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Polimorfismo Floral e Sistema Reprodutivo da Erva-Baleeira (Varronia

curassavica Jacq.) em Banco de Germoplasma

RESUMO

Varronia curassavica Jagc. € um arbusto nativo, com uso medicinal e caracterizado pela presenca de
um polimorfismo floral. Diante disso, objetivou-se investigar a biologia floral, a morfometria floral e o
sistema reprodutivo de Varronia curassavica Jacq. em banco de germoplasma no Norte de Minas Gerais.
Foi descrita a biologia floral, dindmica das inflorescéncias, caracterizagdo morfométrica, calculado o
indice de reciprocidade das flores, quantificagdo do nimero de gréaos de polen por morfo e viabilidade
desses gréos e definicdo do sistema reprodutivo. Foram realizados os testes de polinizacéo: polinizacéo
natural (controle), autopolinizacdo espontanea e manual, apomixia, polinizacdo cruzada intermorfos
(cruzamento legitimo) e polinizag&o cruzada intramorfos (cruzamento ilegitimo). A analise morfométrica
demonstrou a presen¢a de quatro morfos distintos, divididos em duas categorias de tamanho: 1)
Longistila Grande (LG), 2) Brevistila Grande (BG), 3) Longistila Pequena (LP) e 4) Brevistila Pequena
(BP). Foi observada reciprocidade dentro das duas categorias de tamanho, confirmando a herostilia. O
namero de graos de podlen foi menor nas flores LG (1627), em que se diferenciou significativamente das
demais, enquanto a menor viabilidade polinica foi observada nas flores LP (82%), que se distinguiram
das demais. A abertura floral se inicia pela manha com maior receptividade estigmatica até as 11 h. V.
curassavica € nao apomitica, alégama obrigatéria e dependente de polinizadores para a frutificagédo para
os morfos LG, LP e BP, no entanto o morfo floral BG rompeu as barreiras da autoincompatibilidade e
incompatibilidade heteromorfica. O sucesso reprodutivo da polinizacdo natural foi acima de 20% nas
flores LG, BG, LP (21-27%), enquanto BP apresentou frutificagdo média de 11%. Na autopolinizacdo
manual, apenas o morfo BG (21%) apresentou frutificagdo. As polinizagdes legitimas formaram frutos
com os morfos longistilo e brevistilo atuando como doador e receptor de pélen. Foi observada frutificacédo
média de 23% nos morfos de categoria pequena (LPXxBP e BPxLP) e 53% nos de categoria grande
(LGXBG e BGxLG). No teste dos cruzamentos ilegitimos entre as categorias, foi observada formacéo de
frutos apenas, quando os morfos de categoria grande atuaram como progenitor feminino e os pequenos
como progenitor masculino (LGXLP 14%) e BGxBP (23%). Esses resultados mostram que ha
flexibilizacdo da compatibilidade diferenciada entre morfos, permitindo a proposicdo de distintos
cruzamentos entre populagfes de interesse.

Palavras-chave: Boraginaceae, distilia, domesticagéo, incompatibilidade.



Floral polymorphism and Reproductive System of Weed Baleeira (Varronia

curassavica Jacq.) in genebank

ABSTRACT

Varronia curassavica Jagc., is a native shrub with medicinal use and characterized by the presence of a
floral polymorphism. The objective of this study was to investigate floral biology, floral morphometry and
the reproductive system of Varronia curassavica Jacg. in a germplasm bank in the north of Minas Gerais.
The floral biology, inflorescence dynamics, calculated morphometric characterization, reciprocity index of
flowers, quantification of the number of pollen grains by morphology and viability of these grains, and
definition of the reproductive system. Pollination tests were carried out: natural pollination (control),
spontaneous and manual self-pollination, apomixia, intermorfos cross-pollination (legitimate crossing) and
intra-morphic cross-pollination (illegitimate crossing). The morphometric analysis demonstrated the
presence of four distinct morphs, divided into two size categories: 1) Longistila Grande (LG), 2) Brevistila
Grande (BG), 3) Longistila Pequena (LP) and 4) Brevistila Pequena (BP). Reciprocity was observed
within the two size categories, confirming herostilia. The number of pollen grains was lower in the LG
flowers (1627), which differed significantly from the others, whereas the lower pollen viability was
observed in the LP flowers (82%), which distinguished themselves from the others. The floral opening
begins in the morning with greater receptivity stigmatic until 11 o'clock. V. curassavica is non apomic,
allogama obligatory and dependent on pollinators for fruiting for morphos LG, LP and BP, however the
floral morph BG broke the barriers of autoincompatibility and heteromorphic incompatibility. The
reproductive success of natural pollination was over 20% in flowers LG, BG, LP (21-27%), while BP
presented an average fruit yield of 11%. In manual self-pollination only the BG morph (21%) presented
fruiting. The legitimate pollinations formed fruits with longistil and brevistilo morphs acting as donor and
recipient of pollen. An average fruiting of 23% was observed in small-sized morphs (LPxBP and BPxLP)
and 53% in the large category (LGxBG and BGXLG). In the test of the illegitimate crosses between the
categories fruit formation was observed only when the large category morphs acted as the female
progenitor and the small ones as the male progenitor (LGXLP 14%) and BGxBP (23%). These results
show that there is flexibility in the differentiated compatibility among morphs, allowing the proposition of
different crosses between populations of interest.

Keywords: Boraginaceae, distilia, domestication, incompatibility.
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1 INTRODUCAO

Dentre as plantas medicinais nativas com atividade terapéutica comprovada estd Varronia
curassavica Jacq. (=Cordia verbenacea DC). Essa espécie € amplamente distribuida, nos biomas
Amazénia, Caatinga, Cerrado e Mata Atlantica (FLORA, 2018) e popularmente conhecida como erva-
baleeira (LORENZI; MATOS, 2008). V. curassavica, pertence a familia Boraginaceae, é um arbusto
perene que pode atingir 2,5 metros de altura, de folhas asperas com odor forte e persistente (LORENZI;
MATOS, 2008) e que apresenta flores distilicas. Varios compostos sdo encontrados, nas partes aéreas
dessa planta, incluindo taninos, flavonoides e 6leos essenciais (FERNANDES et al., 2007).

Nas ultimas décadas, acentuou-se o interesse e a revalorizagdo mundial pelas plantas medicinais.
O valor intrinseco de uma planta medicinal estd em seu efeito terapéutico, o qual, por sua vez, é em
raz8o dos principios ativos resultantes, em sua maioria, do metabolismo secundario das plantas
(KHANNA; SHUKLA, 1991). O Brasil se configura como um dos paises com a maior biodiversidade do
mundo, cada ecossistema brasileiro tem potencial para fornecer bioativos em potencial por sua flora
(MEDEIROS et al.,, 2013). Para o amplo uso dos recursos da flora nativa, sdo necessarios a
domesticacdo e o melhoramento dessas espécies. Para iniciar o processo de domesticacdo de uma
espécie, é indispensavel compreender a sua biologia reprodutiva, envolvendo a fenologia, a morfologia,
biologia da flor, interac@o planta polinizador e 0 seu sistema reprodutivo (BAWA, 1990; DAFNI et al.,
2005; TECHIO et al., 2006).

Dentre os principais determinantes do sucesso da polinizacdo estdo o periodo de receptividade
estigmética, que é definido pela capacidade do estigma de garantir a germinacao do gréo de pélen e a
viabilidade do grdo de pélen (TECHIO et al., 2006; FONSECA et al. 2013). As flores podem exibir
mecanismos estruturais mais complexos de separacéo das funcdes sexuais para promover a polinizagéo
cruzada e o fluxo génico, tais como a heterostilia (BARRETT, 1992).

Heterostilia € um polimorfismo floral genético, dessa forma, as popula¢des sdo compostas por dois
(distilia) ou trés (tristilia) morfos que diferem reciprocamente nas alturas de estigmas e anteras
(BARRETT, 1992). Espécies distilicas possuem individuos com flores de estilete longo e filetes curtos,
conhecidos como longistilas, e individuos com flores de estilete curto e filetes longos, denominados
brevistilas (BAHADUR, 1968). Os morfos florais diferem na altura dos estames e estigmas e tém
reciprocidade entre as pecas reprodutivas que apresentam incompatibilidade auto e intramorfo (SA et al.,
2016).

A heterostilia pode envolver um complexo de caracteres tanto morfoldgicos quanto fisioldgicos e,
comumente, mas ndo exclusivamente, a distilia estd associada com o0 mecanismo de
autoincompatibilidade (JUNG-MENDAGCOLLI et al., 1995). Além das caracteristicas morfologicas, a
heterostilia apresenta mecanismo de incompatibilidade nos cruzamentos entre individuos do mesmo
morfo que pode ser total ou parcial (LOPES et al., 2005). Assim, as flores brevistilas e longistilas s&o
compativeis entre si, mas a polinizagdo entre plantas da mesma forma é incompativel, isto é, gréos de
poélen de plantas brevistilas séo compativeis com estigma das longistilas e vice-versa (GANDERS, 1979).

A importancia medicinal, econémica e ecoldgica de espécies nativas brasileiras tem motivado o

estudo, visando a preservacdo, a domesticacdo e ao uso racional. Todavia, qualquer estudo de
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domesticacdo exige informacdes basicas sobre seus 6rgdos de reproducdo, principalmente, sua

morfologia, estrutura e funcionamento.

2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Investigar a biologia floral, a morfometria floral e o sistema reprodutivo de Varronia curassavica

Jacqg. em banco de germoplasma no Norte de Minas Gerais.

2.2 Objetivos especificos

e Caracterizar morfometricamente os diferentes morfos florais.
e Conhecer a viabilidade polinica dos morfos florais.
e Compreender a funcionalidade de cada morfo floral.

e Determinar a expresséo do sistema de incompatibilidade heteromorfico.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Erva-baleeira

Em meio as plantas medicinais com potencial para estudo, podemos destacar a erva baleeira
(Varronia curassavica Jacg.),uma das 71 espécies presentes na lista das plantas medicinais que
apresentam potencial para gerar produtos de interesse ao Sistema Unico de Saude (SUS) (BRASIL,
2009). A familia Boraginaceae abrange os géneros Coldenia L., Cordia L. e Varronia P. Br., sendo
nativas no Brasil somente espécies de Cordia L. e Varronia P. Br. (MILLER; GOTTSCHLING, 2007;
GASPARINO; BARROS, 2009). A classificacdo botanica da erva baleeira € bem controversa, pela
grande variacdo morfoldgica apresentada pelas espécies do género Cordia e Varronia (MILLER;
GOTTSCHLING, 2007, MONTANARI JUNIOR, 2011). Atualmente, propde-se nova classificacdo da
espécie, saindo do género Cordia (Cordia verbenacea DC) para Varronia (Varronia curassavica Jacq).

Varronia curassavica € amplamente utilizada na medicina popular por possuir propriedades
antirreumaticas, anti-inflamatorias, analgésicas e curativas (SERTIE et al, 2005; PASSOS et al., 2007). A
espécie possui outros nomes populares, o que atesta seu emprego como planta medicinal por diversas
populacdes, sendo erva-preta, maria-milagrosa, maria preta, camarinha e camaroneira do brejo
(MONTANARI JUNIOR, 2011). Essa espécie é encontrada, naturalmente em quase todo o Brasil, sendo
registrada para todas as regides do pais (REFLORA, 2018). Na mesorregido do Norte e Vale
Jequitinhonha do estado de Minas Gerais ha ocorréncia da espécie em alguns municipios, inseridos no
Cerrado e na Mata Atlantica (MENDES et al., 2015). V. curassavica é tolerante a terrenos arenosos e
Umidos, tendo preferéncia por areas abertas e ensolaradas, mas é capaz de tolerar sombreamento
(LORENZI; MATOS, 2008; MONTANARI JUNIOR, 2011).

Aplicacdes do 6leo essencial de V. curassavica vém sendo amplamente pesquisadas. Estudos
verificaram propriedades antigastricas (ROLDAO et al 2008), anti-inflamatérias (FERNANDES et al.
2007), antialérgicas (PASSOS et al. 2007) e antitumorais (PARISOTTO et al., 2012). Além disso, o 6leo
essencial apresenta atividade antimicrobiana contra bactérias gram-positivas (MICHIELIN et al., 2009) e
fungicida contra Candida albicans e Candida krusei (RODRIGUES etal., 2012). Em 2005, a empresa
Aché Laboratérios Farmacéuticos langcou no mercado o primeiro medicamento com pesquisa e
desenvolvimento inteiramente realizados no Brasil, 0 Acheflan®, droga anti-inflamatdria produzida com o
Oleo essencial das folhas de V. curassavica, que contém entre 2,3 a 2,9% de a-humuleno e é indicada
para o tratamento de tendinites cronicas e dores miofaciais (BRANDAO et al., 2006; QUISPE-CONDORI
et al.,, 2008). No Brasil, o produto é lider de prescricdo médica para tendinites cronicas e dores
musculares (DUTRA, 2016).

V. curassavica € um arbusto muito ramificado, atingindo 2,0 m de altura, com as extremidades dos
ramos pendentes. Possui folhas simples, alternas, coriaceas, aromaticas, de 5 a 9 cm de comprimento
(LORENZI; MATOS, 2008). Seu 6leo essencial é biossintetizado e armazenado em tricomas glandulares
globulares presentes nas folhas (VENTRELLA; MARINHO, 2008). As flores s&o brancas, dispostas em
inflorescéncias tipo espiga, com florescimento e frutificacé@o irregulares dentro da mesma inflorescéncia.
(MONTANARI JUNIOR, 2000). As flores sdo muito visitadas por insetos das ordens Coleoptera,
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Hemiptera, Diptera e Hymenoptera (BRANDAO et al., 2015). Os frutos sdo drupas esféricas (LORENZI;
MATOS, 2008), pequenos e avermelhados, comestiveis e muito procurados por passaros de diversas
espécies, que fazem a dispersdo das sementes (MONTANARI JUNIOR, 2011).

A erva-baleeira pode florescer em qualquer época do ano e seu florescimento e frutificagcdo séo
irregulares, obtendo baixa frutificacdo (MONTANARI JUNIOR, 2000). Essa espécie, nas restingas de
Santa Catarina, apresentou no florescimento e frutificagdo com picos em fevereiro e margo e entre
agosto e novembro (HOELTGEBAUM; REIS, 2017). V. curassavica é hermafrodita e apresenta
mecanismos de prevencdo a autofecundacdo (TAISMA; WOLFANG, 2005). A heterostilia presente na
espécie torna necessaria a polinizacdo cruzada, demandando a acdo de vetores de podlen a frutificacdo
(BARRETT, 1992). Em pesquisas com populacdes nativas, essa espécie caracterizou-se como
autotetraploide, com alta variabilidade genética, baixa divergéncia e sem indices de fixacao significativos,
indicando a auséncia ou reducdo da endogamia (HOELTGEBAUM; REIS, 2017). Na determinagéo do
sistema reprodutivo da erva baleeira, BRANDAO et al., (2015), com o uso da relagdo polen/évulo,

classificou-a como alégama facultativa.

3.2 Polimorfismo Floral

Heterostilia ¢ um polimorfismo floral controlado geneticamente, no qual as flores diferem
reciprocamente nos comprimentos de estiletes e estames. Dentro da heterostilia, existem duas formas
de manifesta¢do desse polimorfismo, a tristilia e a distilia, sendo esta Ultima a mais comum (26 familias
dentre as 28) (BARRETT, 2000). Sdo chamadas de flores brevistilas aquelas que possuem, em geral,
estilete curto, filetes longos, grdos de pdélen grandes e papilas estigméaticas curtas, ao passo que flores
longistilas sdo aquelas com estilete longo, filetes curtos, pdlen de menor tamanho e papilas estigméticas
longas (BARRET, 1992). Em uma populagdo heterostilica, no geral, h4 ocorréncia de proporcéo
equilibrada de individuos dos morfos brevistilo e longistilo, isopletia (BAHADUR, 1968; SA, 2016), pois 0
morfo brevistilo, comumente, apresenta o genétipo heterozigoto "Ss" e o morfo longistilo o gendétipo
homozigoto recessivo "ss", resultando assim em progénie "Ss" e "ss" (GANDERS, 1979).

Uma estratégia peculiar das plantas heterostilicas € a morfologia floral comum, com flores
actinomérficas, pétalas abertas e a presenc¢a de um tubo floral restritivo com néctar na base (GANDERS,
1979). Os tubos florais podem desempenhar papel importante na garantia de polinizacdo cruzada
eficiente entre os morfos, afetando diretamente a deposi¢céo de poélen no corpo do polinizador (LLOYD;
WEBB, 1992). Outras caracteristicas secundarias podem ser identificadas, como tamanho e producéo de
gréos de polen, tamanho da flor, tamanho do estigma, tamanho das papilas estigméaticas (VUILEUMIER,
1967; DULBERGER, 1992; GASPARINO e BARROS, 2009) que influenciam a fun¢&o reprodutiva das
flores (DUARTE-SILVA et al., 2010).

A caracterizacdo detalhada do dimorfismo floral da espécie, assim como o comportamento
reprodutivo dos morfos, faz-se necesséaria na definicdo de estratégias de selecdo para realizacdo de
cruzamentos intra e interpopulacionais (FACANALI et al., 2009) e intra e intermorfos, uma vez que a

pressao seletiva do ambiente pode promover funcionalidade distinta dos morfos florais.
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Dentre os fatores mais importantes, para o sucesso dos programas de melhoramento genético,
destacam-se a selecdo de gendtipos e os cruzamentos. Compreender a biologia reprodutiva, que
envolve a fenologia, a morfologia e a biologia da flor e o sistema reprodutivo da espécie em estudo se
faz necesséria para a sua domesticacao e o melhoramento genético (DAFNI et al. 2005). A eficacia dos
cruzamentos, tanto entre variedades e cultivares de uma espécie como entre espécies, depende
diretamente da viabilidade do poélen, horario de polinizacao, receptividade do estigma e compatibilidade
da flor (TECHIO et al. 2006).

Plantas ndo domesticadas apresentam ampla variabilidade genética, a qual se expressa
produzindo plantas com teores variaveis de principios ativos (MONTANARI JUNIOR, 2011), dessa
forma, por meio da domesticacgédo, € possivel gerar variedades com diferentes teores de principios ativos,

além de criar um padrédo entre os individuos, permitindo assim o uso racional das espécies medicinais.

3.3 Sistema Reprodutivo

A reproducdo sexuada nas plantas aumenta a recombina¢do génica, resultando em uma progénie
superior; evita a homozigose e a expressdo de genes recessivos deletérios e permite a divisdo na
alocacao de recursos entre os individuos envolvidos no processo (OLIVEIRA; MARUYAMA, 2014). Por
outro lado, na reproducéo sexuada, a mesma variabilidade génica que gera individuos superiores pode,
também, gerar aqueles inferiores; ha4 dependéncia de agentes externos para polinizagdo e gastos
estruturais e fisiologicos, para otimizar este processo, envolve alternancia de geragbes, sendo um
processo complexo e lento comparado a reproducéo assexuada e apenas metade dos genes de cada
parceiro serd transmitida para a progénie (OLIVEIRA; MARUYAMA, 2014).

A heterostilia pode envolver um complexo de caracteres morfolégicos e fisiolégicos e, comumente,
a distilia, que esta associada com o mecanismo de autoincompatibilidade (JUNG-MENDACOLLI et al.,
1995). Essa incompatibilidade ocorre nos cruzamentos entre individuos do mesmo morfo, podendo ser
total ou parcial (LOPES et al., 2005). Desse modo, as flores brevistilas e longistilas sdo compativeis
entre si, mas a polinizacé@o entre plantas da mesma forma floral € incompativel, isto é, grdos de pdlen de
flores brevistilas sdo compativeis com estigma das longistilas e vice-versa (GANDERS, 1979). A
incompatibilidade heteromoérfica opera por meio da incapacidade de cada classe de pdlen (legitimo ou
ilegitimo), para crescer em um tipo particular de estilete, permitindo o crescimento somente se a
polinizacdo cruzada for legitima, isto € entre morfos distintos (FERRERO et al., 2011).

Um dos mecanismos pelos quais espécies heterostilicas aumentam a taxa de reproducéo cruzada
€ a hercogamia entre as partes sexuais, ou seja, a distancia entre anteras e estigma dentro da mesma
flor. Em individuos distilicos espera-se encontrar flores com estiletes altos (longistilas) e flores com
estiletes baixos (brevistilas) e posicionamento reciproco das anteras e estigmas entre morfos, em que
flores longistilas tém anteras baixas e flores brevistilas tém anteras altas (WEBB; LLOYD 1986;
COELHO, 2013). Essa hercogamia entre as pec¢as reprodutivas dentro da flor pode se apresentar em
diferentes graus, mas espera-se a reciprocidade entre os morfos (SANCHEZ et al., 2008). A
reciprocidade perfeita, em uma populacdo, € alcancada quando as anteras de um morfo estdo

posicionadas ao mesmo nivel que os estigmas do outro. Tradicionalmente, a hercogamia reciproca
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entre os morfos foi considerada como a condi¢do necessaria e suficiente para caracterizar a planta como
heterostilica (SANCHEZ et al., 2008). E esperado que a reciprocidade, na altura dos elementos florais de
cada um dos niveis, favoreca a dispersédo direcional de grédos de pdlen das anteras de um morfo para os
estigmas do outro (GANDERS, 1979; BARRETT et al., 1998) (FERRERO et al., 2011). A prevencédo da
autopoliniza¢do e a maximizagéo da polinizacéo legitima séo as principais forgas seletivas responsaveis
pela reciprocidade na posicéo dos 6rgdos sexuais (LLOYD; WEBB, 1992; SANCHEZ et al., 2008).
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RESUMO

A distilia € um polimorfismo floral caracterizado pela presenca de dois tipos florais, que dependem da
polinizacdo com pdlen de morfos distintos para a frutificacdo. Nas espécies distilicas, sdo observados
morfos brevistilo e longistilo. Varronia curassavica Jaqc. € um arbusto nativo com grande potencial
medicinal. Diante disso, objetivou-se investigar o polimorfismo floral e o sistema reprodutivo de Varronia
curassavica Jacq. em banco de germoplasma no Norte de Minas Gerais. Foi descrita a biologia
floral,dindmica das inflorescéncias, caracterizacdo morfométrica, calculado o indice de reciprocidade das
flores, quantificacéo do nimero de graos de pélen por morfo e a viabilidade desses grédos e definicdo do
sistema reprodutivo. Foram realizados os testes de polinizacdo: polinizacdo natural (controle),
autopolinizacdo espontanea e manual, apomixia, polinizacdo cruzada intermorfos (cruzamento legitimo)
e polinizagdo cruzada intramorfos (cruzamento ilegitimo). A analise morfométrica demonstrou a presenca
de quatro morfos distintos, divididos em duas categorias de tamanho: 1) Longistila Grande (LG), 2)
Brevistila Grande (BG), 3) Longistila Pequena (LP) e 4) Brevistila Pequena (BP). Foi observada
reciprocidade dentro das duas categorias de tamanho, confirmando a heterostilia. O nimero de gréos de
polen foi menor nas flores LG (1627), o qual se diferenciou significativamente das demais, enquanto a
menor viabilidade polinica foi observada nas flores LP (82%), as quais se distinguiram das demais. A
abertura floral se inicia pela manha com maior receptividade estigmatica até as 11 h. V. curassavica é
ndo apomitica, aldgama obrigatéria e dependente de polinizadores para a frutificacdo para os morfos LG,
LP e BP, no entanto o morfo floral BG rompeu as barreiras da autoincompatibilidade e incompatibilidade
heteromorfica. O sucesso reprodutivo da polinizacdo natural foi acima de 20% nas flores LG, BG, LP
(21-27%), enquanto BP apresentou frutificagdo média de 11%. Na autopolinizagdo manual, apenas o
morfo BG (21%) apresentou frutificac@o. As polinizagdes legitimas formaram frutos com os morfos
longistilo e brevistilo atuando como doador e receptor de pélen. Foi observada frutificacdo média de 23%
nos morfos de categoria pequena (LPxBP e BPxLP) e 53% nos de categoria grande (LGxBG e BGXLG).
No teste dos cruzamentos ilegitimos entre as categorias, foi observada formacgdo de frutos apenas
quando os morfos de categoria grande atuaram como maes e 0s pequenos como pais (LGXLP 14%) e
BGxBP (23%). Esses resultados confirmam a flexibilizagdo da compatibilidade diferenciada entre morfos,
permitindo a proposi¢éo de distintos cruzamentos entre populagdes de interesse.

Palavras-chave: Boraginaceae, distilia, incompatibilidade, sucesso reprodutivo.

1 INTRODUCAO

A distilia € uma estratégia reprodutiva apresentada por 26 familias de angiospermas (Barrett,
2002), definido por polimorfismo floral controlado geneticamente (Ganders, 1979), caracterizado pela
separacdo espacial (hercogamia) entre a altura do estigma e das anteras das flores e a posi¢édo
reciproca entre os diferentes morfos florais (Hamilton, 1990). Dessa forma, ha plantas que produzem
flores de estilete longo e filetes curtos, denominadas longistilas, e as que produzem flores de estilete
curto e filetes longos, denominadas brevistilas (Bahadur, 1968). As espécies distilicas, geralmente,
possuem sistema de incompatibilidade heteromdrfica, com formac&o de frutos restrita aos cruzamentos
intermorfos (Passos et al., 1995; Barrett, 2002). A hercogamia reciproca pode promover fluxo direcional
de pélen entre individuos de morfos diferentes, em funcdo do local de deposicéo do grédo de pdélen no
corpo do polinizador (Ferrero et al., 2009).

Diversos estudos tém gerado informacbes, a respeito da biologia reprodutiva de espécies
heterostilicas, como os estudos com a familia Boraginaceae (Ganders, 1976, 1979a; Cohen et al., 2011,
2012, 2016; Ferrero et al., 2009, 2011, Zang et al., 2014; Jacquemy et al, 2018). A compreensdo da
biologia reprodutiva, que envolve a morfologia, biologia floral e o sistema reprodutivo das espécies é
indispensavel para a selecéo de individuos, o melhoramento e a domesticagédo da espécie (Dafni et al.,

2005; Techio et al., 2006). Em razdo do arranjo morfolégico das flores de espécies distilicas, algumas
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caracteristicas entre os morfos florais (denominadas secundarias), frequentemente, podem ser
observadas, quais sejam, o comprimento da corola e a producao polinica, o tamanho dos grédos de
poélen, além de caracteres como arquitetura da exina desses graos, morfologia do estigma e das papilas
estigmaticas (Barrett, 1992; Gasparino e Barros, 2009), caracteristicas que podem influenciar na
funcionalidade dessas flores (Duarte-Silva et al., 2010).

Dentre as plantas medicinais com atividade terapéutica comprovada, esta Varronia curassavica
Jacq. (Boraginaceae), espécie nativa do Brasil, amplamente distribuida nos biomas Amazénia, Caatinga,
Cerrado e Mata Atlantica (Flora, 2018) e popularmente conhecida como erva-baleeira (Smith et al.,
Dados ndo publicados). A espécie possui grande importancia por apresentar varias classes de
compostos quimicos de interesse medicinal, como taninos, flavonoides e 6leos essenciais (Fernandes et
al., 2007). E hermafrodita e heterostilica (Taisma e Wolfang, 2005), mecanismo comum para diferentes
géneros de Boraginaceae (Opler et al., 1975) e albgama facultativa (Brandao et al., 2015).

O banco de germoplasma do ICA/UFMG, inicialmente, foi estabelecido com 0s acessos nativos de
municipios de Minas Gerais, visto que, nesse periodo, ndo se observava frutificagdo nos acessos da
cole¢cdo. Apés alguns anos com a introdugdo dos acessos oriundos de Sao Paulo, foi observada a
formacdo de frutos nos acessos de Minas Gerais. Em observagcbes preliminares no banco de
germoplasma,foi constatada a existéncia de flores com diferentes categorias de tamanho, caracterizando
quatro morfos distintos. Os morfos de categoria de tamanho grande (Longistila Grande-LG e Brevistila
Grande-BG) foram observados em plantas provenientes de S&o Paulo; os morfos de categoria de
tamanho pequeno (Longistila Pequena-LP e Brevistila Pequena-BP) sdo procedentes de populacdes
naturais de diferentes municipios de Minas de Gerais. Diante disso, objetivou-se investigar o
polimorfismo floral e o sistema reprodutivo de Varronia curassavica Jacq. em banco de germoplasma no

Norte de Minas Gerais.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Area de estudo

O estudo foi conduzido na colecdo de germoplasma de erva-baleeira do Horto Medicinal do
Instituto de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal de Minas Gerais (ICA/UFMG), em Montes Claros
- MG. O clima da regido, segundo a classificacdo de Kdppen, € do tipo Aw, tropical quente umido, com
duas estagbes bem definidas, com verdo quente e chuvoso e inverno frio e seco (Antunes, 1994).

Os individuos foram cultivados em fileiras com espacamento de 1,00 m x 0,50 m entre plantas. Os
acessos sdo provenientes dos municipios de Minas Gerais e de Sao Paulo. Os acessos nativos de Sao
Paulo foram pré-selecionados e apresentavam flores de tamanho grande, as plantas nativas de Minas

apresentam flores pequenas.

2.2 Morfometria floral e Hercogamia reciproca



24

Os caracteres florais foram avaliados em 25 flores de cada morfo. Foram medidas as variaveis:
comprimento da flor fechada, do calice, do gineceu, do estame, didmetro e abertura da corola. Esses
dados foram submetidos a testes de normalidade, transformacgfes de dados e, posteriormente, a analise
de variancia, ANOVA ou Kruskal-Wallis, usando o software BioEstat 3.0.

Para o indice de reciprocidade (IR), foram efetuadas as medidas de altura de estilete de um morfo

e a altura dos estames de outro morfo. Para o calculo, foi usada a equagao (Richards e Koptur, 1993):

IR= altura das anteras de um morfo - altura do estigma do morfo oposto

altura das anteras de um morfo + altura do estigma do morfo oposto

2.3 Dinamica das Inflorescéncias

No periodo de outubro a dezembro, dez inflorescéncias de cada morfo floral foram
acompanhadas, semanalmente, ao longo do periodo de producdo de flores e frutos. Foram avaliados

guantidade de botbes, flores abertas, frutos imaturos e maduros por inflorescéncia.

2.4 Biologia Floral

Para a caracterizacdo da biologia floral, foram acompanhados 10 botdes florais de cada morfo da
pré-antese a senescéncia das flores. Nesses botdes, foram registrados o horario de abertura floral,
definido pela separa¢éo dos lobos da corola; liberacdo de graos de pdlen, observacéo direta das anteras
e visualizagdo de pdlen; coloragdo e abertura dos ramos dos estigmas e senescéncia floral, avaliadas
pelas caracteristicas de cor, brilho e turgidez da corola.

A receptividade estigmética foi verificada em 10 flores de cada morfo floral, apds a abertura, com o
uso do peroxido de hidrogénio a 6% a cada hora e observacao do borbulhamento sobre a superficie

estigmatica (Kearns e Inouye, 1993).

2.5 Producdo e viabilidade dos graos de pélen

O numero de graos de pdlen produzido foi quantificado em 50 flores por morfo, obtidas de 20
individuos distintos. Em cada flor, uma antera foi macerada sobre a lamina e os grdos de pdlen
quantificados. O nimero de gréos de poélen por flor foi estimado multiplicando-se pelo nimero de anteras
dessa flor.

Para a analise da viabilidade polinica, foram utilizados cinco botées florais provenientes de cinco
individuos, totalizando vinte e cinco botdes florais por morfo. Os botdes florais foram estocados em
etanol 70%. As laminas foram confeccionadas, macerando-se as anteras em gota de carmim-acético
(Rardfordet al., 1974), seguida da contagem de 300 grdos de pdlen por lamina em microscopio o6tico.

Desta contagem, foi calculada a proporcao de graos de pdélen viaveis em relagdo ao total. Os gréos de
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polen foram considerados viaveis quando totalmente corados e esféricos. Os dados foram submetidos a
analise de variancia e as médias de cada morfo foram comparadas pelo teste Tukey a 5 % de
probabilidade utilizando o software BioEstat 3.0.

2.6 Razao polen/6vulo

A razdo pélen 6vulo foi estimada com o uso de 25 flores de cada morfofloral. Nessas flores, foram
contados os évulos, por meio da dissecacéo do ovario em estereomicroscopio. A quantificacdo dos gréos
de pélen foi realizada, em uma antera de cada flor, a partir da contagem direta do nimero de gréos de

pélen por antera. A raz&o pélen/évulo (Cruden, 1977) foi obtida a partir da equagao:

Relag&o P/O = n° de gréos de pdlen em uma antera x n° de anteras

n° de ovulos

2.7 Sistema reprodutivo

O sistema reprodutivo foi determinado por meio de testes de polinizacdes controladas. Para tanto,
inflorescéncias, com flores receptoras de grdos de poélen, foram isoladas e identificadas. As
inflorescéncias com as flores doadoras de pélen foram retiradas antes de iniciar a abertura das flores e
mantidas em agua durante a manha da polinizagdo. Foram realizados os testes (sensuDafniet al., 2005):
1) Autopolinizacé@o espontéanea (AE - botdes florais isolados da pré-antese a senescéncia); 2) Polinizagao
aberta (PA- botdes florais marcados e deixados expostos aos polinizadores); 3) Apomixia (AP - o apice
da botdo floral foi cortado, removendo as anteras e 0 estigma - sensu Richards 1997-, seguido do
isolamento das estruturas); 4) Autopolinizacdo manual (AM - botdes florais isolados e, nho momento da
antese flor polinizada com graos de pélen provenientes do mesmo individuo) e 5) Polinizacdo Cruzada.

A polinizacéo cruzada foi realizada entre diferentes morfos e categorias de tamanho. Para todas
as flores usadas nesse teste, no momento da pré-antese, foi realizada a remocao da corola e anteras,
isolando o pistilo, a fim de evitar autopolinizacdo. Essas flores foram isoladas e, posteriormente,
polinizadas com pélen proveniente de diferentes plantas. Procedeu-se a 16 cruzamentos distintos, sendo
realizados cruzamentos intermorfos (legitimos) e intramorfos (ilegitimos), os quais foram: Cruzamentos
legitimos na categoria de tamanho (CLC) (1- LGxBG, 2- BGXLG, 3- LPxBP, 4- BPxLP); Cruzamentos
legitimos entre categorias de tamanho (CLeC) (5- LGxBP, 6- BPxLG, 7- LPxBG, 8- BGXLP);
Cruzamentos llegitimos na categoria de tamanho (CIC) (9-LGxLG, 10- BGxBG, 11-LPxLP, 12- BPxBP); e
Cruzamentos llegitimos entre categorias de tamanho (CleC) (13-LGxLP, 14- LPxLG; 15- BGxBP, 16-
BPxBG). Na expressédo dos cruzamentos, o primeiro se trata do individuo receptor de polen e o segundo
do doador.

Foi calculado o "Indice de autoincompatibilidade" (IAl) pela divisdo do percentual de frutificacbes
provenientes de autopolinizacdes pelo percentual de frutificagbes oriundas de polinizagées cruzadas
(Bullock, 1985). Segundo esse indice, a autocompatibilidade é indicada para valores maiores ou iguais a
0,25.



26

Os dados dos cruzamentos foram submetidos ao teste de normalidade, os que seguiram essa
premissa foram analisados com a ANOVA e teste post-hoc de Tukey. Os dados ndo paramétricos foram
transformados, os que ndo seguiram a normalidade, apds a transformagéo, foram submetidos ao teste

Kruskal-Wallis e teste post-hoc Student-Newman-Keuls, usando o software BioEstat 3.0.

3 RESULTADOS

3.1 Morfometria floral e Hercogamia reciproca

A analise morfométrica confirmou a existéncia de duas categorias de morfos, 0os grandes e
pequenos, culminando em quatro morfos florais distintos: Longistila Grande (LG), Brevistila Grande (BG),
Longistila Pequena (LP) e Brevistila Pequena (BP) (Tabela I).

Nos morfos da categoria grande, foram registradas as maiores médias nas variaveis analisadas,
com exceg¢do do comprimento do cdlice, no qual LG e LP foram similares. A flor longistila grande
apresentou maior comprimento total, comprimento do gineceu, didmetro e abertura da corola. Nos
morfos florais do mesmo tipo floral, mas categorias diferentes (LG e LP, BG e BP), constatou-se
distin¢éo significativa na corola e similaridade nos verticilos reprodutivos. Os maiores comprimentos do
gineceu foram dos tipos florais longistilas, podendo observar que ocorreram diferencas nos morfos florais
LG e LP e nos BG e BP. As maiores médias de comprimento do androceu foram dos tipos florais
brevistilos. O morfo floral LP se destacou com o maior comprimento do cdlice, diferenciando-se do morfo
LG. As maiores médias de abertura da corola foram observadas entre os morfos florais de categoria
grande e foram observadas diferencas significativas entre os mesmos tipos florais LG e LP e os BG e
BP. Quanto ao didmetro da corola,morfos da categoria grande apresentaram as maiores médias, tendo
LG o maior didmetro (Tabela I).

O célculo do indice de reciprocidade (IR) apontou menor valor na rela¢do entre o estigma da flor
longistila e as anteras da brevistila (IRA) do que entre estigma da brevistila e as anteras da longistila
(IRB) para as duas categorias de tamanho. Os morfos florais de categoria grande obtiveram as menores
médias (préximas de zero) constatando uma hercogamia perfeita. No morfo de categoria pequena, o
IRB foi 0 maior valor observado (IRB= 0,10), porém préximo de zero, indicando presencga de hercogamia
reciproca (Tabela Il).
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TABELA|

Atributos florais de VarroniacurassavicaJacq. em banco de germoplasma no Norte de Minas
Gerais. Médias (mm) e desvio padréo dos morfos florais. LG — Longistila Grande, BG — Brevistila
Grande, LP - Longistila Pequena, BP — Brevistila Pequena.

Atributos Florais Morfos Florais
LG** (mm) BG (mm) LP (mm) BP (mm)
Comprimento da flor* 6,47:063a  6,07+0,63b  586:040bc  550+0,36¢
Comprimento do gineceu*™ 5 33,9770 345:044b  453:0,6la  3,03+0,36b
Comprimento do estame** 3,99:052a  535:041b  3,99:046a  505+0,17b
Comprimento do calice™ 2,87+035a  3,06:047ab  3,18+037b  2,82:0,40a
Diametro da corola** 8,62:0,14a  839+0,87a  7,32:0,66b  7,27+0,60b
Aberwrainterna dacorola™ 5 n0.921ah  2,10+0,23a 1,86:000b  1,58+0,14c

*Letras diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa no Anova, seguido pelo Teste de Tukey (P < 0,05).
**|_etras diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa no Kruskall Wallis, seguido pelo Teste de Dunn
(P< 0,05).

TABELA I

Reciprocidade entre os elementos sexuais de flores brevistilas e longistilas de
VarroniacurassavicaJacqg. em banco de germoplasma no Norte de Minas Gerais. LG - Longistila
Grande, BG — Brevistila Grande, LP — Longistila Pequena, BP — Brevistila Pequena. RA: indice de

reciprocidade de 6rgaos reciprocos altos; RB: indice de reciprocidade de 6rgaos reciprocos

baixos.
Reciprocidade Morfos florais
Categoria Grande (LG/BG) Categoria Pequena (LP/BP)
RA 0,0076 0,0718
RB 0,0495 0,1003

Os morfos da categoria grande detém as maiores alturas dos 6rgaos sexuais das flores de V.
curassavica (Figura 3). As flores de tipo floral longistila possuem a maior altura do gineceu com o morfo
LG sobressaindo com 5,53 mm de altura. Por outro lado, os maiores comprimentos do androceu foram

encontrados nas flores de tipo floral brevistilas com o morfo BG tendo a maior altura, 5,28 mm (Figura 1).
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Figura 1 Altura dos 6rgéos reprodutivos das flores de diferentes morfos florais de Varronia curassavica Jacq. em
banco de germoplasma no Norte de Minas Gerais. LG — Longistila Grande, BG — Brevistila Grande, LP — Longistila
Pequena, BP — Brevistila Pequena. A) Altura do gineceu e androceu dos morfos florais da categoria grande, B)
Altura do gineceu e androceu dos morfos florais da categoria pequena.

3.2 Biologia Floral

As flores dos quatro morfos florais tém antese diurna, abrem-se entre 8h e 9h. No momento da
abertura das flores, os ramos do estigma encontraram-se reunidos, centralizados e orientados para cima,
nos morfos florais LG, BG e BP, a partir das 9h30min, os ramos comecaram a se separar, maximizando
a exposicao da area estigméatica. No morfo LP, os ramos se separam no momento da abertura floral.

Nas flores BG e LG, a corola permaneceu com coloracdo branca até as 16h, quando comegou a
apresentar tonalidade amarelada; a partir das 17h30min, a corola comecou a murchar e apresentou
aspecto senescente. Nas flores do morfo floral de categoria pequena, o amarelecimento da corola
aconteceu previamente; a partir das 15h30min, foi possivel visualizar flores amareladas e sem brilho,
apresentando aspecto senescente as 17h. Apés o murchamento, a corola comegou a desprender-se
com facilidade. Com o anoitecer, a corola encontrou-se amarronzada.

As anteras dos quatro morfos florais se tornaram deiscentes, a partir da abertura das flores, com

abundante liberagdo de polen. A partir das 11h30min, as anteras comecgaram a amarelar, as 17h se
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encontraram murchas e sem graos de pélen. As anteras das flores do morfos de categoria pequena se
encontraram murchas, a partir das 13h30min, adquirindo coloracdo marrom.

Nao houve alteragdo de coloragdo na regido estigmatica ou no gineceu, que permaneceram
esbranquicados durante toda a antese. As flores dos quatros morfos apresentaram longevidade de um
dia. No teste de receptividade estigmatica, foi observado maior borbulhamento entre 9h e 11h, reduzindo

apoés as 12 h.

3.3 Dinamica da Inflorescéncia

Apés a abertura das primeiras flores, as inflorescéncias apresentam tempo e vida de 7 a 8
semanas. Foi possivel observar, ao longo do desenvolvimento da inflorescéncia, a presenca simultanea

de botdes florais, flores abertas, frutos imaturos e maduros (Figura 1).

Figura 2: Inflorescéncias de Varronia curassavica Jacq. em banco de germoplama no Norte de Minas. A)
Padrdo de inflorescéncia no inicio de abertura das flores (12 avaliacdo); B) Inflorescéncia do morfo
Brevistila Grande (BG) na 72 semana de avaliagdo; C) Padrao de inflorescéncia na dltima semana de
avaliacéo.

A quantidade de botdes florais foi maior nas 12 e 22 semanas de avaliacdo para todos os morfo
florais; os morfos LP e BP apresentaram maior nimero de botdes simultaneamente, 187 e 139,
respectivamente. Apés a 3% semana, ocorreu queda no nimero de botdes florais, estendendo-se até o
final das avaliacdes; os morfos brevistilos tém maior duracdo de botdes, estendendo até a 7% semana
(Figura 2).

Com o inicio da abertura das primeiras flores (12 semana), morfos florais LP e BP apresentaram a
maior média de flores. O pico de flores abertas ocorreu na 4% semana, a média diaria de flores abertas
foi nove em LP e oito em BP. Nos morfos LG e BG, o pico de flores ocorreu na 3% semana, sendo a

média de flores abertas por dia, sete e quatro, respectivamente. A abertura de flores foi verificada até a
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62 semana de avaliacdo nos morfos LG, BP e LP; no morfo BG, foram registradas flores até a 72 semana
(Figura 3).

A frutificacdo foi registrada, a partir da 22 semana, individuos com morfos florais LG e BG
apresentaram a maior média de frutos produzidos simultaneamente, 48 e 36, respectivamente. O pico de
frutificacdo nos morfos LG e BG ocorreu na 52 e 42 semana, respectivamente. Nos morfos de categoria
pequena, a média de frutos produzidos foi de 27 em LP e 21 em BP, com pequena variagao de frutos no
decorrer das semanas e pico de frutificacdo na 62 semana (Figura 3).

Frutos maduros foram visualizados em poucas inflorescéncias; nos morfos longistilo foi observada
maior média de frutos maduros, com dois frutos em LG e um fruto em LP. Nas plantas de morfo floral
grande, ja se visualizavam frutos maduros, na 62 semana, enquanto, nos morfos pequenos, os frutos
maduros foram observados na 82 semana (Figura 3).

Com o decorrer das semanas, algumas inflorescéncias dispersaram frutos. Nas inflorescéncias de
categoria grande, isso ocorreu, a partir da 62 semana, com reducdo de 40% dos frutos e 60% na 72
semana. Nos morfos florais da categoria pequena, a dispersdo ocorreu, na 72 semana, com reducéo de

30% dos frutos e, na 82, com reducéo de 40% (Figura 3).

3.4 Producéo, Viabilidade do Grao de Pdlen e Relagdo Polen/Ovulo

O numero médio de grdos de podlen por flor para a espécie foi 2471, no entanto a producéo de
graos de pdlen foi distinta entre os morfos florais (F=11,70, p<0,001). A menor média de grdos de pdlen
produzidos foi observada no morfo LG, no qual foi registrada a flor com o menor nimero de grdos de
polen, isto é, 480; enquanto a maior produtividade média foi registrada no morfo BG, que apresentou a
flor com maior nimero de graos de pdélen, isto €, 5460. Ao analisar as categorias de tamanho, as flores
grandes foram distintas entre si, enquanto as pequenas apresentaram nUmero de grdos de pdlen
semelhantes. Dentro de cada tipo morfolégico, foram observadas produtividades distintas entre as flores
longistilas (LG e LP) e brevistilas (BG e BP) (Tabela lll).

A viabilidade polinica média da espécie foi 89,21%, sendoo bservadas diferencas significativas
entre morfos florais (F=17,71, p<0,0001). A maior viabilidade polinica foi observada nas flores BP e a
menor nas LP. A flor que apresentou maior viabilidade foi pertencente ao morfo LG, com 99%, enquanto
a menor viabilidade foi observada em flores LP, com 70% dos gréos corados. As viabilidades polinicas
dos morfos LG, BG e BP foram semelhantes e se distinguiram significativamente do morfo LP (Tabela
II). A relagdo polen/évulo sugere a xenogamia facultativa como sistema reprodutivo para todos os

morfos-florais (Tabela Il1).
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Figura 3: Dindmica do desenvolvimento da inflorescéncia de Varronia curassavica Jacq. a) Flores
Longistilas Grandes (LG); b) Flores Brevistilas Grandes (BG); c) Flores Longistilas Pequenas (LP); d)
Flores Brevistilas Pequenas (BP).
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TABELA I

Médias e desvio padrao da viabilidade polinica, producéo de grédos de polen, nimero de 6vulos e
relacdo pélen 6vulo nos morfos florais de Varronia curassavica Jacq em banco de germoplasma
no Norte de Minas Gerais. LG — Longistila Grande, BG — Brevistila Grande, LP — Longistila
Pequena, BP — Brevistila Pequena.

Morfos Elorais Producé&o graos pélen Viabilidade polinica (%)  Relag&o Pdlen/6vulo
LG 1627,4 £ 890,0 a 912+6,1a 406,85
BG 3097,0 £ 1160,3 b 91,3+4,7a 774,25
LP 2794,0 £ 921,4 bc 82,0+55hb 698,50
BP 2365,4 + 694,7 ¢ 922+46a 591,35

Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa (P < 0,05) entre os morfos florais. Para a para a
producao de pdlen, foi realizada Anova, seguido do Teste de Tukey, para a viabilidade polinica, foi realizado o teste
de Kruskal-Wallis, seguido de Teste de Dunn.

3.5 Sistema Reprodutivo

Varronia curassavica Jacq €& ndo apomitica, predominantemente autoincompativel (1Al
média=0,097), com hercogamia funcional confirmada pela baixa frutificacdo na autopolinizacao
esponténea (Tabela IV, Figura 4). As elevadas frutificagbes nos cruzamentos legitimos, dentro da
mesma categoria, em relagdo a apomixia, autopolinizagdo espontanea e manual, demonstram a
dependéncia de agentes polinizadores e da presenca de morfos distintos para a manutencdo da
reproducdo sexuada nas populacbes. Os tratamentos de autopolinizacdo espontdnea, apomixia,
autopolinizacdo manual e cruzamentos ilegitimos, dentro da mesma categoria, ndo se distinguiram entre
0s morfos, todos apresentando valores proximos de zero, confirmando o sistema de incompatibilidade
heteromorfica para cada categoria de tamanho. No entanto foram observadas diferencas no sucesso
reprodutivo para os demais tratamentos entre os morfos florais. O maior sucesso na polinizacdo natural
foi observado nos morfos longistilos, enquanto a menor frutificacdo ocorreu no morfo BP, que se
diferenciou dos demais. Nos cruzamentos legitimos dentro da mesma categoria, foi observada
frutificacdo cerca de duas vezes maior nos morfos de categoria grande em relagdo aos pequenos, com
maior frutificagdo no morfo BG, que se distinguiu dos demais. Em relacdo aos cruzamentos legitimos
entre categorias, foi observada maior producdo de frutos nos morfos grandes, destacando-se o LG,
enquanto a menor frutificacdo foi observada no BP, que se diferenciou dos demais morfos. Os
cruzamentos ilegitimos foram distintos entre categorias, com frutificacdo ocorrendo apenas nos morfos
grandes, demonstrando o rompimento a autoincompatibilidade intramorfo entre categorias pelos morfos
LG e BG (Tabela 1V, Figura 4).

Os morfos florais apresentaram respostas distintas em relacdo aos testes de polinizagédo (Tabela
IV, Figura 5). No geral, os morfos grandes apresentaram maior sucesso reprodutivo e compatibilidade
com diferentes fontes de polen que os morfos pequenos; o morfo BG apresentou os maiores valores e
frutificacdo em maior nimero de testes. As distingdes estdo relacionadas a compatibilidade com pélen

dos morfos grandes com poélen ilegitimo entre categorias de tamanho, além da autocompatibilidade. Em
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relacdo ao IAl, os morfos LG, LP e BP sédo definidos como incompativeis e, portanto, obrigatoriamente
xendégamos, enquanto o morfo BG é autocompativel, com sistema reprodutivo misto, com frutos
provenientes de autopolinizacdes e, predominantemente, polinizacdes cruzadas. Esses resultados

demonstram o complexo sistema reprodutivo da erva-baleeira, com variagdes funcionais intramorfo.

TABELA IV

Sistema reprodutivo em Varronia curassavica Jacq., em banco de germoplasma no norte de
Minas Gerais. LG - Longistila Grande, BG — Brevistila Grande, LP — Longistila Pequena, BP —
Brevistila Pequena.

L Morfos florais: Porcentagem de frutificacdo (nimero Valor do
Testes de Polinizacao d ~
e botbes ou flores) teste e
LG* BG Lp BP S|gn|ife|1cénc
Tall 3 *
Polinizag&o Natural 30,37 (1788) 20,84 26,84 (133  HE1126
aA (1514)aA (2333)aA bAC P=0,01
Autopolinizag&do Espontanea 0,82 (1902) 1,21 0,29 0,36 H=1,57
aBC (2143) aBD  (2196)aBC  (2245)aB P=0,66
Apomixia 0,00 0,00 0,00 0,00 N&o houve
(71)B (65)B (77) BC (71)B frutificacdo
Autopolinizagdo manual 1,81 21,11 1,25 0,00 H= 3,28
(56)aBC (53)aAD (51)aBC (56)aB P=0,34
Cruzamentos legitimos dentro
da mesma categoria de
tamanho (dados dispostos no 45,10 70,01 22,01 28,43 F=6,24
morfo  receptor de pdlen) (51)abA (57)bC (55)aA (59)aC P=0,02
(LGXBG; BGXLG; LPxBP;
BPxLP)
Cruzamentos legitimos entre
categorias de tamanho (dados
dispostos no morfo receptor de 54.74 10,21 1,58 H=14,71

pélen) (dados dispostos no 22,56 (52)bA

. (55)aA (57)bcAC (55)cAB P=0,02

morfo  receptor de pdlen)
(LGXBP; BGXLP; LPXBG;
BPXLG)
dcruzamemos "eg"timos(lgittéo 0,00 0,00 0,00 0,00  N&o houve

a mesma categoria ; ’ ’ ! ’ e
BGXBG: LPXLP: %PXBP) (55)B (53)B (54) BC (53)B frutificacdo
Cruzamentos ilegitimos entre 15.57 0.00 0.00 H=10 84
categorias (LGXLP; BGXBP; ' 21,82(55)aA ' ! .
LPXLG: BPXBG) (50) aAC (57) bBC (52)bB P=0,013
Valor do teste e significancia H= 59,80 H= 53,04 H=38,11 H=19,21 1Al médio

P=0,00 P=0,000 P=0,000 P=0,007

indice de autoincompatibilidade 0.04 0.30 0.05 0.00 0.09

(A1)

*Letras minudsculas distintas na mesma linha indicam diferengas significativas na frutificagdo de um teste de
polinizacdo entre os morfos florais (p< 0,05).

**|_etras mailsculas distintas na mesma coluna indicam diferencgas significativas na frutificagdo entre os diferentes
testes de polinizagdo em um morfo floral.
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Figura 4: Porcentagem de frutificacdo nos diferentes testes de polinizacdo em Varronia curassavica Jacq., em banco de germoplasma no Norte de Minas
Gerais. A: Polinizac@o natural (PN); B: Autopolinizagdo espontanea (AE); C: Autopoliniza¢cdo manual (AM); D: Cruzamento legitimo na categoria (CLC); E:
Cruzamento legitimo entre categorias (CLeC); F: Cruzamento ilegitimo entre categorias (CleC). BG - brevistila grande, BP - brevistila pequena, LG- longistila
grande, LP- longistila pequena. Os testes de apomixia (AP) e cruzamento ilegitimo na categoria (CIC) ndo apresentaram frutificacdo para nenhum dos

morfos, por isso, ndo foram apresentados (Tabela 2).
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Figura 5: Porcentagem de frutificacdo nos testes de polinizacdo em diferentes morfos florais de Varronia
curassavica Jacd., em banco de germoplasma no Norte de Minas Gerais. A: Longistilas Grandes (LG); B:
Brevistilas Grandes (BG); C: Longistilas Pequenas (LP); D: Brevistilas Pequenas (BP). PN= polinizacao
natural, AE= autopolinizacdo espontanea, AP= apomixia, AM= autopolinizagdo manual, CLC=
cruzamentos legitimos na categoria, CLeC= cruzamento legitimo entre categorias, CIC= cruzamento
ilegitimo na categoria, CleC= cruzamento ilegitimo entre categorias.

4 DISCUSSAO

Os dados das caracteristicas morfolégicas demonstram que as flores dos acessos da erva-
baleeira, no banco de germoplasma, apresentam os polimorfismos basicos de espécies distilicas tipicas,
como o morfo longistila que tem a maior altura do 6rgdo sexual feminino e o morfo brevistila possui a
maior altura do 6rgdo sexual masculino, além de variacdo no tamanho da abertura da corola e no
tamanho do célice. Estes resultados corroboram com os de Zang et al.(2014) com a espécie Arnebia
szechenyi (Boraginaceae), 0s quais observaram que a altura do gineceu e a altura da androceu diferiram
significativamente entre os morfos brevistilos e longistilos. Teixeira et al. (2004),em estudos da
morfometria de Psychotria barbiflora DC. (Rubiaceae), constataram diferenca significativa em relagcéo ao
comprimento do estilete das flores brevistilas e a altura das anteras das flores longistilas, entretanto a
relacdo entre o comprimento do estilete das flores longistilas e a altura das anteras das flores brevistilas
(2018),

apresentou diferenca significativa. Novo et al. em estudo com a espécie Guettarda
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platypoda (Rubiaceae), verificaram que dois morfos florais na populacdo apresentaram diferenca
significativa na altura do estigma e posicao similar de anteras em altura, indicando que o mecanismo
presente é o dimorfismo estilar. Em espécies com dimorfismo estilar, as anteras permanecem,
aproximadamente, na mesma altura em ambos os morfos e, em espécies distilicas, a altura da antera
tende a ser reciproca para a do estigma do morfo oposto (Ferrero et al., 2009, 2011).

O horario de abertura dos quatro morfo florais, isto &, entre as 8h e 9h, a senescéncia floral e a
longevidade, observadas no presente estudo, ja foram registradas para outras populaces de erva-
baleeira (Brandao et al. 2015; Hoeltgebaum, 2017) e sdo comuns para flores de Boraginaceae (Machado
et al., 2010). O horario de maior borbulhamento coincidiu com a elevada presenca de visitantes florais e
de disponibilidade de polen. Dessa forma, recomenda-se que a polinizacdo seja realizada, durante o
periodo da manha, entre 9 e 11h, nas semanas em que haja maior floracdo da planta. A realizacédo de
cruzamentos artificiais, sem o conhecimento da biologia floral, pode promover resultados incorretos
quanto a capacidade de frutificacdo dos individuos (Fonseca et al., 2013).

Quando se considera o maior nimero de botdes florais de brevistilas, na inflorescéncia, com o
namero de frutos, constata-se que houve baixa frutificagdo. Branddo (2015) verificou que as
inflorescéncias de V. curassavica apresentaram florescimento irregular e baixa frutificagdo, corroborando
com os dados deste estudo. De acordo com (Smith et al., Dados ndo publicados), a espécie pode
florescer e frutificar em qualquer época do ano e de forma irregular.

O morfo BP apresentou porcentagem de frutificacdo menor que 30%, provavelmente,em razéo da
menor eficiéncia do agente polinizador em acessar o estigma, que se encontra no interior do tubo da
corola, além disso,esse morfo apresenta a menor abertura da corola. A eficiéncia da transferéncia de
pélen entre os morfos pode ser diferente pela interacdo entre a forma floral e o contato do polinizador
com os 6rgdos reprodutivos (BARRET, 2004). Como a maioria das plantas heterostilicas, a espécie é
adaptada para polinizagdo, por agentes polinizadores de aparelho bucal tipo sugador e lambedor
(principalmente, abelhas e borboletas), por possuir flores tubulares e actinomorfas (Sanchez et al.,
2008; Ferrero et al. , 2011 ), a limitacdo destes polinizadores pode ser um dos fatores que contribui para
0 elevado aborto de frutos observado no morfo BP. Diferengas na eficiéncia do polinizador e a
consequente limitagdo de pdélen, para um dos morfos, diminuem sua fecundidade (Eckert e Barrett,1994;
Arroyo e Dafni,1995).

V. curassavica exibiu precisamente a correspondéncia reciproca na posi¢do do estigma e antera,
para as duas categorias de tamanho, que é a sindrome morfoldgica tipica em espécies distilicas. Logo
as flores possuem distilia, com variagdo nas alturas de pistilos e estames entre os individuos dos
diferentes morfos, sugerindo que a hercogamia reciproca é perfeita. Para Barrett (2004), a principal
funcdo da hercogamia reciproca é reduzir a interferéncia fisica entre anteras e estigmas, melhorando a
fertiidade masculina. No geral, espécies distilicas e hercogamicas apresentam sistema de polinizacao
eficiente na troca de pélen intermorfo (Maruyama et al., 2010; Novo, et al., 2018). Essa reciprocidade de
estigmas e anteras, como um dispositivo mecéanico, para promover polinizagdes legitimas mediadas por
insetos, reduziria o desperdicio de polen decorrente de polinizag8es ilegitimas ineficientes (Barrett,
1992).

A menor produtividade de polen, nas flores LG (1627 graos por flor), vai de encontro as

observacbes de Zang et al. (2014), em estudo do polimorfismo floral de Arnebia szechenyi
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(Boraginaceae), em que flores longistilas produziram, significativamente, mais graos de pélen do que
flores brevistilas. Por outro lado, nos morfos de categoria pequena, a maior quantidade de grdos de
poélen foi observada no morfo LP. Com excegdo do presente trabalho, algumas espécies de
Boraginaceae, como Amsinckia douglasiana (Ganders,1976), Lithospermum californicum (Dulberger,
1992) e Pulmonaria obsura (Olesen, 1979) tém flores de morfo floral longistilo, produzindo
significativamente mais graos de poélen do que flores do morfo brevistilo.

Segundo Flanklin et al. (1995), a viabilidade polinica é fundamental para a analise da fertilidade do
polen, podendo auxiliar no desenvolvimento de programas de melhoramento genético (Dafni, 2005). No
presente estudo, a viabilidade polinica de V. curassavica foi considerada alta (acima de 80%), sendo
este, portanto um fator importante para a frutificacdo. Gasparino e Barros (2009), em estudos polinicos
da familia Boraginaceae, constataram que os grdos de poélen de flores brevistilas e longistilas séo
morfologicamente similares, porém flores brevistilas apresentam maior nidmero de grdos de pdlen
invidveis, divergindo dos resultados observados no presente trabalho, em que LP apresentou a maior
porcentagem de graos inviaveis (28%). Novo et al. (2018) observaram resultados similares, em que uma
espécie distilica da familia Rubiaceae apresentou viabilidade menor para as longistilas (80,4%). Coelho
et al. (2004) verificaram alta viabilidade dos grdos de pélen (96%) em ambos os morfos florais de
Psychotria poeppigiana. Teixeira et al. (2004), em espécies distilicas da familia Rubiaceae, observaram
producdo e viabilidade de grdos de pdélen de 98% e 97%, para flores brevistilas e longistilas,
respectivamente. Os testes com corantes, tal como o realizado no presente estudo e na maior parte das
pesquisas, embora sejam técnicas muito atrativas pela simplicidade e rapidez, mascaram ou
superestimam a viabilidade polinica, sugerindo a realizacdo de avaliacbes mais apuradas, como
germinacao in vitro para a afericao da vitalidade do gréo de pd6len (Munhoz et al. 2008).

A relagdo podlen/ovulo classificou a espécie como xenogamica facultativa. Esse resultado
corrobora com os encontrados por Hoeltgebaum (2017) e Brandao et al. (2015) para a mesma espécie.
No entanto confronta os resultados do sistema reprodutivo que demonstram que apenas o morfo BG é
xenogamico facultativo, ou misto, enquanto os morfo LG, LP e BP apresentam sistema xendégamo
obrigatorio. O conflito entre os indices demonstram que diferentes métricas devem ser usadas na
compreensao das estratégias reprodutivas das espécies de interesse.

O maior sucesso reprodutivo nas polinizacdes manuais intermorfos do tipo floral brevistila, em
relagdo a polinizagdo natural, pode ser explicado pela maior dificuldade de acesso do estigma desse
morfo ao polinizador. A transferéncia de polen de anteras mais altas (Brevistila), para estigmas mais
altos (Longistila), é favorecida ela facilidade no contato por uma gama muito grande de visitantes,
enquanto o contrario € dificultado, muitas vezes, pela morfologia floral (Pailler e Thompson, 1997). Um
estudo de Keller et al. (2014) sobre transferéncia de pélen pode explicar esse fato. Ele constatou que as
anteras brevistilas exportaram quase todo o pélen, para estigmas compativeis (longistilas) e apenas
pequena fracdo de podlen para estigmas incompativeis (brevistila). As anteras longistilas, no entanto
exportaram grande fracdo de polen para estigmas incompativeis (longistilas),assim, o pdélen de flores
brevistilas teve probabilidade maior de atingir um estigma reciproco (longistila) do que o polen de flores
longistilas.

A auséncia ou baixa frutificacdo, nos testes de apomixia, autopolinizacdo e polinizacéo intramorfo,

demonstram a dependéncia da atuacdo dos polinizadores para a reproducdo sexuada. As flores de V.
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curassavica sdo muito visitadas por insetos das ordens Coleoptera, Hemiptera, Diptera e Hymenoptera
(Brandao et al., 2015).Essa polinizacdo generalista garante a frutificacdo, em ambiente de cultivo, como
o local do presente estudo.

A compatibilidade observada, na autopolinizagdo e nos cruzamentos ilegitimos no morfo BG,
corrobora com os resultados de Taisma e Wolfang (2005) que observaram na erva-baleeira formacéo de
fruto no morfo brevistila (19%, p<0,01) em polinizagBes intramorfos. No morfo floral BG, o indice de
autoincompatibilidade (IAl) foi superior a 0,25 e, de acordo com Bullock (1985), o limite para se
considerar uma espécie autoincompativel seria 0,25; assim, esse dado indica ocorréncia de quebra de
incompatibilidade heteromérfica para as plantas de morfo BG. O resultado do experimento de
polinizacdo com Pulmonaria officinalis (Boraginaceae) de Bryset al.(2008) revelou que, nos estigmas
de ambos os morfos, quase 60% do polen ilegitimo depositado conseguiram germinar, mostrando a
quebra de incompatibilidade da espécie distilica. Resultados semelhantes com baixa formacédo de
frutos em autopolinizacdo e polinizacdo cruzada ilegitima foram encontrados para outras espécies
heterostilicas (Coelho, 2004; S&, 2016). O sistema de incompatibilidade, nas espécies da familia
Boraginaceae, ndao é muito rigoroso (Olesen 1979; Richards e Mitchell 1990; Bryset al. 2008),
apresentando flexibilidade diante de pressdes ambientais, fato que pode estar ocorrendo com plantas de
flores BG de V. curassavica.

Em V. curassavica, os padrdes de cruzamentos foram desarmébnicos, apesar da forte
reciprocidade de estigmas e anteras. A quebra do mecanismo de incompatibilidade heteromérfica vem
sendo associada a varios fatores, tais como auséncia de polinizadores (Santos, 2002), desvios na

proporcao de morfos (Ganders, 1979) e ampliacdo da distribuicdo geografica (Sobrevila et al. 1983).

5 CONCLUSAO

- No banco de germoplasma de V. curassavica do ICA-UFMG, foi confirmada a distilia, com quatro
morfos florais distintos, divididos nas categorias de tamanho grande e pequeno.

- As flores da erva-baleeira apresentaram longevidade de um dia, com maior liberagcéo de gréos de
polen e receptividade estigmética pela manhd, horério sugerido para a realizacdo das polinizacdes
manuais.

- Os individuos do tipo floral brevistila exibiram maior porcentagem de graos de pélen viaveis.

- Varronia curassavica exibe a hercogamia reciproca, favorecendo o cruzamento entre morfos da
mesma categoria de tamanho.

- A espécie é ndo apomitica, classificada como xenégama facultativa, no entanto o morfo floral BG

rompeu as barreiras da autoincompatibilidade e incompatibilidade heteromérfica.
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