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RESUMO

Passiflora setacea D.C. é uma espécie de maracuja nativo do Cerrado, objeto de
pesquisas de melhoramento genético e com potencial para a comercializagdo em larga
escala. Essa espécie apresenta antese noturna, tendo como provaveis polinizadores
mariposas e morcegos. O presente estudo teve como objetivo verificar a ocorréncia de
autopolinizacdo na espeécie e identificar o seu polinizador. Para tanto, foi realizada uma
manipulacdo em um plantio experimental de P. setacea, que visou o isolamento do
polinizador em trés niveis: isolamento total, parcial e flores livres. Os resultados
indicaram auséncia de autopolinizacdo e sugeriu que o polinizador efetivo seja um
vertebrado noturno, sendo Chiroptera o grupo mais provavel, principalmente por ter
sido verificado grdos de poélen da flor na pelagem de individuos capturados e que
forrageavam flores na &rea de estudo. Entender essa relacdo planta-polinizador é
importante para a garantir o sucesso reprodutivo de espécies nativas, principalmente as
com frutos potencialmente comerciais, como P. setacea.

Palavras-Chave: = Maracuja-do-sono.  Autopolinizacdo.  Polinizagdo  cruzada.
Chiroptera.

DETERMINATION OF THE EFFECTIVE POLLINATOR OF Passiflora setacea D.C.
(PASSIFLORACEAE).

ABSTRACT

Passiflora setacea D.C. is a specie of passion fruit native of Cerrado, object of
genetic improvement research and with a potential for large-scale commercialization.
This specie is characterized by a nocturnal anthesis, having moths and bats as its
probable pollinators. This study aimed verify the presence of self-pollination in the
specie and identify its pollinator. Therefore, an experiment was conduct in an
experimental plantation of P. setacea, which aimed the isolation of the pollinator in
three levels: total isolation, partial and free flowers. The results indicated self-
pollination absence and that its effective pollinator must be a nocturnal vertebrate, being
Chiroptera the most probable group, mainly because it has been verified pollen on the
fur of individuals that were captured and foraging flowers in the study area. Understand
the relation between plant-pollinator is important to ensure the reproductive success of
native species, mostly these species with potentially commercial fruits, such as P.
setacea.
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1. Introdugéo

A condicdo séssil das plantas gera a incapacidade desses organismos de ir em
busca de parceiros sexuais, alimentos e até mesmo de escapar atraves do movimento de
condicdes ambientais ndo favordveis (RAVEN et al., 2001). Sendo assim,
estabeleceram relacbes com o ambiente fisico e com 0s outros organismos que
possibilitaram o desenvolvimento de adaptacdes a essa condi¢cdo de mobilidade restrita
(JANZEN, 1972; OLIVEIRA,; PIE, 1998). Um exemplo s&o as interacOes estabelecidas
entre plantas e animais, como a polinizacdo e a dispersdo, que aumentam a
probabilidade de sucesso de um evento reprodutivo.

Um evento de polinizacdo bem sucedido € primordial para a reproducdo
(FAEGRI; VAN DER PIL, 1971), sem o qual ndo haveria formacdo de frutos e
sementes. A polinizacdo consiste na transferéncia de graos de polen das anteras para o
estigma da propria flor ou de flores de outros individuos (RAVEN et al., 2001), sendo
ela responsavel pelo fluxo génico entre as populagdes vegetais (KAGEYAMA;
GANADARA, 1998).

Aproximadamente 80% das angiospermas sdo hermafroditas, sendo
potencialmente capazes de realizar auto-fecundacdo (PROCTOR et al., 1996).
Entretanto, a maioria delas apresenta mecanismos que impedem ou diminuem a
probabilidade de ocorréncia de autogamia e que aumente os eventos de fecundacgéo
cruzada, o que, evolutivamente, resulta em maior variabilidade genética (RICK, 1976;
PARKER; HAMRICK, 1992; BRAMMER, 2002), logo, um maior valor adaptativo as
mudangas ambientais (FUTUYMA, 1997).

A familia Passifloraceae é composta tanto por espéecies autogamicas, quanto de
espécies dependentes da fecundagdo cruzada (LORENZ-LEMKE, 2006). Sdo em sua
maioria trepadeiras e estdo amplamente distribuidas nas regides dos tropicos,
subtropicos e regides subtemperadas quentes da América, Africa e Asia
(KOSCHNITZKE; SAZIMA, 1997; BERNACCI et al., 2003). E composta por doze
géneros, dos quais quatro sdo encontrados no Brasil: Dilkea, Mitostemma, Tetrastylis e
Passiflora (CERVI, 1997), sendo o ultimo o mais diverso (FALEIRO et al., 2005), com
cerca de 400 espécies (CERVI, 1997), sendo que 200 podem ser encontradas em regides
de Cerrado (SOUZA; MELETTI, 1997).



Nas espécies de passiflordceas autoincompativeis ha uma variedade de estruturas
morfologicas, fisioldgicas e, inclusive, barreiras temporais que impedem a
autofecundacéo e que também estdo relacionadas com o tipo e a gama de polinizadores
(VARASSIN et al.,, 2001; LORENZ-LEMKE, 2006). Estudos de polinizacdo em
Passifloraceae indicam uma alta variedade de polinizadores em fungdo das diferencas
morfolGgicas e temporais entre suas espécies, com uma maior incidéncia de abelhas e
beija-flores como seus principais polinizadores (JANZEN, 1968; GOTTSBERGER et
al., 1988; SAZIMA; SAZIMA, 1989; CAMILLO, 1996; KOSCHNITZKE; SAZIMA,
1997; VARASSIN; SILVA, 1999; ACIOLI, 2003; KILL et al., 2010). Entretanto, j& se
tem estudos que indicam polinizacdo por vespas em Passiflora suberosa L.
(KOSCHNITZKE; SAZIMA, 1997), por mariposas em Passiflora capsularis L.
(ACIOLI, 2003) e por morcegos em Passiflora mucronata Lam. (SAZIMA; SAZIMA,
1978), Tetrastylis ovalis (Vell. ex M. Roem.) Killip (BUZATO; FRANCO, 1992),
Passiflora galbana Mast. (VARASSIN et al., 2001) e Passiflora penduliflora Bertero
ex DC. (KAY, 2001). Vogel (1983) sugeriu que o baixo numero de registros de
quiropterofilia, estd associado a falta de estudos com espécies de antese noturna, e, que
0 aumento de pesquisas aumentaria 0 nimero de espécies desse grupo caracterizadas
com essa sindrome de polinizagao.

Uma das espécies de antese noturna do género Passiflora que nao possui registro
na literatura de seu polinizador efetivo é a Passiflora setacea D.C. (SOUZA et al.,
2008), também conhecida como maracuja-do-sono, maracuja-do-cerrado ou maracuja-
sururuca (WONDRACEK et al., 2008). E uma espécie nativa do Cerrado e pode ser
encontrada também em regibes de Caatinga (OLIVEIRA; RUGIERO, 2005). Por ser
uma flor noturna (SOUZA et al.,, 2008), a mesma estd sujeita a visitagdo de
polinizadores como quirdpteros, himenopteros, lepidopteros e/ou coledpteros de habito
noturno, tendo como provaveis polinizadores mariposas e morcegos (JUNQUEIRA et
al., 2005).

Essa espécie de maracuja ndo é comercializada em larga escala, entretanto, é
objeto de cultivos experimentais, principalmente para a realizacdo de trabalhos
direcionados ao melhoramento genético de espécies de maracujas comerciais — a
exemplo, Passiflora edulis e P. alata (JUNQUEIRA et al. 2005), e, ainda, a sua
utilizacdo como porta-enxertos devido a sua resisténcia a patdgenos e a morte precoce
(FALEIRO, 2005; SANTOS et al., 2005). Além disso, Costa e seus colaboradores



(2008) evidenciaram a presenca de substancias com propriedades soniferas e calmantes
nas folhas e frutos, caracteristicas que podem contribuir para incentivar a producao em
larga escala de P. setacea. No entanto, o sucesso e a viabilidade de um plantio estdo
associados a producédo de frutos e sementes, que dependem do sucesso de polinizagdo
das flores (OLIVEIRA; RUGIERO, 2005). A falta de conhecimento sobre a floracéo, a
frutificacdo e a polinizagdo de Passiflora setacea dificulta o desenvolvimento de
técnicas de plantio para a sua comercializacdo (ATAIDE et al. 2012).
Consequentemente, é preciso desenvolver pesquisas acerca da biologia reprodutiva da
espécie, como por exemplo, a determinacdo do agente polinizador, visando estabelecer
métodos mais adequados para 0 manejo da cultura em escala comercial (KILL; COSTA,
2003).

Nesse contexto, o presente trabalho teve como objetivo verificar a ocorréncia de
autopolinizacdo em Passiflora setacea, variedade BRS Pérola do Cerrado do programa
de melhoramento da Embrapa Cerrados, e, ainda, determinar o polinizador efetivo dessa
espécie a partir da taxa de frutificacdo obtida em um experimento de isolamento de

polinizador.

2. Metodologia

O trabalho foi conduzido em um plantio de Passiflora setacea, variedade BRS
Pérola do Cerrado do programa de melhoramento da Embrapa Cerrados, localizado no

campo experimental da Embrapa Cerrados (CPAC) — Planaltina/GO.

2.1. Experimento de isolamento do polinizador

As plantas estavam dispostas em espaldeira e as observacdes e experimentagdes
em campo foram realizadas a cada 15 a 20 dias durante o periodo de dezembro de 2012
a abril de 2013, entre 16h e 2h. Sendo que, uma semana apds o estabelecimento dos
experimentos, foram realizadas observacOes para verificar o desenvolvimento ou ndo de
frutos nas flores marcadas.

Para o experimento de isolamento do polinizador foram utilizadas 100 flores
para cada um dos tratamentos, totalizando 300 flores. Em cada dia de experimentacao
foram utilizados de sessenta a noventa botbes florais em pré-antese — ou seja, com

potencial de abertura para o dia — o nimero de flores demarcadas variou em funcdo da



quantidade de flores disponiveis. Todos os botbes utilizados no experimento foram
marcados e numerados, sendo que a marcacao foi feita em apenas um botéo por ramo.

O experimento foi baseado na metodologia proposta por Kearns e Inouye
(1993), com adaptacbes, e consiste na implemetacdo de trés tratamentos: 1) com
isolamento total da flor quanto aos visitantes e possiveis polinizadores; 2) com
isolamento parcial; e, por fim, 3) com acesso livre. Para o isolamento total da flor, vinte
a trinta botdes foram ensacados com saco de papel e amarrados com fita crepe (figura
1A), impedindo o total acesso de qualquer visitante. Esse primeiro tratamento verifica a
presenca ou auséncia de autopolinizacdo da espécie, ou seja, a capacidade de produgédo
de frutos e sementes na auséncia de um agente polinizador, fator que poderia interferir
na taxa de frutificacdo dos outros dois tratamentos. No segundo tratamento, foram
colocadas ao redor dos botdes florais armadilhas confeccionadas com tela de arame
hexagonal tipo galinheiro com duas polegadas (figura 1B), obtendo um isolamento
parcial da flor, com o objetivo de impedir a visitagdo e, consequente, polinizagéo por
animais de maior porte, como vertebrados, permitindo acesso de espécies menores. Ja
no terceiro tratamento, os botBes receberam apenas a marcacdo (figura 1C), ficando
disponiveis para todos os visitantes florais, permitindo acesso tanto de espécies menores
quanto maiores.

Apds uma semana da montagem dos experimentos, foram realizadas novas idas
ao plantio para a verificacdo de quais flores foram ou ndo polinizadas, dado obtido a

partir do desenvolvimento ou ndo de fruto.

2.2. Coleta e comparacao de graos de polen

Para realizar a coleta de polen, primeiramente foi feita a captura de morcegos
encontrados na area durante as experimentac6es, com o auxilio de rede de neblina. Apés
a captura, foi feita a coleta de gréos de polen na pelagem desses animais capturados. O
polen fora coletado com o auxilio de um pincel e armazenados em alcool 70%, para
posterior comparagdo da morfologia desses pélens com a morfologia polinica descrita
para a espécie na literatura. O objetivo foi confirmar a origem do polen encontrado no
dorso desses animais, e comprovar se esses animais sao, de fato, visitantes florais de P.

setacea.



Figura 1. A) Tratamento com isolamento total da flor (flor ensacada), para verificar autopolinizacdo; B)
Tratamento com isolamento parcial da flor (com tela). Na figura, é possivel verificar que o tratamento
possibilita a visitacdo por invertebrados de menor porte, nesse caso, a mariposa (B”); C) Botdo floral de
P. setacea momentos antes de sua abertura, com tratamento de livre acesso ao polinizador; e, D) Fruto

proveniente de flor marcada e com livre acesso ao polinizador.

2.3. Analises estatisticas

Foi utilizado um Modelo Linear Generalizado (GLM), familia binomial e funcéo
de ligacdo logit — para verificar o efeito dos tratamentos de isolamento do polinizador. E
um método bastante utilizado em modelagem estatistica, e apropriado para variaveis
categéricas. Consiste em relacionar, através de um modelo, a variavel resposta
categérica com outras varidveis explanatérias que influenciam a ocorréncia de um
determinado evento, no caso, a polinizagédo da flor de P. setacea. A variavel resposta é,
nesse caso, dicotdmica, apresentando apenas dois niveis de resposta, 0 e 1
(fracasso/auséncia e sucesso/presenca do evento, respectivamente). E essa dicotomia é
representada nesse estudo por flores que “ndo produziram frutos” e que “produziram
frutos”. A variavel explanatéria também foi binaria, apresentando apenas dois niveis de
explicacdo — sendo eles: “flores com tela” e “flores livres”.

Para a sele¢cdo do modelo que melhor explicou a variagdo na frutificagdo, foi
realizado uma reducdo de modelos por passos, onde foi feita uma andlise de



Verossimilhanga entre 0 modelo que utilizava o tratamento rede para explicar a variagéo
e 0 modelo que ndo adotava essa variavel como resposta.

Com a andlise do Modelo Linear Generalizado é possivel determinar se a
presenca da tela interfere na polinizacdo, ou seja, se existe dependéncia ou ndo da
polinizagcdo em relagdo ao acesso de visitantes de maior porte. Sendo essa interferéncia
associada a producdo de frutos ap06s o processo de polinizacao.

A unidade amostral adotada foi a flor marcada em cada ramo, independente se
essas sdo do mesmo individuo ou ndo, uma vez que ndo é possivel a separacdo dos
ramos por individuo, visto que esses encontram-se entrelacados.

Para a execucdo da andlise estatistica foi utilizado o Programa R 2.15.3 (R Core
Team, 2013).

3. Resultados e Discussao

Foi evidenciado em campo que o inicio da abertura dos botdes florais de
Passiflora setacea ocorre no final do periodo crepuscular e inicio da noite, entre 18h
30min e 19h 30min, sendo que aproximadamente as 23h todas as flores com potencial
de abertura para a noite ja se encontraram abertas. Suas flores permanecem disponiveis
para os visitantes florais apenas no periodo da noite, iniciando seu fechamento ao
amanhecer, o que impede a polinizagdo também por animais diurnos, a semelhanga do
que ocorre em outras passiflordceas com antese noturna, como P. galbana
Mast.(KOSCHNITZKE; SAZIMA, 1997) e Tetrastylis ovalis (BUZATO; FRANCO,
1992).

O tratamento de isolamento total — flores ensacadas — (figura 1a) ndo resultou no
desenvolvimento de frutos, pelo contrario, uma semana apds o estabelecimento dos
tratamentos todas as flores ensacadas foram encontradas abortadas no interior dos sacos.
O abortamento de flores ndo polinizadas ou que ndo houve sucesso de fertilizacdo é
comum em angiospermas (KERBAUY, 2008). Uma vez que as flores de Passiflora
setacea s6 ficam disponiveis para polinizagdo por algumas horas apds sua abertura, se
ndo forem polinizadas, murcham e, posteriormente, caem. Fenémeno descrito também
para a espécie P. edulis Sims (SIQUEIRA et al., 2009; AGUIAR, 2011).

Esse resultado aponta para a auséncia de autopolinizacdo nas flores testadas,

indicando um padréo dessa espécie, sendo esse um dado inédito para Passiflora setacea.



A auséncia de autopolinizacdo é uma caracteristica encontrada na maioria das espécies
de passifloraceas, sendo evidenciada em Passiflora alata Curtis (Janzen, 1968),
Passiflora edulis (BRUCKNER et al., 1995; FALLEIRO, 2000; REGO et al., 2000;
SUASSUNA et al., 2003), P. amethystina J.C. Mikan (SEMIR; BROWN, 1975), P.
pohlii Mast. (FARIA; STEHMANN, 2010) e P. miersii Mart. (ENDRESS, 1994;
KOSCHNITZKE; SAZIMA, 1997), com algumas excecGes, como em Passiflora
eglandulosa J.M. MacDougal (MCDOUGAL, 1988), P. capsularis Lam. (FARIA;
STEHMANN, 2010) e P. suberosa L. (KOSCHNITZKE; SAZIMA, 1997; ULMER,;
McDOUGAL, 2004). No entanto, mesmo nessas espécies com evidéncias de
autopolinizacdo (autogamia), a ocorréncia desse fendmeno em condi¢des naturais €é
baixa, e a grande maioria dessas espécies apresenta mecanismos de barreira fisica que
incentivam a fecundacdo cruzada (xenogamia) (GARCIA; HOC, 1998), o que reduz a
perda de variabilidade genética causada pela reproducdo autogamica (RICHARDS,
1986).

Como foi evidenciada a auséncia de autopolinizacdo na espécie, apenas 0S
resultados dos tratamentos com isolamento parcial (figura 1b) — flores com tela — e com
acesso livre aos visitantes (figura 1c) — flores abertas — foram levados em consideragéo
para verificar o efeito dos tratamentos na frutificagdo, no GLM.

As flores com livre acesso aos visitantes apresentaram uma taxa de frutificacéo
maior do que as parcialmente isoladas com tela (flores abertas: 74%; e flores com tela:
2%). A partir da analise de verossimilhanca, obteve-se relevante significancia do
tratamento (presenca de tela) para explicar a variagcdo na polinizacdo, observada pela
diferenga entre as taxas de frutificagdo das flores, com p < 0,0001, Qui Quadrado <
0,0001 e z = -6,586. Sendo que as flores parcialmente isoladas apresentaram
probabilidade de polinizagdo de 0,7% em relacdo as flores abertas. Portanto, flores
expostas a polinizadores de grande porte apresentaram uma taxa de frutificagcdo
significativamente maior do que as flores isoladas.

O uso de tela para isolamento de visitantes impede a visita de certos animais,
normalmente vertebrados, em especial, aves e morcegos. Esse tipo de tela admite
insetos e outros invertebrados (figura 1b’), possibilitando estudos sobre a relevancia
significativa de diferentes grupos de visitantes (KEARNS; INOUYE, 1993). No caso de
P. setacea, levando em consideracdo seus visitantes identificados a partir de

observacdes realizadas em campo, o vertebrado impedido de visitar as flores devido a



presenca da tela foi realmente o morcego, indicando que esse seja 0 provavel
polinizador efetivo dessa espécie de maracuja.

As flores de P. setacea apresentam varias caracteristicas que sugerem a
quiropterofilia, além da deiscéncia noturna, outras caracteristicas sdo compativeis com
essa sindrome de polinizagdo, como o curto periodo de antese — flores disponiveis por
apenas uma noite, ndo permitindo acesso de polinizadores diurnos; pétalas alvas e
corona de filamentos subulados bandeados de branco e azul, uma vez que morcegos ndo
distinguem as cores; grande quantidade de polen associado ao grande numero de
anteras; a posicdo das flores fora da folhagem também é apontada como um facilitador
para a eficiéncia da ecolocalizaco realizada por esse grupo de animais (FAEGRI; VAN
DER PIL, 1966; SAZIMA; SAZIMA, 1978). Caracteristicas que também sao
encontradas em outras espécies de maracuja polinizadas por morcegos, como, por
exemplo, Passiflora mucronata (SAZIMA; SAZIMA, 1978), Tetrastylis ovalis
(BUZATO; FRANCO, 1992), Passiflora galbana (VARASSIN et al.,, 2001) e
Passiflora penduliflora (KAY, 2001), todas essas espécies apresentam as caracteristicas
ou pelo menos parte das carcteristicas descritas acima.

Outro indicio forte de quiropterofilia foi a presenca de pélen de P. setacea no
corpo de morcegos que visitavam as flores na area do plantio (figura 2). No total foram
capturados cinco morcegos que sobrevoavam o plantio, sendo que quatro desses
apresentaram presenca de grdos de pélen na sua pelagem.

O pélen foi analisado quanto a sua morfologia, em microscopio 6tico,
confirmando ser de P. setacea (figura 3). Os pélens coletados do dorso dos morcegos
apresentaram morfologia compativel com a descrita por Dettke e Santos (2011) e Evaldt
e colaboradores (2011) para o género Passiflora, e também com os pélens coletados
diretamente de flores de P. setacea para andlise de viabilidade polinica no estudo
realizado por Pinto (2012). Tanto Dettke e Santos (2011) quanto Evaldt e colaboradores
(2011) caracterizam grdos de polen de Passiflora como sendo bem ornamentados,
apresentarem opérculos, fuso trirramificado e colpos profundos — caracteristicas

verificadas nos graos de pdlen coletados nesse estudo.



Figura 2. Quirdptero encontrado na area do plantio, com presenca de pdlen de Passiflora setacea no

dorso.

Figura 3. Pélen de Passiflora setacea coletado no dorso de quirdpteros, visualiado a microscépio ético,

objetiva 40x.

Os dados obtidos sugerem que a polinizacdo de P. setacea é basicamente
realizada por vertebrados de porte maior, mais especificamente da ordem Chiroptera,
no entanto, foi verificada uma pequena taxa de frutificacdo resultante da polinizacdo por
invertebrados menores (2%), que pode ser reflexo da transferéncia de polen acidental e
ocasional por esses organismos. Polinizadores acidentais, normalmente, sdo espécies
gue apresentam tamanhos menores do que a morfologia da flor, por isso, elas podem ou
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ndo entrar em contato com as estruturas reprodutivas (BASTOS, 2006). Eventos de
polinizacdo acidental ou secundaria sdo comuns, sendo responsaveis por parte da
producdo de frutos e sementes e ocorre em Vvarios grupos de plantas, inclusive em outras
espécies do género Passiflora, como observado por exemplo por Bastos (2006), que
identificou a abelha do género Xylocopa como o polinizador efetivo de Passiflora
cincinnata Mast., no entanto, também considerou abelhas do géneros Trigona e Centris
como polinizadores ocasionais dessa espécie de maracuja. Comportamento também
evidenciado por Sazima e Sazima (1997) com abelhas do género Centris em Passiflora

ametthystina.

4. Consideracdes Finais

A auséncia de autopolinizacdo evidenciada nesse trabalho indica que para
Passiflora setacea a polinizacdo cruzada é obrigatéria. A metodologia adotada para
isolamento de visitante permitiu verificar que flores isoladas a visitacdo de
polinizadores vertebrados s6 sdo fecundadas eventualmente. Por se tratar de uma
espécie com antese noturna e flores de curta duracdo, ndo ficando disponivel a
polinizadores diurnos, o polinizador apontado como efetivo para a espécie sao
morcegos. Sendo a sua visitacdo a flores de P. setacea confirmada pela identificacdo de
polen dessa espécie encontrados na pelagem desses animais. A dependéncia por um
agente polinizador pode se tornar um fator limitante para a reproducdo da espécie em
situacOes de auséncia do mesmo na area ou até mesmo quando ha pequenas populacdes
do animal na proximidade. Em se tratando de uma espécie com potencial de
comercializacdo, como é o caso da Passiflora setacea, a diminuicdo da producdo, seja
em qualidade ou quantidade, em func¢do do polinizador pode ser crucial para o sucesso
do plantio. Logo, essa relagdo planta-polinizador deve ser levada em consideragdo na
escolha do local adequado de plantio e a manutencdo das condigdes essenciais para

garantir a presenca do polizador.
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