 0,41 0,37
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Abstract

Microsporogenesis, chromosome number, meiotic bebavand meiotic index were
investigated inMucuna japiraand M. urens two legume species, in order to ascertain
whether pollen could limit fertilization events, @M. japira has a high rate of fruit and
seed abortion. Flowers of both species have fiag/tffabrous and five short/hairy anthers.
These anthers show different microsporogenesis lo@vent since, when the
long/glabrous anthers are at tetrad phase, thé/lshiby anthers present microspore mother
cells in meiotic process. The microspore mothetscate vacuolated, with granulose
cytoplasm, prominent nucleus and nucleolus andlaseawall. The chromosome number
of both species is n=11, a number never reportediqusly. Tetrads are tetraedric with a
thick callose wall. The meiotic index for both spscis above 90.0. The most frequent
abnormalities observed at the tetrad stage of bp#ties were pentads, empty tetrads and
irregular tetrads with cells of different sizes. tMt@ pollen grains are tricolpate, the exine
sculpture is smooth and viability is 92.2% fidr japira and 97.8% forM.urens. Since
microsporogenesis and pollen grain viability arenmal, they are not related with the high

rate of fruit and seed abortion i japira.

KEYWORDS Chromosome number - fertilization success - mei@bnormalities -

microsporogenesis.
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Introduction

As it is impossible to provide resources for adltaring fruits and seeds, plants are
selected to abort those that contain embryos oétaenetic quality (Janzen 1977,
Stephenson 1981, Bawa & Webb 1984). Fruits andssied are produced following
strong pollen competition are most capable of riegcaturity because their pollen grains
contain superior genotypes and are therefore nfteetige in fertilization (Janzen 1977).

Studies on early stages of microsporogenesisnthoate future male reproductive
success for a taxon (Gibson & Diggle 1998, llargaal. 1999, Teixeira et al. 2002).
Recently, abnormalities have been found in thes@hwi of sporogenous tissues, during both
the meiotic process and tetrad separation (Loulatias 1995, Gibson & Diggle 1998,
llarslan et al. 1999).

Low pollen quality has been commonly associatet wiegularities of meiosis, as,
for instance, asynapsis or aggregation of chromesdmone or several poles, resulting in
unbalanced microspores (Pell et al. 1997).

Responsible for microspore nutrition, tapetum dedise also been implicated in
abortion, because they show certain anomaliesnressiages of their cycle. llarslan et al.
(1999) associated male sterility with rapid degatiee changes in both the tapetum and

the parietal layer that prevent male cells fromead@ping beyond the early tetrad stage.

During microspore maturation, problems in exine entithe development can also
lead to pollen grain abortion (Kronestedt-RobadRowley 1989, Gibson & Diggle
1998).

Mucuna japiraA. M. G. Azevedo, Agostini & Sazima amdl. urens(L.) Medikus
(Leguminosae, Faboideae, Phaseoleae) occur inrdediBn Atlantic Forest. The former is

restricted to Ubatuba, south-eastern Brazil, witiéelatter is more widely distributed, and
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occurs even in Amazonia, northern Brazil. In theitural habitativ. japira show low fruit
and seed production, whiM. urensproduces vigorous fruits with more seeds. There are
no records of microsporogenesis and pollen morgydior the genus. This study aims at
investigating the pollen development and its cygglsince they might explain some of the
guestions involved in this study: How does the rmieichromosome behave? Are these
species meiotically stable? Does microsporogermesigr in different periods in the two
types of anthers? How does pollen grain develog?tidere abnormalities in the pollen and

anther wall development? Is pollen release linkexhéle sterility?

Material and Methods

Both species were collected from natural poputetion the State Park of Serra do
Mar at Picinguaba (about 23° 28, 44° 52" W) in Ubatuba, Sao Paulo, south-eastern
Brazil. Voucher of specimens were deposited atibdarium of the State University of
Campinas (UEC 92288 and UEC 126881).

Developmental stages of pollen and anther tissere wxamined from histological
sections of anthers of a range of sizes. Serigicsescwere made after anther fixation in
Karnovsky solution for 24h (Karnovsky 1965), gralddehydration in an alcohol series and
embedding in paraffin (Prakash 1986). The sectimkhess varied between 10 — 18um.
Safranin-Astra Blue was used to stain the secf{iBrekash 1986), and permanent slides
were mounted in Permaunt resin (Gerlach 1969).

Pollen and anther morphology was investigated sadgmning electron microscopy.
Anthers were preserved in FAA and stored in 70%lait dissected in 95% alcohols,
dehydrated in an ethanol-acetone series, and Wenectitical point dried in a Balzer’s

CPD 030 mounted on aluminium stubs and coatedguilth in a Balzer's SCD 050 sputter
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coater for 280s. Observations and photomicrogragie made with a Zeiss DSM 940 A
scanning electron microscope at 10 kV.

Analyses of meiotic phases, meiotic index and icim®ome number were
performed on floral buds of several sizes, coli@etedifferent times of the day. Material
was fixed in Carnoy (6:1:3 absolute alcohol — acatid — chloroform) for 24h and then
stored in 70% alcohol. Temporary slides were prghay squashing anthers in 1.2%
aceto-carmine (Medina & Conagin 1964).

Meiotic indices [the number of normal tetrads/tataimber of cells] x 100 (Love
1949) were calculated from 200 tetrads per plané&zh species (ten buds from ten
inflorescences per individual). Five individualseafch species, collected in their natural
habitat, were used. Tetrad shape and number waheatded. The meiotic index for both
species and for both anther types were compared @Bincan’s Multiple Range Test (Zar

1996) using the program SAS system.

Results
Morphology

The flowers of both species present a vexillarg B&amen and a staminal tube,
where the proximal part of each filament is frekef® are five long/glabrous and five
short/hairy anthers (Figure 1A, one stamen of eather type). The filaments of each
anther group grow at different times: the filameoftthe long/glabrous anthers grow before
those of the short/hairy anthers (Figure 1B). Thleiscence of the anthers is longitudinal
and precedes floral anthesis by three days. Thdtabrous anthers release their pollen

first and the short/hairy anthers, then also opepesh all the pollen towards the keel apex,



93

due to the elongation process of their filamenteeWflowers are in anthesis, the filaments

of both anther types show almost the same length.

Development in anther

As the anthers release pollen at different tintes nhicrosporogenesis development
occurs as follows: once the long/glabrous anthesrsrethe tetrad phase, the short/hairy
anthers still have microspore mother cells in tlegotic process.

Both types of anthers are two-locular, with a nedehscular bundle and four
microsporangia (Figure 2A). All the anthers of egobup develop synchronously within a
flower.

Microspore mother cells are vacuolated, with glasel cytoplasm, a prominent
nucleus and a callose wall (Figure 2B). At the beiyig of meiosis, the microspore mother
cell attains its maximum volume and acquires a neoiless spherical shape, while the
callose walls develop to their maximum thicknesgyfe 2H arrow). Cytokinesis in
microspore mother cells is simultaneous, resuitingicrospore tetrads enveloped in a
thick callose wall (Figure 2C arrow). After reledsem tetrads, microspores increase in
size and develop a thick wall with small projecton

The tapetum is one layer thick, and its cellsumi@ucleate and glandular. These
cells are more or less square or polygonal, withpelaauclei (Figure 2D) and stain strongly
(Figure 2E). The tapetum cells persist until meipaihen they start to degenerate (Figure
2F).

The mature pollen grains are tricolpate, with ¢afigt colpi (Figure 2F), and their

exine sculpture is smooth (Figure 2G). Both spelcgag a similar pollen grain
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morphology, which is the same in the heteromorghithers, and pollen viability is 92.2%

for M. japira and 97.8% foM. urens.

Analysis of meiosis

Several meiotic stages were observed: diakinegtphase | and Il, anaphase | and
Il and telophase Il. The gametic chromosome nurabboth species is n=11. No meiotic
irregularities were found before the tetrad st&ggure 3A-D), although some bivalent
chromosomes segregate before the others duringphaeta | (Figure 3A-B). No
abnormalities were recorded during the disjunctioduring the other phases. The most
frequent abnormalities observed for both specié¢statd stages were pentads, empty
tetrads and irregular tetrads with cells of différsizes.

The average meiotic index of the long/glabrousiars is higher than 90.0 for both
species (Figure 4A), and that of the short/haithars is higher than 90.0 except for one
individual (J2) (Figure 4B). For this type of antheindividuals oM. japira showed higher
heterogeneity among the average of the individimais\M. urensshowed higher
heterogeneity in individual values (Figure 4B).

The general tetrad meiotic index showed that iddizls ofM. japira are more
heterogeneous than individualshMf urens.One of the five individuals d¥l. japira
presented a meiotic index value lower than 90%adinthe individuals oM. urenshad a
meiotic index value higher than 90%. The meiotiteix values oM. japira are not
significantly different from those d¥l. urens which indicates that both species are
meiotically stable (Figure 4C).

The meiotic indexes comparing long/glabrous arait#tairy anthers within the

same species were not significant for either sgetmM. japira, F = 0.51, p = 0.47 and in
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M. urensF = 1.73, p = 0.1913. The meiotic index comparhgdlabrous anthers of both
species and that comparing their hairy anthers wetsignificant, F = 1.21, p = 0.2743
and F = 0.34, p = 0.5596, respectively. A comparisiothe general meiotic indexes of both

species shows they were not significant F = 1.4D,2350.

Discussion
Morphology

Different types of stamens and anthers are feanfrthe genuMucung whichis
probably derived from species that have pump mastaaf pollen presentation (Arroyo
1981). The different growing of the filaments ispensible for secondary pollen

presentation (Yeo 1993), since pollen grain rel

@asers at bud phase.

Anther dehiscence at pre-anthesis stage meangdlhe release cannot be
considered a problem for either species, as hasdescribed for male sterile lines of
Ocoteaby Gibson & Diggle (1998). According to these authothe absence of thickenings
in the endothecium cells can lead to male stetidggause the non-dehiscent anthers
prevent pollen release. Thickenings of endothe@tumaturity are commonly found in
legumes, as iDahlstedtia(Teixeira et al. 2002) and are related to anthbistence

(Prakash 1987).

Development in anther
The microsporogenesis Bf. japira andM. urensis similar to that of other
Faboideae, including tetrasporangiate anthersdglanand uninucleated tapetal cells,

simultaneous cytokinesis resulting in tetrahedrabds (Johansen 1950).
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During the developmental stages of the antherwasbundles, no anomaliegere

observed ifMucung and nutrient transportation is probably not atlimg factor in these
species. Relationships between pollen sterility @mbrmalities of anther vasculature have
been reported, for example, in a sterile lin@efa in which nutritional deficiency was due
to reduced activity of the conducting strand indhéher (Bhandari 1984), while in
Sorghum(Alam & Sandal 1967) andriticum (Joppa et al. 1966), poorly developed stamen
vasculature resulted in problems in nutrient transgion and inadequate accumulation of
starch in the anther middle layers, tapetum andtiedium

During tapetum layer development, no anomaliegev@und in either species of
Mucung their development follows the sequence descrilyeldeslop-Harrison (1971).
The morphology of the tapetum layer of th&sgcunaspecies is similar to that of the
Dahlstedtiaspecies (Teixeira et al. 2002), and there is ndende of hypertrophy of the
tapetum cells, as has already been described fiog Boythrina species (Cruz et al. 1976).
Numerous investigations indicate that, through riediphysical and physiological factors,
the tapetum initiates the process of pollen abordoring the meiotic stage (Bhandari
1984). InCapsicuma change from a glandular to a plasmodial tapeasulted in meiotic
desynchronization of the pollen mother cells (Breanii984). InErythrina corallodendron
andE. sandwicensjssterilityis related to the lack of degeneration of the tapetyer
(Cruz et al. 1976).

There are no anomalies in the development fronmticeospore mother cells stage
to the pollen grain stage, especially consideimgdallose wall in the microspore mother
cell and tetrad stages and in the mature pollein gvalls. Studies on the role of callose in
the meiotic process #fetunia(Solanaceae) antradescantig Commelinaceae) revealed

that its premature dissolution, before the endhefrheiotic process, is due to a precocious
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increase in the activity of callase synthesis leytdpetum (Frankel et al. 1969), which is a
result of a pH increase in the anther locule, legdd pollen sterility (Izhar & Frankel
1971). In somé&rythrinaspecies, sterility is also related to the variatiosize of the
mother cell and the presence of 2-4 nuclei in¢kis(Cruz et al. 1976).

Histological comparisons of the microsporogenesid. japira andM. urenswith
previous studies of sterile lines@apsium, LycopersicaandPetunia(Solanaceag)
SorghumandTriticum (PoaceaeandDahlstedtiaandPhaseolugLeguminosae) indicate
that the two species ducunado not show anomalies in their pollen grain develept
stages. In both species, the simultaneous evempetfum and middle layer degeneration,
premature dissolution of callose and pollen walhe)sculpture were constant in all the
material examined. Investigations on the morphalbgychemistry and physiology related
to the development of pollen and comparisons ofosjgorogenesis of non-economic

species were not found in literature.

Analysis of meiosis

Chromosomal studies have revealed that most legpeges have a base
chromosome number x=8, and in most genera, thiveum 11 (Goldblatt 1981) as
recorded ifMMucuna The majority of tropical Faboideae have a basernbsome number
between 10 and 12, and in most of the Phaseolé&ae this base number is 10 or 11.
Tischler (1935) and Lackey (1980) noted the scadfipolyploids in Phaseoleae and
another feature detected by Faris (1964) and Fgeét®b9) was that most chromosomes of
this tribe are small, as Mucuna Erythrininae present no base number pattern,usecthe
genera studied until now show different numbergrRo the present study, Mucuna

species (but seven were synonymoubtoprurieng had been studied and n=11 and 2n=22
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were recorded. Two of these seven species showgpolqd individuals (Table 1). The
chromosome numbers recorded Kbrjapira andM. urensare new for these species, but
not for thegenus. Another important remark is that these chsmme number values are
the first ones to be reported for South Ameribarcunaspecies. The chromosome number
of M. urenshas recently been confirmed through mitotic analy8a=22) of individuals of
the same population (Mata and Forni-Martins, unpdata)

Despite the tetrad anomalies indicated by pentdpty tetrads and irregular
tetrads with cells of different sizes, the analygithe meiotic phases in boucuna
species showed no problems of chromosome disjund@lbromosome bridges, which
could lead to pollen sterility, as Besbania macrocarp@adoo 1984) and in the apomitic
species oMiconia fallaxandM. stenostachyéGoldenberg & Shepherd 1998) were not
recorded.

The meiotic index of both species is similar tattaf other Faboideae: nearly 97%
in Vigna(Senff et al. 1992, Senff et al. 1995), 100%A\nmachis pintoj nearly 99% in
Desmodiun{Senff et al 1995) and above 95% AdesmigCoelho & Battistin 1998).

The individuals of bottMucunaspecies were collected from natural populations, in
Atlantic forest areas, suggesting that the enviremiad conditions may favour the
microsporogenesis process or at least do not ertenfi it. On the other hanDahlstedtia
pinnata(Leguminosae, Faboideae) collected in the samefitee Atlantic forest
presented low meiotic stability (Teixeira et 2002). In this case, environmental conditions
could interfere in the microsporogenesis process.

The high rate of fruit abortion iM. japira is not related to problems in the anther
development or in the meiosis process, differeintign the threderythrina species

(Phaseolea, Erythrininae) studied by Cruz et &76).
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Taxonomic Considerations

GenusMucunaincludes perhaps 80 species of annual and perdegiahes but the
chromosome number of only seven of them has bgemtesl, generally n=11 (Table 1)
(Goldblatt 1984, 1985, 1988, Goldblatt & JohnsoA@,91991, 1994, 1997, 1998), except
Mucuna bennet@ndM. giganteawith n=11 (Lackey 1980) and n=14 (Sastrapradjd.et a
1974 apud Capo-chichi et al. 2001), respectiwdiycunabelongs to tribe Phaseoleae,
subtribe Erythrininae. The chromosome number oEBbl@ae is generallyn =10 orn =
11, except for subtribe Erythrininae, where, sinec@ries between n=%patholobusand
21 (Erythrina), it is an inconsistent taxonomic feature (Lack880). The chromosome
number thus corroborates the positioriMafcunain Phaseoleae, but its presence in subtribe
Erythrininae should be investigated. In fact Erytimae has been considered an unnatural
group “subtribe of convenience” (Lackey 1981, Kagt al. 2001, Lewis et al. 2005).

Mucunapresent different forms of flower openings: explasilowers inM. japira
andM. urens(n=11 for both species) and non-explosive flowarsli bennettiandM.
gigantea(n=14 for both species). The geriisongylodonconsidered ablucung also has
non-explosive flowers and n=14 (Lackey 1980). Aidaially, only the genu$eramnus
(Phaseoleae) has n=14 (Lackey 19&®cent cladistic analyses considegbngylodora
sister group to Phaseolinae and Glycininae, wiieramnuss also included nowadays
(Doyle et al. 2000, Kajita et.a&2001, Lewis et al2005).

Molecular evidence placéducunasister to tribe Desmodieae (Doyle et al. 2000,
Kajita et al. 2001, Schrire 2005), in a differemgp of the Core-Phaseolesensu strictu
It is worth mentioning that, in these phylogenibg analyses are based only on one or few
genes, which does not allow to resolve all theasday themselves, and the values of

bootstrap and jackknife obtained are low (Kajitale2001). Moreover, most phylogenetic
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analyses are based on some species of the gerech,asould provide a wrong positioning
of some genera that need full revisionsMaguna(Schrire 2005).

Considering the morphological similarity, espdgi#te floral one, and the
chromosome data, additional studies are neededhtoate the correct position and the

phylogeny ofMucunain relation toStrongylodon
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Legends

Figure 1 A-B — External morphology of both types of anthersno MucunaspeciesA.
Long/glabrous and short/hairy anthersvbfjapira, showing longitudinal dehiscend®.
The filaments oM. japira have different length during bud phase. The filateavith

long/glabrous anthers grow before those with shaity anthers.

Figures 2 A-H —Microsporogenesis. Transverse sectignand H M. urens B-G, M.
japira. A. Two-locular and tetrasporangiate anther with awks bundle (arrow)B.
Microspore mother cellC. Tetrads (arrow)P. Microsporangia with tapetal layer and
glandular cells that do not start the secretorysph{arrow)E. Microsporangia and
secretory tapetum cells (arrovl; Tricolpate pollen grain and degeneration of tipetal
layer. In this phase pollen grains are one-nucj€at®ollen grain with sculptures in the
exine layerH. Microspore mother cell in meiotic process. ScalssbFigs B and H = 15

m; Fig G =20 m; Fig F = 25 m; Fig C = 30 m; Figs D and E = 40m; Fig A =50 m.

Figures 3 A-D —Meiosis inM. japira, A-B. Metaphase I; both figure show two bivalent
chromosome with precocious separat@rAnaphase ID. Telophase Il. Scale bars: Figs A

and B=10 m; FigC =20 m; FigD =35 m.

Figure 4 A-C —Meiotic index of both species ducuna.A. Meiotic index of
long/glabrous anthers. JM. japira individuals and U 3M. urensindividuals.B. Meiotic
index of short/hairy anthers. I\ japira individuals and U =M. urensindividuals.C.
Meiotic index independently of anther type. M=japira individuals and U #M. urens

individuals
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Table 1 -Mucunaspecies with the accepted names, chromosome nungleeigraphical

records and references.

Mucunaspecies

Accepted name

Chromosome Geographical records References
(Bisby et al. numbers
2002)
n 2n
M. aterrima M. pruriens - 22 Frahm-Leliveld (1957)
M. cochinchinensis M. pruriens - 22 Hardas & Joshi (1954), Thombre
Africa, Australia, (1958)
M. deeringiana M. pruriens - 22 Asia, Central Datta & Saha (1973)
M. prurita M. pruriens 11 22 América, North Sanjappa & Dasgupta (1977)
M. hirsuta M. pruriens 11 - América Gill et al. (1984)
M. nivea M. pruriens 11 22 Bairiganjan & Patnaik (1989)
M. hassjoo M. pruriens 11 22/44 Kishikawa (1954)
M. pruriens M. pruriens - 22 Sampath & Ramanathan (1949),
Frahm-Leliveld (1953)
M. monosperma M. monosperma - 22 Asia Thombre (1959), Thuan (1975)
M. benettii M. benettii 11/14 22 Asia, Australia Thuan (1975), Sastrapradja.et al
(21974)
M. imbricata M. imbricata - 22 Asia Thuan (1975)
M. nigricans M. nigricans - 22 Asia Bir & Kumari (1978)
M. sempervirens M. - 22 /44 Asia Huang et al. (1986, 1987)
sempervirens
M. gigantea M. gigantea 11/14 - Africa, Asia, Australia Sastrapradja et al. (1974)
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CAPITULO IV _: “Aspectos da embriologia e suas implicaces na limg&o de recursos

maternos e no aborto de frutos e sementes em duapécies déMucuna Adans

(Leguminosae,Faboideae)”

Kayna Agostini
Profa Dra. Marlies Sazima

Profa Dra. Simone de Padua Teixeira

Introducéo

Na maioria das Angiospermas poucas flores proddrgos e sementes (Lloyd,
1980; Stephenson, 1981; Bawa & Webb, 1984). A sdid desta taxa é feita através do
aborto de flores, 6vulos e sementes, o que passibibjuste no suprimento dos recursos
maternos para a progénie, maximizando o sucessudigjyo da espécie (Briggs et al
1987). Segundo Lersten (2004) ha trés explicac@esque Ovulos sejam abortados em
diferentes estadios de desenvolvimento: 1) grandatilade de 6vulos é produzida; 2)
alguns acidentes podem ocorrer durante o desemao do ovulo e a fertilizagéo; 3)
alguns 6vulos séo programados para abortar. Akisakdal. (1999) ainda sugerem que o
aborto de frutos e sementes pode ser causadanflaknicia de predadores, patdégenos e

fatores abiodticos desfavoraveis.

As plantas sdo selecionadas para abortar os emslgigdeaixa qualidade genética,
pois sdo incapazes de fornecer recursos para ¢sdostos e as sementes que s&o

produzidos (Stephenson, 1981; Bawa & Webb, 1984b@to, no entanto, tem sido
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considerado uma anomalia e ndo um processo adaptasultando numa caréncia de

estudos embrioldgicos a respeito (Briggs et al7198

O estudo da morfologia e do desenvolvimento ddobdamtes, durante e apds a
fertilizacdo, tem contribuido para o conhecimeng expressdo do aborto de frutos e
sementes nas Angiospermas. Plantas com altas dexalsorto apresentam anormalidades
no desenvolvimento do saco embrionéario, do emt&ido endosperma (Pimienta & Polito
1983, Rim et al1990, Palupi & Owen 1997, Arathi et 4999, Sage et al999), além de
auséncia de secrecao micropilar no momento da nagéet do tubo polinico (Herrero &
Arbeloa 1989) e mudancas em alguns tecidos ovulaogso por exemplo, deposicdo de
calose e lignina na regido vascular (Briggs €1 @87, Vishnyakova, 1991).

A nutricdo dos oOvulos e das sementes pode ser asmpdncipais fatores que
ocasionam o aborto de frutos e sementes (Johri &elyamokar 1984). Para tanto, os évulos
possuem um aparato vascular funicular bem deseadeolyue, durante a maturacdo da
semente, torna-se diferenciado. Além da vasculg@izda alguns tipos de haustoério que
absorvem e transportam nutrientes dos tecidos et para o endosperma e embrido
(Johri & Ambegaokar 1984). Os haustérios podempsevenientes dos megasporos, do
saco embriondrio, das sinérgides, das antipodasndi@sperma, do embrido ou suspensor.
Os haustorios apresentam nucleos hipertrofiada®glasma denso (Johri & Ambegaokar
1984). Sinérgides haustoriais eram desconhecidasrpanocotileddneas e extremamente
raras em dicotiledoneas (David 1966).

Em Leguminosae pouco se entende sobre a influéiecjgrocessos embriologicos
no aborto de frutos e sementes (Teixeira et al1R0Dentro da subfamilia Faboideae,

estudos embrioldgicos enfocando o aborto de frsis raros (Teixeira et al. 2001,
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Rodrigues-Riafio et al. 2006). A maioria dos estwagmnas realiza a descricdo do processo
de megasporogénese, megametogénese e inicio deogénlese, ndo relacionando estes
processos com a reproducao das espécies (PrakéshMa@co & Mariath 2003).

Mucuna japiraocorre em areas restritas da Mata Atlantica dodéstie S&o Paulo,
mais especificamente, no municipio de Ubatuba, @mguM. urenspossui distribuicdo
mais ampla, ocorrendo inclusive em outros ecossatecomo a Amazonia (Ribeiro et al.
1999). Ambas as espécies sao lianas, com florabopaigceas dispostas em inflorescéncias
pseudo-racemosas, contendo 12-15 e 36-54 florepecBvamente enM. japira e M.
urens(Tozzi et al. 2005, Agostini et al. 2007). Os fausementes dé. japira, raramente
completam o desenvolvimento e s&o abortados emedifs fases, mas os frutos e semente
deM. urenscompletam o desenvolvimento, gerando sementesefa@rgm.

O objetivo deste estudo é comparar aspectos daictagim de duas espécies de
Mucunada Floresta Atlantica, a fim de verificar a oconi@nde anormalidades em seus
processos reprodutivos.As caracteristicas embradégaqui descritas também poderdo ser

discutidas sob aspecto taxondmico e filogenética parupo.

Material e Métodos

O desenvolvimento do 6vulo, do saco embrionaadgans eventos pos-fertilizacdo
foram estudados em botdes florais, flores em ange$eitos nos estadios iniciais de
desenvolvimento erWl. japira e M. urens As coletas foram realizadas em individuos de
popula¢des naturais no Parque Estadual da SeriMad@m Pinciguaba, Ubatuba. Além
disso, pistilos foram polinizados manualmente coé@wog de polen provenientes do mesmo
individuo e de individuos de populacdes diferedeesesma espécie, e coletados 6, 12, 24,

48, 72 e 96 horas apos a polinizacdo (Radford.et9al4). Todos estes materiais foram
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fixados em solucdo de Karnovsky por 24h (Karnovk8§5) e estocados em alcool 70%.
Os tricomas lignificados do ovario foram retiradosm auxilio de pinga, para ndo
prejudicarem a incluséo e o seccionamento. Apdanfesubmetidos a desidratacédo butilica
gradual, incluidos em parafina (Gerlach 1969), iseeclos em cortes seriados (10-16um),
corados com Safranina e Azul de Astra e montadosesma sintética Permount (Gerlach
1969). Fotomicrografias foram obtidas em fotomicémo OlympusBX50 acoplado a uma

camera digital.

Resultados
Estilete e Estigma

O estilete possui um canal interno que ocupa grgradte do seu comprimento e
este canal € revestido por uma camada epitelialdif@cenciada (Figura 1-2, seta). No
apice do estilete ha uma regido soélida, formadavgoas camadas de células, que conecta
o estigma ao canal do estilete (Figura 3). O estignmultisseriado e multicelular (Figura
4, seta) e em flores em antese € coberto por umieuleuespessa, que ao ser rompida,

libera o exsudato estigméatico essencial para aigagdo do podlen.

Desenvolvimento do ovulo até formag&o do saco embmario

Em ambas as espécies ocorrem cinco ovulos, quessablvem simultaneamente
(Figura 2). Quando maduros sdo anatropos (Figueg &lbitegumentados (Figura 7-8,
seta). O Ovulo é originado como uma pequena prddub& da placenta marginal. No
ovulo podemos reconhecer trés zonas (I, Il e #8sim € possivel caracterizd-lo como

trizonado (Figura 5, seta). Na camada dérmica (Zpeana subdérmica (zona II) foram
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observadas apenas divisdes periclinais e no texfirente & camada subdérmica (zona
[l1) ndo h& padréo regular de divisdes celulares.

Nestas espéciesy megasporangio (nucelo nas angiospermas) desersehna
porcdo apical do Ovulo. No interior do nucelo, uo@ula subdérmica na extremidade
micropilar torna-se uma inicial arquesporial (Fay@). Ha varias camadas de células entre
a epiderme nucelar e a célula esporogénica, detenahd uma posicdo mais aprofundada
da célula esporogénica, sendo o 6vulo denominadsiaucelado (Figura 7).

No inicio da megasporogénesélulas da camada subdérmica entram diretamente
em processo de diferenciagcdo pré-meidtica, istadomam-se células arquesporiais,
apresentando citoplasma denso e nucleo proemif@giea 7). Uma das células torna-se
célula mée-de-megasporo, que € alongada, com astopl microvacuolado na porcao
calazal e com um ndcleo proeminente na porcéao pilardFiguras 8-9, seta).

Tanto emM. japira como emM. urensambos os tegumentos se diferenciam
simultaneamente na fase de células esporogénicasdF, seta). O tegumento interno tem
origem subdérmica e € composto por duas camadadudas (Figura 7, seta). O tegumento
externo é de origem dérmica e & multisseriado ¢arbadas de células) (Figura 7, seta). O
tegumento externo se desenvolve mais rapidament@lvendo o tegumento interno.
Assim a regido micropilar € formada apenas pelonemto externo (Figura 8, seta).

Neste estudo conseguimos observar a primeira diviggiotica da célula mae-do-
megasporo (Figura 9), gara ambas espécies Mricunaapenas um saco embrionario é
encontrado em cada 6vulo (Figura 10). Esissui sete células e oito nlcleos, derivados de
um uUnico megasporo, distribuidos em uma oosferas dunérgides, uma célula central

binucleada e trés antipodas.
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Cada sinérgide apresenta um aparato filiforme plagma densamente corado e
ndcleo micropilar proeminente (Figura 1le, 12d).oésfera apresenta nucleo calazal
proeminente. A célula central apresenta dois négedares que se fundem para formar o
ndcleo secundario antes da fecundagéo (Figura 11e).

No momento em que a célula mae-do-megasporo aqgireneira divisdo meidtica,
os graos de polen ja estdo maduros e o tegumetdgmexdo Ovulo, por meio de divisbes
anticlinais, ja se expandiu em torno de quase toalacelo.

Quando as flores estdo em antese, 0 saco emlwigadsta alongado e possui as
sete células, mas este periodo ndo é simultanedvntss do mesmo ovario (Figura 10).

Em ambas as espécies o nucelo nao recobre totalroesdaco embrionario, sendo
gue a maior parte da regido calazal do saco endsidondo € recoberta. ER. urenseste
tecido aparentemente recobre mais 0 saco embmgofiEgura 10, 12a, 12b) e suas células

possuem maior quantidade de gréos de amido (Fi@imado que erM. japira.

Desenvolvimento do ovulo apés dupla fertilizacdo epolinizagéo cruzada
Mucuna japira

Decorridas seis horas ap0s a polinizagdo cruzaataah poucas alteragdes no saco
embrionario desta espécie sdo verificadas. A mierdép extremamente fechada e
aparentemente sem secrecao (Figura 11a). O emd(tétnada mais interna do tegumento
interno, em relacdo ao saco embrionario) recoltte tonucelo e também a porcao do saco
embrionario que nao é revestida pelo nucelo (Figdkad). Os ndcleos da célula central ja
estdo fundidos (Figura 11e).

No tratamento de 48h apds polinizacdo cruzada ahanuerificada a presenca do

zigoto, que possui nucleo calazal e vacuolo n&cegiicropilar e parede celular espessa
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(Figura 11f, seta). Mesmo apos a formacao do zjgasinérgides persistem (Figura 11f).
Nesta fase € observada a presenca de grdos de amidprovavel associacdo com
compostos fendlicos nas células da regido da nilarépno tegumento interno (Figuras
11f-h). Nesta fase podemos observar a presencaiceos endospérmicos em divisdo
(Figura 11g).

Apoés 96h de polinizagédo cruzada manual, aindaregoesenca de grédos de amido
em associacdo com compostos fendlicos nas célalagegido da micrépila e também
notamos a presenca de embrido em processo de degEnéFigura 11h, seta). Nesta fase

também é verificada a presenca de nucleos endospérmparentemente a regido nucelar

sofre um isolamento proporcionado pela deposicamalbiese.

Mucuna urens

Apbs seis horas do tratamento de polinizacdo deyza verificado que a micrépila
encontra-se mais aberta e com secrecao (Figuraséfg, o nucelo recobre parte do saco
embrionario, mas nado foi evidenciada a associagdpalede da célula média do saco
embrionario com as paredes das células endotataiacteristica que ocorre éh japira
(Figura 12a).

Com 12h de polinizagédo cruzada manual, foramigadas células digitiformes do
nucelo recobrindo parte do saco embrionario (Fidi#th), um zigoto, com nucleo bem
proeminente e com gréos de amido, sinérgides em@cidospérmico (Figuras 12c-e).

Decorridas 72h ap6s a polinizacdo cruzada maasainérgides assumem um papel
haustorial, penetrando nos tegumentos interno errextem diregcdo a micropila. Neste

estadio ainda séo observados os nucleos e o apététiime das sinérgides (Figura 12f).
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Apoés 96h de polinizacdo cruzada manual, as sohesga alcancaram o tegumento
externo, o nucelo possui células em palicada @n@santa sinais de degeneracéo (Figuras
12g-h). Nas células do nucelo ocorre grande quaaidde grédos de amido e,
aparentemente, a regido nucelar sofre um isolamamporcionado pela deposicdo de

calose (Figura 12h).

Desenvolvimento do endosperma

O desenvolvimento do endosperma é do tipo nugeaeas ambas as espécies de
Mucuna O nucleo endospérmico primario divide-se origdwulois nucleos livres. ApGs
divisdes sucessivas, 0s nucleos livres no citodasstéo distribuidos por toda cavidade do

saco embrionario.

Discusséao
Estilete e Estigma

Para o canal interno do estilete destas espéciddudana pode ser atribuida a
denominacdo de lumen (Endress 1994). Ainda, epte de estilete € classificado por
Endress (1994) como tendo liumen e superficie iatgrandes. A maioria das Faboideae
possui uma cavidade na porgéo central do estilggagada de forma lisogénica, mas uma
porcao solida permanece logo abaixo do estigmar@Sad 994).

O estigma de ambas as espéciedldeunapossui superficie umida no periodo de
antese, atributo que ocorre na maioria das angiosie(Endress, 1994). Segundo Heslop-
Harrison (1981) estigmas com superficie Umida passyapilas receptivas que séo
secretoras, mas a estrutura anatbmica das esp@didscunaestudadas mostra apenas a

presenca de células organizadas radialmente qteefase ndo apresentam secrecao.
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Desenvolvimento do ovulo e formagéo do saco embrigmo.

Em Leguminosae o0s Ovulos podem variar de anatrdpamianatropo e
campilotropo, sendo que em todas as espécies, Wesdsao bitegumentados (Prakash
1987). ParaMucuna bennettique foi estudada embriologicamente, verificou-se qa
ovulos sédo bitegumentados e campilétropos (Huto@&Y)l diferenciando das espécies de
Mucunaaqui estudadas cujos 6vulos sdo bitegumentado&tepaos.

Bouman (1974, 1984) comparou a organizacdo cetidaprimérdio do 6vulo a
estrutura de tanica e corpo, semelhante ao de samasalinares. Em geral, h4 uma
correlacdo entre o tipo de 6vulo e a dimenséao filrasemente, pois 6vulos de origem
trizonada apresentam um potencial ontogenético rmdamdo origem a Ovulos maiores,
com funiculos, rafes e nucelos bem desenvolvidosz@mparacdo aos bizonados (Mariath
et al. 2003). Ovulos trizonados estdo amplamerstildiidos em familias consideradas
basais, sendo os bizonados um estado de carateadte(Mariath et al. 2003). Segundo
Moco & Mariath (2003), apenas uma espécie de legfohestudada sob este aspecto
(Adesmia latifolid e mais investigacbes comparativas seriam nedassgara elucidar
relacdes filogenéticas entre as subfamilias derhemsae.

Em Leguminosae a seqiéncia de desenvolvimentoedosnentos é extremamente
variavel. Em algumas espécies, corAdesmia latifolia, Medicago sativa Trifolium
pratensee Vicia americana o tegumento externo se desenvolve antes do c{éfartin,
1914), aspecto também observado nas duas espédidscdna,enquanto que em outros
taxa o tegumento interno desenvolve primeiro (Codf@33; Pantulu, 1945; Smith, 1956;
Lim & Prakash, 1994).

Outros caracteres sdo importantes, particularmpata Leguminosae, como 0

numero de camadas de células em cada tegumentpadicipacdo dos tegumentos na
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formacdo da micropila. Duas camadas de célulasguoriento interno e varias camadas no
tegumento externo € o padrdo na maioria das Legsadn(Cooper, 1933; Ashrafunnisa &
Pullaiah, 1994, 1999), e também ocorre em ambaspies ddMucuna.

Ovulos crassinucelados s&do considerados padrad eguminosae (Prakash, 1987)
e uma condicdo plesiomorfica em angiospermas (8pdfi69). Assim como pars.
japira e M. urens emM. bennettios 6vulos sdo crassinucelados (Hutomo 1967).

O tipo de tétrades lineares ndo € o mais comunmamdentrado em Leguminosae,
sendo considerado o tipo basal (Rembert 1966, 11954,). A caracterizacao desta fase em
futuros estudos sera essencial para entender owvadgenento do saco embrionario de
Mucuna

Em Leguminosae, diferentes aspectos da vida doesabdonario, como tamanho e
forma das células individuais, e a sintese e amaszento de amido, ndo sdo apenas
importantes para comparacdes sistematicas, magmampara o conhecimento do processo
de fertilizacdo e desenvolvimento do embrido (M&gdariath 2004). O saco embrionario
maduro descrito para a maioria das Leguminosaetgpntaparato oosférico composto de
duas sinérgides e a oosfera, trés antipodas nagoatazal e dois nucleos polares na célula
central. Este é um tipico saco embrionario do #abygonum e esta uniformidade no
desenvolvimento do saco embrionario em uma fandéate tamanho é pouco usual
(Prakash 1987).

As duas sinérgides sao em forma de gancho e exibeaparato filiforme (Prakash
1987). Os nucleos polares geralmente se fundens al@efertilizacdo (Prakash 1987).
Geralmente ocorre acumulo de amido no saco embiton@rakash 1987). Em
Leguminosae ocorrem trés tipos de haustorio: piemém do saco embrionario, do

endosperma e do suspensor (Mikesell 1990).
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Portanto o desenvolvimento do saco embrionéario mimaa as espécies dricuna
segue 0os mesmos padrbes encontrados nas Legumimoaaea morfologia do saco
embrionario é diferenciada, principalmente pelm fdb nucelo n&do recobrir todo saco
embrionario. Esta caracteristica deve ser estuctei® profundamente, pois podera ser util

para a taxonomia do género.

Desenvolvimento do 6vulo apds dupla fertilizacdo epolinizacdo cruzada
Mucuna japira

Como houve a formacédo de zigoto ap6s 48h no teatwrde polinizacdo cruzada
manual, provavelmente o aborto de frutos e sememdsl. japira esta relacionado com
algum processo posterior a fertilizacdo. A reagéiindompatibilidade de acéo tardia pode
ser descartada, uma vez que tratamentos de auwmi@pgbes foram realizados e nao
resultaram na formacéo de frutos e sementes, deviceacao de autoincompatibilidade
ocorrer em nivel estigmatico.

Em todos os ovérios analisados apés 96h de patiéiz cruzada manual, ndo foi
observado embrido em desenvolvimento e nenhumateegstica do Ovulo indicava o
desenvolvimento da semente. Os fatores que podemrestringindo o desenvolvimento

do zigoto serédo abordados posteriormente.

Mucuna urens

Apo6s 12h de polinizacdo cruzada manual, foi olzgrvo zigoto nesta espécies e
isto confirma os resultados obtidos em campo, uezaque flores que ndo eram fertilizadas
caiam 24 h apés a realizacdo dos tratamentos panificar o sistema reprodutivo

(observacdes pessoais). Nesta espécie ndo conssgabrervar a presenca do embrido,
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mas ha varias caracteristicas do 6vulo que indigam este esta se transformando em

semente.

Caracteristicas embriolégicas do 6vulo que podem tes associadas com o aborto de

frutos e sementes erM. japira.

Sinérgides haustoriais
Um aspecto importante para ser analisado € asprsia das sinérgides apos a

fecundacdo, fendmeno raramente verificado (JohrAr&begoakar 1984). EnMucuna
urensestas sinérgides tornam-se haustorios que penesaggumentos interno e externo
em direcdo a micropila. Sinérgides haustoriais &do descritas para Acanthaceae,
Asteraceae, Crassulaceae, Poaceae e Santaladeae(danbegaokar 1984, Philipson &
Connor 1984, Mikesell 1990) com funcéo de absog;fransporte de nutrientes (Philipson
1981). EmM. japira ndo ocorrem sinérgides haustoriais, o que podersetos fatores que
acarretam aborto de frutos e sementes, ja quensidcacao de nutrientes para o embrido
seria menor. O relato de sinérgides haustoriaite riesbalho é inédito para Leguminosae e
deve ser melhor estudado e compreendido para postatilizacdo em analise

filogenéticas.

Nucelo

Em ambas as espécies o0 nucelo ndo recobre totaelmesaico embrionario, mas em
M. urens o nucelo aparentemente recobre mais 0 saco embdorapossui maior
guantidade de grdos de amido do queMmapira. Isto pode ser um indicativo qué.

urenspossui mecanismos mais eficientes de adquirirentes.
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Micropila

A micropila em ambas as espécies Macuna € do tipo zig-zag, que € uma
caracteristica comumente encontrada entre as Lagsae (Prakash 1987). Entretanto em
M. japira o canal micropilar € estreito e ndo ha presencggedescdo (Figura 11), enquanto
gue emM. urenseste é mais largo e apresenta secrecao (Figurd p2¢senca de secrecao
no canal micropilar pode facilitar a entrada dootupolinico em direcdo ao saco
embrionario (Herrero & Arbeloa 1989). Assim podensogjerir que uma das causas da
baixa taxa de producdo de semente$/dgapira seria a auséncia de secrecao micropilar,
dificultando a penetracdo do tubo polinico atradés micrépila, impossibilitando a

fertilizacao.

Gréo de amido indisponivel

Em M. japira foram observados muitos graos de amido, provaveerassociados a
compostos fenolicos, nas células que estdo ao dedeanal micropilar. E possivel que este
amido estaria indisponivel para nutricdo do embrdacem\. urensndo ocorrem graos de
amido nas células ao redor da micropila, sugerou® esta substancia de reserva ja teria
sido translocada para o interior da cavidade sdnmaea fazer a nutricdo do embrido
(Tilton 1980, Bittencourt Jr. & Mariath 2002). ERabebuia pulcherrim#@Bignoniaceae), a
producdo de amiloplastos também comeca no endotébpecialmente na porcdo
micropilar, porém, durante o processo meioticotéBitourt Jr. & Mariath 2002). Outra
funcdo descrita para o acimulo de amiloplastos @nias ao redor do canal micropilar é

de prover energia para o crescimento do tubo polifalati & Strittmatter 1999).
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Isolamento do nucelo por calose

A presenca de calose é usual nos primeiros estathosnegagametogénese,
principalmente em sacos embrionarios do tipo “Ratygn”, mas tende a desaparecer nos
estadios pos-meiodticos (Pimienta & Polito 1983)agsociacdo da presenca de calose nos
tecidos maternos ao processo abortivo foi amplagnéistutida por Vishnyakova (1991).
A deposicdo de calose, isolando o nucelo, podédtaeswo aborto do ovulo fertilizado, uma
vez que a calose estaria obstruindo o fluxo deiemies e causando a estivagdo dos

elementos embrionarios (Pimienta & Polito 1983) estaria impedindo a penetracdo

haustorial do endosperma — 0 que néo parece ssoaleMucuna(Briggs et al. 1987).

Consideracfes taxonémicas

Os dados obtidos sobre desenvolvimento do sacoi@mbo deMucuna japirae
M. urens associados com o aborto de frutos e sementes g#dom para a subtribo
Erythrininae, que é considerada um grupo artifieisdecessita de dados para que relacdes
filogenéticas mais coesas sejam elaboradas.

Hutomo (1967) estudou a embriologia dducuna bennettie verificou
caracteristicas diferentes das encontradas pataagsespecies dducunapresentes neste
estudo. Aparentemente, o saco embrionéario madufdwteina bennetté recoberto pelo
nucelo, diferente do encontrado no presente traljadinaM. japira e M. urens.Este autor
ndo comenta sobre sinérgides haustoriais, apemaswafjue estas células se degeneram
apos a fecundacéo, aspecto que difeld@pira e M. urens,pois em ambas as sinérgides
persistem apoés a fertilizagdo e Binurenselas se tornam haustoriais.

Como é sugerido por Agostini et al. (2007) serieessaria uma revisao taxondémica

para o géneriMucuna Neste trabalho os autores sugerem Beuna bennettpossui
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caracteristicas que a colocariam mais proxima cergé&trongylodon ao qualMucuna
pertencia anteriormente. Caracteristica como o dipapresentacdo de pdélen, o niamero
cromossomico e a morfologia do saco embrionarefjrream a necessidade de uma ampla

revisdo para o géneMucuna.
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Legendas

Figura 1 — Corte longitudinal (CL) do gineceu dé. japira. Seta = cavidade do estilete,
com tecido epitelial ndo-diferenciado (4x).

Figura 2 — CL do gineceu d&. japira mostrando o interior do ovario com cinco 6vulos
(4x).

Figura 3 —CL da porcéo apical do gineceu Me urens.Seta = regido sdlida que conecta a
superficie do estigma a cavidade do estilete (20x).

Figura 4 —CL do estigma multisseriado e multicelularMejapira (seta) (40x).

Figura 5 — CT do primérdio do 6vulo trizonado dé. japira. Seta preta = Zona |, seta
amarela = Zona Il e seta vermelha = Zona lll (20gs zonas | e Il h&a células em divisbes
anticlinais.

Figura 6 —CT do estagio inicial do desenvolvimento do ovudédwd urenscom células em
diferenciacao (seta) que se tornardo células goqrieas (40x).

Figura 7 —Corte transversal (CT) do 6vulo tle urenscom tegumento interno (seta preta)
e tegumento externo (seta verde), havendo difexe@icisimultanea neste estagio (40x).
Figura 8 — CL do ovulo crassinucelado com tegumentos deseicd deM. urens ti =
tegumento interno (2 camadas de células), te =ntegto externo (5-6 camadas de células)
(40x).

Figura 9 — CL do ovulo deM. japira evidenciando a primeira divisdo mei6tica da célula
mae-do-megasporo (40x).

Figura 10 — CL do 6vulo deM. urens evidenciando saco embrionario alongado e nao

sendo totalmente recoberto pelo nucelo.
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Figura 11 a-h. Desenvolvimento do évulo apos dupla fertilizacdopatinizacdo cruzada
manual emM. japira. Cortes longitudinaisa-e Periodo de 6h apds polinizagdo cruzada
manual (pcm)a. Micropila fechada sem secrec¢do.Endotélio recobrindo todo o nucelo e
a porcdo do saco embrionario que ndo € revestibameelo.c-d. Ligacdo entre saco
embrionario e endotélie. Nucleos da célula central fundiddsy. Periodo de 48h apos
pcm.f. Zigoto, sinérgides persistentes e amido em assuriegm compostos fenolicas.
Endosperma nucleah. Periodo de 96h apés pcm, amido em associacado compostos

fendlicos na regido da micropila, embrido em dege@® e endosperma nuclear.

Figura 12 a-h. Desenvolvimento do évulo ap6s dupla fertilizacaopmtinizacdo cruzada
manual emM. urens.Cortes longitudinaisa-b. Periodo de 6h ap6s pcra. Micropila
aberta com secrecédo e nucelo recobrindo parteadoesabrionariob. Células digitiformes
do nucelo recobrindo o saco embrionariee. Periodo de 12h apds pcm, sinérgides
persistem apos fertilizacdo. Seta = zigoto, * =gjides, + = nlcleos endospérmicos.
Viséo geral do aparato oosférico apos fertilizaciducleo endospérmice. Zigoto com
ndcleo proeminentef. Periodo de 72h apo0s pcm, sinérgides haustoriais aoenelho
filiforme penetrando no tegumento interno e extegw. Periodo de 96h apds pcm.
Sinérgides invadindo tegumento exterrio. Nucelo com células em palicada e em

degeneracéo.
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CAPITULO VI: “Variabilidade genética intrapopulacional em despécies d&lucuna

(Leguminosae, Faboideag)yua relagdo com mecanismos de polinizacdo, sistem

reprodutivo e aborto de frutos”

Kayna Agostini
Profa. Dra. Marlies Sazima

Prof. Dr. Pedro Luis Rodrigues de Moraes

Introducéo

Os individuos, Unicos geneticamente, formam poge@sgue tém como uma de
suas principais caracteristicas a variabilidadguS@éo Snaydon (1987), uma populacdo
vista sob um contexto genético (populacdo mendsli#znum grupo de individuos da
mesma espécie que interage reprodutivamente, autéej possibilidade real e potencial
de troca de genes. Da mesma forma, vista sob utextorecoldgico, seria um grupo de
individuos da mesma espécie que interage ecologi@nhabitualmente ocupando um
mesmo habitat, principalmente por competicéo (espacursos etc).
Dados sobre os niveis da variabilidade genéticaaéde uma populacdo séo de
importancia crucial para varios aspectos da bialtgipical. Estudos sobre a distribuicédo
da variabilidade genética em plantas tropicais pofienecer dados de como aspectos da
histéria de vida, tais como, mecanismos de polgdi@aasistemas reprodutivos, dispersao de
sementes e fecundidade interagem para moldarwweatgenética das populacdes (BAWA
1976, LOVELESS & HAMRICK 1984, KAGEYAMA & CASTRO 189, HAMRICK &
GODT 1989, KAGEYAMA 1990, HAMRICK 1990, OHSAWA et.d993, BOOY et al.

2000, BORBA & SEMIR 2001, BORBA et al. 2001).
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Polinizadores diferentes apresentam padroes esisictos de forrageamento,
alguns podem visitar sempre flores proximas enquantros realizam voos de maiores
distancias entre visitas (LEVIN & KERSTER 1968, REINGER & COLWELL 1978,
SCHAAL 1980, SCHIMITT 1980, WASER 1982, ELLSTRAND &ARSHAL 1985,
FENSTER 1991, GODT & HAMRICK 1993).

Polinizadores que visitam flores proximas promowemducado da heterozigosidade
na populacdo total e levam a sub-estruturacdo qmlggho em pequenas manchas
panmiticas, geralmente com elevada homozigosidadgual a deriva genética pode atuar
gerando diferenciacdo local (SCHAAL 1980, SCHMITB8Q, CRAWFORD 1984,
LOVELESS & HAMRICK 1984, HAMRICK & GODT 1989, HAMRLK 1990,
CAMPBELL 1991, OHSAWA et al. 1993). Por outro ladespécies cujos polinizadores
voam longas distancias entre as visitas, geralnsgresentam areas de vizinhanca genética
maiores, algumas vezes sendo toda a populagao fpnmévido a rapida migracdo de
genes através da colbnia, sendo necessérias esdétivas muito fortes para que ocorra
a diferenciacdo local devido a forgca coesiva doaxdlyolinico (SCHMITT 1980,
LOVELESS & HAMRICK 1984, ELLSTRAND & MARSHALL 1985,HAMRICK &
GODT 1989, HAMRICK 1990, OHSAWA et al. 1993, GANDAR1996, LEPSCH-
CUNHA 1996).

Loveless & Hamrick (1984) demonstraram que os msigsereprodutivos tém forte
influéncia sobre a distribuicdo da variacdo gemétmn plantas, assim as espécies
autdégamas apresentam baixa variabilidade dentrpajasacdes e alta variabilidade entre
as populacdes, enquanto que as espécies alogampsciadmente as anemdfilas,
apresentam padrdo oposto, ficando as espéciescdedBgdo cruzada e polinizadas por

animais em niveis intermediarios entre estes deiemos. Assim estudos ecoldgicos
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mesclados com estudos genéticos sdo essenciaigmiaraler a dindmica de regeneracao
das florestas tropicais (BAWA et al. 1990).

O conhecimento da estrutura genética de populagéeplantas tropicais pode
ajudar na explicacdo da evolucdo da alta diversidadcontrada nos trépicos e na
elaboracéo de estratégias adequadas de conseevat@mejo das florestas (EGUIARTE et
al. 1992). Dentro do ambito conservacionista, existn consenso de que as reservas
florestais e os parques das regifes tropicais desemestabelecidos e manejados de
maneira a preservar a maxima variabilidade genégraro das espécies (SOULE 1980,
WHITMORE 1980, SCHIERENBECK et al. 1997). Poréemmsg#ados sobre a distribuicdo
dessa variabilidade, decisfes razoaveis sobre s mais efetivos para a sua preservacao
nao podem ser tomadas (MARSHALL & BROWN 1975, ASHN @981, LOVELESS et
al. 1998).

A andlise eletroforética da variagédo isoenzimpicpicia uma eficiente estimativa
guantitativa de variabilidade genética dentro deupardes naturais, bem como da
divergéncia genética entre as mesmas (MARCON 1BB3TTO & PRAVIN 2004). As
isoenzimas sdo ferramentas eficientes para os asstdd variabilidade genética por
exibirem heranca mendeliana, expressdo codominamepleta penetrancia e auséncia de
interacdes pleiotropicas e epistaticas, proprieslagee facilitam a analise genética
(WEEDEN & WENDEL 1990, CLEMENT et al. 1997).

Estudos sobre variabilidade genética geralmenteesizados em arvores para que
sejam utilizados em planos de manejo e também egrgmas de reconstituicdo de matas
(CATHARINO et al. 1982, CRESTANA et al. 1983, CREENA et al. 1985, RAMIREZ-

CASTILHO 1986, KAGEYAMA 1990). Estudos sobre genatpopulacional em lianas de
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florestas tropicais sdo raros, apesar da sua boig#io substancial para a diversidade das
florestas tropicais (GENTRY 1991, HENDERSON et1&95, LUNA et al. 2005).

Estudos que quantificam a diversidade genéticairs@ortantes para demonstrar
gue a baixa diversidade genética pode aumentarivess nde endogamia, 0 que pode
diminuir o valor adaptativo do individuo e da pa@méo.

Mucuna japira e M. urens pertencem a familia Leguminosae, sub-familia
Faboideae. Estas duas espécies sao lianas lenbgsassuem sistemas de polinizacéo
diferenciados (AGOSTINI et al. 2006, SAZIMA & SAZIM 1978). Os sistemas
isoenzimaticos serdo utilizados para caracterizaar@bilidade genética em populacbes
naturais e relacionar com os sistemas de polinizagidtema reprodutivo e verificar se a
variabilidade genética pode ser responsavel pékss taxas de aborto de frutos e sementes

deM. japira em diferentes fases de desenvolvimento.

Material e Métodos

Coleta do material botanico

Folhas maduras dd. japira e deM. urensde 30 individuos distribuidos ao acaso,
foram coletadas aleatoriamente em uma populacdorahatle cada espécie, sendo
acondicionadas em sacos plasticos e armazenadasigas de isopor com gelo para o
transporte até o laboratério. Uma vez no laboratéforam mantidos em geladeira
(aproximadamente 5° C) até a extracdo e andlise apximadamente dois dias em

média. Os individuos coletados foram georeferensi@dm GPS.
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Eletroforese de isoenzimas

Para a extracdo das enzimas, foram empregadadrasnde aproximadamente 1
cm? do limbo foliar, seccionado em sua porcao eeatpartir da nervura primaria. Foi feita
a maceracao das amostras com auxilio de um bastéiolrd de extremidade esmerilhada,
sobre placas de porcelana resfriadas, mantidas sobranteparo de aluminio com formas
de gelo durante o processo de extracdo. Cada anasetiser macerada, recebeu cerca de
0,03 ml de tampé&o de extragcdo (MORAES 1997).

Na andlise eletroforética empregou-se o sistendedimforese horizontal em gel de
amido (ALFENAS et al. 1991). As solucOes-tampéaogatd variaram de acordo com o
sistema.

A escolha dos sistemas enzimaticos para analiggige do material em laboratério
foi precedida por uma série de testes, que tivavaobjetivo de indicar quais sistemas
enzimaticos e procedimentos de amostragem formecdoa resolucdo e o0 maximo de
informacdo. Foram testados 22 sistemas isoenziosaticsaber:

-alcool desidrogenas¢ADH — E.C.1.1.1.1)

-catalase(CAT — E.C.1.11.1.6; ALFENAS et al. 1991, e SCANDAS 1965)
-diaforase (DIA — E.C.1.8.1.4)

-enzima mélica(ME — E.C.1.1.1.40)

-a,b- esterasgAlfa-EST — E.C.3.1.1.1, Beta-EST - E.C.3.1.1.1)
-fosfatase acidg ACP — E.C.3.1.3.2)

-fosfatase alcalina(ALP — E.C.3.1.3.1)

-6-fosfogluconato desidrogenasgPGDH — E.C.1.1.1.44)

-fosfoglucose isomeras@PGl — E.C.5.3.1.9)
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-glucose desidrogenasgLUDH — E.C.1.1.1.47)
-glucose-6-fosfato desidrogenag&6PDH — E.C.1.1.1.49)
-glutamato desidrogenas€GDH — E.C.1.4.1.3)
-glutamato-oxaloacetato transaminaséGOT — E.C.2.6.1.1)
-isocitrato desidrogenasd€IDH — E.C.1.1.1.42)
-lactato desidrogenas€LDH — E.C.1.1.1.27)
-leucina aminopeptidasqLAP — E.C.3.4.11.1)
-malato desidrogenaséMDH — E.C.1.1.1.37)
-manitol desidrogenas§ MADH — E.C. 1.1.1.67)
-peroxidase(PO — E.C.1.11.1.7)
-sorbitol desidrogenasgSDH — E.C.1.1.1.14)
-xiquimato desidrogenasgSKDH — E.C.1.1.1.25)

Os sistemas isoenzimaticos selecionados juntanmmorte os tampdes utilizados
estdo natabelale 2.

Tabela 1 — Sistemas isoenziméticos e os tampdézadts para analise da variabilidade

genética.
Tampao Tris-Citrato (TC) Tampdo Litio-Borato (LB)  ampdo Citrato-Morfolina (CM)
PO ACP IDH
GDH PGI 6-PGDH
- EST

MDH
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Tabela 2 — Sistemas enziméticos selecionados peilésea da variabilidade genética em

duas espécies déucuna

Enzima Caodigo Sigla Método
Peroxidase PO -E.C.1.11.1.7 PO Brewbaker et 6B 19

Glutamato desidrogenase GDH-E.C.1.4.1.3 GDH Algegt al. 1991
Alfa-Esterase Alfa-EST - E.C.3.1.1.1 —EST Scandalios 1969
Malato Desidrogenase MDH - E.C.1.1.1.37 MDH Alfertal. 1991

Fosfatase Acida ACP -E.C.3.1.3.2 ACP Alfenas .€1391
Fosfoglucose isomerase PGI-E.C.5.3.1.9 PGI Affetal. 1991
Isocitrato Desidrogenase IDH-E.C.1.1.1.42 IDH efls et al. 1991

6-Fosfogluconato 6-PGDH - E.C.1.1.1.446-PGDH Alfenas et al. 1991
desidrogenase

Andlise dos zimogramas

Apoés a fixacdo dos géis, foi feita a leitura dasdas foram desenhadas sobre papel
de acetato, mantendo-se as dimensfes originais gpareensuracdo das distancias de
migracdo. As posi¢cfes do marcador de Azul-de-Brenmftambém foram desenhadas,
para comparacdes entre os geis e obtencdo dogewvaerRf (mobilidade relativa) de cada

banda (ALFENAS et al. 1991).

Analise dos dados de variabilidade genética

A partir da interpretacdo dos zimogramas e suleseqidefinicdo dos fenotipos de
cada individuo estudado, para os marcadores engmgg®ram calculadas as frequiéncias
alélicas e genotipicas para cada populacdo de espécie, bem como as principais
medidas de variabilidade genética, a saber:

-nimero médio de alelos por loco (Ap)
-numero efetivo de alelos (Ae)
-proporcao de locos polimorficos (P), critério e

-homozigosidade observada e esperada (Ho)
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-heterozigosidade observada e esperada (He)
-heterozigosidade média (Hem)
-indice de fixacdo ou coeficiente de endogamias)e(uf)
-distancia genética ndo-viesada de Nei (1978).
Para o célculo destes parametros genéticos fotdimados os softwares Genetix
4.02 (BELKHIR et al. 1996-2001), Popgene 1.31 (YEHal. 1999) e TFPGA 1.3

(MILLER 1997).

Resultados e Discusséo

Os zimogramas obtidos com os oito sistemas indeaxisténcia de 16 locos e no
maximo trés alelos por loco (Figuras 1-3).

Pela interpretacédo dos zimogramas, os sistemas GIE3,T, PO, MDH, 6PGDH,
ACP e IDH mostraram-se monomeéricos. Os sistemas 6DHST possuem um loco com
dois alelos tanto pand. japira como paravl. urens Os sistemas MDH, 6-PGDH e ACP
possuem trés locos. O sistema MDH possui doissaledma todos os locos para ambas as
espécies; 6-Pgdh-1 e 6-Pgdh-3 possuem um alelo(lnoomomorficos) e 6-Pgdh-2 dois
alelos/loco para ambas as espécies; e Acp-1 e Agsuem dois alelos/loco e Acp-3 um
alelo/loco (monomorfico) para ambas as espéciesst®ma PO possui dois locos com dois
alelos/loco para Po-1 e um alelo/loco para Po-2 panbas as espécies. O sistema IDH
possui um loco com dois alelos pataurense paraM. japira apenas foi considerado Idh-1
para as analises. O sistema PGl € monomérico coralelolloco para Pgi-1 que apenas
esta presente eM. japira e monomérico com trés alelos/loco para Pgi-2 qtéee@esente

em ambas as espécies.
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Na tabela 3, sdo apresentadas as freqUiénciasaaléicl16 locos isoenzimaticos de
Mucuna japirae M. urens.Para ambas as espécies houve a fixacdo alélieaafguns
locos. ParaM. japira houve fixacdo para os locos 6-Pgdh-1, 6-Pgdh-3,MRgi-1, Acp-3,
enquanto pard. urenshouve fixacdo para todos os locos citados anteeotey menos
para Pgi-1. A ocorréncia de completa fixacdo déogslem cinco e quatro locos dé.
japira e M. urens respectivamente, podem sugerir uma insuficiéteiamostragem.

Através de analises das frequiéncias genotipicagefdicada a rejeicdo da hipotese
nula (locos estado nas proporcdes de Hardy-Weinleangf3,7% dos locos (Idh-1, Gdh-1,
Mdh-1, Mdh-2, Mdh-3, Pgi-2 e Acp-1) dd. japira e em 18,7% dos locos (6-Pgdh-2,
Mdh-2 e Pgi-2) deM. urens Para ambas as espécies estes locos ndo estadWphis
ocorre um excesso de homozigotos (Tabela 4).

Os principais indices de diversidade génica, bemoca@as homozigosidades e
heterozigosidades observadas e esperadas saonsguesenas tabelas 5-7, enquanto os
indices de fixacdo médios sao apresentados ndasabeEm ambas as espécies ocorreram
altas e iguais proporcdes de polimorfismo entrd@®socos analisados (n=11, P=68,75%
tanto paravl. japira como paraM. ureng. O fato dos valores de locos polimérficos serem
menores que 100% ja era esperado, pois foram doduias andlises, também, os locos
monomorficos. A proporcdo de locos polimorficos & guando comparada com a de
outras espécies de Leguminosae (Faboideae), ape@asgéneros Myrospermum,
Pterocarpuse Swartzig apresentam esta propor¢cdo mais alta do que nasedpésies de
Mucunaestudadas no presente trabalho (HAMRICK & LOVELE®86, LOVELESS &

HAMRICK 1987, HAMRICK & MURAWSKI 1991, LIENGSIRI efal. 1995).
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Tabela 3- Frequéncias alélicas de 16 locos isoétimios em individuos adultos em uma

populagcédo de cada espécieMigcuna

Loco/Alelo Espécie
M. japira M. urens
Idh-1 26 23
A 0,288 0,239
B 0,711 0,760
6Pgdh-1 29 26
A 1,000 1,000
B 0,000 0,000
6Pgdh-2 29 26
A 0,603 0,480
B 0,396 0,519
6Pgdh-3 30 9
A 1,000 1,000
B 0,000 0,000
Po-1 15 16
A 0,733 0,812
B 0,266 0,187
Po-2 24 28
A 1,000 1,000
B 0,000 0,000
Gdh-1 29 28
A 0,362 0,803
B 0,637 0,196
-Est-1 16 17
A 0,156 0,176
B 0,843 0,823
Mdh-1 29 26
A 0,655 0,730
B 0,344 0,269
Mdh-2 30 28
A 0,166 0,428
B 0,833 0,571
Mdh-3 30 23
A 0,500 0,695
B 0,500 0,304
Pgi-1 25 0
A 1,000 -
B 0,000 -
Pgi-2 30 30
A 0,150 0,600
B 0,550 0,266
Cc 0,300 0,133
Acp-1 14 29
A 0,321 0,793
B 0,678 0,206
Acp-2 14 28
A 0,214 0,178
B 0,785 0,821
Acp-3 22 15
A 1,000 1,000

B 0,000 0,000
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Tabela 4 — Teste de qui-quadrad®,(considerando o niumero dos genotipos obsernvados

esperados paid. japirae M. urens

Loco Genotipo M, japira M, urens
No Ne 2 no ne 2
P 2 P 2
Idh-1 AA 0 2,058 3,941 1 1,222 0,067
AB 15 10,882 (6] 9 8,555 (D)
BB 11 13,058 0,047 * 13 13,222 0,795 ns
6Pgdh-1 AA 29 29,000 26 26,000
AB 0 0,000 - 0 0,000 -
BB 0 0,000 0 0,000
6Pgdh-2 AA 11 10,438 0,190 12 5,882 23,111
AB 13 14,122 (1) 1 13,235 (1)
BB 5 4,438 0,662 ns 13 6,882 0,000 **
6Pgdh-3 AA 30 30,000 9 9,000
AB 0 0,000 - 0 0,000 -
BB 0 0,000 0 0,000
Po-1 AA 9 7,965 1,948 11 10,483 0,788
AB 4 6,069 (1) 4 5,032 (1)
BB 2 0,965 0,163 ns 1 0,483 0,375 ns
Po-2 AA 24 24,000 28 28,000
AB 0 0,000 - 0 0,000 -
BB 0 0,000 0 0,000
Gdh-1 A 10 3,684 25,946 19 18,000 1,500
AB 1 13,631 (1) 7 9,000 1)
BB 18 11,684 0,000 ** 2 1,000 0,221 ns
-Est-1 AA 0 0,322 0,427 0 0,454 0,635
AB 5 4,354 (1) 6 5,090 1)
BB 11 11,322 0,513 ns 11 11,454 0,425 ns
Mdh-1 AA 9 12,333 7,567 12 13,784 3,236
AB 20 13,333 (1) 14 10,431 1)
BB 0 3,333 0,006 ** 0 1,784 0,072 ns
Mdh-2 AA 5 0,762 32,880 9 5,018 9,459
AB 0 8,474 (1) 6 13,963 (1)
BB 25 20,762 0,000 ** 13 9,018 0,002 **
Mdh-3 AA 0 7,372 29,000 10 11,022 1,031
AB 30 15,254 (1) 12 9,955 1)
BB 0 7,372 0,000 ** 1 2,022 0,310 ns
Pgi-1 AA 25 25,000 0 - 0,000
AB 0 0,000 - 0 - (1)
BB 0 0,000 0 - 1,000
Pgi-2 AA 2 0,610 8,008 7 10,678 8,268
AB 5 5,033 14 9,762
BB 7 8,949 1 2,033
AC 0 2,745 (1) 8 4,881 1)
BC 14 10,067 0 2,169
CcC 2 2,593 0,046 ** 0 0,474 0,041 **
Acp-1 AA 3 1,333 4,276 17 18,157 1,785
AB 3 6,333 (1) 12 9,684 (1)
BB 8 6,333 0,039 * 0 1,157 0,181 ns
Acp-2 AA 1 0,555 0,540 0 0,818 1,174
AB 4 4,888 (1) 10 8,363 (1)
BB 9 8,555 0,462 ns 18 18,818 0,278 ns
Acp-3 AA 22 22,000 15 15,000
AB 0 0,000 - 0 0,000 -
BB 0 0,000 0 0,000

P: probabilidade de ajuste para distribuicdccom os graus de liberdade entre parénteses,08<0

*P<0,01; ns — nédo significativo.
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Ambas as espécies apresentaram parametros deilidadd genética similares:
numero meédio de alelos observados (Ap) de 1,8Menrense 1,76 enM. japira, nUmero
efetivo de alelos por loco (Ae) de 1,53 & japira e 1,49 enM. urens que ndo foram
significativamente diferentes. Cabe ressaltar g@ese valores sdo similares aos
encontrados para outras espécies de LeguminosaeidBae), mas um pouco menor
guando comparado com algumas especieBagdinia, Mimosa Pithecellobium(HILL et
al. 1978, O'MALLEY & BAWA 1987, SANTOS 1994)Também podemos ressaltar que
estes valores dos indices de diversidade génicansmres para estas duas espécies de

Mucunado que para outras lianas (FOSTER & SORK 1997).
A heterozigosidade média foi um pouco maiorl\ﬂrrurens(ﬁ: 0,295) do que em

M. japira (ﬁ: 0,272). Estes valores sdo os maiores entre asniiegsae (Faboideae)
estudadas até o momento e estdo entre os maicémngdamspermae tropicais (MORAES

1997).

O coeficiente de endogamifi£ Fis) em M. japira foi f = 0,053 e enM. urens

f =0,066 (tabela 7), ambos foram nao-significatiiodjcando que a taxa de endogamia
dentro das populacdes é baixa, portanto 0 excessomozigotos em alguns locus parece
nao estar relacionado com a depressdo endoganssen A excesso de homozigotos pode
estar relacionado com outros fatores como o etlt&Vahlund (mais de uma populacéo
amostrada), selecao natural, amostragem e/ou dgintica (Freeland 2007). Coeficientes
de endogamia relativamente baixos indicam que agcEs sdo predominantemente

alégamas.



152

Tabela 5 - indices de diversidade de cada locaytepopulacdo dil. japira.

Loco Tamanho da amostra Ap Ae Ho He He, Média
Idh-1 52 2,000 1,696 0,576 0,418 0,387
6Pgdh-1 20 1,000 1,000 0,000 0,000 0,000
6Pgdh-2 58 2,000 1,917 0,448 0,487 0,488
6Pgdh-3 60 1,000 1,000 0,000 0,000 0,000
Po-1 30 2,000 1,646 0,266 0,404 0,347
Po-2 48 1,000 1,000 0,000 0,000 0,000
Gdh-1 58 2,000 1,858 0,034 0,470 0,388
-Est-1 32 2,000 1,358 0,314 0,272 0,277
Mdh-1 58 2,000 1,824 0,689 0,459 0,422
Mdh-2 60 2,000 1,384 0,000 0,282 0,383
Mdh-3 60 2,000 2,000 1,000 0,508 0,461
Pgi-1 50 1,000 1,000 0,000 0,000 0,000
Pgi-2 60 3,000 2,409 0,633 0,594 0,568
Acp-1 28 2,000 1,773 0,214 0,452 0,382
Acp-2 28 2,000 1,507 0,285 0,349 0,315
Acp-3 44 1,000 1,000 0,000 0,000 0,000
Média 47 1,750 1,523 0,279 0,294 0,276

Desvio Padrao 0,577 0,439 0,312 0,219 0,204

Ap=numero médio de alelos observados
*Ae=numero efetivo de alelos (Kimura & Crow 1964)
Ho=nheterozigosidade observada
He=nheterozigosidade esperada

Tabela 6 - indices de diversidade de cada locaytepopulacdo dil. urens

Loco Tamanho da amostra Ap Ae Ho He He, Média
Idh-1 46 2,000 1,572 0,391 0,372 0,387
6Pgdh-1 52 1,000 1,000 0,000 0,000 0,000
6Pgdh-2 52 2,000 1,997 0,038 0,509 0,488
6Pgdh-3 18 1,000 1,000 0,000 0,000 0,000
Po-1 32 2,000 1,438 0,250 0,314 0,347
Po-2 56 1,000 1,000 0,000 0,000 0,000
Gdh-1 56 2,000 1,461 0,250 0,321 0,388
-Est-1 34 2,000 1,409 0,352 0,299 0,277
Mdh-1 52 2,000 1,648 0,538 0,401 0,422
Mdh-2 56 2,000 1,960 0,214 0,498 0,383
Mdh-3 46 2,000 1,734 0,521 0,432 0,461
Pgi-1 0 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
Pgi-2 60 3,000 2,227 0,733 0,560 0,568
Acp-1 58 2,000 1,488 0,413 0,333 0,382
Acp-2 56 2,000 1,415 0,357 0,298 0,315
Acp-3 30 1,000 1,000 0,000 0,000 0,000
Média 47 1,800 1,490 0,271 0,289 0,295

Desvio Padréo 0,561 0,386 0,231 0,197 0,196

Ap=numero médio de alelos observados
*Ae=numero efetivo de alelos (Kimura & Crow 1964)
Ho=heterozigosidade observada
He=heterozigosidade esperada
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Tabela 7— indices médios de diversidade de umal@ginide cada espécie Meacuna.

Tamanho da amostra P Ap Ae*
M,japira 47 68,75 1,750+0,577 1,523+0,439
M urens 47 68,75 1,80040,561 1,490+0,386

P=proporc¢éo de locos polimérficos, critério de 95%
Ap=numero médio de alelos observados
*Ae=numero efetivo de alelos (Kimura & Crow 1964)

Ho obs Ho esp, He obs He esp He media F(is)
M,japira 0,721+0,312 0,706+0,219 0,279+0,312 0,294+0,219 0,276+0,204 0,053
M, urens 0,729+0,231 0,710+0,197 0,271+0,231 0,289+0,197 0,295+0,196 0,066

Ho obs=homozigosidade observada
Ho esp=homozigosidade esperada
He obs=heterozigosidade observada
He esp=heterozigosidade esperada
F(is)=coeficiente de endogamia
Ambas as espécies dducuna possuem flores hermafroditas com mecanismo
explosivo de abertura da flor, dependem de vertigisrpara a polinizacdo e sao alégamas.
Mucuna japiraé ornitofila polinizada por um passeriforr@acicus haemorrhous
(AGOSTINI et al. 2006) que em uma Unica visita expla maioria das flores em uma
inflorescéncia, favorecendo a autogamia, mas npsrerentos controlados foi observado
gue os frutos eram resultantes de polinizacdo deuzBsta espécie possui alta taxa de
aborto e semente em diferentes estagios de desengoto. Deste modo uma das
hipoteses sugeridas para verificar as causas d#atdaxa de aborto, seria a depresséo
endogamica. Como sugerido por GE et al. (2005) pas espécies de Leguminosae

desérticas do génerAdmmopiptanthus a baixa variabilidade encontrada pode ser a

guantidade de flores por inflorescéncia que faweegeitonogamia.
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Mucuna urensé quiropterofila polinizada pelo Glossophagin@tossophaga
soricina (SAZIMA & SAZIMA 1978) que visita e explora uma aluas flores em cada
inflorescéncia, favorecendo a polinizacdo cruzada.

Segundo LOVELESS & HAMRICK (1984) plantas polinizadpor passaros e
morcegos, que sdo animais que podem carregar o adtngas distancias, provavelmente
possuem o tamanho efetivo da populagcédo e a areazidhanca maiores e provavelmente
menores diferenciacdes geogréaficas. Principalmeresaso deM. japira, o polinizador
pode carregar o polen por longas distancias, nsastema de antese simultanea das flores
proporciona que o polinizador visite flores da masnflorescéncia, fazendo com que a
polinizacao seja a curta distancia.

O sistema reprodutivo das plantas tem sido ideatib como o principal fator que
influencia a estrutura genética populacional. @ginide heterozigosidade encontrado para
ambas as espécies Bieicunaestao de acordo com os niveis de heterozigosidagzidos
por LOVELESS & HAMRICK (1984) para espécies que peerdominantemente alégamas,
apresentando alta heterozigosidade dentro de prijada

Mucuna japiraé endémica da regido do litoral norte de Sdo PantpantoM.
urensé mais distribuida, estando presente em alguma@esegmazonicas (TOZZI et al.
2005). A distribuicdo geografica pode ser um deit@nte ecoldgico que pode estar
relacionado com a variabilidade genética das espéBSegundo LOVELESS & HAMRICK
(1984) e GITZENDANNER & SOLTIS (2000) espécies emifas sao geneticamente
debilitadas, podendo sofrer deriva genética, ernquagspécies mais distribuidas
geograficamente possuem pouca variabilidade gendéntro da populacdo. Esta hipotese
ndo pode ser aplicada neste trabalho, pois comashkn ha pouca diferenca nos indices de

diversidade de ambas as espécieideuna.
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A preservacdo de espécies remanescentes da Mat#iedl brasileira € importante
por razdes cientificas e econdmicas. Informacddwesaaracteristicas ecoldgicas e
genéticas destas espécies sdo necessarias espat@alpara espécies endémicas com
distribuicdo restritas, espécies raras e aquelgdces que estdo sob risco de extincao.
Além disso, o estudo da diversidade genética érnrapie devido a implicagcdes evolutivas

e por possibilitar a conservacao de espécies (JUINCEHLAL. 2007).
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Legendas

Figura 1 — Zimogramas dos sistemas isoenzimaticos revelpdlmstampéo Tris-Citrato
selecionados para o estudo de variabilidade gend¢igl. japira e M. urens

Figura 2 - Zimogramas dos sistemas isoenzimaticos revelpdtms tampéo Litio-Borato
selecionados para o estudo de variabilidade gend¢igl. japira e M. urens

Figura 3 - Zimogramas dos sistemas isoenzimaticos revelgmds tampao Citrato

Morfolina selecionados para o estudo de varialdidgenética dil. japira e M. urens
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Sistemas do tampéo LB
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Sistemas do tampéo CM

Sistema IDH
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CONSIDERACOES FINAIS

O estudo apresentado € uma abordagem ecolégibapéigica e genética dos
aspectos reprodutivos déucuna japirae M. urens abrangendo itens desde biologia da
polinizacdo e morfologia floral até variabilidadengtica para tentar esclarecer aspectos
responsaveis pelo aborto de frutos e sementbk gpira e contribuir com informacdes
importantes que visem a conservacao das especies.

Segundo este estudo os fatores que podem estemicitndo no aborto de frutos e
sementes eril. japira sdo:

1) Forrageamento dos polinizadores: ambas as espéeMucunapodem ser comparados
de acordo com a rota de forrageamento do polinizdtim M. japira todas as flores da
inflorescéncia abrem simultaneamente, de modo quéssardCacicus haemorrhougsita

todas as flores favorecendo a geitonogamia (pelgdia intra-planta) o que,
consequentemente, pode influir no aborto de fratesmentes. Por outro lado, murens

abrem 1-3 flores/noite por inflorescéncia, de forue o morcegdlossophaga soricina
realiza as visitas em rotas de forrageamento do“tipp-line”, favorecendo a polinizacéo

cruzada e aumentando a variabilidade genética degézie.

2) Comportamento de visita dos polinizadores: qoa&chaemorrhousisita M. japira
mais pélen é desperdicado no ambiente do que guansiaricinavisita M. urens C.
haemorrhouso ativar o0 mecanismo explosivo de abertura dafimdlen é liberado
instantaneamente e parte adere na sua cabecapanparte do pélen se perde noGr.
soricinaabraca a flor durante a visita de modo que reaahepélen no ventre evitando

gue seja desperdicado. Portanto, as flordd.dapira provavelmente recebem menos
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polen no estigma que as floresMeurens caracteristica que pode interferir no processo

reprodutivo destas espéciesMecuna

3) Reabsorcéo do néctar: a reabsor¢cdo de néctaie @ ambas as espéciediecuna.O
periodo de reabsorcéo de néctarMnjapira ocorre durante cerca de dois dias enquanto
emM. urenscerca de seis horas. A taxa de reabsorcao de e@échr japira € cerca de

0,25 mg/h por flor e cerca de 4mg/h por inflorest@renquanto eril. urense cerca de 3
mg/h por flor e 3-9 mg/h por inflorescéncia. A reaitdo pode aumentar a disponibilidade
de recursos para o desenvolvimento de sementedMParensque produz mais frutos e
sementes do qud. japira, a reabsorcao de néctar pode ser importante cepara o

desenvolvimento de sementes.

4) Herbivoria da larva#straptes taluslas folhas: comd/. japira sofre alta taxa de aborto
de frutos e sementes em diferentes fases do ddgeneoto, sugerimos que com a
herbivoria das larvas d&. talusos recursos sdo alocados para a reconstituicapasites
vegetativas para que a taxa de fotossintese n& dimjinuida consideravelmente
comprometendo a sobrevivéncia do individuo. Destdarpode ocorrer a diminuicdo dos
recursos disponiveis para o desenvolvimento dedratsementes ocasionando o aborto.
Muitos estudos formularam a hipétese que herbivpode afetar a fecundidade dos
individuos, pois este processo pode interferir aemrog processos ecoldgicos, como

polinizacéo e dispersdo de sementes e também anwidgmento embrionario.
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5) Recursos maternos ndo disponiveis para nutbig@mbrido:

a) considerando caracteristicas do nucelo: em arabasspécies o nucelo néo
recobre totalmente o saco embrionario, masvenurenso nucelo aparentemente recobre
mais 0 saco embrionario e possui maior quantidadg@bs de amido do que &m japira.

Isto pode ser um indicativo gqMd. urenspossui mecanismos mais eficientes de adquirir
nutrientes do quil. japira.

b) considerando a indisponibilidade de grdos delan@mM. japira ocorrem
muitos graos de amido, provavelmente associadompastos fendélicos, nas células que
est&o ao redor do canal micropilar. E possivelegtie amido estaria indisponivel para
nutricdo do embrido. Por outro lado, &murensndo ocorrem grédos de amido nas células
ao redor da micrépila, sugerindo que esta substé@lecreserva teria sido translocada para o
interior da cavidade seminal para nutrir o embri&o.

c¢) considerando o isolamento por calose: a preséagalose € usual nos primeiros
estadios da megagametogénese, principalmente erns sambrionarios do tipo
“Polygonum”, mas tende a desaparecer nos estadsspioticos. A deposicao de calose,
isolando o nucelo, pode resultar no aborto do ofertdizado, uma vez que a calose estaria

obstruindo o fluxo de nutrientes e causando aasiiy dos elementos embrionarios.

6) Auséncia da sinérgide haustorial para capturacd&sos para o desenvolvimento do
embrido: um aspecto importante para ser analisadoegsisténcia das sinérgides apés a
fecundacao, fenbmeno raramente verificado.NErmarensestas sinérgides tornam-se
haustorios que penetram os tegumentos internceenexém direcdo a micropila.
Sinérgides haustoriais tém sido descritas parathaasae, Asteraceae, Crassulaceae,

Poaceae e Santalaceae com funcéo de absorcaspottarde nutrientes. Ekh. japira ndo
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ocorrem sinérgides haustoriais, 0 que pode serasfiadores que acarretam aborto de
frutos e sementes, uma vez que a translocacactdentes para o embrido seria menor. O
relato de sinérgides haustoriais neste estudoditongara Leguminosae e deve ser melhor

investigado e compreendido para posterior utilieaga analises filogenéticas.

7) Andlise da variabilidade genética: os dadosedeabalho indicam que as duas espécies
estdo dentro do Equilibrio de Hardy-van Berg e peissas maiores heterosigosidades
dentro da familia Leguminosae, assim o abortowtedre sementes provavelmente nao
esta relacionado com a variabilidade genética dpslpcdes estudadas, mas se
aumentarmos o nimero de individuos amostradoscpdeaespécie e também utilizarmos
técnicas moleculares mais refinadas, talvez patedanalisar melhor a presenca de

endogamia e depressao endogamica.

Este estudo fornece ampla gama de resultados sskes duas espécies da Mata
Atlantica, um ecossistema que sofre com o procdessagmentacdo e cujas espécies sado
carentes de dados sobre biologia reprodutiva. emmento da biologia reprodutiva de
plantas tropicais pode ajudar na explicacdo dauedol da alta diversidade encontrada nos
tropicos e na elaboracdo de estratégias adequadesndervacdo e manejo das florestas
(Eguiarteet al, 1992). Dentro do ambito conservacionista, existe consenso que as
reservas florestais e os parques das regides disglevem ser estabelecidos e manejados
de maneira a preservar a maxima variabilidade dedas espécies (Soulé, 1980;
Whitmore, 1980; Schierenbeckt al, 1997). Porém, sem dados sobre a biologia

reprodutiva e a distribuicdo dessa variabilidadetrde ou entre populagdes, decisbes
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razoaveis sobre os meios mais efetivos para a sergacdo ndo podem ser tomadas
(Marshall & Brown, 1975; Ashton, 1981; Lovelesal., 1998).

Além de avaliar as diferentes causas de abortfrsids e sementes, os resultados deste
estudo evidenciam a importancia de multi e interdisiares que séo essenciais para

responder perguntas complexas e que podem trdmebee para varios problemas.



