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RESUMO

O género Petunia Juss € representado por espécies herbaceas caracterizadas,
principalmente, por possuir flores hermafroditas com diferentes cores (brancas,
vermelhas e tons purpuros) e interacdes com diferentes grupos de polinizadores
(mariposas, beija-flores e abelhas). Considerando a existéncia de interacfes
especializadas entre espécies de Petunia e abelhas oligoléticas, e que a
sobrevivéncia destes insetos depende da conservacdo de suas plantas preferidas,
evidenciamos a necessidade de conhecer e divulgar informacfes sobre a biologia
floral e reprodutiva de Petunia interior, uma espécie, cujas flores sdo polinizadas por
abelhas. O estudo foi realizado em uma area pertencente a Universidade Federal
da Fronteira Sul, no municipio de Cerro Largo (28°08'29.5"S; 54°45'42.2"W), Rio
Grande do Sul, Brasil, onde ocorrem populacdes naturais de P. interior. Foram
investigadas: a morfologia floral (medidas dos verticilos florais, niumero de 6vulos e
de graos de pdlen/flor, e substancias presentes no fluido locular da antera), a
biologia floral (nimero de flores abertas por hora, longevidade floral, periodo de
deiscéncia das anteras, receptividade do estigma, autodeposicdo espontanea de
polen sobre o estigma, volume e concentracdo do néctar) e a biologia reprodutiva
(modos de reproducdo através de experimentos de polinizacdo, e sucesso
reprodutivo através da andlise das varaveis dos frutos). As flores de P. interior sao
purpuras e o pélen é violaceo e coberto por pollenkitt. Além disso, possuem um tubo
floral largo e curto que mantém inclusos os estames heterodinamos e o estigma, que
apesar de proximos raramente resultaram em autopolinizagdo. A abertura e
senescéncia das flores ocorreram de forma assincrénica e as plantas mantiveram
um display floral diario de 16,8 flores/individuo. As flores apresentaram um longo
periodo de receptividade estigmatica, deiscéncia gradual das anteras e liberacédo
continua de baixos volumes de néctar. Quanto ao sistema reprodutivo, apesar do
registro de frutos formatos por autogamia (10%), o ISI de 0,9 classificou a espécie
como xenogamica obrigatoria. Assim, diante da auséncia de déficit de polinizacao e
da qualidade equivalente dos frutos formados no tratamento de polinizagéo cruzada
e polinizacdo controle, concluimos que as caracteristicas florais de P. interior foram
essenciais para garantir a atratividade e consequente eficiéncia dos polinizadores na
reproducdo dessa espécie. Por fim, ressaltamos que este estudo foi de fundamental
importancia para conhecer a biologia de P. interior, que por apresentar interacdes
com abelhas especializadas, deve ser alvo de preservacdo em seus ambientes
naturais.

Palavras-chave: Antese. Atributos florais. Apresentagdo de recursos. Polinizagéo.
Sucesso reprodutivo.



ABSTRACT

The genus Petunia Juss is represented by herbaceous species characterized mainly
by having hermaphrodite flowers with different colors (white, red and purple tones)
and interactions with different groups of pollinators (hawkmoths, hummingbirds and
bees). Considering the existence of specialized interactions between Petunia species
and oligolectic bees, and that the survival of these insects depends on the
conservation of their favorite plants, we highlight the need to know and disseminate
information about the floral and reproductive biology of Petunia interior, a species,
whose flowers are pollinated by bees. The study was conducted at the Experimental
Station of the Federal University of Southern Frontier, (28°08'29.5"S; 54°45'42.2"W),
Cerro Largo, Rio Grande do Sul, Brazil, where natural populations of P. interior
occur. Were investigated: floral morphology (measurements of floral whorls, number
of ovules and pollen grains/flower, and substances present in the anther's locular
fluid), floral biology (number of flowers opened per hour, floral longevity, dehiscence
period of the anthers, receptivity of stigma, spontaneous self-deposition of pollen on
the stigma, volume and concentration of nectar) and reproductive biology (modes of
reproduction through pollination experiments, and reproductive success through the
analysis of fruit variables). The flowers of P. interior are purple and the pollen is violet
and covered with pollenkitt. In addition, they have a wide and short floral tube that
keeps heterodynamic stamens and stigma included, which despite being close to
each other rarely resulted in self-pollination. The opening and senescence of the
flowers occurred asynchronously and the plants maintained a floral display of 16,8
flowers/individual. The flowers showed a long period of stigmatic receptivity, gradual
dehiscence of the anthers and continuous release of low volumes of nectar.
Regarding the reproductive system, despite the registration of set fruit by autogamy
(10%), the ISI of 0.9 classified the species as obligatory xenogamous. Thus, given
the absence of pollination deficit and the equivalent quality of the fruits formed in the
treatment of cross-pollination and control pollination, we conclude that the floral
characteristics of P. interior were essential to ensure the attractiveness and
consequent efficiency of the pollinators in the reproduction of this species. Finally, we
emphasize that this study was of fundamental importance to understand the biology
of P. interior, which, due to its interactions with specialized bees, should be the target
of preservation in its natural environments.

Keywords: Anthesis. Floral attributes. Presentation of resources. Pollination.
Reproductive success
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1 INTRODUCAO GERAL

As angiospermas possuem a maior diversidade dentre as embridfitas, com
pelo menos 295.383 espécies conhecidas (CHRISTENHUSZ; BYNG, 2016). Embora
a compreensao da diversificacdo dessas plantas continue sendo um dos grandes
desafios da biologia (SAUQUET; MAGALLON, 2018), foi reconhecido que além de
fatores climaticos, geograficos e genéticos, entre outros (VAMOSI; VAMOSI, 2011;
VAMOSI et al. 2018), as interagdes com diferentes grupos de polinizadores
resultaram na diversificacdo de varias linhagens das plantas com flores (FOREST et
al. 2014).

Cerca de 78% das espécies de angiospermas em locais de clima temperado e
94% em regides tropicais dependem de polinizacdo bibtica para reproducéo
(OLLERTON et al. 2011). Assim, para garantir a polinizacdo, as plantas
desenvolveram flores com diferentes formatos, tamanhos, cores e recursos para
atrair e recompensar os polinizadores (FENSTER et al. 2004). A maioria das plantas
oferecem recursos que devem preencher pelo menos uma necessidade do
polinizador: alimentacéo, reproducdo ou construcdo do ninho, sendo 0S recursos
alimentares (principalmente o pdélen e néctar) os principais responsaveis pela
visitacdo (AGOSTINI et al. 2014). Além da oferta de recursos, as plantas costumam
potencializar a taxa de visitacdo através de mecanismos florais, como por exemplo:
liberacdo gradual de recursos, display e longevidade floral, dentre outros que podem
ser identificados através do estudo da biologia floral de uma espécie.

Petunia Jussieu (Solanaceae) é um género endémico da regido sul-
americana, composto por 14 espécies, que sdo dependentes de polinizadores para a
reproducao (STEHMANN et al. 2009; FLORA DO BRASIL, 2020). Essas espécies
sdo caracterizadas por apresentar flores vistosas com diferentes cores e formatos, e
por oferecer pélen e néctar como recursos aos seus visitantes, além disso, as
petunias apresentam estreita relacdo com polinizadores especificos (abelhas,
mariposas noturnas e beija-flores) (STEHMANN et al. 2009; GUBITZ et al. 2009).
Inclusive, algumas sdo consideradas espécies chaves para a conservacdo de
abelhas oligoléticas, como por exemplo, Hexantheda missionica (Colletidae) e
Callonichium petuniae (Andrenidae), que sao especializadas na coleta de pdlen de
algumas espécies purpuras de Petunia (WITTMANN et al. 1990; CASTELLANI;
LOPES, 2002; SOUZA et al. 2019).



Abelhas oligoléticas sédo definidas por coletar pélen de um Unico género ou
familia de planta para alimentar suas larvas (LINSLEY, 1958) e, em alguns casos,
sdo os principais polinizadores das plantas que visitam (MILET-PINHEIRO;
SCHLINDWEIN, 2010). Portanto, para que haja protecdo dessas relacdes, faz-se
necessario o conhecimento da biologia dos polinizadores e das plantas, bem como
de suas interacoes.

Nesse sentido, através deste estudo objetivamos descrever a biologia floral e
reprodutiva de Petunia interior, uma espécie do grupo das petlnias purpuras,
polinizada por abelhas, incluindo abelhas oligoléticas (SOUZA et al. 2019). Para isso
descrevemos: a morfologia da flor, a biologia floral (durac&o da flor, nimero de flores
abertas, periodo e sequéncia da antese) e a biologia reprodutiva (modo de
reproducao e o sucesso reprodutivo em diferentes tratamentos de polinizagao).



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 GENERO PETUNIA JUSS.

2.1.1.1 Espécies, distribuicdo e importancia

Petunia Juss é uma solanacea pertencente a Subfamilia Petunioideae (APG
IV, 2017) com 14 espécies reconhecidas (STEHMANN et al. 2009; FLORA DO
BRASIL, 2020). De modo geral, as espécies sao herbaceas, anuais e possuem
corola pentamera com pétalas fusionadas (Figura 1). Para a maioria das espécies,
as corolas séo purpuras, zigomorfas de formato infundibuliforme e o pdlen é violaceo
(Figura 1, A — J). As demais espécies compartilham corolas actinomorfas de formato
hipocrateriforme e pélen amarelo, enquanto diferem na coloracdo das flores (Figura
1, K=M).
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Figura 1- Flores de diferentes espécies do género Petunia. A) Petunia interior
T.Ando & Hashim.; B) Petunia integrifolia (Hook.) Schinz & Thell.; C) Petunia
bonjardinensis T.Ando & Hashim.; D) Petunia bajeensis T.Ando & Hashim.; E)

Petunia altiplana T.Ando & Hashim.; F) Petunia inflata R.E.Fr.; G) Petunia
saxicola L.B.Sm. & Downs; H) Petunia reitziiL.B.Sm. & Downs; [) Petunia
scheideana L.B.Sm. & Downs; J) Petunia mantiqueirensis T.Ando & Hashim.; K)
Petunia secreta Stehmann & Semir; L) Petunia exserta Stehmann; M) Petunia
axillaris (Lam.) Britton et al.

Fonte. Elaborada pelo autor. Imagens adaptadas de Heck-kortmann et al. (2014);
Araujo et al. (2019) e Flora digital do Rio Grande do Sul e de Santa Catarina — UFSC
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(P. altiplana e P. exserta, fotografadas por Eduardo L. Giehl; P. axillaris, fotografada

por Sérgio Bordignon e P. secreta, fotografada por Daniel D. Saraiva).

A distribuicdo do género inclui as regides subtropicais e temperadas da
Ameérica do Sul, que compreendem as planicies entre 0 e 500 m de altitude das
regides pampeanas do Uruguai, Argentina e Brasil, e o planalto sul-brasileiro nas
regides de 500 até 900 m de altitude dos estados Rio Grande do Sul, Santa Catarina
e Parand (STEHMANN et al. 2009). Além disso, trés espécies de Petunia ocorrem
em areas disjuntas: P. occidentalis, ocorrendo nas regifes sub-andinas da Bolivia e
Argentina, Petunia axillaris ssp. subandina, que ocorre na regido sub-andina da
Argentina e P. mantiqueirensis, distribuida nos campos de altitude do estado de
Minas Gerais (STEHMANN et al. 2009).

As flores de petunia sdo mundialmente conhecidas através do hibrido
ornamental petunia-de-jardim (Petunia x hybrida), obtido artificialmente através do
cruzamento interespecifico entre P. axillaris e uma espécie parpura do grupo P.
integrifolia (SEGATTO et al. 2014). A ampla variedade de cores e tamanhos das
flores faz do comércio desse hibrido um importante recurso econédmico para muitos
paises (STEHMANN et al. 2009). Além disso, devido a caracteristicas que incluem
capacidade de cruzamento interespecifico, curto ciclo de vida, faceis condicbes de
cultura e alta capacidade de transformacdo genética, as petunias tém uma longa
histéria como plantas modelos em estudos de biologia molecular e genética de
plantas (VANDENBUSSCHE et al. 2016). Além dessas caracteristicas, a relacéo
com diferentes grupos funcionais de polinizadores faz do género Petunia um
excelente sistema modelo para estudar a evolu¢do das sindromes de polinizacédo
(ou sindromes florais) (GALLIOT et al. 2006).

2.1.1.2 Caracteristicas e sindromes florais

Conjunto de atributos florais (que incluem cores, formas, tamanhos, atrativos
e recursos) associados a grupos especificos de polinizadores sdo conhecidos como
sindromes florais ou de polinizacdo (FAEGRI; VAN DER PJIL, 1971, RECH et al.
2014). Este conceito sugere que as plantas se especializam em determinados
grupos de polinizadores ao longo do seu processo evolutivo (FENSTER et al. 2004).
No entanto, o conceito é questionado quando flores correspondentes a uma

sindrome de polinizag&o especifica sdo visitadas e, por vezes, polinizadas por outros
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grupos de polinizadores (GUBITZ et al. 2009; OLLERTON et al. 2009; ROSAS-
GUERRERO et al. 2014).

Para o género Petunia sdo atribuidas trés sindromes florais (melitofilia,
esfingofilia e ornitofilia). A melitofilia (polinizacdo por abelhas) € atribuida a maior
parte das espécies de Petunia, as quais geralmente apresentam flores purpuras,
tubo floral largo e curto, pélen violaceo, baixa producédo de néctar e quase nenhum
perfume (STEHMANN et al. 2009; GUBITZ et al. 2009; ARAUJO et al. 2019). Essas
caracteristicas sdo incomuns apenas para a espécie melitéfila P. secreta, que
apresenta flores com pdlen amarelo, maior producdo de néctar e um tubo floral
comprido e estreito (RODRIGES et al. 2018a). A esfingofilia (polinizacdo por
mariposas noturnas) é relatada para P. axillaris, que possui flores brancas, corola
com tubo floral estreito, polen amarelo, alto volume de néctar e producdo de forte
odor ao entardecer (GUBITZ et al. 2009). Por fim, a ornitofilia (polinizacdo por
passaros) é descrita para P. exserta, que apresenta flores vermelhas, corola com
tubo floral estreito e comprido, polen amarelo, estruturas reprodutivas que se
sobressaem a corola e producéo de grandes quantidades de néctar (GUBITZ et al.
2009).

Embora diferentes sindromes florais tenham sido descritas para as espécies
do género Petunia, conforme Rosas-Guerrero et al. (2014), o posicionamento das
espécies como representantes de uma Unica sindrome pode mascarar a existéncia e
importancia de polinizadores secundérios em algumas. Como exemplos em Petunia,
Hoballah et al. (2007) observaram que além das visitas de mariposas noturnas, P.
axillaris também foi visitada por besouros e abelhas durante o dia, e apds isolar
populacdes da planta e permitir que somente polinizadores diurnos ou noturnos
realizassem visitas, constataram que ambos o0s grupos séo polinizadores eficazes de
P. axillaris. Segatto et al. (2014) registraram a ocorréncia de hibridos naturais entre
P. exserta (ornitofila) e P. axillaris, produzidos pelo compartilhamento da visita de
beija-flores. Além desses, Rodrigues et al. (2018a) observaram que P. secreta
(melitofila) possui alguns tragcos morfologicos e de composicdo do néctar
caracteristicos de polinizagdo por aves e, ocasionalmente, a espécie recebeu visita
de beija-flores. Nesse sentido, essas informacdes sugerem que as sindromes florais
de Petunia foram definidas por conjuntos de tragos florais associados aos principais

e mais efetivos grupos de polinizadores (abelhas, mariposas noturnas e beija-flores),
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mas que polinizadores secundarios ocorrem e podem desempenhar um papel

importante na reproducdo dessas espécies.

2.1.1.3 Biologia reprodutiva

Dentre as 14 espécies do género Petunia, o sistema reprodutivo autégamo foi
registrado para P. exserta, P. secreta e P. axillaris, enquanto a xenogamia
obrigatéria é considerada uma condicdo comum entre algumas populacbes de P.
axillaris subespécie axillaris e as demais espécies (STEHMANN, 1999; KOKUBUN et
al. 2006; RODRIGUES et al. 2018b; ARAUJO et al. 2019).

O género Petunia apresenta sistema de autoincompatibilidade do tipo
gametofitico, que se relaciona a interacao de proteinas alélicas expressas no pélen
e no estilete, as quais sdo codificadas por um unico locus (locus S) multialélico
(SIMS; ROBBINS, 2009). Nesse sentido, se o0 haplétipo formado no pdlen
corresponder a um dos haplétipos formados no estilete, o crescimento do tubo
polinico é inibido (SIMS; ROBBINS, 2009). Conforme Shivanna e Sharma (1985), o
pélen incompativel de Petunia germina normalmente na superficie estigmética, mas
tem seu crescimento inibido na regido logo abaixo do estigma (entre 2 e 3 mm). No
entanto, mesmo na presenca de um sistema reprodutivo autoincompativel pode
ocorrer um baixo indice de formacéo de frutos por autogamia. Isto foi registrado em
Petunia inflata (LEE et al. 1994) e P. axillaris subsp. axillaris (populacao
autoincompativel) (TZUKAMOTO et al. 1999), devido a falha na expressao de um
dos alelos S do pistilo, que teriam como funcao rejeitar o autopdlen. Além disso, as
espécies autoincompatives de Petunia podem formar sementes por autofecundacéao
guando botdes imaturos séo polinizados, pois estiletes jovens ainda ndo expressam
0 gene S e permitem normalmente o crescimento do tubo polinico e fecundacéo
(LEE et al., 1994).

Outra caracteristica importante do sistema reprodutivo das petunias é a
compatibilidade interespecifica. A formagéo de hibridos neste género € conhecida
desde o século XIX, quando o hibrido obtido do cruzamento de P. axillaris e uma
espécie purpura do grupo P. integrifolia ja era amplamente utilizado como
ornamental nos jardins europeus (STEHMANN, 1999). Ando et al. (2001)
demonstraram que P. axillaris serve como progenitor de sementes hibridas,
enquanto a espécie purpura P. integrifolia raramente aceita o podlen interespecifico.

Além dessas duas espécies, hibridos também ocorrem através do cruzamento entre
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P. axillaris e P. exserta (LORENZ-LEMKE et al. 2006; SEGATTO et al. 2014). Esses
autores relatam que estas espécies ocorrem em simpatria e, ao contrario das
espécies também simpétricas P. axillaris e P. integrifolia (ANDO et al. 2001), formam
hibridos naturalmente. Tais hibridos somente ocorrem se houver compartilhamento
de polinizadores (ANDO et al. 2001; LORENZ-LEMKE et al. 2006).

2.1.1.4 Polinizagéo e polinizadores

A reproducdo sexual das angiospermas depende da deposicdo precisa de
graos de polen sobre os estigmas coespecificos e, para isso, dependem de vetores
biéticos ou abiodticos para promover a polinizacdo (OLIVEIRA; MARUYAMA, 2014).
Em Petunia a polinizacdo € bidtica e realizada principalmente por abelhas,
mariposas e beija-flores (GUBITZ et al. 2009).

Os polinizadores sao responsaveis pelo isolamento reprodutivo das espécies
simpatricas de Petunia quando estas nao dispdem de isolamento pré-zigético
(ANDO et al. 2001; HOBALLAH et al. 2007). Ao estudar as populacdes de P. axillaris
e P. integrifolia que compartilham um mesmo local de ocorréncia no Rio Grande do
Sul, Ando et al. (2001) associaram a auséncia de hibridos naturais ao fato de que as
flores de P. axillaris foram exclusivamente visitadas pelas mariposas noturnas do
género Manduca, enquanto as flores de P. integrifolia receberam apenas visitas de
uma abelha diurna do género Hexantheda. Para popula¢gbes naturais do Uruguai,
Hoballah et al. (2007) também associaram a auséncia de hibridos entre P. axillaris e
P. integrifolia a visita de tipos especificos de polinizadores, no entanto, observaram
gue as espécies atrairam um espectro mais amplo de visitantes: as flores de P.
axillaris receberam visitas de abelhas e besouros durante o dia e foram
exclusivamente visitadas por mariposas durante a noite, enquanto as flores de P.
integrifolia ndo receberam visitas noturnas e foram visitadas por abelhas e
borboletas durante o dia. Estes autores ainda explicam que embora P. axillaris
receba visitas de abelhas, as espécies registradas ndo foram as mesmas que
visitam as flores de P. integrifolia.

Ao contrério das espécies anteriores, a formacéo de hibridos naturais entre P.
axillaris e P. exserta em uma regido onde essas espécies ocorrem em simpatria,
ocorreu pelo compartiihamento de polinizadores, em que beija-flores foram
registrados visitando flores de P. exserta, P. axillaris e hibridos destas espécies
(LORENZ-LEMKE et al. 2006, SEGATTO et al. 2014).
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Tratando das interacfes planta-polinizador, relacdes altamente especializadas
sao reportadas para Petunia, tais como a relacdo entre algumas espécies purpuras e
abelhas oligoléticas, dentre estas, Hexantheda missionica (Colletidae) foi o principal
polinizador de Petunia integrifolia (citada como Petunia littoralis) em Santa Catarina
(CASTELLANI; LOPES, 2002) e Callonichium petuniae (Andrenidae) foi registrada
em diferentes espécies de petunias purpuras, coletando polen e utilizando as flores
como um local de encontro e acasalamento (WITTMANN et al. 1990).

O fato de depender do pélen de um Unico género ou familia de plantas para
alimentar suas larvas, torna as abelhas oligoléticas vulneraveis frente a escassez de
flores, podendo declinar significativamente suas populagées, logo, estas interacdes
devem ser alvos de conservacao (PINHEIRO et al. 2014). Portanto, para qualquer
esforco de conservacdo dos polinizadores, € necesséario conhecer, além das suas

fontes de recursos, a biologia de suas plantas preferidas.
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3 RESULTADOS

Os resultados desta dissertacao serdo apresentados na secédo 3.1, em forma
de um artigo cientifico intitulado “Biologia floral e reprodutiva de Petunia interior
T. Ando & Hashim. (Solanaceae). Este artigo, que sera submetido a uma revista
cientifica para avaliacdo, aborda os seguintes aspectos estudados em Petunia
interior: morfologia e biologia floral, biologia reprodutiva e sucesso reprodutivo em
diferentes tratamentos de polinizacéo.
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3.1 BIOLOGIA FLORAL E REPRODUTIVA DE PETUNIA INTERIOR T. Ando &
Hashim. (SOLANACEAE)

FLORAL AND REPRODUCTIVE BIOLOGY OF PETUNIA INTERIOR T. Ando &
Hashim. (SOLANACEAE)

Autor!: Suzana dos Santos de Souza, Universidade Federal da Fronteira Sul,
Campus Cerro Largo, R. Major Anténio Cardoso 590, 97900-000, Cerro Largo, RS,

Brasil.

Autor2: Rodrigo Ferraz Ramos, Universidade Federal de Santa Maria, Av. Roraima
n°® 1000, Cidade Universitaria, Bairro Camobi, 97105-900, Santa Maria — RS, Brasil.

Autor3: Carla Maria Garlet de Pelegrin, Universidade Federal da Fronteira Sul,
Campus Cerro Largo, R. Major Anténio Cardoso 590, 97900-000, Cerro Largo, RS,
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Autor4: Mardiore Pinheiro, Universidade Federal da Fronteira Sul, Campus Cerro
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RESUMO

Petunia é um género endémico da América do Sul, cujas espécies apresentam flores
com cores e formatos estreitamente relacionados a tipos especificos de
polinizadores. Inclusive, interacOfes altamente especializadas entre abelhas
oligoléticas e flores purpuras desse género sdo reportadas. Isso evidencia a
necessidade de preservar as petlnias em seus ambientes naturais e, para tanto, é
importante conhecé-las. Com este objetivo, neste estudo descrevemos a morfologia
da flor, a biologia floral e a biologia reprodutiva de Petunia interior, uma espécie
polinizada por abelhas. O estudo foi realizado em uma &rea pertencente a
Universidade Federal da Fronteira Sul (28°08'29.5"S; 54°45'42.2"W), Cerro Largo,
Rio Grande do Sul, Brasil. Petunia interior apresentou 6rgéos reprodutivos inclusos e
relativamente proximos, mas gue ndo resultaram em autopolinizacdo espontéanea.
Essa espécie dispbe de caracteristicas florais, tais como: alto display floral, abertura
assincronica de flores, longo periodo de receptividade estigmatica, liberacdo gradual
do pdélen e producdo continua de baixos volumes de néctar durante a antese.
Quanto ao sistema reprodutivo, a espécie é xenogamica obrigatéria. A auséncia de
déficit de polinizacdo e a equivaléncia da qualidade dos frutos formados em
condicbes naturais e por tratamento de polinizacdo cruzada, evidenciam que as
caracteristicas florais de P. interior sdo favoraveis a atracdo dos polinizadores e,
consequentemente, a promog¢éao da polinizacao cruzada.

Palavras-chave: Atributos florais. Apresentacdo de recursos. Recursos florais.
Sucesso reprodutivo. Xenogamia.
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ABSTRACT

Petunia is an endemic genus from South America, whose species have flowers with
colors and shapes closely related to specific types of pollinators. Furthermore,
specialized interactions between oligolectic bees and purple flowers of this genus
have been reported. This highlights the necessity to preserve petunias in their natural
environments and, therefore, it is important to know them. For this purpose, in this
study we describe the morphology of the flower, as well as the floral and reproductive
biology of Petunia interior, a species pollinated by bees. The study was conducted in
an area belonging of the Federal University of Southern Frontier, (28°08'29.5"S;
54°45'42.2"W), Cerro Largo, Rio Grande do Sul, Brazil. Petunia interior presented
reproductive organs included and relatively close, however they did not result in
spontaneous self-pollination. This species presents floral characteristics, such as:
high floral display, asynchronous flowering, long period of stigma receptivity, gradual
release of pollen and continuous production of low nectar volumes during anthesis.
As for the reproductive system, the species is obligatory xenogamy. The absence of
pollination deficit and the equivalence of the quality of the fruits formed in natural
conditions and by cross-pollination treatment, evidence that the floral characteristics
of P. interior are favorable to attraction of pollinators and, consequently, for
performing cross-pollination.

Keywords: Floral attributes. Presentation of resources. Floral resources.
Reproductive success. Xenogamy.
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3.1.1 INTRODUCAO

Para minimizar as chances de autopolinizacdo, plantas com flores
hermafroditas podem evitar a interacdo espontédnea entre o poélen e o0 estigma
através de estratégias, como separacdo espacial dos 0Orgaos reprodutivos
(hercogamia) e separacdo temporal da maturacdo dos mesmos (dicogamia) (WEBB;
LLOYD, 1986; LLOYD; WEBB, 1986). A autopolinizacdo ainda pode ser evitada pela
presenca de compostos lipidicos (pollenkitt, trifina ou elastoviscina) no fluido locular
da antera, os quais funcionam como um adesivo para manter o poélen firmemente
aderido as anteras (PACINI; HESSE, 2005). Além dessas estratégias florais, plantas
com flores hermafroditas ainda podem dispor de sistemas reprodutivos de
incompatibilidade (GIBBS, 2014), que impedem a autogamia.

Visto que a maioria das angiospermas sao polinizadas por vetores bibticos
(OLLERTON et al. 2011), as flores exibem atributos para promover a polinizacéo.
Recursos alimentares, por exemplo, sédo utilizados para atrair e recompensar
polinizadores (FAEGRI; VAN DER PJIL, 1971). Além disso, as plantas possuem
mecanismos para otimizar a frequéncia e o comportamento dos visitantes as suas
flores, tais como magnitude do display floral (MITCHELL et al. 2004; KARRON;
MITCHELL, 2012) e liberacdo gradual do pélen (SIRIANI-OLIVEIRA et al. 2018) e do
néctar. Assim, ao atrair polinizadores e influenciar no seu comportamento de visitas,
facilitam a polinizacdo cruzada e, consequentemente, 0 sucesso reprodutivo da
espécie, que € intensificado quando os polinizadores séo fiéis as plantas que visitam
(ALVES-DOS-SANTOS et al. 2016).

Petunia Juss. (Solanaceae) é um género com flores hermafroditas, constituido
por 14 espécies endémicas de areas subtropicais e temperadas da América do Sul,
cujo centro de diversidade ocorre no sul do Brasil (STEHMANN et al. 2009). Essas
espécies sdo caracterizadas por apresentar flores com diferentes cores, formatos e
demais tracos relacionados a tipos especificos de polinizadores, sendo trés
sindromes florais descritas para o género: esfingofilia para P. axillaris, ornitofilia para
P. exserta e melitofilia para as demais espécies (GUBITZ et al. 2009; STEHMANN et
al. 2009), embora a espécie P. secreta também apresente tracos ornitofilos, além de
melitofilos (ver RODRIGUES et al. 2018a).

Além disso, interagcdes com polinizadores especialistas sao reportadas para

esse género, tais como as interagcdes com as abelhas oligoléticas Callonichium
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petuniae e Hexantheda missionica, ambas descritas como principais polinizadoras
de Petunia integrifolia (WITTMANN et al. 1990; CASTELLANI; LOPES, 2002) e
Petunia interior (SOUZA, S. et al. 2020, dados nao publicados). Larvas dessas
abelhas sdo dependentes de fontes especificas de pdélen para a alimentacao,
portanto, as interacfes desses insetos com suas fontes de pélen deve ser alvo de
conservacao (PINHEIRO et al. 2014), para isso, tais interacdes devem ser
esclarecidas.

Considerando que o estudo da biologia da flor € uma parte fundamental para
compreensao e descricdo das interacfes entre planta-polinizadores, neste estudo
investigamos a biologia floral e reprodutiva de Petunia interior T. Ando & Hashim.,
que ocorre naturalmente no Sul do Brasil e na provincia de Misiones (Argentina)
(ANDO; HASHIMOTO, 1996; ANDO et al. 2005). Para tanto, examinamos e
descrevemos 0s seguintes aspectos: 1- morfologia floral (medidas dos verticilos
florais; numero de ovulos e de graos de polen/flor; substancias presentes no fluido
locular da antera); 2- biologia floral (nimero de flores abertas por hora; longevidade
floral; periodo de deiscéncia das anteras; receptividade do estigma; autodeposicéo
espontanea de poélen sobre o estigma e volume e concentracdo do néctar); 3-
biologia reprodutiva (modo de reproducao), 4- sucesso reprodutivo (massa, diametro
e numero de sementes/fruto em diferentes tratamentos de polinizacdo e flores

controle).

3.1.2 METODOLOGIA

3.1.2.1 LOCAL DE ESTUDO

O estudo foi realizado entre os meses de setembro e dezembro de 2019 na
estacdo experimental e laboratérios da Universidade Federal da Fronteira Sul
(28°08'29.5"S; 54°45'42.2"W) no municipio de Cerro Largo, Rio Grande do Sul, onde
ocorrem populacdes naturais de Petunia interior. A vegetacao natural do municipio &
representada pela Floresta Estacional Decidual (IBGE, 2012). Conforme a
classificacdo climéatica de Koppen, o clima € do tipo Cfa, subtropical umido, com
verfes gquentes e sem estacdo seca definida. A precipitacdo anual varia de 989,3 a
2748,7 mm (RIBEIRO et al. 2012). O solo predominante é classificado como

Latossolo Vermelho Distroférrico (STRECK et al. 2018) e é caracterizado por
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apresentar um perfil profundo de coloracédo vermelha escura, boa drenagem, textura
argilosa com predominancia de argilominerais e Oxi-hidréxidos de ferro e aluminio
(SANTOS et al. 2013).

3.1.2.2 MORFOLOGIA FLORAL

Foram registradas as medidas do diametro da corola (limbo) aberta,
comprimento do tubo floral e cAmara nectarifera em 20 flores (uma flor/individuo). O
namero de ovulos foi registrado em 30 gineceus dissecados sob estereomicroscoépio.
O numero de graos de pdlen por flor foi estimado através da contagem de 30
anteras de botbes em pré-antese de diferentes individuos (uma
antera/botao/individuo), com uso de camara de Neubauer (MOURA et al. 1987) e
microscopio Optico. Além disso, anteras deiscentes foram esmagadas entre lamina e
laminula com Sudan Il (SASS, 1951), e levadas sob microscopia Optica para a

verificacdo da presenca de compostos lipidicos no fluido locular.
3.1.2.3 BIOLOGIA FLORAL

O numero de flores abertas/hora na populacdo foi verificado através da
contagem das flores abertas de 20 plantas, durante dois dias consecutivos, das 7:30
as 18:30, sendo que uma destas repeticbes foi utilizada para mostrar o padrao de
abertura e senescéncia das flores/individuo. A abertura da corola e deiscéncia das
anteras foi registrada em 20 flores protegidas, anotando-se, a cada 30 minutos, o
estagio de abertura da corola e das anteras. A longevidade floral foi determinada em
10 flores ensacadas em botédo e 10 flores disponiveis aos visitantes.

A receptividade do estigma foi testada através do método de atividade
peroxidasica (DAFNI, 1992) em seis flores ensacadas/hora (entre 8:00 e 16:00) e
duas repeticbes (N= 108 flores analisadas/dia de antese). A presenca de
autodeposicdo de pdlen no estigma foi verificada a campo em oito flores
ensacadas/hora (entre 8:00 e 16:00), em duas repeticbes (N= 144 flores
analisadas/dia de antese).

O volume e a concentragdo do néctar acumulado e disponivel foram

verificados de hora em hora, das 8:00 as 16:00 com uso de uma microsseringa (10

puL) e um refratbmetro de méao ® Instrutherm, modelo RT-30ATC. Foram realizadas
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duas repeticbes e utilizou-se oito flores/hora (N= 144 flores analisadas/dia de
antese) (ensacadas em botdo) para néctar acumulado, e 20 flores/hora (N= 183
flores/repeti¢cdo) para néctar disponivel. Para descri¢do dos resultados, os dados do
néctar acumulado e disponivel foram divididos em turnos: manhd (das 8:00 as
10:00), meio-dia (das 11:00 as 13:00) e tarde (das 14:00 as 16:00).

3.1.2.4 BIOLOGIA REPRODUTIVA

O modo de reproducao foi verificado através de testes de polinizacdo, com
flores numeradas e previamente ensacadas em botdo (N= 30 flores/tratamento)
conforme metodologia descrita por Radford et al. (1974): polinizacdo cruzada
manual (PCM) — estigmas polinizados com polen retirado de flores de individuos
diferentes; autopolinizacdo manual (AP) — estigmas polinizados com pdlen da
mesma flor e autopolinizacdo espontanea (AE) — flores protegidas e nao
manuseadas. Todas as flores foram mantidas ensacadas até o registro da formacéo
ou ndo formacao de frutos (periodo de uma semana). Apés a maturacao (aprox. 30
dias) os frutos foram coletados e para cada tratamento foram registrados o nimero
de frutos formados, diametro longitudinal e equatorial dos frutos, massa dos frutos e
namero de sementes por fruto. Estas variaveis também foram registradas para os
frutos formados em condigbes naturais (controle) (PC) (N= 30).

O indice de autoincompatibilidade (I1SI) foi classificado conforme Raduski et al.
(2012): xen6gamo- ISI = 0,8; parcialmente xenégamo- 0,2 < ISI < 0,8; autogamo- ISl
< 0,2. Para o calculo do ISI foi utilizada a formula proposta por Lloyd (1965):

IS] = n? de frutos formados por autopolinizacdo manual

n? de frutos formados por polinizagao cruzada manual

O déficit de polinizacdo (DP) foi avaliado conforme Vaissiére et al. (2011)
através do célculo da diferenca entre a porcentagem de frutos formados por PCM e
PC. Valores negativos significam que a espécie ndo apresenta déficit de polinizagéo
no local de estudo.

O crescimento do tubo polinico foi verificado em flores com tratamento de
polinizacdo cruzada manual e autopolinizacdo manual. Passados intervalos de 12
horas, até completar 72 horas apés as polinizacdes, pistilos (N= 10/hora) foram
fixados em FAA 70% e, posteriormente, observados em microscépio com
fluorescéncia (MARTIN et al. 1959).
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3.1.2.5 ANALISE DOS DADOS

Os dados foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA), teste de
normalidade (Shapiro-Wilk) e teste de homocedasticidade (Samiuddin), com
significancia de 5%. Os dados que ndo mostraram normalidade dos residuos ou
homogeneidade da variancia foram transformados pela equagdo y (A) = 2y + ¢
(PINO, 2014). As médias e o erro padrdo (+) para o numero médio de flores
abertas/hora, volume e concentracdo do néctar disponivel de P. interior durante o
periodo de estudo foram calculados usando o software Microsoft Office Excel 2007
(Microsoft®). Devido ao elevado nimero de horarios amostrados as médias para o
namero de flores abertas/hora foram comparadas entre si pelo método de
agrupamento divisivo hierarquico de Skott-Knott com um nivel de confianca de 95%,
utilizando o pacote ExpDes.pt (FERREIRA et al. 2018). As taxas de fecundacédo nos
tratamentos de polinizagédo cruzada e autopolinizagéo foram comparadas pelo Teste
t de Student com um nivel de confianca de 95%. As demais médias, quando
significativas, foram comparadas pelo Teste de Tukey da Diferenca Honestamente
Significativa com um nivel de confianca de 95%, utilizando o pacote ExpDes.pt
(FERREIRA et al. 2018). Os tratamentos de polinizacdo ndo apresentaram
normalidade dos residuos e foram avaliados pela andlise de variancia unidirecional
de Kruskal-Wallis (ANOVA) e comparados pelo teste de comparacdo multipla de
Bonferroni (a = 5%), pelo pacote Agricolae (MENDIBURU, 2019) e pela plotagem
grafica no pacote ggplot2 (WICKHAM, 2016). Todas os testes estatisticos de
comparacdes de média foram realizados em ambiente estatistico R (R CORE TEAM,
2019).

3.1.3 RESULTADOS
3.1.3.1 MORFOLOGIA FLORAL

Petunia interior possui flores hermafroditas e heteroclamideas. O calice é
pentamero, dialissépalo e de coloracdo esverdeada (Fig. 2A). A corola é

infundibuliforme, pentamera, gamopétala, zigomorfa, de coloragcéo purpura (Fig. 2A,

B), com diametro do limbo entre 18 e 25 mm (22,0 £2,13; N= 20) e comprimento do
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tubo floral entre 12 e 19 mm (15,9 £1,59; N= 20). O androceu isostémone, inserto e
epipétalo € formado por cinco estames dialisttmones e heterodinamos (dois
grandes, dois médios e um pequeno) com anteras dorsifixas e rimosas contendo
pélen violaceo (Fig. 2C). A conacdo dos filetes na corola delimita uma camara
nectarifera com comprimento entre 4 e 5 mm (4,2 +0,51; N=20). O gineceu
apresenta ovario supero, pluriovulado, com uma glandula nectarifera bilobada na
base e estilete terminal. O estigma é truncado e esta localizado entre as anteras dos
estames médios e grandes (Fig. 2C). O numero médio de évulos por ovério foi 156,7
(x26,7). O numero médio de graos de pdlen por antera foi de 15.906,7 (+4.592,9) e
por flor 79.533,3 (£2.2964,3). Externamente aos grdos de pélen foi verificada a
presenca de compostos lipidicos (Fig. 2D, seta), constituintes do fluido locular da

antera.
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2,8 mm

Figura 2- Morfologia floral de Petunia interior. A) Flor em posicéo lateral. B) Flor em
posicao frontal. C) Estruturas reprodutivas. D) Reagé&o positiva para lipidios no fluido

locular da antera (seta).

3.1.3.2 BIOLOGIA FLORAL

A abertura das flores de P. interior iniciou por volta das 8:00 (flores abertas
registradas as 7:00 sao decorrentes dia anterior). A expansdo completa da corola
ocorreu em aproximadamente uma hora ap6s o inicio da antese. A longevidade floral
média foi de 61,7+13,3 horas para flores protegidas e 17,3+9,44 horas para flores
visitadas.
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A abertura e senescéncia das flores em cada individuo ocorreu de forma
assincrénica ao longo do dia, com maior numero de flores abertas entre o periodo
das 9:00 até as 12:00 (Fig. 3). No nivel populacional, foi registrado aumento gradual
no numero de flores abertas durante o dia, com média maxima de 16,8 flores
abertas por individuo no periodo das 12:00 as 12:30 (Fig. 4). O aumento no numero
de flores abertas do inicio da manha (7:00) até o inicio da tarde (12:30), e o

decréscimo a partir das 13:00 até as 18:30 foi significativo, em ambos os periodos
(Fig. 4).
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Figura 3- Numero de flores abertas por hora em plantas individuais de Petunia
interior (N= 20).
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Figura 4- Média do numero de flores de Petunia interior abertas por hora, durante o
periodo de estudo (N= 20 individuos x duas repeticbes). Letras mailusculas
diferentes denotam diferenca significativa entre si pelo teste de agrupamento de

Scott-Knnot com 5% de probabilidade de erro.

A deiscéncia das anteras iniciou em torno de 30 minutos apdés a abertura total
da flor. Primeiramente abriram as anteras dos estames grandes, em seguida as
anteras dos estames médios e por ultimo a antera do estame pequeno. A abertura
de todas as anteras ocorreu em aproximadamente uma hora e trinta minutos. Os
estigmas foram receptivos desde a fase de botdo. No primeiro dia da antese, 100%
(N= 108) das flores analisadas estavam com estigmas receptivos. A receptividade
diminuiu em flores de segundo dia (88%, N= 108) e terceiro dia (26%, N= 108) de
antese. Nao foi registrada autodeposicdo de polen sobre o estigma das flores no
primeiro dia de antese, apenas no segundo (10%, N= 144) e no terceiro dia (12%,
N=144).

As flores de P. interior acumularam néctar durante os trés dias de antese e
aumentaram o volume gradualmente do periodo da manhad até a tarde, com
diferenca significativa entre os trés turnos do primeiro dia, e entre a manha e demais

turnos do segundo dia (Fig. 5A). O maior volume meédio diario (2,2 puL) de néctar
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registrado no segundo dia de antese diferiu significativamente dos volumes
registrados no primeiro (1,6 pL) e terceiro (1,2 pL) dia de antese (Fig. 5B). A
concentragdo média do néctar acumulado apresentou diferenca significativa entres
0s turnos apenas no segundo dia de antese (Fig. 5C). No entanto, a concentracao
diaria aumentou significativamente do primeiro ao terceiro dia de antese (Fig. 5D).
N&o foi registrada diferenca significativa nos valores médios do volume e

concentracdo do néctar disponivel entre os turnos da antese (Fig. 6).
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Figura 5- Volume e concentragdo do néctar acumulado de Petunia interior durante
os trés dias de antese. (A) Média do volume por turno nos trés dias de antese; (B)
Média do volume por dia; (C) Média da concentracdo por turno nos trés dias de
antese. (D) Média da concentragcédo por dia. (N= 432 flores; 8 flores/hora/dia x duas
repeticdes). Letras diferentes diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey
a 5% de probabilidade de erro. Turnos: Manha- 8:00 as 10:00; Meio-dia- 11:00 as
13:00; Tarde- 14:00 as 16:00.



30

~ 0.040 —Volume - - 18 &
F‘; —O—Concentracao T L 15 %
£ 0.030 8
%: ns - 12 E
= 3
5 0.020 [ -9 2
g T J_ L 6 g
o 5
Z  0.010 l =~

- 3

0.000 1 . 0

Manha Meio-dia Tarde

Figura 6- Volume e concentracdo do néctar disponivel de Petunia interior nos turnos
manhd, meio-dia e tarde. As médias nao resultaram em diferencas significativas pela
analise de variancia (ANOVA) com a = 5% (N= 360 flores; 20 flores/hora x duas
repeticdes). ns (ndo significativo). Turnos: Manha- 8:00 as 10:00; Meio-dia- 11:00 as
13:00; Tarde- 14:00 as 16:00.

3.1.3.3 BIOLOGIA REPRODUTIVA

Petunia interior apresentou alto percentual de formacdo de frutos por
polinizacdo cruzada e baixo percentual de formacdo de frutos por autopolinizacao
(Tab. 1). O valor do ISI registrado foi de 0,9, o que classifica a espécie como
xenogamica obrigatoria. Além disso, o maior niumero de frutos formados em
polinizacdo controle demonstra que ndo houve déficit de polinizacdo no local de
estudo (DP = -7).

Tabela 1- Sucesso reprodutivo de Petunia interior por tratamento de polinizacao

durante o periodo de estudo no municipio de Cerro Largo, RS, Brasil.

Tratamento Flores (n) Frutos formados (%)
Autopolinizacdo espontanea 30 0
Autopolinizagdo manual 30 10
Polinizag&o cruzada manual 30 90
Polinizag&o controle 30 97

Fonte. Elaborada pelo autor.
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Foi registrada fecundacdo dos Ovulos nas primeiras 12 horas apos as
polinizacées manuais (Fig. 7A), porém a taxa média de fecundacao foi de 96,7 %
para polinizagdo cruzada manual e de apenas 16,7 % na autopolinizagdo manual
(Fig. 7B).
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Figura 7- Taxa de fecundacdo nos tratamentos de polinizacdo cruzada manual e
autopolinizagdo manual em flores de Petunia interior. (A) valores coletados em
diferentes intervalos de tempo apds a polinizacdo (N= 10 flores/hora para cada
tratamento); (B) taxa média de fecundacdo em cada tratamento. PCM (polinizacéo

cruzada manual); APM (autopolinizagdo manual).

N&o houve déficit de polinizacéo (-7) no local de estudo.

Os valores de todas as variaveis testadas nos frutos formados foram
significativamente inferiores naqueles provenientes de autopolinizagbes, quando
comparados com os frutos formados no teste de polinizagcdo cruzada e polinizacao
controle (Fig. 8). Os valores da massa (Fig. 8A) e do niumero de sementes dos frutos
(Fig. 8B) formados nos tratamentos de polinizagcdo cruzada manual e polinizagao
controle ndo diferiram entre si, enquanto os valores de diametro (transversal e
longitudinal) foram significativamente superiores no tratamento de polinizagao

cruzada manual (Fig. 8C e D).
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Figura 8- Variaveis dos frutos de Petunia interior nos tratamentos de polinizacéo e
controle, durante o periodo de estudo, (Média *+ sd). Letras diferentes diferem
significativamente entre si pelo teste de Tukey com 5% de probabilidade de erro.
APM (autopolinizacdo manual); PCM (polinizacdo cruzada manual); PC (polinizacéo

controle).

3.1.4 DISCUSSAO

3.1.4.1 MORFOLOGIA FLORAL

Petunia interior possui morfologia floral semelhante as demais espécies
melitofilas do género, que possuem flores puarpuras, pélen violaceo e corola
infundibuliforme, zigomorfa, com tubo largo e curto (STEHMANN et al. 2009). Além
da funcéo de atrair os polinizadores, a morfologia floral também é responsavel pela
interacdo fisica entre polinizadores e 6rgdos reprodutivos (HODGINS; BARRET,
2008). Nas flores de P. interior, o arranjo dos estames em diferentes alturas

aumenta a extensdo da deposicdo de podlen sobre o corpo do polinizador. Além



33

disso, a largura do tubo da corola e a condicdo inclusa e préxima dos oOrgaos
reprodutivos facilita tanto o contato com as anteras quanto com o estigma da flor
durante a visita de abelhas, de tal modo, que todas as visitas podem resultar em
polinizagéo.

Em flores hermafroditas, a proximidade dos érgaos reprodutivos (auséncia de
hercogamia) e sobreposicéo das fases masculina e feminina (auséncia de dicogamia
ou dicogamia incompleta) comumente resultam em interferéncia sexual e,
consequentemente, em autopolinizagdo (LLOYD; WEBB, 1986). Entretanto, apesar
da auséncia de hercogamia e dicogamia nas flores de P. interior, eventos de
autopolinizacdo raramente foram registrados (10% e 12% em flores de segundo e
terceiro dia de antese, respectivamente). Nesse caso, a autodeposicdo de pdlen
possivelmente foi evitada pela presenca do composto lipidico (descrito como
pollenkitt para o género Petunia) presente no fluido locular das anteras, uma vez que
esse composto é responsavel por manter os grdos de polen unidos e presos a
antera até que um visitante os retire (PACINI; HESSE, 2005). Além de evitar a
autopolinizacdo, o pollenkitt possui as fun¢cdes de manter o pélen aderido ao corpo
dos polinizadores durante o transporte, bem como de facilitar o depdsito e adesao
de grupos de polen ao estigma (PACINI; HESSE, 2005). Com isso, esses compostos
auxiliam na promocdo da polinizacdo cruzada, juntamente com as demais

caracteristicas florais da espécie.

3.1.4.2 BIOLOGIA FLORAL

Os individuos de P. interior medem em média 20 a 40 cm de altura (ANDO;
HASHIMOTO, 1996), e considerando o fato de serem plantas herbaceas
relativamente pequenas, produzem um alto niamero de flores abertas diariamente
(média de até 16,8 flores/individuo). A magnitude do display floral é estreitamente
relacionada a longevidade das flores (HARDER; JOHNSON, 2005), e plantas com
maior display sdo mais atraentes aos polinizadores do que plantas com poucas
flores (MITCHELL et al. 2004).

A reducao da longevidade floral € comum em flores polinizadas de Petunia, e
ja foi registrada em P. inflata (SINGH et al. 2002), P. hybrida (JONES, 2008), P.
secreta (RODRIGUES et al. 2018a) e P. mantiqueirensis (ARAUJO et al. 2019).

Apesar disso, com uma longevidade média variando de 17h (flores visitadas) até 62
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horas (flores nédo visitadas), P. interior permanece com flores abertas por um grande
periodo do dia, e assim deve manter alta atratividade aos polinizadores. Além disso,
as flores que permanecem abertas até o dia seguinte devem auxiliar na atragédo dos
primeiros polinizadores da manh&. No entanto, em alguns casos, a medida que o
display floral aumenta, os polinizadores podem visitar mais flores de uma mesma
planta e favorecer a autopolinizacdo geitonogamica (MITCHELL et al. 2004,
KARRON; MITCHELL, 2012). Contudo, em P. interior, a abertura assincronica das
flores e deiscéncia gradual das anteras reduz a oferta simultdnea de polen entre as
flores de um individuo, o que pode diminuir as chances de geitonogamia.

A deiscéncia gradual das anteras em flores individuais, como ocorre em P.
interior, € reconhecida como uma estratégia responsavel por limitar a quantidade de
pélen que pode ser removida durante a visita do polinizador (LLHOYD; YATES,
1982). Com isso, os animais forrageiros sédo induzidos a frequentar um alto nimero
de flores para conseguir a quantia necessaria desse recurso (SIRIANI-OLIVIERA et
al. 2018) e, consequentemente, devem intensificar a deposicdo de pdlen
coespecifico sobre os estigmas (LLHOYD; YATES, 1982). Além disso, tanto a
intensidade de visitas entre as flores, quanto a eficiéncia na coleta de pdlen,
aumentam com a presenca de polinizadores especializados (SIRIANI-OLIVIERA et
al. 2018). Desse modo, considerando que as flores de P. interior sdo frequentadas,
além de outras abelhas, por abelhas oligoléticas (SOUZA, S. et al. 2020, dados nao
publicados), as polinizagcdes cruzadas tendem a ser altamente eficazes para essa
espécie. Embora, a oferta de pélen das flores de P. interior seja esgotada logo nas
primeiras visitas (SOUZA, S. et al. 2020, dados ndo publicados), a producdo de
néctar durante a antese é continua e, por isso, mantém a atratividade da flor.

Conforme GUBITZ et al. (2009), nas espécies do género Petunia, o volume de
néctar varia com as sindromes florais existentes. Em P. interior, 0 menor volume de
néctar acumulado (1,6, 2,2 e 1,2 pL do primeiro ao terceiro dia de antese,
respectivamente) quando comparado aos volumes registrados em P. axillaris (34,7
puL) (BRANDERBURG et al. 2012) e P. secreta (8 uL) (RODRIGUES et al. 2018a),
corresponde ao proposto para espécies melitofilas do género, que devem produzir
volumes consideravelmente inferiores as espécies esfingdfilas e, também, as
ornitofilas (GUBITZ et al. 2009). Os valores da concentracdo média de acUcar
registrados do primeiro ao terceiro dia de antese em flores néo visitadas (17,0, 21,6

e 25,1%, respectivamente) foram inferiores aos valores atribuidos para plantas
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melitofilas, que devem apresentar concentracdes entre 35 e 65% (KIM et al. 2011;
ROUBIK et al. 1995). Além disso, em comparacdo com concentracdes conhecidas
dentro do género, esses valores diferiram de P. integrifolia (espécie melitéfila com
morfologia semelhante a P. interior), cuja concentracdo registrada foi de 37,5%
(BRANDERBURG et al. 2012), mas foram semelhantes aos valores da espécie
esfingofila P. axillaris (16,5%) (BRANDERBURG et al. 2012) e da espécie com
tracos de ornitofilia P. secreta (21,5%) (RODRIGUES et al. 2018a). Contudo, mesmo
diante de uma concentracdo incomum de néctar para uma espécie melitofila, o
infimo volume de néctar registrado nas flores disponiveis de P. interior indica que
esse recurso foi constantemente retirado pelas abelhas. Nesse sentido, a producao
e disponibilidade continua de baixos volumes de néctar durante a antese, sdo
caracteristicas que favorecem o numero de visitas recebidas pelas flores de P.
interior. Somado a isso, a abertura assincronica das flores, liberacdo gradual do
polen e polinizacdo por abelhas oligoléticas, formam um conjunto de caracteristicas

capazes de intensificar o sucesso reprodutivo dessa espécie.

3.1.4.3 BIOLOGIA REPRODUTIVA

Dentre os estudos reprodutivos realizados em espécies do género Petunia, a
autogamia foi registrada em P. exserta (STEHMANN, 1999), P. axillaris (KOKUBUN
et al. 2006) e P. secreta (RODRIGUES et al. 2018b), enquanto a xenogamia
obrigatoria foi verificada em algumas populacfes de P. axillaris subespécie axillaris
(KOKUBUN et al. 2006) e nas espécies purpuras: P. bonjardinensis, P. altiplana
(STEHMANN, 1999), P. littoralis (atualmente P. integrifolia) (CASTELLANI; LOPES,
2002) e P. mantiqueirensis (ARAUJO et al. 2019). Além dessas, a xenogamia
obrigatéria também é caracteristica de P. inflata (LEE et al. 1994; ZHI-HUA et al.
2008). Em P. interior, a taxa de frutos formados por autopolinizagéo (10%) indica a
presenca de autogamia, entretanto, este valor foi consideravelmente baixo quando
comparado as taxas registradas no tratamento de polinizacdo cruzada manual e nas
flores controle (90% e 97%, respectivamente). Além disso, os frutos de P. interior
provenientes de polinizacdo cruzada e controle apresentaram varidveis com valores
significativamente superiores aos frutos formados por autopolinizacdo. Ainda, o
indice de autoincompatibilidade de 0,9 corrobora a condicdo de xenogamia

obrigatéria proposta para as espécies melitofilas de coloracdo purpura e pdlen
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violaceo do género (STEHMANN et al. 2009), bem como uma alta dependéncia de
abelhas para a reproducéo.

Em espécies xenGgamas obrigatérias do género Petunia, a
autoincompatibilidade € do tipo gametofitica, controlada por proteinas contidas no
l6cus S do polen (proteinas S-locus F-box ou SLF) (KUBO et al. 2010) e do pistilo
(proteinas S-RNases) (LEE et al. 1994). Nesse caso, ap0s a polinizacéo, se as SLF
do pdlen sdo reconhecidas como préprias pelas S-RNases, estas exercem
citotoxidade dentro do tubo de autopdlen para inibir o crescimento do mesmo (ZHI-
HUA et al. 2008). Com isso, considerando a funcédo essencial das S-RNases no
reconhecimento do pélen, falhas na producdo dessas proteinas resultaram na
formacao de frutos por autogamia em P. inflata (LEE et al. 1994) e em P. axillaris
subsp. axillaris (populacdo autoincompativel) (TZUKAMOTO et al. 1999) e, talvez,
também tenha ocorrido em P. interior, 0 que poderia explicar a proporcédo de frutos
formados por autogamia nessa espécie.

Em plantas xen6gamas € comum registrar maior nimero de sementes nos
frutos formados por polinizacdo manual, pois o pélen utilizado € 100% cruzado,
enquanto polinizadores reais carregam uma mistura de podlen autogamico,
geitonogamico e de cruzamento (THOMSON, 2001). Entretanto, os valores
registrados para o numero de sementes e massa dos frutos formados nos
tratamentos de polinizagdo cruzada e controle ndo apresentaram diferencas
significativas. Esse resultado, provavelmente, reflete o comportamento de fidelidade
dos polinizadores de P. interior, o que é esperado em plantas cujas flores sao

polinizadas por abelhas oligoléticas.

3.1.5 CONCLUSAO

Com base nos resultados deste estudo, concluimos que o conjunto de
caracteristicas florais de P. interior favorecem o sucesso reprodutivo da espécie por
evitar a autopolinizagdo e promover a polinizagdo cruzada. Observamos que 0
sistema reprodutivo de P. interior € xendgamo obrigatério, mas que a autogamia
pode ocorrer para uma baixa porcentagem de flores. Diante desta possibilidade, P.
interior dispde de caracteristicas como a presenca de compostos lipidicos ao redor
dos grados de pdlen para impedir a autopolinizacdo espontdnea, bem como de

abertura assincronica das flores e das anteras para reduzir as chances de
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geitonogamia. Por outro lado, a polinizacdo cruzada é intensificada através de
mecanismos como a liberacéo gradual do pdélen e disponibilidade continua de baixos
volumes de néctar, uma vez que isso deve obrigar os polinizadores a visitar um alto
namero de flores para conseguir a quantia ideal desses recursos. Por fim, a
auséncia de déficit na polinizacdo, bem como a auséncia de diferenca significativa
entre as variaveis dos frutos formados no tratamento de polinizacdo cruzada e

controle, evidenciam o sucesso reprodutivo de P. interior em condi¢des naturais.
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4 CONSIDERACOES FINAIS

Esta dissertacdo de mestrado propiciou contribuicbes relevantes sobre o0s
mecanismos florais e reprodutivos de P. interior, contribuindo para o conhecimento
desses aspectos nas espécies do género. Nossos resultados revelaram que o
sistema reprodutivo de P. interior € xenogamico obrigatério e, portanto, a alta taxa
de formacao de frutos em condicBes naturais mostra que as caracteristicas florais
dessa espécie foram suficientes para atrair e garantir a eficiéncia de seus
polinizadores. Sabe-se que a polinizacdo de P. interior € realizada por abelhas e,
dentre elas, duas espécies oligoléticas. Por este motivo, a presenca dessa planta
implica diretamente na conservagédo dessas abelhas.

Na regido onde este estudo foi desenvolvido (Noroeste do Rio Grande do
Sul), P. interior ocorre naturalmente em areas abertas, tais como patios de casas,
beiras de estradas e rodovias e, principalmente, em areas adjacentes de cultivos
agricolas. Apesar de sua beleza e potencial para ornamentagcdo, nessa regido, P.
interior € conhecida apenas como uma planta espontanea. Considerando que a
regido noroeste do Rio Grande do Sul € predominantemente agricola, P. interior
sofre com a acao do uso de agrotoxicos, fato que deve acarretar na drastica reducéo
das populacbes naturais dessa espécie e, consequentemente, interferir na
sobrevivéncia de abelhas que dependem exclusivamente do seu pélen como fonte
proteica.

Um modo de contribuir para minimizar esse dano seria a promocao de acdes
de extensdo através de projetos de educacdo ambiental voltados a sensibilizar a
populacdo para preservacdo dos polinizadores e diversidade de plantas nativas.
Através desses projetos € possivel levar ao publico, de maneira clara e direta,
informacBes como: biologia das espécies, interacdo entre plantas e polinizadores,
importancia da polinizacdo para a conservacdo da biodiversidade e equilibrio dos
ecossistemas, bem como para a manutencdo dos servicos ecossistémicos

essenciais para o bem-estar humano.
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