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O chao da Paineira

Eu fiquei olhando a dancga das flores

Ao se despencarem de uma paineira.

O vento soprando o bailado das cores,

O ché&o perfumado de flores inteiras.

E o povo pisando, sem nem perceber,

O tapete lilas de flores caidas.

S0 eu escutava o triste gemer

Das flores, o lamento num resto de vida.
E, quase chorando em rimas singelas,
Ao se soltarem na queda certeira

De um galho t4o alto, tao ricas, tao belas,
Como o tempo que passa matando os amores
E a alma pisada € o chdo da paineira.

José Gilberto Gaspar

Do livro: Nos Bragos do Sol, Sdo Paulo, Edix, 1997.
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APRESENTACAO GERAL DA DISSERTACAO

Esta dissertacdo esta organizada em uma introducao geral seguida do corpo do
trabalho desenvolvido. A introducdo geral foi dividida em quatro topicos. No primeiro
deles, “Aspectos taxon6micos de Pseudobombax’, abordamos a atual posicao
taxonbmica do género e de sua familia Malvaceae; o segundo tépico “Utilidade
econdmica das paineiras” traz a importancia das Bombacoideae no cenario econémico
mundial e nacional e suas utilizagées populares. O terceiro tépico, “Biologia Floral e da
Reproducdo de Pseudobombax”, apresenta as principais caracteristicas florais, a
sindrome de polinizagdo e os sistemas de reproducéo de espécies de Bombacoideae ja
estudadas. Por fim, o quarto tépico “Estudos cromossdmicos em Bombacoideae”,

mostra o panorama citogenético do grupo em estudo.
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RESUMO

Tradicionalmente incluso na extinta familia Bombacaceae, Pseudobombax Dugand
pertence a subfamilia Bombacoideae, Malvaceae sensu lato. Abrange cerca de 29
espécies, das quais 16 ocorrem em territério brasileiro e nove sdo endémicas. No
Brasil, a maioria das espécies € encontrada no sudeste, planalto central e nordeste. As
espécies possuem consideravel valor comercial, por serem utilizadas no mundo todo,
principalmente na ornamentacao e arborizagdo urbana. Estudos sobre o sistema
reprodutivo e citogenéticos sao raros para o género. Com este trabalho, objetivou-se o
estudo da biologia floral e reprodutiva, assim como a anadlise cariotipica de trés
espécies de Pseudobombax da regido sudeste do Brasil. As espécies de
Pseudobombax sao importantes fontes de pdlen e néctar para seus visitantes florais,
especialmente por florescerem na estacédo seca. Algumas diferencas foram observadas
entre os periodos de floracdo e frutificacao durante os dois anos de estudo, as quais
podem estar relacionadas a diferentes quantidades de chuva antes do inicio da
floracdo. As flores apresentam antese crepuscular/noturna, com caracteristicas que se
encaixam na sindrome da quiropterofilia. As flores de P. tomentosum sao
significativamente diferentes das demais espécies (maior comprimento da flor, das
pétalas, do ovario e do célice), porém a forma e o indumento dos frutos € a principal
caracteristica que podemos utilizar para separar taxonomicamente as trés espécies. Os
estudos reprodutivos das trés espécies evidenciaram alta porcentagem de fecundacao
cruzada, indicando alogamia. A eficicia reprodutiva manteve-se alta, confirmando a
necessidade de polinizagdo cruzada e, consequentemente, de seus polinizadores. As
analises citogenéticas mostraram contagens inéditas, com 2n=88 para Pseudobombax
sp. (hova) e P. tomentosum e 2n=84 para P. grandiflorum. O nimero bésico sugerido
para as espécies de Pseudobombax é x=44. Foi confirmado mais de um numero
cromossémico no género, 0o que sugere a derivacdo por disploidia, decorrente de
possiveis rearranjos cromossGmicos. Pseudobombax sp. (nova) e P. grandiflorum,
espécies muitas vezes confundidas entre si, possuem numeros cromossémicos
diferentes (2n=88 e 2n=84, respectivamente) sendo este um carater adicional
importante na separagdo taxonémica das duas espécies. O bandamento CMA/DAPI
evidenciou um padrao conservado dentro do género, com seis bandas CMA* nas trés
espécies. Os valores métricos dos cromossomos das espéecies em estudo indicaram um
comprimento do complemento cromossémico pequeno, nas quais 0 menor tamanho
cromossémico foi de 0,3 um em P. grandiflorum e o maior foi de 3,5 um em P.
tomentosum. O diferente nimero cromossémico, bem como algumas caracteristicas
morfolégicas florais e do fruto podem ser utilizadas na separagédo taxonémica das trés
espécies de Pseudobombax em estudo, evidenciando assim a existéncia de uma nova
espécie para o género.

Palavras-chave: Fenologia, Polinizagdo, Sistema reprodutivo, Numero Cromoss6émico,
Bandamento CMA/DAPI
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ABSTRACT

Traditionally included in the extinct family Bombacaceae, Pseudobombax Dugand
belongs to the Bombacoideae subfamily, Malvaceae sensu lato. Composed by about 29
species, of which 16 occur in Brazilian territory and nine are endemic. In Brazil, most
species are found in the southeast, northeastern and central plains. Species have
considerable commercial value, for being used worldwide, especially in ornamentation
and urban forestry. Studies on the reproductive system and cytogenetics are rare for the
genus. This work aimed to study the floral and reproductive biology, as well as analysis
of karyotype of three species of Pseudobombax from southeastern Brazil. The
Pseudobombax species are important sources of pollen and nectar for their floral
visitors, especially by flourishing in the dry season. Some differences were observed
between the periods of flowering and fruiting during the two years of study, which may
be related to different amounts of rainfall before flowering. The flowers have
crepuscular/nocturnal anthesis, with features that fit in the chiropterophily syndrome.
The flowers of P. tomentosum are significantly different from the other species (greater
length of the flower petals, the ovary and the cup), but the shape and indumentum of the
fruit is the main feature that we can use to separate the three species taxonomically.
Reproductive studies of the three species showed a high percentage of outcrossing,
indicating outcrossing. The reproductive efficiency remained high, confirming the
necessity of cross-pollination and, therefore, their pollinators. Cytogenetic analysis
showed unprecedented chromosome counts, with 2n=88 to Pseudobombax sp. (new)
and P. tomentosum and 2n=84 for P. grandiflorum. The basic chromosome number
suggested to Pseudobombax is x=44. We confirmed more than one chromosome
number in the genus, which suggests derivation by disploidy, due to possible
chromosomal rearrangements. Pseudobombax sp. (new) and P. grandiflorum, species
often confused with each other, presented different chromosome numbers (2n=88 or
2n=84 , respectively) which is an important taxonomic character for the separation of the
two species. The CMA/DAPI banding showed a conserved pattern within the genus, with
six CMA" bands in all species. The metric values of the chromosomes of the species
under study indicated a small chromosomal complement length, wherein the smallest
chromosome size was 0.3 um in P. grandiflorum and the largest was 3.5 pm in P.
tomentosum. The different chromosome numbers, as well as some floral and fruit
morphological characteristics can be used for taxonomic separation of the three
Pseudobombax species under study Pseudobombax, thus revealing the existence of a
new species for the genus .

Keywords: Phenology, Pollination, Reproductive biology, Chromosome number,
CMA/DAPI banding
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INTRODUCAO GERAL
1.1 Aspectos taxonémicos de Pseudobombax Dugand

A familia Malvaceae possui nove subfamilias, que incluem membros previamente
enquadrados nas antigas familias Bombacaceae, Sterculiaceae e Tiliaceae (Alverson et
al. 1999, Bayer et al. 1999, Whitlock et al. 2001 e Pfeil et al. 2002) (Figura 1). Estas
familias passaram a ser circunscritas dentro de Malvaceae com base em dados
morfoldgicos, polinicos, quimicos e anatébmicos (Judd & Manchester 1997), além de
moleculares e biogeograficos (Bayer et al. 1999). Estes dados evidenciaram que as
antigas familias Bombacaceae, Sterculiaceae e Tiliaceae sensu Cronquist (1981) nao
formavam um grupo monofilético. Alguns géneros tradicionalmente inclusos na familia
Bombacaceae como Durio Adans., sado filogeneticamente mais relacionados a
Helicteres L. e Neesia Blume, enquanto Camptostemon Mast., Matisia Bonpl. e
Quararibea Aubl. aparecem posicionados entre as Malvoideae, que correspondem as

Malvaceae sensu strictu (Carvalho-Sobrinho 2006).

As Malvaceae sensu APG Ill apresentam consideravel valor comercial, por
serem utilizadas em todo o mundo na ornamentacao, como espécies do género Alcea
L., Hibiscus L., Malvaviscus Fabr., Bombax L. e Ceiba Mill. ou ainda com grande
expressao econdbmica, como é o caso de Gossypium L. (algoddo) e Urena L. (juta),

altamente utilizados na industria téxtil (Bovini et al. 2001).

Analises dos genes plastidiais atpB, rbcL e ndhF revelaram que os membros da
antiga familia Bombacaceae e Malvaceae juntas, formam um clado bem sustentado

(Alverson et al. 1999, Bayer et al. 1999), tendo a presenca de anteras monotecas como



sinapomorfia morfolégica (Hinsley 2004). Dentro da circunscricdo atual de Malvaceae,
esse clado foi denominado Malvatheca (Baum et al. 1998). Em Malvatheca duas

subfamilias s&o discernidas: Bombacoideae e Malvoideae (Figura 2).

Neuradaceae
Thymelacsaceae
Sphaerosepalaceae
Cochlosparmunm
Bixa Bixaceae
Dl Taelal
Cistaceae
Sarcolaenaceae
Monotoideae
- Pakaraimaeoideae Dipterocarpaceas

- *™ pipterocarpoideas
Cytinaceae

Muntingiaceae
Grewioideas
Byttnerioideae
Sterculicideae
Tilioideas
Dombeyoideae Malvaceae
Brownlowioideas
Helicteroideae

Malvoideae

Bombacoideae

Figura 1. Cladograma da ordem Malvales. (Angiosperm Phylogeny Website, versdo12, Julho de 2012)

Na subfamilia Malvoideae estao inclusos grande parte dos representantes da
tribo Matisieae, antes classificada em Bombacaceae (Bayer et al. 1999, Baum et al.
2004, Nyffeler et al. 2005), enquanto a subfamilia Bombacoideae é formada por

géneros que compunham o nucleo central das antigas Bombacaceae (como Adansonia



L., Bombax, Ceiba, Eriotheca Schott & Endl., Pachira Aubl., Scleronema Benth.) e
alguns poucos representantes das Matisieae (Baum et al. 2004), formando um grupo

monofilético (Figura 2).
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6n [ L— Tila
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100 100 Hampea &
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—e [ Tt 1143
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(43) 1% ——___ Decaschistia 2 8 2
Hibiscus rosa-sinensis | £ z
100 Lagunaria — g
100 98 Hawittia
1 100 Camptostemon
00 Uladendron
Radyera
L Pentaplaris &
100 P — Quararibea o
(21) L@)_: Phragmotheca ;%
Matisia T
100 — Chiranthodendron =
—— Fremontodendron ul
———— Adansonia =
(16) o7 90 Ceiba s |,
100 94 Pachira L3 T
Bombax 05 he!
100 100 Catostemma 8 2 8
100 L Scleronema g 3
(15) 100 —— Gyranthera 5 E
L—— Huberodendron @ a
Septotheca
96 — Ochroma =
L Patinoa —

Figura 2. Cladograma evidenciando o Clado Malvatheca. Adaptado de Baum et al. 2004.

A subfamilia Bombacoideae compbe-se de arvores, com distribuicdo

predominantemente paleotropical e neotropical (Figura 3) e apresenta como

Malvatheca




caracteristica geral, filetes parcial a totalmente concrescidos em tubo estaminal, com
anteras monotecas e biesporangiadas. E composta por um nimero relativamente
reduzido de espécies, e mesmo incluindo todos os taxons de afinidades ainda incertas,
ainda haveria menos de 250 espécies (Baum et al. 2004). Por outro lado, Malvoideae
tem uma distribuicdo predominantemente subtropical e temperada, contendo a maior

parte dos exemplares de Malvatheca, com cerca de 1700 espécies (Pfeil et al. 2002).

Figura 3. Mapa de distribuicdo das Bombacoideae. Adaptado de Angiosperm Phylogeny Website, versao
12, Julho de 2012.

No clado Malvatheca, o monofiletismo das Adansonieae, tribo a qual pertence o
género Pseudobombax, é apoiado por estudos de filogenia (Alverson et al. 1999, Baum
et al. 2004, Nyffeler et al. 2005). Contudo, amostragens limitadas de taxons tém sido
utilizadas para estes trabalhos. Para Pseudobombax, uma Unica espécie (P. ellipticum
(H.B. & K.) Dugand) foi utilizada nos trabalhos em que a filogenia das Bombacoideae foi

investigada (Alverson et al. 1999, Baum et al. 2004, Nyffeler et al. 2005). Carvalho-



Sobrinho & Queiroz (2011), em seu trabalho de andlise cladistica e morfoldgica de
Pseudobombax, consideraram que a monofilia do género foi moderadamente
sustentada com base na analise de bootstrap, apresentando como grupo-irmao um

clado formado pelos géneros Bombacopsis Pittier e Pachira ou pelo género Bombax.

Pseudobombax abrange cerca de 29 espécies (Robyns 1963, Fernandez-Alonso
2001, Carvalho-Sobrinho & Queiroz 2010, The International Plant Names Index (IPNI)
2010, Carvalho-Sobrinho & Queiroz 2011) das quais cerca de 16 espécies ocorrem em
territério brasileiro, sendo nove endémicas. Em sua maioria sdo encontradas nas
regides sudeste, planalto central, centro-oeste e nordeste e em diversos tipos de
vegetacao, como floresta ombrdfila, floresta semi-decidua, restinga, caatinga, cerrado e
campo rupestre, havendo alta ocorréncia de espécies sobre formacgdes calcérias

(Andrade-Lima 1977, Nascimento et al. 2004, Silva & Scariot 2004).

O género caracteriza-se morfologicamente, pelos seus troncos marcados na
vertical (Fig. 4-A,B), abundantes frutos em forma de capsula (Fig. 4-C, H, K) com
endocarpo transformado em painda (Fig. 4-D), pelos peciolos alargados no apice,
folhas digitadas (4-E), anteras monotecas (ver detalhe na fig. 4-F) calices persistentes
no fruto (Fig. 4-G, H), receptaculos com glandulas conspicuas, formando nectarios
extra-florais (ver detalhe na fig. 4-I), filetes formando parcialmente tubos (Fig. 4-J), e
ndmero cromossoémico (n) igual a 36 (Carvalho-Sobrinho & Queiroz 2010). Sugere-se
como provavel sinapomorfia de Pseudobombax a presenca de folhas palmadas e

compostas (Fig. 4-E) (Alverson et al. 1999, Baum et al. 2004), apice do peciolo dilatado



Figura 4. Caracteristicas do género Pseudobombax Dugand. A. Porte de P. grandiflorum (Cav.) A.
Robyns. B. Tronco de P. munguba (Mart. & Zucc) Dugand marcado com estrias. C. Pseudobombax sp.
em frutificagdos e sem folhas. D. Endocarpo de P. grandiflorum transformado em paina. E. Folhas
digitadas de P. grandiflorum. F. Anteras monotecas (em detalhe) de Pseudobombax sp. G. Calice
persistente no fruto de P. grandiflorum. H. Fruto do tipo capsula de P. grandiflorum. 1. Nectarios
extraflorais (em detalhe) em P. tomentosum (Mart. & Zucc.) A. Robyns. J. Filetes concrescidos formando
tubos parciais. K. Frutos de P. munguba. L. Botdes forais de P. ellipticum. M. Inflorescéncia de P.
tomentosum.



e os foliolos nao articulados, com peciolo (Carvalho-Sobrinho & Queiroz 2011).
Pseudobombax e os demais géneros de Bombacoideae ainda compartilham tricomas
tufosos na face abaxial das pétalas (Carvalho-Sobrinho 2006). Os caracteres
vegetativos sdo comumente utilizados como base para o diagnéstico de espécies de
Pseudobombax, como forma e indumento dos foliolos e o comprimento do peciolo e
peciblulo (Robyns 1963). Porém, durante a floragdo, ha a queda da folhagem da planta
(Fig. 4-C), de modo que a grande maioria das espécies de Pseudobombax esteja
representada em herbdrios com materiais incompletos, geralmente apresentando
somente as flores, resultando em espécimes imprecisos e mal identificados (Carvalho-
Sobrinho 2006).

Recentes estudos taxon6micos com o intuito de melhorar as cole¢cées dos
herbarios, envolvendo trabalho de campo intensivo para coleta de todas as partes da
planta (folhas, flores, frutos e sementes) da mesma espécie tém levado a descricao de
novas espécies, como é o caso de P. calcicola Carv.-Sobr. & L. P.Queiroz, P. minimum
Carv.-Sobr. & L. P.Queiroz e P. parvifolium Carv.-Sobr. & L. P.Queiroz, recentemente
encontradas em um levantamento no estado da Bahia (Carvalho-Sobrinho & Queiroz
2010).

Pseudobombax grandiflorum tem, por muitas vezes, sido confundida com uma
possivel nova espécie de Pseudobombax. Estudos vém sendo desenvolvidos pelo Prof.
Dr. Jodo Semir, da UNICAMP, incluindo a descricdo taxondmica dessa provavel nova
espécie de Pseudobombax. Assim, estudos envolvendo a caracterizacdo de sua
biologia floral, reprodutiva e cariotipica, poderdo subsidiar o esclarecimento desta

probleméatica taxonémica.



1.2 Utilidade econémica das paineiras

A utilidade econdmica das Bombacoideae geralmente esta relacionada as suas
sementes e, em grande parte, a paina (Fig. 5-B) originada da parede interna do
endocarpo dos seus frutos (Fig. 4-D,G), da qual se originou 0 nome popular “paineira”,
como sao chamadas as Bombacoideae em diversas regides do Brasil (Braga 1960). As
sementes das Bombacoideae sao oleaginosas, apresentam cerca de 20 a 30% de teor
de 6leo, podendo ser consumidas torradas, como na india, e usadas como condimento,

como em Java (Hoehne 1927).

As propriedades da paina e das sementes de Pseudobombax nao sao
profundamente conhecidas nem exploradas industrialmente no Brasil, o que torna
interessante o estudo de seus caracteres morfologicos. Destacam-se as variagées na
abundancia, cor e textura das painas bem como a forma, tamanho e textura das
sementes (Carvalho-Sobrinho 2006). Carvalho (2006) indicou que a paina deste género
é utilizada popularmente para o enchimento de colchdes, almofadas e travesseiros (Fig.

5-B, 4-D).

As espécies de Pseudobombax e, em geral, as Bombacoideae podem ainda
apresentar grande potencial ornamental, devido as suas copas frondosas e flores
vistosas. Algumas espécies bastante conhecidas no Brasil, como os embirucus,
embiratanhas e mungubas, sdo utilizadas na arborizacao urbana (Fig. 5-A,C) (Lorenzi

2002a, 2002b). O lenho de algumas espécies, como de P. marginatum (A. St.-Hil., Juss.



& Cambess.) A. Robyns e P. tomentosum (Mart. & Zucc.) Robyns, é utilizado para
confecgao de caixas de madeira, calcados e aeromodelos, sendo a casca empregada
na cordoaria rustica (Pio-Corréa 1926, Lorenzi 2002b). A madeira de P. grandiflorum

(Cav.) A. Robyns é considerada adequada para fabricacao de papel (Carvalho 2006).

Figura 5. Utilizacéo de espécies de Pseudobombax na arborizagao urbana. A. P. grandiflorum localizado
na Praca da Paz, UNICAMP, Campinas, Sao Paulo, Brasil. B. Paina formada do endocarpo do fruto de
Pseudobombax sp. (nova). C. Pseudobombax sp. (nova) em calcada em frente ao Instituto de Quimica,
UNICAMP, Campinas, Sao Paulo.

Estudos sobre a germinacdo de sementes de P. grandiflorum foram

desenvolvidos por Lopes e colaboradores (2008) devido a grande caréncia de



conhecimentos sobre sementes de espécies florestais, dados que podem ser uteis no
reflorestamento de &reas degradadas, onde sao altamente recomendadas para
revegetacao de regides naturais de vogorocas, além de serem utilizadas em bancos de
sementes (Lopes et al. 2008). Essas plantas também sao utilizadas na alimentacao de
macacos-prego que comem, além das folhas, as flores que sdo ricas em néctar

(Carvalho 2006).

1.3 Biologia floral e da reproducao de Pesudobombax

Em Pseudobombax, as copas sao geralmente bastante expandidas e pouco
ramificadas. Os ramos sdo espessos, com as folhas deciduas habitualmente agrupadas
na sua porgcao apical. O género destaca-se por suas flores grandes e vistosas em
inflorescéncias cimosas (Fig. 4-M) e elevado numero de estames (de 200 a 900) (Fig. 4-
J,M) (Joly 1987). As flores apresentam morfologia bem caracteristica, no qual o
conjunto de estames tem a forma de pincel, favorecendo maior exposi¢cdo do estigma,
das anteras e dos graos de pélen. As espécies de Pseudobombax enquadram-se em
um tipo de polinizacdo peculiar, que € o de polinizagdo realizada por morcegos
(quiropterofilia) em que flores tém antese crepuscular/noturna, os elementos florais séo
dispostos de forma que o polen se deposite na porcao anterior do animal (cabeca/térax)
e apresentam abundante produgcdo de néctar e pdlen (Fischer et al. 1992, Silva &
Peracchi 1995, Peterle et al. 2007)

As plantas podem produzir diversos tipos de recursos florais, como néctar e
pblen, e muitas vezes coevoluiram com 0s seus respectivos polinizadores, constituindo

relacdes que podem ser importantes eventos mutualisticos (Darwin 1859, Darwin1877,
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Thompson 1994). Essas interagbes planta-polinizador constituem alguns dos exemplos
mais espetaculares e classicos de adaptagéo e estdo associadas com a diversificagao
de plantas e linhagens de animais (Kay & Sargent 2009, Frik et al. 2013). Interacdes
como essas reafirmam a importancia da conservagao da biodiversidade, uma vez que
P. grandiflorum é endémica do Brasil e que muitos processos dependem do equilibrio
ecossistémico, no qual muitas plantas poderiam encontrar problemas em sua
perpetuagdo sem seus respectivos polinizadores, podendo ocasionar a diminuigdo ou
até mesmo a extingdo de algumas espécies.

Gribel et al. (1999) mostraram que Ceiba pentandra (L.) Gaertn. possui alta
producédo de néctar e € visitada por diversos animais noturnos (morcegos, macacos-da-
noite, marsupiais e mariposas) e também diurnos (abelhas, vespas e beija-flores),
porém apenas os morcegos foram polinizadores efetivos. As flores de Adansonia
(baobas africanos) também sdo grandes e de antese noturna, com alta disponibilidade
de néctar e pélen. Sao visitadas por morcegos, Iémures e esfingideos de lingua longa e,
em todos os casos, a polinizagéo é legitima.

Em relagcdo ao sistema reprodutivo, trabalhos enfocando aspectos da biologia
reprodutiva e fenologia da familia sdo escassos. Gribel & Gibbs (2002) encontraram alta
taxa de fecundacdo cruzada em Pseudobombax munguba (Mart.&Zucc.) Dugand,
apesar da espécie nao apresentar mecanismo tipico de autoincompatibilidade
esporofitica ou gametofitica. Os autores também observaram que P. munguba nao
apresenta agamospermia (apomixia). O sistema reprodutivo das Bombacoideae parece
ser bem diverso, pois em Eriotheca, Martins & Oliveira (2003) verificaram a ocorréncia
de apomixia e autoincompatibilidade em E. pubescens (Mart. & Zucc.) Schott & Endl. e

E. gracilipes (K. Schum.) A. Robyns, respectivamente. Em Ceiba pentandra, os estudos
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de autopolinizagdo evidenciaram o crescimento de tubos polinicos, mas ndo foram
suficientes para definir sua autocompatibilidade, devido a ndo formagéo de sementes.
Em contrapartida, a polinizagdo cruzada resultou no crescimento de tubos polinicos e
fecundacao dos ovulos e houve a formacéao de frutos com sementes vidveis. Entretanto,
em alguns casos de individuos isolados, houve certo grau de autofecundagdo com
formacao de frutos, enquanto outros individuos isolados ndo formaram frutos, apesar de
intensa floragé@o, confirmando assim a ocorréncia de autofertilidade em Ceiba em niveis
muito variaveis. (Gribel et al. 1999).

A compreensao da biologia reprodutiva das espécies esta fundamentalmente
ligada ao conhecimento da biologia floral e dos padrées fenolégicos, bem como o

entendimento do sistema reprodutivo (Maués & Couturier 2002).

1.4 Estudos cromossOomicos em Bombacoideae

O estudo citogenético abrange todos os aspectos relacionados ao cromossomo,
seja ele isolado ou em grupo, distendido ou condensado, em relagdo a sua heranca,
organizacao e expressao génica (Guerra 1988, Apples et al. 1998). Alguns desses
estudos tém contribuido para o entendimento do comportamento reprodutivo e da
evolucao de espécies de plantas selvagens (Forni-Martins & Martins 2000, Forni-
Martins & Calligaris 2002, Biondo et al. 2005, Forni-Martins et al. 2007a, b, Dahmer et
al. 2011, Pinto 2013) ou de espécies cultivadas de importdncia agrondmica ou
ornamental (Barros & Silva 2010, Aimeida & Pedrosa-Harand 2011).

A citotaxonomia compreende um dos ramos mais interessantes da citogenética,

e consiste na analise de dados citogenéticos em relacdo a sistematica do grupo

12



estudado (Guerra 1988, Stace 1989, Bernardos et al. 2004, Moraes et al. 2007, Pinto et
al. 2013). Os dados citogenéticos disponiveis na literatura para espécies nativas do
Brasil sdo raros e as informagdes estdo fragmentadas, na maioria das vezes nao
estando relacionadas entre si (Pinto 2013). Um dos parametros citotaxonémicos mais
analisados € o numero cromossémico, que pode auxiliar na verificagdo da integridade
de uma espécie ou na compreensao da evolugao do grupo. Quando individuos de uma
espécie apresentam numeros cromossémicos diferentes, este pode vir a ser um carater
que os separe, principalmente se acompanhado de variagdes morfoldgicas (Guerra
1988, Stace 1989).

Outro aspecto abordado pela citotaxonomia é a morfologia cromossémica, que
esta relacionada com o tamanho, posicdo centromérica e a presenca de constricdes
secundarias (Guerra 1988, Stace 1989). Porém, em alguns casos, a analise
cariomorfolégica e numérica nao sao suficientes para se inferir as relagbes
cromossdmicas, sendo entdo necessaria a utilizacdo de outras técnicas para a
diferenciacao linear dos cromossomos, como bandamento cromossémico e hibridizagdo
de DNA in situ (FISH - Fluorescence in situ hibridization) (Pinto 2013).

Entre as técnicas de bandamento, o bandamento CMA/DAPI destaca-se por ser
de facil aplicacdo, utilizando-se de corantes fluorescentes na identificagdo de bandas
heterocromaticas, caracterizando as bandas de acordo com a composicdo de suas
bases. Algumas regides de heterocromatina, compostas de DNA repetitivo,
frequentemente apresentam uma porcdo de bases puricas (adenina/timina A-T) ou
pirimidicas (citosina/guanina C-G) diferente do resto do genoma. O fluorocromo
Cromomicina Az (CMA) cora preferencialmente regides ricas em C-G e o0 4-6'-diamidino-

2-fenilidol (DAPI) cora preferencialmente as regides ricas em A-T. A técnica revela
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bandas fluorescentes positivas com CMA (CMA™) ou com DAPI (DAPI*). A resposta ao
bandamento ainda pode ser neutra (CMA° ou DAPI®), quando ndo sdo evidenciadas
bandas com nenhum dos fluorocromos, ou negativa, quando ocorre marcagdo com
apenas um dos fluorocromos (CMA™ ou DAPI’) (Schweizer 1976, 1976).

Estudos cromossGmicos tém se tornado cada vez mais necessarios para o
entendimento da posicao taxondmica das espécies, demonstrando grande eficiéncia
quando associados a estudos morfoldégicos e comparativos. Andlises em algumas
espécies de Bombacoideae, revelam numeros cromossémicos relativamente elevados
(Forni-Martins et al. 1995), como por exemplo, 2n = 92 em Eriotheca gracilipes (Forni-
Martins et al. 1992, 1995) e 2n = ca.270 ou 2n=276 em E. pubescens. (Forni-Martins et
al. 1992, 1995 e Oliveira et al. 1992, respectivamente). Ha espécies com 2n = 80, como
Ceiba pentandra (Baker & Baker 1968), mas a maioria possui 2n = 72, como,
Bombacopsis glabra (Pasq.) A. Robyns, Ceiba speciosa St. Hil., Para Pseudobombax
sdo disponiveis contagens para poucas espécies, com numeros Cromossdmicos
diferentes e imprecisos: 2n = 72/ca.88 em P. ellipticum (H. B. K.) Dugand (Baker &
Baker 1968) e 2n = 88 em P. longiflorum (Mart. & Zucc.) A. Robyns (Gibbs et al. 1988) e
P. septenatum (Jacquin) Dugand (Bawa 1973) e 2n = ca.84 em P. munguba (Mart. &

Zucc.) Dugand (Morawetz 1986).
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1.5 Objetivos Gerais

O presente trabalho teve como objetivos gerais o estudo da biologia reprodutiva
e floral, da fenologia reprodutiva e da analise cariotipica de trés espécies de
Pseudobombax da regido sudeste do Brasil. Objetivou-se, compreender a biologia
reprodutiva das espécies em estudo, a fim de reconhecer diferengas entre as mesmas,
bem como possiveis diferencas florais, além de diferenciar os caribtipos para
compreensao e separagao taxonémica das espécies em estudo, contribuindo assim
com informagbes para a conservacdo da diversidade biolégica e para a andlise

biossistematica do género Pseudobombax.
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BIOLOGIA FLORAL, REPRODUTIVA E CARIOTIPOS DE ESPECIES DE
PSEUDOBOMBAX DUGAND (BOMBACOIDEAE, MALVACEAE) DO SUDESTE DO BRASIL
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1. INTRODUCAO

A atual circunscrigdo da familia Malvaceae compreende nove subfamilias,
algumas formadas por membros das antigas familias Bombacaceae e Malvaceae, que
se distinguem em um clado denominado Malvatheca (Baum et al. 1998). Neste clado
sdo discernidas duas subfamilias: Malvoideae e Bombacoideae, esta ultima a qual

pertence o género Pseudobombax.

O género Pseudobombax Dugand pertence a subfamilia Bombacoideae e inclui
29 espécies (Robyns 1963, Fernandes-Alonso 2001; Carvalho-Sobrinho & Queiroz
2010, IPNI 2010, Carvalho-Sobrinho & Queiroz, 2011). De todas as espécies, 16
ocorrem no Brasil, sendo nove endémicas. Estudos em desenvolvimento na regido
sudeste do Brasil sinalizam a descricao de uma nova espécie de Pseudobombax,
semelhante a P. grandiflorum em suas caracteristicas vegetativas e florais (Jodo Semir,
comunicagado pessoal). As espécies de Pseudobombax ocorrem desde as florestas
ombrdfilas e semi-deciduas do sudeste, passando pelo cerrado do planalto central até a
restinga e caatinga do nordeste brasileiro. Podem ser caracterizadas morfologicamente
pelos seus troncos marcados na vertical, peciolos alargados no apice, folhas digitadas,
cdlices persistentes no fruto, receptaculos com glandulas conspicuas, filetes formando
parcialmente tubos, anteras monotecas, abundantes frutos em forma de cépsula e
namero cromossdmico (n) igual a 36 (Carvalho-Sobrinho & Queiroz 2010). Sugere-se
como provavel sinapomorfia de Pseudobombax a presenca de folhas palmadas e
compostas (Alverson et al. 1999, Baum et al. 2004), apice do peciolo dilatado e os

foliolos n&o articulados com peciolo (Carvalho-Sobrinho & Queiroz 2011).
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As Bombacoideae em geral, especialmente as espécies de Pseudobombax,
apresentam grande potencial ornamental, sendo amplamente utilizadas na arborizagédo
urbana devido as frondosas copas e suas flores vistosas (Lorenzi 2002a, 2002b). Sua
paina que é originada da parede interna do endocarpo dos frutos pode ainda ser

utilizada na fabricagé@o de tecidos e enchimento de colchdes (Carvalho 2006).

Trabalhos com enfoque reprodutivo e fenolégico de representantes de
Bombacoideae, incluindo Pseudobombax, sdo pouco frequentes. Gribel & Gibs (2002)
relataram alta taxa de fecundagédo cruzada em P. munguba (Mart. & Zucc.) Dugand,
porém nao evidenciaram mecanismos de autoincompatibilidade esporofitica ou
gametofitica; mostraram ainda que P. munguba nao apresenta agamospermia
(apomixia). O sistema reprodutivo das Bombacoideae parece ser bem diversificado.
Martins & Oliveira (2003) verificaram a ocorréncia de apomixia e autoincompatibilidade
em Eriotheca pubescens (Mart. & Zucc.) Schott & Endl. e E. gracilipes (K. Schum.) A.
Robyns respectivamente. Ceiba pentandra (L.) Gaertn. também parece ser
autoincompativel, porém foi relatada a formagdo de frutos em alguns individuos

isolados (Gribel et al. 1999).

A biologia da polinizagdo do grupo mostra-se muito interessante, visto a sua
fascinante e peculiar sindrome de polinizagdo. As espécies de Pseudobombax em geral
enquadram-se na sindrome da quiropterofilia (polinizacdo por morcegos) (Carvalho-
Sobrinho 2006, Carvalho 2006), apresentando flores bem expostas, grandes, vistosas,
e de facil acesso aos visitantes com antese crepuscular/noturna, coloragéo clara, alta
producédo de néctar e polen. Essa exposicao das flores se da pela disposi¢ao das flores

na copa da arvore (acima dos ramos vegetativos) e pela disposicdo dos elementos
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florais na flor (estames excertos, de forma que o polen seja depositado facilmente no

visitante) (Faegri & van der Pijl 1996).

Em P. grandiflorum (Cav.) A. Robyns, durante a visita as flores, o pdlen é
depositado na porcdo anterior do morcego (cabeca/térax) (Silva & Peracchi 1995,
Peterle et al. 2007). Em outras Bombacoideae, como Ceiba pentandra, os visitantes
florais podem ser noturnos ou diurnos, porém apenas 0s morcegos sao polinizadores
efetivos (Gribel et al. 1999). Em Adansonia L. (baoba), os visitantes sdo noturnos, como

morcegos frugivoros, Iémures e esfingideos e todos sédo efetivos na polinizagao.

A citotaxonomia associa dados citogenéticos na andlise sistematica do grupo
estudado (Guerra 1988, Stace 1989, Bernardos et al. 2004, Moraes et al. 2007, Pinto et
al. 2013). As analises cromossOmicas tém se tornado de essencial importancia para o
entendimento da posicdo taxonémica das espécies de plantas, mostrando grande
eficdcia quando associadas a estudos comparativos.

Estudos feitos em algumas Bombacoideae revelam numeros cromossémicos
relativamente elevados (Forni-Martins et al. 1995), especialmente em Eriotheca:
2n=ca.270 (Forni-Martins et al. 1992, 1995) ou 2n=276 (Oliveira et al. 1992) em E.
pubescens, além de 2n=92 em E. gracilipes (Forni-Martins et al. 1992, 1995) e em
Bombax ceiba L. (Mehra 1976, Singhal & Gill 1984). Ha espécies com 2n=80, como
Ceiba pentandra (Baker & Baker 1968) e outras possuem 2n=72, como Pachira glabra
Pasqg., e P. quinata (Jacquin) W.S. Alverson (Baker 1960). Entretanto, a maioria
apresenta 2n=86, como Ceiba erianthos (cav.) K. Shum. e C. glaziovii (Kuntze) K.
Shum. (Gibbs & Semir 1988) ou 2n=88 como em Adansonia grandidieri Baill., A. gregorii

F. Muell., A. madagascariensis Baill., (Baum & Oginuma 1994), Spirotheca rosea
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(Seem.) P.E. Gibbs & W.S. Alverson e Quararibea aurantiocalyx W.S. Alverson
(Oginuma et al. 1999)

Em Pseudobombax poucas contagens estdo disponiveis, com numeros
cromossdmicos imprecisos e distintos: 2n=72/ca.88 em P. ellipticum (H. B. K.) Dugand
(Baker & Baker 1968) e 2n=88 em P. longiflorum (Mart. & Zucc.) A. Robyns (Gibbs et al.
1988) e P. septenatum (Jacquin) Dugand (Bawa 1973), além de 2n=ca.84 em P.
munguba (Mart. & Zucc.) Dugand (Morawetz 1986).

Dessa maneira, objetivou-se com este trabalho, o estudo do sistema reprodutivo,
da biologia floral, a andlise fenolégica e a citogenética de trés espécies de
Pseudobombax do sudeste do Brasil, incluindo a espécie nova, que esta sendo descrita
por Jodo Semir. As possiveis diferencas reprodutivas, de morfometria floral, fenoloégicas
e de caribtipos podem subsidiar a biossistematica do género e a separagcao taxondmica
entre as espécies, além de auxiliar com informagdes que promovam a conservagao da

diversidade biolégica de Pseudobombax.
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2. MATERIAL E METODO

2.1 Espécies e area de estudo

Trés espécies de Pseudobombax foram selecionadas para o estudo, P.
grandiflorum (Cav.) A. Robyns, P. tomentosum (Mart. & Zucc.) A. Robyns e
Pseudobombax sp. (nova). Essas espécies estdo representadas por alguns individuos
cultivados no campus da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP), Campinas,
Sao Paulo, cujas coordenadas geograficas sao 22° 48’ 57" S e 47° 03’ 33" W, com
altitude média de 640 m. As trés espécies ocorrem naturalmente na regido sudeste do
Brasil: P. grandiflorum e Pseudobombax sp. (nova) distribuem-se na Mata Atlantica, (a
primeira € comumente encontrada em floresta ombrofila densa e a segunda em regides
de restinga do Rio de Janeiro, Espirito Santo e Bahia), enquanto P. tomentosum é mais
comum no Cerrado do estado de Sdo Paulo (Dr. Jodo Semir, comunicagao pessoal). O
clima na area de estudo, pela classificacdo de Képpen (1948), é uma transicao entre os
tipos Cwa e Cfa, o que indica clima tropical de altitude com inverno seco e verao umido.
A temperatura média do més mais quente (fevereiro) € superior a 22 °C, e a do mais
frio (junho) é inferior a 18 °C. A precipitacao pluvial média anual é de 1.382 mm, com
periodo chuvoso entre outubro e marco (1.048 mm), o que representa 75% do total de
chuva anual. O periodo mais seco ocorre de junho a setembro (Cepagri 2013).

Para cada espécie, foram coletados ramos vegetativos e reprodutivos, que
posteriormente foram herborizados segundo técnicas usuais e incorporados no Herbario
da Universidade Estadual de Campinas (UEC). Voucher/n® coletor: P. tomentosum
179017 (JPSN 3), P. grandiflorum 17910 (JPSN 4), Pseudobombax sp. (nova) 17911

(JPSN 6).
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2.2 Fenologia reprodutiva, morfologia e biologia floral

Para o estudo da fenologia, cerca de cinco-seis individuos de cada espécie
foram marcados e monitorados semanalmente (de marco de 2012 a outubro de 2013),
registrando as fenofases de floragdo (foi contado o numero de botdes florais em pre-
antese e de flores recém-abertas) e de frutificacao (foi contado o numero de frutos bem
formados). Também foi feita a descricdo do porte e de caracteristicas vegetativas de
cada espécie.

Para a descricdo da morfologia floral foram analisados a forma, o tamanho, as
cores e 0 numero de cada peca floral, além do horario e forma de abertura das flores
(n=10). Na anadlise da morfometria floral foram obtidas medidas do comprimento floral,
comprimento do calice, comprimento da corola, comprimento do ovario, comprimento do
estilete e comprimento do estame, considerando dez flores por espécie (Fig. 1)

A viabilidade dos gréos de pélen foi testada durante a antese. Uma amostra de
pdlen foi retirada de uma antera deiscente e colocado em uma gota de carmim acético,
sobre uma lamina de microscopia (Radford et al. 1974) e observado em microscépio
optico. Também foi avaliada a viabilidade polinica com a coloragéo pela enzima DAB
(diamino-benzidina Sigma Fast TM). Foram utilizadas 20 flores selecionadas entre pelo
menos trés individuos de cada espécie. Para cada flor, uma lamina foi elaborada,
analisando 1000 graos de pdlen por lamina. A receptividade do estigma foi avaliada
colocando uma gota de peréxido de hidrogénio (H20,) a 3% (Kearns & Inouye 1993)
sobre a superficie estigmatica. Em cada espécie foram analisadas 20 flores, distribuidas
em varias etapas da antese (desde flores recém-abertas até flores com 12 horas de

abertura).
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Figura 1. Parametros mensurados para os testes de morfometria floral de espécies de Pseudobombax. A-
Comprimento floral. B-Comprimento do célice. C-Comprimento da pétala. D-Comprimento do estame. E-
Comprimento do estilete. F-Comprimento do ovario.

2.3 Sistema reprodutivo

O estudo do sistema reprodutivo foi realizado utilizando de 30-40 flores de cada
espécie para cada tratamento nas espécies em estudo. Foram realizados os seguintes
tratamentos: AE- autopolinizacdo espontanea, AM- autopolinizagdo manual, PC-
polinizacao cruzada, E- emasculacédo, PN- polinizagdo em condi¢des naturais (controle).
Em cada tratamento (exceto PN), as flores em fase de pré-antese foram protegidas
conforme metodologia proposta por Mussury & Fernandes (2000) utilizando sacos
confeccionados com o tecido do tipo pano multiuso (perfex) ou sacos de papel. Nos
tratamentos AM, PC e E também foi feita a emasculagédo das flores na pré-antese. Nos

tratamentos AM e PC foi feita a polinizacdo manual (autopolinizacdo e polinizacao
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cruzada, respectivamente) nas flores protegidas e emasculadas. As flores
permaneceram ensacadas de sete a dez dias. Posteriormente os sacos foram retirados
para acompanhamento da formagdo ou nao de frutos. Os botbées marcados no
tratamento PN, para verificar a polinizagdo em condigbes naturais (controle),
permaneceram expostos aos visitantes florais. Também foi observado o periodo de
maturacao dos frutos.

A partir dos resultados obtidos foram calculados o indice de
autoincompatibilidade (ISI = % de frutos formados por flores autopolinizadas
manualmente/ % de frutos formados por flores submetidas a polinizagdo cruzada) e a
eficacia reprodutiva (ER = % de frutos formados em condi¢gbes naturais/ % de frutos

formados por polinizagao cruzada) (Sobrevila & Arroyo 1982).

2.4 Germinacao de sementes, pré-tratamento e fixacao de raizes

Para cada espécie, flores e frutos foram coletados para analises e germinacéo
de sementes no Laboratério de Biossistematica e Polinizagdo, no Departamento de
Biologia Vegetal do Instituto de Biologia, UNICAMP

As sementes foram lavadas em hipoclorito de sédio (2%) por cerca de 15
minutos e posteriormente hidratadas em agua. Foram posteriormente semeadas em
Gerbox® com papel filtro umedecido em camara BOD a 25°C e regadas quatro a cinco
vezes por semana.

As radiculas recém-emergidas foram coletadas e pré-tratadas em 8-
hidroxiquiloneina (8-HQ a 0,002M), em temperatura de 4-10°C por 24 horas.

Posteriormente foram fixadas em solucdo Farmer (3 partes de etanol absoluto: 1 parte
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de &cido acético, v/v) por 24 horas a temperatura ambiente e armazenadas em freezer

(-20°C) até o momento de preparo das laminas.

2.5 Preparacao de laminas

As laminas foram preparadas através de digestdo enzimatica e esmagamento
das pontas de raizes. Inicialmente, as raizes foram lavadas em agua destilada por trés
vezes, durante cinco minutos. Ap6s a lavagem, as raizes foram mergulhadas em
solucdo de enzimas digestivas (2% celulase, 20% pectinase, 1% macerozima) e
mantidas em banho-maria a 37°C por 10 minutos. Posteriormente foram transferidas
para agua destilada por pelo menos uma hora, com a finalidade de reduzir a presenca
de citoplasma nas células. As pontas das raizes foram maceradas nas laminas,
juntamente com uma gota de acido acético 45% e cobertas com laminula; as laminas
foram congeladas em nitrogénio liquido (para aderéncia do material na lamina) e as
laminulas retiradas. As laminas foram secas e armazenadas para posteriores

procedimentos de coloragdo com Giemsa ou bandamento CMA/DAPI.

2.6 Coloracao com Giemsa, bandamento CMA/DAPI e registro dos
resultados

As laminas selecionadas foram mergulhadas em solucao de Giemsa 2% por 8-10
minutos, lavadas em agua e secas como auxilio de uma bomba de ar. Foi utilizada a
resina Entelan® como meio de montagem da lamina.

Para o bandamento CMA/DAPI (Guerra & Lopes, 2002), os fluorocromos

cromomicina Az (CMA3) e 4'6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) foram administrados
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sequencialmente. Para a coloragédo, uma gota de 15 pl de CMA3; (0,5 mg/ml) foi aplicada
sobre cada lamina previamente preparada, € entdo coberta com uma laminula. Depois
de uma hora em camara Umida escura, a lamina foi lavada com um jato de agua
destilada para remogéao da laminula e do excesso do fluorocromo. Posteriormente, cada
lamina recebeu uma gota de 15 ul de DAPI (2 mg/ml) e foi mantida durante 30 minutos
também em camara Umida escura. A lamina foi novamente lavada com um jato de agua
destilada e retirada a laminula. Quando secas, as laminas foram montadas em meio de
montagem para CMA3/DAPI (glicerol: tampdo Mcllvaine pH7: MgCI2; 1:1:1) e
armazenadas em camara escura para a estabilizacdo de fluorocromos por trés dias
antes da analise sob fotomicroscépio de epifluorescéncia.

As laminas preparadas pela técnica de Giemsa e de bandamento CMA/DAPI
foram analisadas em fotomicroscépio de epifluorescéncia Olympus® BX51. As

fotografias foram feitas através do aplicativo DP2-BSW.

2.7 Avaliacao dos cromossomos

Para confirmar a contagem do numero cromossémico foram utilizadas 15 células
coradas com Giemsa, utilizando o programa Adobe Photoshop CS5® e impressao das
imagens. As medi¢coes dos tamanhos dos cromossomos foram feitas a partir de trés
células coradas com Giemsa. Foi utilizado o programa Image J® para mensurar o
comprimento dos cromossomos (n=3), respeitando os devidos fatores de ampliagéo. Foi
calculado o somatério dos comprimentos cromossdmicos de cada espécie, denominado
de comprimento do complemento cromossémico (CCC), segundo o0s conceitos

apresentados por Greilhuber et al. (2005).
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2.8 Analise estatistica de dados

Os resultados obtidos na morfometria floral foram analisados no ambiente R
versao 3.0.2 (R Development Core Team 2013), utilizando o pacote stats. Os dados de
morfometria floral foram submetidos ao teste de normalidade Shapiro-Wilk. Os
caracteres que apresentaram distribuicdo normal foram analisados pela ANOVA a partir
da funcédo aov, seguido pelo teste de Tukey a partir da funcdo Tukey HSD . Para os
caracteres que nao apresentaram distribuicdo normal, foi feita a anélise com o teste de

Kruskal-Wallis a partir da funcao kruskal.test, com o teste de Dunn a posteriori.

3. RESULTADOS

3.1 Fenologia reprodutiva

As fenofases de floragdo e frutificacdo de P. tomentosum, P. grandiflorum e
Pseudobombax sp. (nova) sao apresentadas na Figura 2, comparativamente entre os
anos de 2012 e 2013. As espécies apresentaram longo periodo de floragcdo, podendo
variar de abril a outubro/novembro e ndo houve diferenga nos periodos de floracdo
entre as espécies e entre os dois anos de estudo (Figura 2).

Em 2012 o periodo de floragao foi maior (abril a outubro/novembro) e também o
de frutificacao (abril a novembro). Em 2013 estes periodos foram mais curtos, com
floragao de abril a agosto e frutificacdo de abril a outubro. Em marco de 2012, més que
antecedeu a floracdo, houve pouca precipitacdo (cerca de 21 mm), situacdo bem

diferente da observada em 2013 (cerca de 241mm) (Figura 2). Entretanto, no inicio da
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floragéo (abril), a precipitacdo média foi muito semelhante nos dois anos (em torno de
140 mm). As principais diferengas mensais de precipitacdo ocorreram em junho e julho,
quando se compara os dois anos de estudo (Fig. 2).

O pico de floracao no ano de 2012 se deu em maio nas trés espécies, enquanto
que no ano seguinte se alternou entre os meses de maio e junho, dependendo da
espécie. Em 2012, a frutificacdo atingiu o auge nos meses de julho e agosto nas trés
espécies e em 2013, o pico de frutificagdo também ocorreu em julho e agosto nas
espécies P. tomentosum e Pseudobombax sp. (nova) e foi um pouco mais atrasada
(agosto e setembro) em P. grandiflorum.

O més de agosto apresentou o maior pico de frutificacdo, sendo também o més
com o menor indice de pluviosidade nos dois anos de estudo, em 2013 houve maior
frutificacdo em relagdo ao ano anterior, por exemplo, em agosto de 2013 em P.
tomentosum foi observada a formacao de 77 frutos em média, contra apenas 38 em
agosto de 2012. Essa tendéncia também foi constatada para as demais espécies.

Quando comparamos as trés espécies, houve pouca diferenca entre as espécies,
visto que as espécies florescem na mesma época, apresentando quantidade
semelhante de flores e frutificam também concomitantemente, ndo apresentando desta
maneira, diferengas significativas que possam ser inferidas como caracteristicas

especificas de cada espécie.
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Figura 2. Fenofases de floragao e frutificacdo de trés espécies de Pseudobombax cultivadas no campus
da Unicamp, Campinas, SP, com o nimero médio de flores e frutos de todos os individuos em cada més.
Barras escuras: Floracao, barras claras: Frutificacdo, linha: Precipitagédo. A, C, E: 2012 e B, D, F: 2013.

Dados de pluviosidade fornecidos pelo CEPAGRI/UNICAMP.
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3.2 Morfologia e biologia floral

Pseudobombax tomentosum possui porte arboéreo, variando de 3 a 12 m de
altura. Pseudobombax grandiflorum e Pseudobombax sp. (nova) possuem também
porte arbéreo, porém atingem alturas menores, variando de 3 a 7 m de altura. Nas trés
espécies, o tronco € estriado na vertical e as folhas sdo palmadas. Apresentam vistosos
nectarios extraflorais circulares e de coloracdo avermelhada ou purpura, localizados
abaixo do receptaculo floral.

As trés espécies apresentaram as caracteristicas tipicas do género, como:
inflorescéncias terminais, definidas e pedunculadas, podendo variar de 10 a 15 flores
por inflorescéncia, possuindo flores hermafroditas, actinomorfas, pentameras, pétalas
carnosas e pilosas, estames numerosos e monadelfos e o estilete é Unico e central.
Apesar da semelhanca na morfologia floral das trés espécies, ha variagcdo no tamanho,
coloragao e pilosidade dos elementos florais, assim como no fruto (Tabela 1, Figuras 3
e 5).

Em P. tomentosum, o calice apresenta-se muito piloso, a corola também
apresenta bastante pilosidade marrom na porcao abaxial, enquanto a por¢cdo adaxial
apresenta pouca pilosidade e de cor branca. P. grandiflorum apresenta o calice glabro,
a corola é glabra na parte adaxial e na porcao abaxial apresenta pilosidade marrom-
escura. Em Pseudobombax sp. (nova), o calice € glabro, a corola na por¢cdo adaxial é

glabra e na porcao abaxial possui indumento preto.
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Tabela 1. Caracteristicas morfolégicas, funcionais e estruturais de flores e frutos de Pseudobombax do
campus da Unicamp, Campinas, Sao Paulo.

Caracteristicas

Pseudobombax sp. (nova)

P. grandiflorum

P. tomentosum

N® de flores 30 45 60
Cor da flor Creme Branco Branco
Cor do calice Verde Verde/Marrom Marrom

Pilosidade do calice Pouco piloso Sem pilosidade Muito piloso

Cor da pétalas Creme Branco Branco
Cor dos estames Branco Branco Creme
Cor da antera Marrom Ocre Marrom
Cor do estilete Rosado Rosado Branco

Longevidade da flor
Superficie/cor do fruto

Indumento do fruto

Até 36 horas

Quilhado/Verde

Glabro

Até 24 horas
Liso/Verde

Glabro

Até 36 horas
Liso/marrom

Piloso

Tabela 2. Resultados de média e desvio padrdao dos comprimentos das pecas florais de trés espécies de

Pseudobombax do campus da Unicamp, Campinas, Sdo Paulo. Médias com letras iguais nao diferem
significativamente. (*=p<0,001; **=p<0,01).

P. tomentosum

P. grandiflorum Pseudobombax sp. (nova)

Média

Desvio  Média Desvio Média Desvio

(cm) Padrdo (cm) Padréo (cm) Padréao

Comprimento total da flor* 20,61a 0,51 13,33b 0,57 17,78b 0,81
Comprimento da pétala*™*  15,75a 0,92 12,75b 0,50 12,82b 0,81
Comprimento do ovario** 1,37a 0,13 1,10b 0,01 1,17b 0,27
Comprimento do estilete* 11,30a 0,41 12,75b 1,00 12,35b 1,09
Comprimento do estame* 10,76b 0,43 11,66a 0,57 11,20b 0,68
Comprimento do célice™ 3,04a 0,34 2,56b 1,00 2,60b 0,26
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Figura 3. Flores das espécies de Pseudobombax; no campo € em comparagdo com escala, para ilustrar
dados morfométricos, respectivamente: A e B: P. grandiflorum; C e D: Pseudobombax sp. (nova); E e F:
P. tomentosum.
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As flores de P. tomentosum (Fig. 3 - E, F) apresentaram o maior comprimento
floral, seguidas de Pseudobombax sp. (nova) (Fig. 3 — C, D) e P. grandiflorum (Fig. 3 —
A, B); as duas ultimas n&o diferiram significativamente uma da outra (Figura 4-A)
(Tabela 2). O comprimento das pétalas, do ovario e do célice (Figura 4 — B, C, F) de P.
tomentosum sao significativamente maiores que as demais espécies. Pseudobombax
sp. (nova) e P. grandiflorum nao diferiram significativamente entre si para estes
caracteres. O comprimento dos estames de P. grandiflorum é maior do que os das
demais espécies (Figura 4-E). O comprimento do estilete de P. tomentosum é
significativamente menor e diferente das demais espécies, as quais também nao
apresentaram diferencas significativas para este carater (Fig. 4-D) (Tab. 2).

Todas as flores de Pseudobombax produzem néctar e possuem antese
crepuscular/noturna, por volta das 17-20 h, podendo permanecer funcionais até o dia
seguinte. As pétalas abrem-se concomitantemente, de forma sincrénica. A antese inicia-
se com a separacao das pétalas, evidenciando os numerosos estames. A deiscéncia
das anteras ocorre cerca de uma a duas horas apdés a antese floral. As flores
permanecem abertas por volta de
24 até 36 horas e logo apds iniciam o processo de senescéncia, caracterizado pelo
escurecimento da corola e o ressecamento dos estames (Fig. 6 — A, C). O estilete e 0
célice sao persistentes até a formacao e o crescimento do fruto, enquanto as outras
pecas florais secam e caem (Figura 6-C). O inicio da formacao dos frutos pode ser
visualizado cinco a sete dias ap6s a queda das pecas florais e seu amadurecimento
ocorreu em cerca de 25 dias. Com a abertura do fruto, a paina é exposta ao vento,

facilitando a dispersao das sementes.
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Figura 4. Boxplot para mediana das caracteristicas morfométricas de flores das espécies de
Pseudobombax do campus da Unicamp, Campinas, Sao Paulo, com seus valores de maximo, minimo e
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média. A. Comprimento total. B. Comprimento da pétala. C. Comprimento do ovario. D. Comprimento do

estilete. E. Comprimento dos estames. F. Comprimento do calice.

Figura 5. Frutos de espécies de Pseudobombax do campus da Unicamp, Campinas, Sao Paulo. A. P.

grandiflorum. B. Pseudobombax sp. (nova). C. P. tomentosum.

Os frutos de todas as espécies sao do tipo capsula, com o endocarpo
transformado em paina, porém apresentaram formatos diferentes. Em P. grandiflorum o
fruto apresentou formato alongado, superficie lisa (sem rugosidades ou expansoes),
glabro (sem indumento), e de coloracao verde (Figura 5-A). Em Pseudobombax sp.
(nova) o fruto também é alongado, glabro e verde, porém é quilhado (com cinco
expansdes angulares ao longo do comprimento) (Figura 5-B). Em P. tomentosum o fruto
€ obovado, liso e com a presencga de indumento de coloragdo marrom (Figura 5-C).

Os testes de viabilidade de pélen mostraram alta taxa de gréos viaveis (98-

100%), tanto pela coloracdo de carmim acético, quanto pela enzima DAB, sem

anormalidades. Os estigmas estao receptivos aos graos de pdlen a partir da antese até
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a manha seguinte, por volta das 9:00 H. Todas as flores apresentaram estigmas

receptivos.

3.3 Sistema de reproducao

No tratamento de autopolinizagdo espontanea, em 2012 nao houve formagéao de
frutos em Pseudobombax sp. (nova) (Fig. 6-A) e em P. grandiflorum, havendo
frutificacdo de apenas 3,33% em P. tomentosum. Em contrapartida, em 2013 nao houve
formacao de frutos nestas espécies apds o referido tratamento (Tabela 3).

O tratamento de autopolinizagdo manual também resultou em baixa porcentagem
de frutificacédo, sendo de 2,5% em Pseudobombax sp. (nova) nos dois anos, 6,67% em
P. grandiflorum em 2012 e 0% no ano seguinte e em P. tomentosum nao houve
formacao de frutos para este tratamento em nenhum dos periodos observados (Tabela
3).

Altas porcentagens de formacdo de frutos foi observada nos tratamentos de
polinizagdo cruzada e em condi¢cbes naturais (controle), variando de 70 a 95% (Tabela
3). Houve, respectivamente, 90 e 80% de frutificacdo em Pseudobombax sp. (nova) em
2012 (Fig. 6 — C) e 95 e 85% em 2013. A porcentagem de frutificagdo nos tratamentos
de polinizagdo cruzada e em condi¢gdes naturais de P. tomentosum foi, respectivamente
96,67 e 90% em 2012 e 83 e 80% em 2013, enquanto para P. grandiflorum foi de 90 e
83,33% em 2012 e de 93 e 87% em 2013 (Tabela 3). Os testes de emasculacdo nao
resultaram em formacdo de frutos em nenhuma das espécies estudadas nos dois

periodos (Tabela 3).
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O indice de autoincompatibilidade (ISl) € muito baixo em todas as espécies
(Tabela 3). Em Pseudobombax sp. (nova) o ISl foi de apenas (3%) nos dois periodos
estudados, enquanto em P. grandiflorum foi de 7% em 2012, e no ano seguinte foi nulo.
Em P. tomentosum o indice foi nulo nos dois anos de estudo. A eficacia reprodutiva
(ER) foi alta para todas as espécies nos dois periodos de estudo (2012/2013) sendo de
89/89%, respectivamente, em Pseudobombax sp. (nova), 93/96% em P. tomentosum e

93/93% em P. grandiflorum (Tabela 3).

Figura 6. Resultados dos testes de reproducdo. A. Restos florais murchos de Pseudobombax sp. (nova)
ap6s autopolinizagdo manual, evidenciando o ovério intumescido. B. Pegas florais ap6s autopolinizagao
esponténea. C. Frutos em diferentes fases de desenvolvimento, obtidos em condi¢des naturais (notar
cdlice e estigma persistentes).
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Tabela 3. Resultados dos testes de polinizagao controlada em espécies de Pseudobombax do campus da
Unicamp, Campinas, Sao Paulo. Indice de autoincompatibilidade (ISI = % de frutos formados por flores
autopolinizadas manualmente/% de frutos formados por flores submetidos a polinizagdo cruzada) e a
eficacia reprodutiva (ER = % de frutos formados em condigbes naturais/% de frutos formados por
polinizagdo cruzada). NFP = Numero de flores polinizadas; NFO = Numero de frutos obtidos; % =

Porcentagem de formacéo de frutos por teste.

2012

2013

Pseudobombax sp. (nova)

P. tomentosum

P. grandiflorum

Tratamentos

NFP NFO % NFP NFO % NFP NFO %
Aupolinizagao espontéanea 40 0 0 30 1 3,33 30 0 0
Autopolinizagdo manual 40 1 2,5 30 0 0 30 2 6,67
Polinizagao cruzada 40 36 90 30 29 96,67 30 27 90
Polinizagao natural (controle) 40 32 80 30 27 90 30 25 83,33
Emasculagéao 10 0 0 10 0 0 10 0 0
ER 0,89 0,93 0,93
ISI 0,03 0,00 0,07
Aupolinizagao espontéanea 40 0 0 30 0 0 30 0 0
Autopolinizagdo manual 40 1 25 30 0 0 30 0 0
Polinizagao cruzada 40 38 95 30 25 83 30 28 93
Polinizagao natural (controle) 40 34 85 30 24 80 30 26 87
Emasculagéo 10 0 0 10 0 0 10 0 0
ER 0,89 0,96 0,93
ISI 0,03 0,00 0,00
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3.4 Analise cariomorfologica

Os numeros cromossémicos encontrados para as espécies de Pseudobombax
foram 2n=88 em Pseudobombax sp. (nova), 2n=88 em P. tomentosum e 2n=84 em P.
grandiflorum. O bandamento com fluorocromos indicou a presenca de seis bandas
terminais nos cromossomos, todas CMA*/DAPI (Fig.7- B, D e F, setas). Nao foram
observadas bandas DAPI* nas espécies estudadas de Pseudobombax (Figura 7).

Os dados métricos citogenéticos obtidos apontam para um cariétipo pequeno em
Pseudobombax. Os cromossomos sao pequenos, variando de 0,3 a 2 um em P.
grandiflorum, de 0,6 a 2um em Pseudobombax sp. (nova) e de 0,6 a 3,5 um em P.
tomentosum (Tabela 4).

Pseudobombax tomentosum apresentou o maior comprimento do complemento
cromossémico (CCC), com média de 114,54 um, seguida por Pseudobombax sp.

(nova), com 77,26 um e por fim P. grandiflorum, com média de 52,96 um (Tabela 4).

Tabela 4. Dados citogenéticos para as espécies de Pseudobombax estudadas no campus da Unicamp,
Campinas, Sao Paulo. (2n — nimero cromoss6mico somatico; CCC- comprimento do complemento
cromossémico).

Numerode  Variagdodo Comprimento
Espécie 2n bandas comprimento cromossémico CCC
CMA+/DAPI- cromossdmicc medio

Pseudobombax sp. 88 6 0.6a2pum 0,87 um 77,26 pym
P. grandiflorum 84 6 0,3a2pum 0,62 um 52,96 um
P. tomentosum 88 6 0,6a35um 1,29 um 114,54 um
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Figura 7. Cromossomos das espécies estudadas de Pseudobombax em metafase mitdtica do campus da
Unicamp, Campinas, Sao Paulo. A e B: Pseudobombax sp. (nova) (2n=88); C e D: P. grandiflorum
(2n=84); E e F: P. tomentosum (2n=88). A, C, E: coloragdo com Giemsa, B, D, F — bandamento
CMA/DAPI. Setas: bandas CMA". Escalas: 10 pm.
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4. DISCUSSAO

4.1 — Fenologia Reprodutiva

Segundo a classificacdo de Newstrom et al. (1994), o padréo de floracdo das
espécies estudadas é anual, irregular. O inicio da floracao de P. grandiflorum em maio,
observado no presente estudo, coincidiu com as observagdes do inicio da floragao para
esta mesma espécie de Carvalho (2006) para a Mata Atlantica do estado de S&o Paulo.
Entretanto, o término da floracdo de P. grandiflorum diferiu (outubro no primeiro periodo
e em agosto no segundo) do constatado por Carvalho (2006), o qual mencionou
setembro para o término da florada. Portanto, apesar das espécies estudadas estarem
em condi¢cbes de cultivo, como ornamentais, as informacdes sobre a fenologia séao
semelhantes as encontradas na literatura, salvo algumas diferencgas regionais, visto que
as espécies estudadas distribuem-se naturalmente pela regido sudeste.

As diferencas pluviométricas mensais nédo diferiram muito durante os periodos de
floracao e frutificacdo das espécies de Pseudobombax entre os anos de 2012 e 2013. A
maior diferenca de pluviosidade ocorreu no més antecedente (margo) ao florescimento
das espécies. Provavelmente, a duragdo do periodo de floracdo € dependente de
determinadas condicbes ambientais, como a quantidade de chuva no periodo que
antecede a formacdo das flores. Segundo Santos & Carlesco (1998) a deficiéncia
hidrica provoca alteragées no comportamento e desenvolvimento vegetal. As raizes das
plantas aumentam em comprimento até o inicio da floracao, portanto absorvem a maior
parte de agua antes que haja florescimento; posteriormente ha decréscimo no aumento

das raizes, causando diminuicdo na absorcdo de agua (Huber et al. apud Pimentel &
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Rossielo 1995, Santos & Carlesco 1998). No presente trabalho, esperava-se maior
floragdo no periodo em que houvesse mais chuva, porém em 2012 a menor
precipitacdo no periodo pré-floracédo foi seguida de maior producao de flores e durante
um periodo mais longo, quando comparado a 2013.

As trés espécies floresceram concomitantemente na area cultivada. Isto também
pode ocorrer em outras espécies de Pseudobombax em areas naturais, como
apresentado por Carvalho-Sobrinho (2006), com P. cacicola, P. parvifolium, P. minimum
entre outras, no estado da Bahia. De acordo com Janzen (1980), a producao
sincronizada de flores de espécies diferentes (florescem ao mesmo tempo), por curto
periodo de tempo, poderia atrair a atencdo de polinizadores menos especializados,
enquanto as espécies cujo florescimento ocorre de forma assincrbnica atrairiam
polinizadores mais especializados. Outro fator que pode restringir os visitantes florais é
o horéario da antese. Como as espécies aqui estudadas florescem no mesmo periodo,
mesmo horario (crepuscular/noturno) e por um periodo longo, sugerimos que pode
haver competicdo por polinizadores entre elas, porém esta competicdo ndo afeta a
frutificacdo das plantas.

Tanto a floracao quanto a frutificagdo das trés espécies tiveram seu inicio no final
do periodo chuvoso (abril/maio), atingindo o pico no periodo de estiagem, assim como
constatado em P. grandiflorum por Carvalho (2006) da regido de Mata Atlantica do
sudeste do pais. Por outro lado, no nordeste (principalmente na regiao semi-arida da
Bahia), Carvalho-Sobrinho (2006) observou que o comeco da floracao e frutificacdo de
algumas espécies, como P. tomentosum, P. cacicola e P. minimum, foi mais tardio (de
julho a dezembro), porém estas espécies também apresentaram fenologia reprodutiva

de estiagem (Carvalho-Sobrinho & Queiroz, 2010). As diferencas nos periodos de
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floragdo e frutificacdo se devem justamente a diferengcas sazonais e climaticas das
diferentes regides do pais.

A floragao e a frutificagdo destas espécies em periodo de seca sdo importantes
eventos ecossistémicos relacionados a disponibilidade de recursos. No periodo de
estiagem ha menor disponibilidade de recursos para os animais, visto que ha poucas
plantas florindo. A reproducao das espécies de Pseudobombax caracteriza-se por alta
disponibilidade de pdlen e néctar para seus visitantes, sendo assim uma importante
fonte de alimento para estes animais no periodo de estiagem.

Os frutos das espécies de Pseudobombax sao secos e anemocoricos (Carvalho-
Sobrinho 2006; Carvalho 2006). A maturacdo de frutos na estacdo seca e transicao
seca-chuva aumenta as chances de dispersdo e germinacdo das sementes e do
crescimento e estabelecimento de plantulas, quando as sementes sé&o beneficiadas
pela umidade e abundancia de nutrientes liberados a partir da decomposicdo de
serrapilheira acumulada na estacao da seca (Felfili et al. 1999). Plantas que vivem em
zonas sazonais tém se adaptado para sincronizar a maturagéo dos frutos e liberagao de
sementes em épocas mais propicias para a germinacgao, crescimento e sobrevivéncia
das plantulas (Antunes & Ribeiro 1999, Pirani et al. 2009). Isso pode ser constatado
também nas espécies de Pseudobombax em estudo, que tém maturacao de frutos no

fim do periodo de estiagem e inicio da estagdo chuvosa.
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4.2 - Morfologia e biologia floral

As flores das trés espécies sao muito semelhantes, porém P. tomentosum diferiu
significamente das demais espécies, principalmente por apresentar o maior tamanho da
flor, além do ovario, do célice e das pétalas também serem maiores e haver muito
indumento no cdlice e no fruto. Carvalho-Sobrinho (2006) apresentou varias
informagdes sobre o indumento das espécies de Pseudobombax que permitem
diferencia-las taxonomicamente. De acordo com as caracteristicas dos tricomas
(tamanho, localizacao na pétala, numero de ramos e densidade), Carvalho-Sobrinho
(2006), diferenciou algumas espécies, como por exemplo, P. tomentosum e P.
marginatum que apresentam tricomas com comprimentos maiores que os de P.
campestre e P. longiflorum.

Pseudobombax sp. (nova), foi por muito tempo identificada como P. grandiflorum,
devido as suas semelhancas florais e vegetativas. Essa semelhanca foi sustentada por
nossas analises morfométricas, que nao mostram diferengas significativas entre o
tamanho das pecas florais das duas espécies, exceto pelo tamanho dos estames, que
sao significativamente maiores em P. grandiflorum. A dificuldade de distincdo entre as
espécies ocorreu, muitas vezes pela confeccao de exsicatas incompletas, apenas com
material vegetativo e, contendo poucas flores. Porém, através do presente estudo,
reunimos algumas caracteristicas que podem ajudar na diferenciacao destas espécies,
sendo a principal caracteristica a forma e cor dos frutos, algumas sutis diferengas florais
como tamanho dos estames e, cor do estilete e por diferengas no peciolo (Jodo Semir,
comunicagado pessoal), sustentando assim a descricio de uma nova espécie de

Pseudobombax.
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As trés espécies de Pseudobombax apresentam caracteristicas que se
enquadram na sindrome de quiropterofilia, sendo esta predominante para o género
(Silva & Pereachi 1995, Peterle et al. 2007). A antese crepuscular/noturna, presenca de
flores bem expostas na copa, flores grandes, claras, androceu em forma de pincel, com
numerosos estames, e alta producdo de néctar sdo caracteristicas que sustentam a
sindrome (Faegri & van der Pijl 1996), todas estas caracteristicas foram observadas nas
espécies em estudo de Pseudobombax, apoiando assim, a polinizacdao por morcegos
das espécies. Antese noturna também foi constatada por Peterle et al. (2007) e Silva &
Pereachi (1995) em P. grandiflorum, assim como por Carvalho-Sobrinho (2006) e
Carvalho-Sobrinho & Queiroz (2010) para espécies como P. calcicola, P. tomentosum e
P. parviflorum.

No auge de floragao das trés espécies (abril a junho) ha maior disponibilidade de
néctar para os visitantes florais. Os morcegos sdo os visitantes mais relatados para
Pseudobombax (Peterle et al. 2007), associados a antese crepuscular e as

caracteristicas florais que favorecem a sindrome da quiropterofilia (Fischer et al. 1992).
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4.3 - Sistema de reproducao

O fato dos testes de autopolinizacdo (espontanea e manual) apresentarem
resultados nulos ou com baixa porcentagem de frutificacdo, sugere que as espécies de
Pseudobombax estudadas sado alégamas e que podem apresentar mecanismos de
autoincompatibilidade. Estudos complementares, com a observagéo do crescimento de
tubos polinicos no gineceu, apos autopolinizagdes ou polinizagdes cruzadas, utilizando
técnicas de microscopia de fluorescéncia (Kears & Inouye, 1993), poderédo confirmar a
ocorréncia de autoincompatibilidade e os mecanismos de atuacéo.

Gribel & Gibbs (2002) observaram altas taxa de fecundacdo cruzada em
Pseudobombax munguba, porém nao comprovaram a existéncia de mecanismos de
autoincompatibilidade. Martins e Oliveira (2003) verificaram em Eriotheca gracilipes, um
género relacionado, a presenca de autoincompatibilidade. Em Ceiba pentandra, Gribel
et al. (1999) observaram o crescimento de tubos polinicos tanto em flores
autopolinizadas quanto naquelas submetidas a polinizacdo cruzada, porém apenas
nesse ultimo tratamento foram formados frutos com sementes viaveis. Em alguns casos
de individuos isolados, houve certo grau de autofecundagcdo com formacgéao de frutos,
sugerindo assim a ocorréncia em niveis muito variaveis de autofertilidade em Ceiba.
Lobo et al. (2013) relataram um nivel consideravel de autofecundagdo também para
Ceiba pentandra em um estudo sobre as taxas e padrbées de fluxo de pdlen em suas
populacdes, apesar de ser incomum para plantas tropicais. Esses resultados diferem,
portanto, dos observados nas espécies de Pseudobombax, nas quais a taxa de

autofecundacao manteve-se muito baixa ou inexistente.
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Como observado anteriormente em P. munguba (Gribel & Gibbs 2002), a alta
taxa de fecundacao cruzada para as trés espécies em estudo, indica a importancia da
polinizagdo cruzada, papel executado pelos agentes polinizadores. A maioria das
arvores tropicais apresenta elevada taxa de fecundagé&o cruzada e alto nivel de
autoincompatibilidade (Bawa et al. 1985, Hufford & Hamrick 2003, Ward et al. 2005).
Isso promove altas taxas de fluxo génico entre as populagdes, resultando em alta
variabilidade genética (Hamrick & Godt 1996, Dick et al. 2008).

Conforme apresentado na Tabela 3, o ISl (indice de autoincompatibilidade) é
muito baixo, confirmando, portanto a importancia da fecundagdo cruzada nas trés
espécies estudadas. O alto ER (indice de eficacia reprodutiva) confirma o sucesso
reprodutivo das espécies mediante a polinizagdo cruzada e sugere a importancia dos

visitantes florais para a reproducao das trés espécies de Pseudobombax.

4.4 - Analise cariotipica

Os dados disponiveis na literatura mostram altos numeros cromossémicos em
Bombacoideae, variando de 2n=72 até 2n=276 (Tabela 5). Parece haver constancia do
namero somatico 2n=88 em alguns géneros, como Adansonia, Guararibea e
Spirotheca. Porém diferentes numeros cromossGmicos aparecem inclusive entre
espécies do mesmo género, como Eriotheca (2n=92 a 276) ou Pseudobombax (2n=84 e
88), ndo sendo possivel inferir algum carater evolutivo para a subfamilia ou mesmo para
0 género. Mais andlises devem ser feitas, incluindo ndo s6 contagem cromossémica,
mas também bandamento e hibridagcdo de DNA in situ para regides conservadas, a fim

de obter mais dados, para que possa ser feita alguma inferéncia evolutiva no grupo.
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Tabela 5. Numeros cromossdémicos de algumas espécies de Bombacoideae.

Espécie Numero A
i Cromossomico Referencia
Adansonia grandidieri 2n=88 Baum & Oginuma 1994
Adansonia gregorii 2n=88 Baum & Oginuma 1994
Adansonia madagascariensis 2n=88 Baum & Oginuma 1994
Bombacopsis glabra 2n=72 Baker 1960
Bombax ceiba 2n=92 Mehra 1976, Singhal & Gill 1984
Ceiba erianthos 2n=86 Gibbs & Semir 1988
Ceiba glaziovii 2n=86 Gibbs & Semir 1988
Ceiba pentandra 2n=80 Baker & Baker 1968
Eriotheca gracilipes 2n=92 Forni-Martins et al. 1992, 1995
Eriotheca pubescens 2n=270/276 Forni-Martins et al. 1992, 1995, Oliveira et al. 1992
Pachira glabra 2n=72 Baker 1960
Pachira quinata 2n=72 Baker 1960
Pseudobombax septenatum 2n=88 Bawa 1973
Pseudobombax ellipticum 2n=72/88 Baker & Baker 1968
Pseudobombax grandiflorum 2n=84 Neste trabalho
Pseudobombax longiflorum 2n=88 Gibbs et al. 2003, Forni-Martins & Martins 2000
Pseudobombax munguba 2n=84 Morawetz 1986
Pseudobombax sp. (nova) 2n=88 Neste trabalho
Pseudobombax tomentosum 2n=88 Neste trabalho
Quararibea aurantiocalyx 2n=88 Oginuma et al. 1999
Spirotheca rosea 2n=88 Oginuma et al. 1999
Poucos estudos foram relatados até o momento para espécies de

Pseudobombax (Tabela 5). Os numeros cromossOmicos para as espécies estudadas

(2n=88 em P. tomentosum e Pseudobombax sp. (nova) e 2n=84 em P. grandiflorum)

sao inéditas na literatura. O numero cromossémico mais freqliente em Pseudobombax

é 2n= 88, como em P. longiflorum (Mart. & Zucc.) A. Robyns (Gibs et al. 1988, Forni-

Martins & Martins 2000, Gibbs & Semir 2003) e P. septenatum (Jacquin) Dugand (Bawa

1973). Em P. ellipticum (H. B. K.) Dugand foi relatado 2n=72/ca.88 (Baker & Baker

1968) e para Pseudobombax munguba (Mart. & Zucc.) Dugand foi constatado 2n=84

(Morawetz 1986).
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Carvalho-Sobrinho (2006) definiu o numero basico de Pseudobombax como
x=36, provavelmente com base em espécies de outros géneros de Bombacoideae,
como Pachira (Baker 1960), que apresentam 2n=72. Tendo em vista que o numero
mais frequente em Pseudobombax é 2n=88 (Tabela 5), agora apoiado pelas contagens
em P. tomentosum e Pseudobombax sp. (nova), podemos sugerir como numero basico
para o género x=44. Entretanto, o nUmero basico sera confirmado quando se dispuser
de estudo filogenético para Pseudobombax. Outros géneros de Bombacoideae também
apresentam 2n=88, como Adansonia, Quararibea e Spirotheca (Tabela 5). Portanto, o
namero basico x=36, descrito como caracteristico de Pseudobombax por Carvalho-
Sobrinho (2006) parece nao ser adequado para a caracterizacao do género.

Os dados obtidos, somados aos dados relatados, indicam heterogeneidade de
nameros cromossdmicos no género, sugerindo que possa ter ocorrido diferenciacéo
cariotipica por algum evento de disploidia. Apesar da maior frequéncia do numero
cromossémico somatico 2n=88, a ocorréncia de 2n=84 em P. grandiflorum e P.
munguba, sugere a ocorréncia de rearranjos cromossémicos.

Variagbes numéricas foram associadas a eventos como a disploidia em varios
grupos de plantas. Por exemplo, no género Cassia (Leguminosae), algumas espécies
como C. grandis L. e C. javanica L. apresentam 2n=28 (Goldblatt 1985, 1988, Goldblatt
& Johnson 1996), enquanto outras contagens também foram citadas, como 2n=24 em
C. fistula L. (Goldblatt 1985, 1988, Goldblatt & Johnson 1990, 1991, 1994, 1996) e
2n=26 em C. fastuosa Willd.ex Vogel (Souza & Benko-Iseppon 2004). A disploidia é um
mecanismo de variagdo do numero cromossémico muito comum nas espécies da tribo
Cassieae (Leguminosae), como apresentando por Biondo et al. 2005. A disploidia

também foi relatada em Nierembergia (Solanaceae), sendo caracterizada como um
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importante evento evolutivo (Acosta et al. 2006). Na familia Malvaceae também foram
observados eventos de disploidia, como no género Hibiscus L., o qual Dasgupta & Bhatt
(1988), mostraram grande variagdo numérica para o género, sendo por exemplo, 2n=32
para Hibiscus ovalifolius (Forssk.) Vahl, 2n=36 para Hibiscus caesius Garcke, 2n=56
para Hibiscus trionum L., 2n=64 para Hibiscus hirtus L. e 2n=120 para Hibiscus
mutabilis L. evidenciando alta variagdo em um mesmo género para a familia em estudo.

O numero cromossbémico de P. grandiflorum (2n=84) torna-se de fundamental
importancia taxonémica quando comparado ao de Pseudobombax sp. (nova) (2n=388),
espécies muitas vezes confundidas entre si. Portanto, além das diferentes
caracteristicas morfoldgicas do fruto, da flor e no tamanho do peciolo e foliolo (Jodo
Semir, comunicacdo pessoal), os numeros cromossémicos distintos constituem um
carater taxonémico adicional, sustentando ainda mais a descricdo de uma nova espécie
de Pseudobombax.

Pseudobombax sp. (nova) e P. grandiflorum podem ser consideradas simpatricas
por apresentarem areas de sobreposicdo ao longo da Mata Atlantica. Pseudobombax
sp. (nova) ocorre naturalmente em restinga enquanto P. grandiflorum ocorre
naturalmente em florestas ombroéfilas densas, mas também podem ocorrer cultivadas
como ornamentais. As duas especies apresentam morfologia floral e fenologia
reprodutiva muito semelhante, e até podem competir pelos mesmos polinizadores. Este
conjunto de caracteristicas (area de ocorréncia, morfologia, fenologia reprodutiva e
polinizacdo) muito similares entre as duas espécies poderia sujeitar as plantas a
cruzamentos interespecificos, criando possiveis hibridos naturais (Widmer et al. 2009).
O isolamento reprodutivo entre as duas espécies pode ser mantido por varios

mecanismos pds-polinizagao, entre eles por diferenciacdo nos nimeros cromossdmicos
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(Wood et al. 2008). O diferente numero cromossdmico entre P. grandiflorum (2n=84) e
Pseudobombax sp. (nova) (2n=88) pode funcionar como um mecanismo de isolamento
reprodutivo interespecifico.

Espécies de Orchidinae (Orchidaceae), que ocorrem simpatricamente no
Mediterraneo, possuem cariétipos variando entre 2n=36 em Anacamptis,
Himantoglossum, Serapias e Ophrys e 2n=42 in Orchis e Neotinea (Pridgeon et al.
1997, D’Emerico 2001). Estes resultados mostram a importancia da variagcao cariotipica
como mecanismo de isolamento pds-zigbtico em orquideas, além do papel de
polinizadores espécie-especificos (Cozzolino et al. 2004).

Houve algumas variagbes métricas entre as espécies em estudo, sendo
encontrado o menor cromossomo em P. grandiflorum (0,3 um) e o maior em P.
tomentosum (3,5 um). As espécies P. tomentosum e Pseudobombax sp. (nova), com o
mesmo numero cromossémico (2n=88), possuem CCC bem diferente (114,54 e 77,26
um), retratando as diferengas nos tamanhos de seus cromossomos (Tabela 4), o que
sugere a ocorréncia de rearranjos cromossémicos, que até podem ocasionar disploidia.
Diante do alto nimero de cromossomos e de seu tamanho reduzido, néo foi possivel
elaborar cariétipos mais detalhados, com a caracterizagdo da morfologia cromossémica.

O bandamento CMA/DAPI é uma ferramenta muito Gtil para a identificagdo de
processos envolvidos na evolugdo das espécies, como por exemplo, rearranjos
cromossémicos (Moraes et al. 2008, Gaeta 2010, Pinto 2013). Os dados inéditos para o
género mostraram numero de bandas conservado em todas as espécies, seis bandas
CMA*. Pinto (2013) observou algo semelhante em espécies do género Swartzia
(Leguminosae), que apresentou padrao de duas bandas CMA™ para todas as espécies.

Ao contrario, em outros estudos, como o apresentado por Urdampilleta et al. (2013), o

59



padrdao de bandas CMA variou entre as espécies de Serjania (Sapindaceae). O padrao
de bandas CMA/DAPI parece ser também uma caracteristica conservada nas espécies

de Pseudobombax.

5. Consideracoes finais

De acordo com os resultados apresentados no presente trabalho, podemos
concluir que as trés espécies de Pseudobombax estudadas apresentam fenologia
reprodutiva no periodo de seca, sendo uma importante fonte de recursos para seus
visitantes nesta época, em que ha menor disponibilidade de recursos para os animais.
Dessa maneira, as espécies de Pseudobombax, que sao ricas em polen e néctar,
tornam-se primordiais na manutencao e sobrevivéncia de varios de seus visitantes,
sendo de fundamental importancia a conservacao das espécies de Pseudobombax.

Os dados de morfometria floral mostraram que as flores das trés espécies de
Pseudobombax sao muito semelhantes tanto em forma, como em tamanho, porém
algumas diferengas puderam ser identificadas. P. fomentosum apresentou o maior
comprimento floral, além de apresentar indumento no calice e no fruto, sendo estas
importantes caracteristicas para a separacao taxonémica desta espécie. Por outro lado,
P. grandiflorum e Pseudobombax sp. (nova) ndo apresentaram diferencas florais
importantes no tamanho de suas pecgas florais. Todavia algumas caracteristicas
morfoldgicas podem distinguir as duas espécies, como por exemplo, o tamanho e a
coloragdo do estilete de Pseudobombax sp. (nova), que apresenta estilete
significativamente maior e de coloragdo résea, quando comparado a P. grandiflorum,

que possui estilete menor e branco.
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A forma e o indumento dos frutos das espécies de Pseudobombax sao 0s
principais caracteres que separam taxonomicamente as trés espécies. Em P.
tomentosum o fruto é obovado, ndo apresenta quilhas e possui bastante indumento.
Pseudobombax. grandiflorum tem fruto alongado, sem presenca de quilhas, porém &
glabro enquanto Pseudobombax sp. (nova) possui fruto alongado, com presenca de
cinco quilhas e é glabro.

As trés espécies de Pseudobombax apresentam alogamia em seu sistema
reprodutivo, confirmando a importancia da fecundagédo cruzada e do papel de seus
respectivos polinizadores.

O diferente numero cromossémico mostrou-se muito importante para a
separacao taxon6mica de P. grandiflorum e Pseudobombax sp. (nova), visto que as
duas espécies sao geralmente confundidas em estado vegetativo e reprodutivo.

Dados inéditos como, numero cromossOmico e a descricdo de algumas
caracteristicas florais e de frutos, subsidiam a descrigdo de uma nova espécie no

género Pseudobombax.
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