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INTRODUCAO GERAL

A grande diversidade de espécies de Angiospermas tém sido frequentemente relacionada
com a extraordinéria variedade de suas estruturas reprodutivas, as flores (Barrett 2002). Muitas
caracteristicas vegetais, como a morfologia floral, vém sendo estudadas para compreender o seu
significado adaptativo e entender melhor o processo evolutivo que levou a grande diversidade de
formas e estruturas nas mais diversas familias de plantas, principalmente dentre as Angiospermas
(Raven et al. 1996). Dentro dessas estratégias, foram descritas muitas espécies que apresentam
individuos com flores distintas, no que diz respeito a diferencas na posicdo de seus Orgaos
sexuais para diminuir as chances de autopolinizacdo. Tendo em vista que a autopolinizacéo esta,
normalmente, associada com a depressdo endogamica, muitas flores apresentam a disposicao de
estigmas e anteras de forma a favorecer a ocorréncia da polinizagdo cruzada, evitando os efeitos

da endogamia nestas espécies (Ganders 1979, Charlesworth & Charlesworth 1987).

Uma das formas de se evitar a autopolinizacdo é a separacdo espacial entre anteras e
estigmas dentro da flor, caracteristica essa conhecida como hercogamia, sendo amplamente
distribuida nas Angiospermas (Webb & Lloyd 1986). A hercogamia diminui a probabilidade de
transferéncia de pélen dentro da mesma flor e, no caso de espécies com polimorfismo floral,
entre flores com a mesma morfologia (Darwin 1877, Ganders 1979, Barrett 1992). Paralelamente
aos aspectos morfoldgicos, algumas espécies apresentam flores com diferencas no comprimento
do estilete (polimorfismo estilar), no qual, provavelmente, foi causado por mutagdes ligadas ao
gene que controla a altura do verticilo feminino. O dimorfismo estilar, um exemplo de
polimorfismo, € um desses sistemas sexuais, no qual as popula¢des vegetais sdo compostas por
dois morfos florais que diferem, significativamente, no comprimento dos estiletes, mas ndo

apresentam diferenca na posicao das anteras (Ferrero 2014).

H& na natureza diversos tipos de polimorfismos estilares, sendo um deles a distilia.
Espécies distilicas apresentam populacdes com flores com duas morfologias que s&o
caracterizadas pela antera de um morfo se encontrar na mesma altura do estigma do outro morfo
(hercogamia reciproca) (Webb & Lloyd 1986), porém, diferentemente do dimorfismo estilar, a
altura das anteras entre morfos ndo é a mesma. Enquanto que em espécies distilicas a diferenca
na altura das anteras acaba caracterizando a hercogamia reciproca, traco floral, evolutivamente,

importante na manutencdo e surgimento desse polimorfismo, pois promove a polinizacdo



cruzada (Barrett 1992), outros tracos funcionais, como diferenca no tamanho da corola, diametro
do polen e papila estigmaética, atuam para aumentar o sucesso feminino e masculino das plantas
(Barrett 2002).

Alguns estudos com espécies da familia Rubiaceae tém registrado a presenca da distilia
tipica em alguns géneros, como em Psychotria, Faramea e Palicourea, enquanto que em outros
trabalhos exibem variacbes ocorrendo em algumas espécies da familia (Consolaro 2008,
Maruyama et al. 2010, Consolaro et al. 2011, Rodrigues & Consolaro 2013). Darwin (1877) foi
0 primeiro a sugerir que essas caracteristicas tinham um significado evolutivo para as espécies
distilicas, de maneira que elas atuariam ativamente promovendo a polinizag&o entre os morfos. A
esséncia dessa teoria € que a morfologia floral das espécies distilicas aumenta a eficiéncia da
transferéncia de pdlen entre morfos e a confirmacdo dessa ideia requer que as taxas de
polinizagdo cruzada possam ser comparadas com as taxas de polinizagdo de auto e intramorfo
(Pailler et al. 2002). Além disso, os estudos que observaram variacfes nessas caracteristicas
tipicas da distilia, discutem que essas alteraces podem ser decorrentes de um defeito na
transferéncia de polen, talvez, por causa da falta de hercogamia reciproca ou de problemas nos
servigos de polinizacdo. No entanto, esses trabalhos ndo apuraram, diretamente, a funcionalidade
da distilia, abrindo caminho para estudo que visem responder essa questdo. No presente trabalho,
pretende-se averiguar as caracteristicas reprodutivas de uma espécie tipicamente distilica,
pertencente a um género com espécies identificadas com esse tipo particular de polimorfismo
floral e averiguar se os polinizadores atuam com eficiéncia na transferéncia de pdlen entre

morfos.



CAPITULO 1 - SISTEMA REPRODUTIVO DE FARAMEA MULTIFLORA A. RICH. IN DC.
(RUBIACEAE): UMA ESPECIE DISTILICA COM SISTEMA DE POLINIZACAO MISTO.

Resumo

Espécies distilicas possuem os dois tipos de hercogamia, porém em individuos separados, sendo
denominados morfo longistilo e brevistilo e a ocorréncia dos dois morfos caracteriza a
Hercogamia Reciproca. Esse tipo de polimorfismo floral, geralmente, vem acompanhado por um
sistema de autoincompatibilidade heteromérfico e as populagfes distilicas tendem a apresentar
uma proporc¢do igual dos morfos. O presente trabalho teve como objetivo estudar a biologia
reprodutiva de Faramea multiflora (L). A Rich., dando énfase aos aspectos distilicos e ao
sistema de polinizagdo misto (diurno e noturno). O trabalho foi realizado no Parque Natural
Municipal Santa Cruz no municipio de Cataldo, sudoeste de Goias, Brasil. Foram obtidas
informac@es sobre a fenologia da populacdo de 2014 a 2015, biologia floral, morfometria floral,
hercogamia reciproca, isopletia, sistema reprodutivo e visitantes florais diurnos e noturnos. A
populacdo apresentou floracdo em massa no periodo chuvoso, com ambos os morfos florescendo
ao mesmo tempo. As flores dos dois morfos apresentaram antese diurna, mas permanecem
longevas durante a noite atraindo polinizadores noturnos. Os dois morfos mostraram hercogamia
reciproca apenas entre os verticilos sexuais inferiores e apenas a altura do estigma do morfo
brevistilo ndo é influenciada pelo tamanho da corola. O morfo brevistilo é mais frequente na
populacdo estudada, que se mostrou anisoplética. Os dois morfos mostraram
autocompatibilidade, sobretudo o morfo brevistilo. As flores de F. multiflora foram visitadas por
dois grupos principais de polinizadores, borboletas durante o dia e mariposas a noite. Algumas
caracteristicas de F. multiflora parecem estar associadas a um sistema de polinizacdo generalista,
como o padréo de floracdo em massa e a longevidade floral que atrai polinizadores diurnos e
noturnos. Além da perda da reciprocidade entre os verticilos superiores, a populacdo de F.
multiflora estudada, também apresentou relaxamento no sistema de auto-incompatibilidade, o
que pode ter contribuido para o desvio observado na isopletia. Tanto polinizadores diurnos
quanto noturnos visitaram mais as flores do morfo brevistilo, porém, além da producéo de flores,
que foi maior para o morfo brevistilo, nenhuma outra caracteristica parece explicar essa

diferenca na taxa de visitas.

Palavras-chaves: Heterostilia; Autocompatibilidade; Polinizacdo generalista; Distilia atipica.



Introducéo

A hercogamia é uma caracteristica que esta relacionada com a disposicdo espacial dos
orgdos sexuais nas flores, sendo definida como a distancia entre o estigma e a antera (Webb &
Lloyd 1986). Ela pode manifestar-se com o estigma localizado acima das anteras (hercogamia de
aproximag#o) ou vice-versa (hercogamia inversa) (Ganders 1979). E uma estratégia amplamente
distribuida nas Angiospermas (Webb & Lloyd 1986), pois a separacdo espacial dos referidos
orgdos diminui as chances de autopolinizacédo e evita problemas ligados a endogamia (Barrett &
Shore 1987, Takebayashi et al. 2006). A distilia, um tipo de polimorfismo floral, possui os dois
tipos de hercogamia em uma Unica espécie, porém em individuos separados, sendo-o0s agora
denominados morfo longistilo e brevistilo, respectivamente (Ganders 1979, Barrett et al. 2000).
A ocorréncia combinada dos dois morfos caracteriza um tipo especial de hercogamia,
denominada Hercogamia Reciproca (Darwin 1877). A altura dos estames de um morfo se dispGe
na mesma altura do estigma do morfo oposto, de modo que a partir da visita de polinizadores, as
flores longistilas tendem a encaminhar polen para estigmas das flores brevistilas, enquanto as
flores brevistilas tendem a transferir polen para estigmas do morfo longistilo (Darwin 1877,
Barrett 2002). Esse tipo de polimorfismo floral, geralmente, vem acompanhado por um sistema
de autoincompatibilidade heteromdrfico, no qual evita a fecundagdo por grédos de pdlen de
individuos do mesmo morfo (Ganders 1979, Bawa & Beach 1983, Kohn & Barrett 1992).
Juntamente ao polimorfismo floral e ao sistema de incompatibilidade, outros tracos florais
acessorios podem existir, como diferenca entre morfos no comprimento do tubo da corola,

tamanho dos grédos de polen, arquitetura das papilas estigmaticas etc., (Anderson 1973).

Populacdes distilicas tendem a apresentar uma proporcao igual dos morfos (razdo de 1:1
dos individuos), o que é chamado de isopletia, porém podem ser observadas propor¢oes
desiguais dos morfos, havendo assim, anisopletia na populacdo (Ganders 1979, Pailler &
Thompson 1997). Como mencionado, a distilia geralmente esta acompanhada por um sistema de
auto incompatibilidade que, na teoria, fornece as condi¢cdes para a atuacdo de uma selecdo
negativa dependente da frequéncia, de modo que o morfo brevistilo se manifesta na forma
heterozigota e o longistilo na forma homozigota recessiva, resultando no equilibrio da frequéncia
dos morfos na populacdo (Heuch 1979, Barrett 1992). A propor¢do dos morfos pode ser
influenciada pela fecundidade relativa individual dos morfos e ainda por efeitos estocasticos em
populacdes pequenas (Brys et al. 2008a), nas quais o tamanho da populacao afetaria tambem o

comportamento dos visitantes florais.



Em populagdes distilicas, os visitantes florais transportam os gréos de pélen de anteras de
um morfo para estigmas do mesmo nivel ocorrentes no outro morfo, resultando em uma
polinizacdo denominada legitima ou intermorfo, enquanto a autopolinizacdo e a polinizagédo
entre individuos do mesmo morfo sdo descritas como ilegitimas ou intramorfo (Darwin 1877).
Alguns autores acreditam que o arranjo reciproco das flores antecedeu, evolutivamente, o
sistema de incompatibilidade (Lloyd & Webb 1992, Barrett 2002), pois 0 posicionamento
reciproco dos orgaos sexuais aumentaria o fluxo de polen entre morfos compativeis por meio de
um servico de polinizacdo eficiente (Lloyd & Webb 1992, Ferrero et al. 2011). Alguns estudos
tém demonstrado de fato a eficiéncia dos polinizadores na transferéncia de polen intermorfo em
espécies com grande reciprocidade, pois a deposicdo do pdlen em partes diferentes do corpo do
polinizador ocorre de forma funcional, aumentando a possibilidade da polinizacéo cruzada (Ree
1997, Massinga et al. 2005).

A distilia esta relacionada com a polinizagdo cruzada e a deposicdo de pdlen em partes
diferentes do corpo do polinizador (Lloyd & Webb 1992), desta forma, o sucesso reprodutivo de
espécies distilicas depende da eficiéncia dos servicos de polinizacdo. Esse servico de
polinizacdo, muitas vezes envolve sindromes claras de polinizagdo, representadas por um
conjunto de caracteristicas que relacionam a planta a um determinado grupo de polinizador
(Johnson & Steiner 2000). No entanto, algumas espécies de plantas tém apresentado interacdes
menos especializadas (Johnson & Steiner 2000, Ollerton et al. 2009, Maruyama et al. 2010).
Sistemas de polinizacdo mistos podem ser mais efetivos do que aqueles que apresentam apenas
um grupo de polinizador (Muchhala et al. 2009) e sdo comuns em flores que permanecem mais
do que uma noite receptivas (Maruyama et al. 2010). A presenca de grupos distintos de
polinizadores que contribuem com o servico de polinizacdo pode explicar a auséncia de
anomalias nas caracteristicas distilicas, como a anisopletia, mesmo na auséncia do sistema de

incompatibilidade (Maruyama et al. 2010).

A heterostilia parece ter evoluido mais do que vinte vezes nas Angiospermas e esta
concentrada em espécies que sdo polinizadas por insetos, grupo este que oferece um servigo de
polinizagdo, especialmente, preciso (Barrett 2002). A distilia ja foi registrada em todos os
continentes, com excecdo da Antértida, e parece também ter evoluido vérias vezes nas
Angiospermas (Weller 2009), sendo bem representada nas espécies da familia Rubiaceae
(Ganders 1979, Taylor 2008). E uma familia cosmopolita e muito bem representada nas regides
tropicais (Delprete 2004). Tem, aproximadamente, 550 géneros e 9.000 especies, sendo que

cerca de 22% desses géneros e espécies ocorrem no Brasil (Souza & Lorenzi 2008). Faramea é



um género de Rubiaceae ocorrente no Brasil e no bioma Cerrado, com um riqueza de ca. de 150
espécies com distribuicdo do México a Argentina (Delprete 2010). No Brasil, 0 género apresenta

ca. 90 espécies com 12 registros no bioma Cerrado (Mendonca et al. 2008).

Faramea multiflora pertence a um género que, praticamente, ndo possui trabalhos a
respeito de sua biologia reprodutiva e, muito menos, dos processos ecoldgicos envolvidos em um
sistema de polinizagdo com visitantes diurnos e noturnos. Até o presente momento, existe um
trabalho com F. cyanea desenvolvido na regido do Triangulo Mineiro e dois com F. occidentalis
na ilha de Barro Colorado no Panama (Travers et al. 1998, Travers 1999), porém nenhum
abordou a biologia reprodutiva e os aspectos ecoldgicos entre os morfos distilicos. F. multiflora
€ uma espécie pouco conhecida, ocorrendo em um bioma com uma intensa pressdo antropica, de
modo que seu sistema reprodutivo pode fornecer informacGes que contribuam para o

entendimento dos processos ecolégicos associados com a distilia.

Objetivo Geral

Estudar a biologia reprodutiva de Faramea multiflora (L). A Rich., dando énfase aos

aspectos distilicos e ao sistema de poliniza¢do misto (diurno e noturno).
Objetivos especificos
i. Averiguar os eventos fenoldgicos da populacéo;
ii. Estudar a biologia floral dos dois morfos na populagéo;
iii. Verificar a razdo dos morfos na populacéo;
iv. Estudar a morfometria floral dos 6rgaos sexuais;
v. Identificar o sistema de incompatibilidade da populacéo;
vi. Observar e analisar o comportamento dos visitantes florais diurnos e noturnos;
Material e métodos
Area de coleta e espécie estudada

O estudo foi desenvolvido em uma populagdo no Parque Natural Municipal Santa Cruz
(47°55°0 e 18°9’S, 880 metros de altitude) no periodo de maio de 2014 a fevereiro de 2015. O
parque é um fragmento florestal localizado no municipio de Cataldo, sudoeste de Goias, Brasil,



circundado por bairros residenciais e pastagens. Possui, aproximadamente, 29 ha onde a
fitofisionomia de Cerrado predominante é a Mata Mesofitica (Ferreira & Consolaro 2013).

Faramea multiflora pertence a um género neotropical com distribuicdo desde a América
Central e Meridional até a Bolivia e o Brasil, sendo comum em Matas de Galeria e Florestas
Umidas de Encostas (Delprete 2010). E uma espécie arbustiva que na éarea de estudo os
individuos, raramente, atingiram 1,50 m de altura. Coleta para identificacdo da espécie encontra-
se no Herbario UFG — tombo 43242,

Fenologia

Para acompanhar o periodo de floracdo e frutificacdo da populacdo foram selecionados,
aleatoriamente, 40 individuos dos dois morfos. As observacdes foram feitas, mensalmente,

durante o periodo compreendido entre maio de 2014 e marco de 2015.

Dois métodos foram aplicados para descrever o comportamento fenoldgico da populacéo.
Primeiramente, o indice de Atividade para constatar a presenca ou a auséncia da fenofase no
individuo, no qual permite observar a sincronia fenologica dos individuos na populacdo. Um
pequeno indicio da floracdo e/ou da frutificacdo foi considerada como presenca, e 0 contrario
como auséncia (Bencke & Morellato 2002). Foi desenvolvido também o método de Fournier
(1974), uma metodologia também conhecida como Indice de Intensidade, no qual permite
acompanhar o nivel fenoldgico da populacdo. Para essa segunda metodologia, foram concebidas
cinco categorias de intensidade: (Zero) representando a auséncia da fenofase, (Um) a presenca da
fenofase com 1 a 25%, (Dois) de 26 a 50%, (Trés) de 51 a 75% e (Quatro) que foi de 76 a 100%.
Posteriormente, os dados foram analisados com base na equacdo de Fournier:

IF = X notas x 100/4 x N

Esse calculo é a somatoria das notas de Fournier dos individuos dividido pelo maximo de
Fournier que pode ser alcancado por todos os individuos (N) na amostra. Segundo Bencke &
Morellato (2002), o uso das duas metodologias pode fornecer informagdes complementares e

facilitar as andlises e interpretagdes sobre a fenologia da espécie estudada.
Biologia floral

Os dados de biologia floral foram coletados em 20 flores de cada morfo distribuidas em
20 individuos de cada morfo. Os caracteres averiguados foram cor, longevidade floral, tipo e
disposi¢éo da inflorescéncia, horario de antese, a presenca de odores apds a antese, receptividade

estigmatica e viabilidade polinica. A antese e a receptividade estigmatica foram consideradas a



partir do momento da separacgdo dos lobos da corola e dos l6bulos do estigma, respectivamente, e
a longevidade floral a partir do periodo da abertura dos botbes até o momento que a flores

apresentaram coloracdo escura e aparéncia fragil.

A viabilidade dos grdos de polen foi desenvolvida pela técnica de coloracdo do
citoplasma com carmim acético 2% (Radford et al. 1974) em pelo menos 20 flores distribuidas
em cinco individuos de cada morfo nos dois periodos amostrais (diurno e noturno). Os dados dos

dois morfos e para os dois turnos foram comparados com um teste t de Student.
Producéo de inflorescéncias, flores, frutos e sementes

Foram marcados 20 individuos de cada um dos morfos florais para contabilizar todas as
inflorescéncias por individuo. Foram amostradas também o numero de flores por inflorescéncia
(N=5) para estimar o nimero de flores formadas em cada individuo. Com a estimativa de flores
por individuo foi feito um teste t para analisar se os morfos florais diferem, estatisticamente,
quanto a producdo de inflorescéncias e flores. Da mesma forma, foi feito uma estimativa de
frutos com base no namero de frutos por inflorescéncia. Esse mesmo célculo foi desenvolvido
para cada morfo. Foi realizado também a contabilizacdo de sementes por frutos, de modo que o
numero de sementes produzidas foram amostradas e a sua condicdo de viabilidade (tamanho,
forma e consistente) e inviabilidade (tamanho, forma e inconsistente, sem presenca de
endosperma) foi averiguada (Valois-Cuesta 2008). Para o numero de 6vulos, flores dos dois
morfos (N=30) foram levadas ao laboratério, de modo que foram realizados cortes no ovario para

gue a contagem fosse realizada.
Morfometria floral

Foram coletadas, aleatoriamente, e fixadas em alcool (70%) 60 flores por morfo de 10
individuos. A morfometria floral foi realizada por meio de fotos digitais e programa de
mensuracdo de imagem (Imagel), sendo retiradas as seguintes medidas: comprimento dos
estames (base da corola até o meio da antera), comprimento do estilete (base da corola a base do
estigma), comprimento dos lobos estigmaticos (base do estigma até seu apice) e comprimento do
tubo da corola. A altura do estigma foi calculada pela soma do comprimento do estilete e
comprimento dos lobos estigmaticos/2. Esse célculo foi aplicado para ndo superestimar a altura
do estigma, uma vez que ele € bifido e, em condic¢Bes naturais, se encontra aberto. As analises

morfomeétricas foram realizadas a partir de uma ANOVA (Ayres et al. 2003) (Bioestat 5.3).



Ao longo de um transecto de ca. de 800m foram morfotipados todos os individuos para
averiguar a isopletia. O teste de Qui-quadrado foi realizado para analise de propor¢do entre 0s
morfos (Ayres et al. 2003) (Bioestat 5.3).

A hercogamia reciproca foi calculada usando dois indices. Primeiro, foi realizado o
indice de Reciprocidade de Richards & Koptur (1993), que é dado pela (altura da antera — altura
do estigma reciproco) / (altura da antera + altura do estigma reciproco). Esse indice quantifica,
separadamente, a reciprocidade média entre 0s 0rgaos sexuais superiores e inferiores, sendo que
o indice utiliza o valor de 0,0 como faixa de perfeicdo, porém numeros entre 0,05 e -0,05 ainda
sdo aceitaveis. Foi utilizado também o Indice de Sanchez et al. (2013), que se baseia na
comparacdo da posicdo relativa do estigma de um morfo com altura das anteras de todas as
outras flores do morfo oposto na populacdo. Segundo esse indice, a reciprocidade perfeita ocorre
quando os valores estdo acima de 0,95, com um valor maximo de 1,0 (Sanchez et al. 2013). A
descricdo completa do indice e o software para o desenvolvimento da anélise esta disponivel em

http://webs.uvigo.es/plantecology/software.es.html.

Pelos estames das espécies de Rubiaceae serem epipétalos, foi verificado dentro de cada
morfo a dependéncia ou ndo da altura dos verticilos florais em relacdo ao comprimento da
corola. Essa dependéncia foi analisada por meio de uma regresséo linear, onde as inclinagdes que
diferiram, significativamente de zero, indicaram uma relacdo entre o respectivo 6rgdo e o
comprimento da corola. A analise estatistica foi realizada através do programa R (R

Development Core Team 2009) usando o pacote Vegan (Oksanen et al. 2013).

Sistema de incompatibilidade

Para definir o sistema reprodutivo e determinar a expressdo da incompatibilidade, foram
feitas polinizagcbes manuais em 11 individuos de cada morfo com, no minimo, 28 tratamentos
por tipo de polinizacdo. Foram feitos 0s seguintes testes: a) agamospermia (as flores foram
emasculadas e ensacadas para evitar a polinizacdo natural); b) autopolinizacdo manual (flores
previamente escolhidas em pré-antese foram autopolinizadas); c) autopolinizacdo espontanea
(flores foram ensacadas para se evitar a polinizacdo); d) polinizacdo cruzada legitima (flores
anteriormente ensacadas foram polinizadas com pélen do morfo oposto); e) polinizagdo cruzada
ilegitima (flores selecionadas foram ensacadas e polinizadas com pdlen do mesmo morfo de
individuos diferentes); f) controle (flores foram marcadas e deixadas livres para a polinizagdo
natural); g) limitagdo (flores foram polinizadas com pdlen do morfo oposto e deixadas livres para

a polinizacdo natural). Os resultados de frutificacdo foram analisados pelo indice de


http://webs.uvigo.es/plantecology/software.es.html

Autoincompatibilidade (1Al), dado pela razéo do tratamento de autopolinizagdo sobre tratamento
de polinizacdo intermorfo (Bullock 1985). Segundo esse indice, valores maiores ou iguais a 0,25
indicam que a populacdo apresenta um desvio para autocompatibilidade. Para averiguar a
eficiéncia dos polinizadores na frutificacdo, foi utilizado o Indice de Eficiéncia Reprodutiva
(IER), dado pela razéo entre a produgdo de frutos do tratamento controle e da polinizagéo
cruzada intermorfo (Zapata & Arroyo 1978). Valores préximo a 1 indicam maior eficiéncia

reprodutiva dos polinizadores.

Para observar o crescimento dos tubos polinicos, os pistilos foram coletados e fixados em
FAA 50% e ap06s 24 horas os mesmos foram alocados em um frasco com alcool 70% para
posterior analise em laboratério (Martin 1959). As flores foram coletadas em dois intervalos pré-
determinados de acordo com a longevidade floral da espécie, sendo eles, 9 horas e 12 horas apds
a polinizagdo. Os tratamentos realizados foram: polinizacdo cruzada intermorfo, polinizagdo
cruzada intramorfo e autopolinizagdo manual. Os tratamentos de polinizagdo foram executados

por morfo, sendo 10 flores para cada intervalo de coleta distribuidas em 10 individuos.
Visitantes florais

Os visitantes florais de F. multiflora foram observados no periodo diurno e noturno
durante 48 horas, sendo 34 horas para o diurno e 14 horas para o noturno. Os intervalos foram
das 08:00 as 15:00h e das 16:00 as 22:00h. Foi observado o comportamento dos visitantes, tais
como polinizador (quando contatava o corpo com os Vverticilos reprodutivos) e pilhador (quando
coletava o recurso sem contatar os verticilos reprodutivos), nimero de visitas por hora, 0 nUmero
de visitas por dia e o numero de flores visitadas por planta por visita (Valois-Cuesta 2008).
Durante as visitas, os polinizadores foram coletados e fotografados. Para comparar a frequéncia
das visitas entre os morfos, se cada tipo especifico de polinizador apresenta preferéncia por um
deles e se existe diferenca na frequéncia de visitas entre os visitantes dos dois turnos, foi

utilizado o teste de Poisson (Bioestat 5.3).
Resultados
Fenologia

Os picos de intensidade e de atividade coincidiram para as fenofases de floracdo e
frutificacdo. A populacédo estudada floresceu do final de dezembro a meados de janeiro com pico
de floracdo na primeira semana do més de janeiro, florescendo no periodo chuvoso. No comeco

das observacdes, més de maio, foi observada uma floracdo apods a estagdo chuvosa e inicio da



estacdo seca em 2014, floracdo que se mostrou rapida, com poucos individuos florescendo e
esses com poucas flores. A frutificacdo ocorreu entre maio de 2014 e janeiro de 2015 com pico

no més de agosto, periodo marcado pela escassez de chuvas (Figura 1).
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Figura 1. Fenologia da floragdo e frutificagdo de Faramea multiflora no Parque Natural
Municipal do Setor Santa Cruz, Cataldo, Goias, Brasil. —&— Floragdo; —e— Frutificacéo.

Biologia Floral

A abertura das flores comegou por volta das 07:00h, marcada pelo desprendimento dos
lobos da corola e, aproximadamente, as 09:00h as flores se encontravam completamente abertas.
As flores tiveram uma duracdo de 24 horas, apresentando coloracdo mais clara e as pétalas
murchas ao final da longevidade. Foi observado que 48 horas apds o inicio da antese todas as
flores j& tinham se desprendido. As inflorescéncias sdo terminais, paniculadas, pedunculadas,
com raque levemente azulada. Nos primeiros dias da floracéo foi observado a abertura de poucas
flores por inflorescéncia, seguido por um nimero maior de flores abertas nos dias subsequentes.
Logo apos a abertura, foi observado um odor adocicado bastante acentuado, sendo continuo
durante o dia e a noite. O estigma estava receptivo logo apés a abertura da flor, permanecendo
nessa condicdo ao longo do dia, quando a receptividade foi observada até as 19:00h.

O morfo brevistilo apresentou um percentual de viabilidade polinica média de 93,4+5,15
em média, enquanto que no morfo longistilo foi observada uma viabilidade média de 91+5,33. A
andlise estatistica demonstrou que essa diferenca ndo foi significativa (t=1,41 p=0,08). O morfo
brevistilo ndo mostrou diferenga significativa na viabilidade dos gréos de pdlen entre os periodos
diurno e noturno (t = -0,70 p = 0,24), assim como o morfo longistilo (t=-1,11 p=0,13). Os dois
morfos ndo apresentaram diferenca significativa entre eles nos dois periodos observados (Dia -
t=1,08 p=0,14 e Noite t=0,90 p=0,18).



A morfotipagem dos individuos mostrou que a populacdo estudada é anisoplética,
apresentando proporg¢éo desigual dos morfos (x2=64,07, p<0,0001). Num total de 210 individuos
amostrados, 163 apresentaram flores brevistilas e apenas 47 tinham flores longistilas, uma

proporcéo proxima de 3,5 individuos brevistilos para cada individuo longistilo.
Producéo de inflorescéncias, flores, frutos e sementes

Os valores detalhados da producdo de flores e inflorescéncias por morfo estéo
representados na Tabela 1. Foi encontrada diferenca na producdo de inflorescéncias entre 0s
morfos, com o morfo brevistilo formando mais inflorescéncias do que o morfo longistilo. O
numero de flores por inflorescéncia também foi, estatisticamente, diferente e novamente o morfo
brevistilo apresentou um nimero maior do que o morfo oposto. O nimero estimado de flores por
individuo também foi diferente com o morfo brevistilo produzindo mais flores em comparacgéo
com o morfo longistilo. A contabilizacdo de frutos mostrou que o morfo brevistilo produz mais
frutos por inflorescéncia e tem um nimero estimado de frutos por individuo maior que o morfo
longistilo.

Tabela 1. Resultados de produgéo de flores e inflorescéncias para os dois morfos de Faramea

multiflora no Parque Natural Municipal Santa Cruz, Cataldo, Goias, Brasil. Letras diferentes
simbolizam diferencas significativas entre os morfos (p<0,05). Valores: Média + Desvio Padrao

(N).

Morfo
Producéo t
Brevistilo Longistilo
N° inflorescéncias 39,77 £ 20,20(18) a 27,50 £19,43(16) b 1,97
N° flores por inflorescéncia 20,96 £ 6,89(90) a 17,50 £ 4,98(80) b 2,72
N° flores por individuo* 880,7 £ 561,22(18) a 531,71 +430,12(16) b 2,18
N° frutos por inflorescéncia 10,15 £ 5,03(90) a 5,36 +4,42(80) b 6,24
N° frutos por individuos* 446,21 £ 453,67(18) a 197,63 + 268,68 b 2,49

*Valor estimado.

As flores de F. multiflora produziram, no total, a mesma quantidade de évulos (51 6vulos
em 30 flores amostradas para os dois morfos), sendo encontrado nas flores de um a dois ovulos.
O numero de sementes viaveis formadas por morfo ndo foi, estatisticamente, diferente (30 frutos
brevistilos com 49 sementes e 30 longistilos com 48 sementes; p=0,41, Z= 0,2218). Quando se

analisa a porcentagem das sementes formadas em relagdo ao numero de ovulos produzidos, o



morfo brevistilo obteve um sucesso 96,07% na formagdo de sementes e o morfo longistilo
94,11%.

Morfometria floral

Os dados de morfometria floral estdo representados na Tabela 2. Ndo foi encontrada
diferenca significativa entre os morfos apenas no comprimento do tubo da corola. A morfometria
mostrou que a altura das anteras dos dois morfos apresentou diferenca significativa, sendo as
anteras do morfo brevistilo maiores que a do longistilo. O mesmo foi encontrado no diametro do
grdo de polen. Os valores para o comprimento do estilete também foram, significativamente,
distintos, com o morfo longistilo apresentando tamanho superior (ver Tabela 2).

O célculo do Indice de Reciprocidade de Richards & Koptur (1993) apresentou um valor
de 0,07+0,05 para os 6rgdos inferiores e 0,82+0,16 para os superiores, sendo considerada
reciproco e nédo reciproco, respectivamente. A populacdo estudada obteve o valor de 0,11 para o
indice de reciprocidade Sanchez et al., (2013), representando uma baixa reciprocidade na
populacéo.

Tabela 2. Dados morfométricos de flores brevistilas e longistilas de Faramea multiflora no
Parque Natural Municipal Santa Cruz, Cataldo, Goiés, Brasil. As medidas estdo em milimetros,
mas em micrometros para os grdos de pdlen. Letras diferentes na mesma linha indicam diferenca

estatisticamente significativa (p<0,05) usando o teste estatistico (ANOVA). N = 59 para as
medidas das pecas florais e N = 1200 para o didmetro polinico.

_ _ Média £ Desvio padrao
Caracteristica morfométrica

Brevistilo Longistilo
Comprimento do tubo da corola 7,84+0,56 a 7,73+051a
Altura dos estames 7,60 £0,56 a 557+0,44b
Comprimento das anteras 3,70+ 0,23 a 344+£0.27D
Comprimento dos lobos estigmaticos 1,46 +0,21 a 1,99+0,28b
Altura do pistilo 3,99+0,29a 10,72 £0,65b
Diametro polinico 599+0,78a 481+0,84b

As analises de regressdo mostraram que apenas a altura do estigma do morfo brevistilo
néo é influenciada pelo tamanho da corola (Tabela 3). A relacao entre os 6rgéos reprodutivos dos

dois morfos de F. multiflora e o tamanho da corola esta representada na Figura 2.



Tabela 3. Andlise de regressdo da relacdo entre comprimento médio da corola com a altura
média dos verticilos reprodutivos dentro de cada morfo de Faramea multiflora no Parque
Natural Municipal Santa Cruz, Cataldo, Goias, Brasil. p<0.05 indica relacdo de influéncia da
corola sobre os 6rgdos florais.

Morfo Orgéo Floral R2 F p
Antera 0,8322 288,6 <0,05
Brevistilo
Estigma 0,0444 3,698 0,06
Antera 0,3935 38,63 <0,05
Longistilo
Estigma 0,3442 31,45 <0,05
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Figura 2. Relacdo do comprimento da corola com a altura dos 6rgaos reprodutivos de Faramea
multiflora no Parque Natural Municipal Santa Cruz, Cataldo, Goiéas, Brasil. A: comprimento da
corola brevistila com a altura da antera do mesmo morfo. B: comprimento da corola com a altura
do estigma, ambos brevistilos. C e D: comprimento da corola longistila com a altura da antera e
do estigma longistilo, respectivamente.

Sistema de incompatibilidade

Os resultados de frutificacdo indicaram que a populagdo em estudo apresenta um desvio
no sistema de incompatibilidade. O indice de Autoincompatibilidade para o morfo brevistilo foi
de 0,69, enquanto que para o morfo longistilo foi de 0,39. Segundo Bullock (1985), esse valor

indica um desvio na auto incompatibilidade, sobretudo no morfo brevistilo. O Indice de



Eficiéncia Reprodutiva teve valor de 0,75 no morfo brevistilo e 0,51 no longistilo, demonstrando
uma maior eficiéncia dos polinizadores na frutificacdo do brevistilo em comparagdo com o
morfo longistilo. Os valores para todos os tratamentos realizados com a populacdo de F.
multiflora estdo amostrados na Tabela 4.

Andlise estatistica mostrou diferenca significativa na frutificacdo entre o tratamento de
autopolinizacdo espontanea e os demais tratamentos para o morfo brevistilo. Ainda para o morfo
brevistilo, a polinizacdo cruzada intermorfo formou mais frutos em relacdo ao tratamento de
limitacdo, o controle e a autopolinizacdo espontanea (Z=3,59 p=0,005; Z=2,91 p=0,04; Z=3,19
p=0,02). Para o morfo longistilo, a autopolinizagdo espontanea apresentou uma taxa de
frutificagéo, estatisticamente, maior do que o tratamento de polinizacdo cruzada intermorfo (Z=-
3,35 p<0,05). Ja o tratamento de polinizacdo cruzada intermorfo mostrou diferenca significativa
em relacdo a todos os outros tratamentos, com frutificagdo maior na polinizacdo intermorfo em

todos 0s casos.

Tabela 4. Resultado dos testes de polinizacdo controlada em Faramea multiflora, no Parque
Natural Municipal do Setor Santa Cruz, Cataldo, Goias, Brasil. Letras maiusculas e minusculas
representam diferenca entre os morfos, enquanto letras diferentes sinalizam diferenca entre
tratamentos no mesmo morfo (p<0,05).

N. Flores N. Frutos Frutificacao (%)

Tratamento ) ) : ) : :

Brevi Longi Brevi Longi Brevi Longi
Agamospermia 28 28 0 0 0,00* 0,00*
Autopolinizagdo manual 32 30 15 9 46,87a 30,00 a
Autopolinizagdo espontanea 31 29 8 9 25,80bc 31,03 ac
Polinizagdo natural (Controle) 41 38 21 15 51,21ade 39,47 ace
Polinizacdo intermorfo 31 30 21 23 67,74adfg 76,66 bdfg
Polinizacgdo intramorfo 29 31 11 10  37,93adegi 32,25 acehi
Limitacdo de pdlen 33 33 21 16  63,63bdehi 48,48 bcehi

*Sem frutos formados na Agamospermia.

As observacOes do crescimento do tubo polinico de F. multiflora mostraram que, em
todos os trés tipos de polinizagdo (polinizacdo intermorfo, intramorfo e autopolinizagdo manual),
ocorreram a germinacdo dos grdos de polen até o ovario. Da mesma forma, foi observado a

interrupgdo do tubo polinico nos dois morfos, ocorrendo nos trés tipos de polinizagéo feitos. Os



valores para todos os tratamentos realizados com a populagéo de F. multiflora estdo amostrados
na Tabela 5.

Tabela 5. Resultados das observagdes de crescimento do tubo polinico em Faramea multiflora,
no Parque Natural Municipal Santa Cruz, Cataldo, Goids, Brasil. N igual para os dois morfos.

Resultados
Tratamento N Brevistilo Longistilo
A.O I.LE S.G A.O I.E S.G
Autopolinizagao 20 10 6 4 7 9 4
Cruzado Intermorfo 20 10 0 10 11 5 4
Cruzado Intramorfo 20 8 6 6 14 1 5

A.O: Alcancaram o ovario; I.E: Interrompidos no estigma; S.G: Pistilo sem gréos de polen.

N&o foi observado nenhum padrao de interrup¢do do tubo polinico em nenhum dos tratamentos e

em nenhum dos morfos. Esses resultados observados tanto para o0 morfo brevistilo quanto para o

morfo longistilo estdo representados na Figura 3.

Figura 3. Crescimento dos tubos polinicos de Faramea multiflora no Parque Natural Municipal
Santa Cruz, Cataldo, Goias, Brasil. A: Pistilo longistilo apds polinizacdo intermorfo, com tubos
crescendo. B: Pistilo brevistilo apos autopolinizagdo. C: Pistilo longistilo ap6s polinizacéo
intramorfo. D: Pistilo brevistilo apds polinizagdo intermorfo.



Visitantes Florais

Foram observadas 91 visitas em 34 horas de observacbes durante o dia, representando
uma taxa de visitacdo de, aproximadamente, 2,7 visitas por hora — v/h, enquanto no periodo
noturno foram registradas 75 visitas em 14 horas de observa¢do, uma taxa aproximada de 5,4
v/h. Essa diferenca na taxa de visitas nao foi estatisticamente significativa (t= 0,15 p=0,88). Foi
observado diferenca no numero de visitas entre os morfos, com o morfo brevistilo (123)
apresentando um numero maior de visitas em comparacdo com o morfo longistilo (43) (x2=
38,55 p<0.0001) na somatéria dos dois turnos. Durante o dia, o morfo brevistilo também
apresentou um numero significativamente maior de visitas (x2= 4,95 p<0.05), mesmo resultado
observado a noite (x2= 45,20 p<0.0001). As visitas foram concentradas no final da tarde e inicio
da noite. Todos os visitantes observados pertencem a classe Insecta e a maioria dos visitantes
florais pertenceram a ordem Lepiddptera (94%), com 6% restantes da ordem Himendptera.
Durante o dia, os principais visitantes observados nas flores de F. multiflora foi um grupo de
borboletas, responsavel por, aproximadamente, 87% das visitas totais (2,32 = 1,05 v/h). No
periodo noturno, pequenas mariposas foram os Unicos visitantes (5,28 + 6,83 v/h). Os dois
principais polinizadores, borboletas e mariposas, apresentaram comportamento semelhante ao
visitarem as flores de F. multiflora: foi observado que elas inserem a probdscide no tubo da
corola, no entanto, elas ndo tocam nenhuma outra parte do corpo nas anteras e/ou estigmas dos
dois morfos. Entretanto, as borboletas apresentam um tempo de visita em cada flor de,
aproximadamente, 4 segundos, enquanto que as mariposas foram mais rapidas, permanecendo na
flor por no méximo, dois segundos. Apenas duas espécies de Hymenoptera foram observadas
coletando polen, sendo que todos o0s outros visitantes buscaram como recurso o néctar. N&do foi

observado insetos pilhadores e/ou herbivoros.

Os principais polinizadores, representados pela ordem Lepidoptera, visitaram com maior
frequéncia o morfo brevistilo. Ambos 0s grupos de polinizadores diurnos e noturnos visitaram
mais flores do morfo brevistilo em comparagdo com o morfo longistilo. Os visitantes da ordem
Hymenoptera podem ser considerados como visitantes ocasionais de F. multiflora na &rea
estudada (Tabela 6).



Tabela 6. NUumero total de visitas e frequéncia dos visitantes florais de Faramea multiflora
(Rubiaceae) no Parque Natural Municipal Santa Cruz, Cataldo, GO. O valor de Z corresponde ao
teste de Poisson, no qual compara nimero de visitas de cada espécie entre os morfos florais
(p<0,05).

Ne total de ~ Frequéncia ~ Morfotipo floral

Ordem/Familia visitas relativa (%)  Brevi Longi P
HYMENOPTERA
Apidae spp 8 4,81 7 1 2,182 <0,05
Vespidae sp 2 1,2 0 2 1,313 0,10
LEPIDOPTERA
Lepidoptera spp* 81 48,79 50 31 2,115 <0,05
Lepidoptera spp** 75 45,18 68 7 7,853 <0,001

* Especies diurnas
** Espécies noturnas

Discussao

A populacdo de Faramea multiflora estudada apresentou uma floracdo em um periodo de
tempo relativamente curto, com praticamente, todos os individuos florescendo num intervalo de
duas semanas, coincidindo com o inicio do periodo chuvoso e de temperaturas elevadas, padrao
observado em outras espécies (Freitas & Oliveira 2002, Consolaro et al. 2011, S& 2013). Alguns
estudos discutem que a ocorréncia de floracdo no periodo chuvoso, no estrato herbaceo-arbustivo
de matas secas semideciduais, deve estar relacionado ao fato da maior atividade dos
polinizadores neste periodo. (Oliveira & Gibbs 2002, Ribeiro &Walter 2008). Outro periodo de
floracdo foi observado no final da estacdo chuvosa, no entanto, foi ainda mais répido, com
poucos individuos florescendo e esses apresentando um numero reduzido de flores e
inflorescéncias. Esse padrdo de floracdo em massa pode estar associado com a atracdo de varios
grupos de polinizadores (Gentry 1974), tendo sido registrado em outras espécies com grupos de
polinizadores mais generalistas (Johnson & Steiner 2000). F. multiflora apresentou dois grupos
de polinizadores atuando em horarios distintos, representando uma polinizagdo mais generalista,

observada também em outras espécies do género (Travers 1999, Maruyama et al. 2010).

As flores de F. multiflora s&o azuis, tubulares, com odor adocicado e antese diurna,
caracteristicas comuns em espécies polinizadas por borboletas (Rech et al. 2014), contudo as
flores de F. multiflora permanecem longevas durante a noite, exalando odor forte e adocicado
também neste periodo, o que atrai polinizadores noturnos (Maruyama et al. 2010). O mecanismo

evolutivo relacionado a sindromes de polinizacéo seleciona caracteres que atraem o polinizador



mais efetivo, levando a co-adaptagédo e a uma relacdo mais especializada entre planta-polinizador
(Aigner 2004). F. multiflora parece seguir caminho oposto, com a observacdo de uma
polinizacdo mista, com grupos distintos atuando em horarios diferentes, comportamento
observado também em F. cyanea (Maruyama et al. 2010). Algumas mudancas na morfologia
e/ou na biologia floral podem estar relacionadas com o estabelecimento de sistemas mais
generalistas em algumas espécies, nas quais, pode-se observar uma redugdo na importancia do
polinizador especialista (Brito et al. 2016). No entanto, em F. multiflora a permanéncia das
flores abertas durante a noite e ainda exalando odor nesse periodo parece ser o fator crucial para
0 estabelecimento um sistema de polinizacdo mais generalista. Armbruster & Baldwin (1998)
explicam que algumas espécies podem ter sucesso com sistemas mais generalistas, em
populacdes que se encontram em localidades com auséncia de seu polinizador especifico, o que
pode ocorrer com a populacdo estudada. Estudos de comunidade mostram que existe um
predominio de relacbes mais generalistas, como a observada aqui em F. multiflora, e que essa

estratégia se mostra mais estavel (Waser et al. 1996, Gomez 2002).

Essa estratégia de polinizagdo mista parece ser comum para 0 género Faramea (Travers
1999, Maruyama et al. 2010) e pode estar presente em outras espécies da familia Rubiaceae. Em
F. occidentalis foi observado a visitagcdo por grupos distintos, com abelhas como principais
visitantes durante o dia e mariposas a noite (Bawa et al. 1985, Travers 1999). Em um estudo
feito no Cerrado, F. cyanea também apresentou um sistema misto, com algumas espécies de
mariposas como principais polinizadores & noite e abelhas com maior frequéncia durante o dia
(Maruyama et al. 2010). Assim como esses exemplos, F. multiflora demonstrou a presenca de
grupos distintos no presente estudo, no entanto, durante o dia o principal polinizador foram
borboletas. Esse comportamento mais generalista também € observado em espécies de outros
géneros, como visto em Amaioua guianensis Aubl. (Amorim & Oliveira 2006) e em outras
familias (Brito et al. 2016, Aguilar-Rodriguez et al. 2016), que, assim como, F. cyanea apresenta
abertura das flores ao entardecer, caracteristica comum de espécies visitadas por polinizadores
noturnos (Rech et al. 2014). J4, F. multiflora apresenta abertura floral ao amanhecer, porém, suas

flores permanecem abertas e exalando odor durante a noite, atraindo polinizadores noturnos.

A populagdo estudada de F. multiflora apresentou praticamente mais do que trés
individuos do morfo brevistilo para cada individuo do morfo longistilo, um desvio
estatisticamente significativo da isopletia. Alguns estudos consideram que esse desvio na
isopletia pode ser causado por um relaxamento no sistema de incompatibilidade, observado neste

estudo para os dois morfos, sobretudo no morfo brevistilo (Sakai & Wright 2008, Consolaro et



al. 2011, Zhou et al. 2012) ou ainda, por perturbacdes ambientais que podem prejudicar a
disponibilidade de polinizadores (Matsumura &Washitani 2000, Endels et al. 2002). Estudo feito
com algumas espécies de Psychotria no Panama mostrou que uma limitacdo na polinizacao
cruzada pode estar relacionada com a quebra em caracteristicas da heterostilia, como a isopletia,
sobretudo se um dos morfos apresentar autocompatibilidade (Sakai & Wright 2008). O sistema
de auto-incompatibilidade parece mesmo estar relacionado com a manutencdo da isopletia em
especies distilicas, como observado em alguns estudos (Castro et al. 2004, Coelho & Barbosa
2004, Teixeira & Machado 2004, Furtado 2015). Isso parece se confirmar em F. multiflora, ja
que a auséncia de um sistema de incompatibilidade esta acompanhado de um desequilibrio na

proporcéo dos morfos na populacéo aqui estudada.

Além da perda do sistema de incompatibilidade, a populacdo de F. multiflora aqui
estudada, também apresentou um desvio na hercogamia reciproca, com hercogamia exata
observada entre os verticilos inferiores, mesmo padréo observado em Psychotria barbiflora DC
(Teixeira & Machado 2004), P. nuda (Castro & Araujo 2004), F. cyanea (Maruyama et al.
2010). A hercogamia reciproca é descrita como uma caracteristica essencial para os modelos que
explicam a evolucdo e manutencdo da distilia, ja que é tida como responsavel por promover a
polinizacdo cruzada por meio da deposicdo de grdos de polen em partes distintas do corpo dos
polinizadores (Charlesworth & Charlesworth 1979, Lloyd & Webb 1992). Em F. cyanea, a falta
da hercogamia exata entre os morfos parece ndo ter afetado o fluxo de pélen, porém o estudo nao
examinou a transferéncia de p6len entre os morfos por meio dos polinizadores (Maruyama et al.
2010). Em P. nitidula, a falta de hercogamia reciproca contribuiu para um desequilibrio no fluxo
de pdlen, mas o sistema de auto-incompatibilidade parece ter mantido a isopletia na populacao
(Furtado 2015). Além da perda da reciprocidade entre os verticilos superiores, a populacao de F.
multiflora estudada, também apresentou relaxamento no sistema de auto-incompatibilidade, o

que pode ter contribuido para o desvio observado na isopletia.

O relaxamento do sistema de incompatibilidade pode levar a predominancia de
individuos longistilos, ja que s&o homozigotos recessivos (Ganders 1975). Em alguns estudos foi
observado até mesmo o monomorfismo, sempre acompanhados da perda no sistema de
incompatibilidade (Sobrevila et al. 1983, Sakai & Wright 2008, Consolaro et al. 2011, Rodrigues
& Consolaro 2013). Contudo, nos resultados encontrados em F. multiflora, o morfo brevistilo,
além de estar presente em maior nimero, também apresentou uma producdo maior de
inflorescéncias, de flores e frutos. O relaxamento no sistema de incompatibilidade se mostrou

maior para o morfo brevistilo, no entanto, as taxas de frutificagdo ndo foram diferentes entre os



morfos, 0 que, posteriormente, seria esperado uma diferenca seletiva no processo de germinagéo
das sementes entre morfos. O crescimento do tubo polinico também ndo revelou diferencas entre
os morfos, no entanto, ndo foi observado a velocidade de crescimento dos tubos. Em Hedyotis
acutangula Champ (Rubiaceae), a velocidade do crescimento dos tubos foram diferentes entre os
morfos, com o morfo longistilo apresentando uma diferenca no crescimento entre polinizacGes
legitimas e ilegitimas maior do que o morfo brevistilo, representando uma autoincompatibilidade
‘oculta’ (Wu et al. 2010). Em F. multiflora, a diferenca foi observada na producdo de frutos
entre os tratamentos dentro de cada morfo, com os dois morfos sendo capazes de produzir frutos

apos polinizaces ilegitimas e até mesmo autopolinizagdes.

Os desvios reprodutivos encontrados no morfo brevistilo na populagdo estudada pode ter
substancial atuacdo dos polinizadores, principalmente pela maior reciprocidade do morfo em
questdo (Johnson & Steiner 2000). Segundo Coelho & Barbosa (2004), as borboletas podem
promover um fluxo assimétrico ao tocar a cabeca nas anteras do morfo brevistilo, apesar de que
em F. multiflora as borboletas e as mariposas noturnas parecem ndo tocar as anteras do morfo
brevistilo com a cabeca ao inserirem a probdscide dentro da flor. Polinizadores com
comportamentos distintos podem atuar de forma complementar em horarios diferentes em
espécies com polinizacdo noturna e diurna, contribuindo efetivamente para o sucesso reprodutivo
(Wolff et al. 2003, Maruyama et al. 2010). Tanto os polinizadores diurnos, representados
principalmente por borboletas, quanto as mariposas noturnas visitaram mais flores de individuos
brevistilos. No entanto, a Unica diferenca, na apresentacdo floral dos morfos, observada neste
estudo, foi a producdo de flores, com o morfo brevistilo produzindo mais flores por
inflorescéncia e mais inflorescéncias por individuo. Nao foi possivel mensurar a quantidade de
néctar produzido, e portanto, ndo ha observacdo de que um dos morfos produza mais néctar
COMO recompensa para 0s Visitantes. Por isso, hé a necessidade de mais estudos na area com esta
populagédo de F. multiflora a fim de entender o porqué da preferéncia do morfo brevistilo pelos

polinizadores.



CAPITULO 2 - FLUXO DE POLEN NA DISTILICA FARAMEA MULTIFLORA A. RICH.
(RUBIACEAE)

Resumo

O arranjo das estruturas reprodutivas em espécies heterostilicas favorece a polinizacdo cruzada
por meio da deposicdo de pdlen em partes distintas do corpo do polinizador. Em plantas
hermafroditas, o fluxo de polen pode ser diferente entre os individuos e isso pode fazer com que
alguns individuos atuem mais como doadores de p6len ou como receptores. O presente trabalho
teve como objetivo verificar o fluxo de pdlen entre os morfos distilicos em uma populacao de
Faramea multiflora A. Rich.. O estudo foi desenvolvido em uma populac¢do no Parque Natural
Municipal Santa Cruz nos meses de Janeiro e Fevereiro de 2015. Foram obtidas informacao a
respeito da morfometria floral de ambos os morfos, dimorfismo polinico, producéo de pélen e
transferéncia de podlen entre os morfos. A populacdo estuda mostrou falha na hercogamia
reciproca, sendo observada reciprocidade apenas entre os verticilos inferiores. Foi observado
dimorfismo no tamanho dos graos de pélen, com o morfo brevistilo apresentando grdos maiores,
no entanto, ndo houve diferenca na producdo de pélen entre os morfos. Os estigmas do morfo
brevistilo receberam mais grdos de pdlen e quando analisado a qualidade do grdo, o morfo
brevistilo também recebeu mais grdos legitimos enquanto que para gréos ilegitimos houve
diferenca apenas quando se analisa os tratamentos separados, nhovamente com o morfo brevistilo
recebendo mais grédos. O morfo longistilo mostrou uma fungdo masculina maior, enquanto o
morfo brevistilo apresentou uma funcdo feminina maior. Uma populacdo distilica sem
hercogamia reciproca e, provavelmente com desvios no fluxo de pélen, pode se manter isoplética
qguando o sistema de incompatibilidade é atuante, discussdo essa que é confirmada com a
populacdo estudada de F. multiflora, uma vez que o morfo brevistilo se mostrou autocompativel
e 3,5 mais frequente do que o longistilo. Mesmo com o dimorfismo polinico, a producdo de
polen foi a mesma para os dois morfos, 0 que pode ser explicado por fatores relacionados a
nutrientes do solo, mas ndo analisados no presente estudo. Devemos ressaltar que a populacao
estudada apresentou hercogamia reciproca apenas entre os verticilos baixos, o que explica o
porqué do morfo brevistilo receber mais gréos legitimos, ja que seu estigma € reciproco as
anteras do morfo longistilo. O que pode estar havendo na populagdo estudada é um desvio na
aptiddo reprodutiva dos morfos, o que pode levar até a perda total do morfo auto-incompativel,

no caso o longistilo, e a populacao se tornar monomaorfica brevistila.

Palavras-chaves: Aptidao reprodutiva; Dimorfismo polinico; Transferéncia assimétrica.



Introducéo

A heterostilia é definida como a presenca de dois (distilia) ou trés (tristilia) morfos florais
em determinada espécie com os respectivos morfos exibindo uma hercogamia reciproca entre 0s
Orgdos reprodutivos opostos (Barrett 1992). Junto com a hercogamia reciproca, outras
caracteristicas estruturais e fisioldgicas estdo frequentemente associadas a heterostilia, como por
exemplo, o sistema heteromdrfico de auto-incompatibilidade. Os modelos que visam explicar a
evolucdo da distilia diferem no que diz respeito se o sistema de incompatibilidade heteromorfico
é uma condicdo anterior ou posterior a hercogamia reciproca. No modelo de Charlesworth &
Charlesworth (1979), o sistema de incompatibilidade € predito anterior ao estabelecimento da
hercogamia reciproca e é considerado como um pré-requisito para a evolucao dos polimorfismos
florais. Ao contrario, o modelo proposto por Lloyd & Webb (1992) diz que a hercogamia
reciproca evoluiu primeiro, e que o sistema de incompatibilidade heteromorfico pode ter se
desenvolvido posteriormente. Ainda ndo ha evidéncias suficientes para se refutar ou aceitar
completamente uma dessas ideias como regra geral para a evolucdo dos polimorfismos florais,
no entanto, inimeros trabalhos demonstram origens independentes da heterostilia em inimeras

familias, possibilitando que ambos os caminhos possam ter ocorrido (Zhou et al. 2015).

Darwin (1877) propds que o arranjo das estruturas reprodutivas em espécies heterostilicas
favorece a polinizacdo cruzada por meio da deposicdo de pdlen em partes distintas do corpo do
polinizador. A deposicdo de pdlen legitimo é bastante usada para medir a eficiéncia do
polimorfismo floral em promover a transferéncia de pélen cruzado. Varios estudos tém usado o
polimorfismo dos grdos de pdlen para verificar o nimero de grdos legitimos e ilegitimos
depositados nos estigmas dos morfos florais em populac@es distilicas (Ganders 1979, Ree 1997,
Lau & Bosque 2003, Ornelas et al. 2004, Massinga et al. 2005, Brys et al. 2008b, Garcia-
Robledo 2008, Valois-Cuesta et al. 2011, Martén-Rodriguez et al. 2013, Furtado 2015). A
hercogamia reciproca atua favorecendo essa precisdo na poliniza¢do e diminuindo os conflitos
com a interferéncia do autopolen (Barrett 2002). No entanto, € interessante observar que outras
caracteristicas florais, como o tamanho da corola, ou a disponibilidade e quantidade de recursos,
podem afetar o comportamento dos visitantes florais e, consequentemente, interferir no fluxo de

polen entre os morfos (Ornelas et al. 2004, Valois-Cuesta et al. 2011).

Em plantas hermafroditas, o fluxo de pdlen pode ser diferente entre os individuos e isso

pode fazer com que alguns individuos atuem mais como doadores de pélen ou como receptores



(Lloyd & Webb 1992). Além disso, os polimorfismos florais também podem atuar promovendo
essa diferenca nas funcbes sexuais entre individuos, nesse caso, entre morfos (Garcia-Robledo
2008). Se o fluxo de pdlen se mostra simétrico, consequentemente, a funcédo sexual dos morfos
exibe um potencial equivalente e espera-se que os morfos tenham um sucesso reprodutivo
masculino e feminino iguais (Garcia-Robledo 2008). Sendo assim, os polinizadores podem ser
responsaveis por promover uma especializacdo sexual, por meio do fluxo de pdlen assimétrico,
que pode até evoluir ao dioicismo, a partir de uma condic¢éo distilica (Garcia-Robledo 2008). A
assimetria no fluxo de pdlen ndo é um resultado raro entre morfos de espécies distilicas, contudo
nem sempre as diferencas no fluxo de pdlen refletem a producdo de frutos (Stone 1995, Furtado
2015).

Rubiaceae € uma das poucas familias vegetais que possuem espécies didicas e
heterostilicas em varios géneros, demonstrando assim que a evolucdo desses sistemas parece ser
variado no grupo (Barrett & Shore 2008, Sakai & Wright 2008). Além da presenca de
polimorfismos em diversos géneros, varios padrdes de transferéncia de polen dos morfos florais
tem sido registrados em espécies da familia Rubiaceae (Wolff & Liede-Schumann 2007).
Conhecer as interacOes de espécies distilicas com seus polinizadores pode fornecer informacdes
importantes a respeito do papel dos visitantes na mudanca evolutiva da hercogamia reciproca
(Kissling & Barrett 2013). Muitas espécies que pertencem a grupos com hercogamia reciproca
exata apresentam algum tipo de quebra na distilia (Ganders 1979, Barrett et al. 2009), nas quais
sdo discutidas como resultado de disturbios ecoldgicos envolvendo, frequentemente, assembleia
de polinizadores (Pérez-Barrales & Arroyo 2010). Cada vez mais é preciso conhecer o real papel
exercido pelos polinizadores no sistema reprodutivo de grupos distilicos, pois, desta forma, sera
possivel entender as relacBes entre a eficiéncia desses polinizadores na transferéncia de pélen

intermorfo e as variagdes do polimorfismo existentes em algumas populagdes.

Faramea multiflora pertence a um género que, praticamente, ndo possui trabalhos a
respeito de sua biologia reprodutiva e, muito menos, dos processos ecoldgicos envolvidos em um
sistema de polinizagdo com visitantes noturnos e diurnos. Até o presente momento, existe um
trabalho com F. cyanea desenvolvido na regido do Triangulo Mineiro e dois com F. occidentalis
na ilha de Barro Colorado no Panama (Travers et al. 1998, Travers 1999), porém nenhum
abordou a biologia reprodutiva e os aspectos ecoldgicos entre os morfos distilicos. F. multiflora
€ uma espécie pouco conhecida, ocorrendo em um bioma com uma intensa pressao antropica, de
modo que seu sistema reprodutivo pode fornecer informacBes que contribuam para o

entendimento dos processos ecoldgicos associados com a distilia.



Objetivo Geral

Verificar o fluxo de pdlen entre os morfos distilicos em uma populacdo de Faramea

multiflora.
Objetivos especificos
I. Verificar a hercogamia entre os morfos florais;
ii. Averiguar a diferenciacdo polinica entre os morfos florais;

iii. Averiguar o fluxo de pélen entre os morfos e analisar a eficiéncia dos polinizadores

noturnos e diurnos.
Material e métodos
Area de coleta e espécie estudada

O estudo foi desenvolvido em uma populagdo no Parque Natural Municipal Santa Cruz
(47°55°0 e 18°9’S, 880 metros de altitude) nos meses de Janeiro e Fevereiro de 2015. O parque é
um fragmento florestal localizado no municipio de Cataldo, sudoeste de Goids, Brasil,
circundado por bairros residenciais e pastagens. Possui, aproximadamente, 29 ha onde a

fitofisionomia de Cerrado predominante é a Mata Mesofitica (Ferreira & Consolaro 2013).

Faramea multiflora pertence a um género neotropical com distribuicdo desde a América
Central e Meridional até a Bolivia e o Brasil, sendo comum em Matas de Galeria e Florestas
Umidas de Encostas (Delprete 2010). Trabalho prévio realizado com a mesma populacio
demonstrou que a espécie apresenta polinizadores noturnos e diurnos e um possivel relaxamento
no sistema de incompatibilidade (Eduardo 2012). E uma espécie arbustiva que na area de estudo

os individuos, raramente, atingiram 1,50 m de altura.
Morfometria floral

Foram coletadas, aleatoriamente, e fixadas em alcool (70%) 60 flores por morfo de 10
individuos. A morfometria floral foi realizada por meio de fotos digitais e programa de
mensuracdo de imagem (Imagel), sendo retiradas as seguintes medidas: comprimento dos
estames (base da corola até o meio da antera), comprimento do estilete (base da corola a base do
estigma), comprimento dos lobos estigmaticos (base do estigma até seu apice) e comprimento do
tubo da corola. A altura do estigma foi calculada pela soma do comprimento do estilete e

comprimento dos lobos estigmaticos/2. Esse célculo foi aplicado para ndo superestimar a altura



do estigma, uma vez que ele € bifido e, em condic¢Bes naturais, se encontra aberto. As analises

morfométricas foram realizadas a partir de uma ANOVA (Ayres et al. 2003) (Bioestat 5.3).

Ao longo de um transecto de ca. de 800m foram morfotipados todos os individuos para
averiguar a isopletia. O teste de Qui-quadrado foi realizado para analise de propor¢do entre 0s
morfos (Ayres et al. 2003) (Bioestat 5.3).

A hercogamia reciproca foi calculada usando dois indices. Primeiro, foi realizado o
indice de Reciprocidade de Richards & Koptur (1993), que é dado pela (altura da antera — altura
do estigma reciproco) / (altura da antera + altura do estigma reciproco). Esse indice quantifica,
separadamente, a reciprocidade média entre 0s 6rgaos sexuais superiores e inferiores, sendo que
o indice utiliza o valor de 0,0 como faixa de perfeicdo, porém nimeros entre 0,05 e -0,05 ainda
sdo aceitiveis. Foi utilizado também o Indice de Sanchez et al. (2013), que se baseia na
comparacdo da posicdo relativa do estigma de um morfo com altura das anteras de todas as
outras flores do morfo oposto na populacdo. Segundo esse indice, a reciprocidade perfeita ocorre
guando os valores estdo acima de 0,95, com um valor maximo de 1,0 (Sanchez et al. 2013). A
descricdo completa do indice e o software para o desenvolvimento da anélise esta disponivel em

http://webs.uvigo.es/plantecology/software.es.html.

Dimorfismo do pdlen

Os graos de polen foram coletados de uma antera por botdo, distribuidos em 30
individuos de cada morfo. Os botdes foram fixados em &lcool 70% e as medidas foram
realizadas em 20 grdos de pélen por antera (N=1200). Para realizar essas medidas, as anteras
foram destacadas e colocadas em placas de petri com gel de fuxina e, na sequéncia, foram
capturadas imagens digitais dos grdos de pélen utilizando um microscépio com camera digital
acoplada a fim de determinar a presenca do dimorfismo entre os morfos. A diferenca estatistica

no tamanho dos gréos foi averiguada com teste U (Mann-Whitney/Bioestat 5.3).

Os gréos de polen, apds a averiguacdo, foram alocados em classes de tamanho a fim de
organiza-los em uma distribuicdo de frequéncia. A partir da distribuigdo, foi observado classes
de tamanho especificas de cada morfo e classes com sobreposi¢do. Os graos justapostos foram
submetidos a faixas de sobreposicéo relativa, nas quais permitiram eleger a qual morfo eles
pertenciam. Trabalho de Garcia-Robledo (2008) utilizou a sobreposicdo maxima de 37% para
atribuir uma classe de tamanho ao morfo longistilo ou brevistilo. Grdos que se encontravam

acima desse valor ndo entraram na amostragem.


http://webs.uvigo.es/plantecology/software.es.html

Transferéncia de polen

O fluxo de polen intermorfo foi averiguado nos dois periodos de estudo a partir da
diferenciacdo do diametro dos grdos de pdlen sobre a superficie estigmatica de cada morfo.
Foram realizados os seguintes tratamentos: emasculado e coletado (EC), emasculado e coletado
no final da longevidade (ECF) e controle (C). Todos os tratamentos foram realizados nos dois
turnos, de modo que para o periodo diurno o final da longevidade foi considerado como o final
da tarde e para o periodo noturno, o inicio da manhd. O tratamento EC foi realizado apenas para
averiguar a acdo da emasculacdo na carga polinica final dos estigmas, ndo entrando na analise
final dos resultados, uma vez que néo foi detectada interferéncia no manuseio das flores. Para
cada tratamento, foram coletados 20 pistilos por morfo e, posteriormente a coleta, a regido do
estigma-estilete foi retirada e acoplada em lamina com gel de fuxina para qualificar e examinar a
carga polinica. A probabilidade do fluxo de pélen legitimo foi calculada pela razdo de pélen
legitimos nos estigmas analisados com a quantidade total de pdlen encontrado. Analises entre

tratamentos e entre morfos foram feitas usando uma ANOVA (Bioestat 5.3).

A quantidade de grdos de pélen produzido foi mensurada em 20 flores de 20 individuos
de cada morfo. Os grédos foram contabilizados em uma antera por flor e, posteriormente,
multiplicado pela quantidade de anteras por flor, no caso quatro (Cruden 1977). BotGes e flores

para essas analises foram coletados e armazenados em alcool 70% antes das analises.

A capacidade de cada morfo doar (funcdo masculina) e receber (funcdo feminina) pélen

foi analisado pelo protocolo proposto por Lloyd & Webb (1992).

_ (xpolen sobre o estigma )ij X (N° de flores)j
B (N° de pélen/Flor) X (N° de flores)i

Tij

73T
1

No qual Tij ¢ a probabilidade de um tinico grao de pdlen do tipo “i” ser transferido para o

[13%:2]
1

estigma do tipo “j”, (x polen sobre o estigma) ij € 0 nimero médio de grdos de pdlen “i” sobre
cada estigma “j” e 0 “i” e 0 “j” representam ambos os morfos. Os valores gerados pela formula
foram comparados para estimar as fungfes masculina e feminina, ndo havendo faixas de valores

que expressam mais uma funcdo do que outra (e.g. valores de 0 a 1).

Resultados

Morfometria floral

Os dados de morfometria floral estdo representados na Tabela 1. Ndo foi encontrada

diferenca significativa entre os morfos apenas no comprimento do tubo da corola. A morfometria



mostrou que a altura das anteras dos dois morfos apresentou diferenca significativa, sendo as
anteras do morfo brevistilo maiores que a do longistilo. O mesmo foi encontrado no diametro do
grdo de polen. Os valores para 0 comprimento do estilete também foram, significativamente,

distintos, com o morfo longistilo apresentando tamanho superior (ver Tabela 1).

O célculo do Indice de Reciprocidade de Richards & Koptur (1993) apresentou um valor
de 0,07%0,05 para os orgdos inferiores e 0,82+0,16 para 0s superiores, sendo considerada
reciproco e nédo reciproco, respectivamente. A populacdo estudada obteve o valor de 0,11 para o
indice de reciprocidade Sanchez et al., (2013), representando uma baixa reciprocidade na
populagéo.

Tabela 1. Dados morfométricos de flores brevistilas e longistilas de Faramea multiflora no
Parque Natural Municipal Santa Cruz, Cataldo, Goias, Brasil. As medidas estdo em milimetros,
mas em micrometros para os graos de pélen. Letras diferentes na mesma linha indicam diferenca

estatisticamente significativa (p<0,05) usando o teste estatistico (ANOVA). N = 59 para as
medidas das pecas florais e N = 1200 para o didmetro polinico.

Média + Desvio padrdo

Caracteristica morfométrica

Brevistilo Longistilo
Comprimento do tubo da corola 7,84 +0,56 a 7,73+051a
Altura dos estames 7,60 0,56 a 557+0,44Db
Comprimento das anteras 3,70+ 0,23 a 344+£0.27hb
Comprimento dos lobos estigmaticos 1,46 +0,21 a 1,99+0,28b
Altura do pistilo 3,99+0,29a 10,72+ 0,65b
Didmetro polinico 599+0,78a 481+0,84b

Dimorfismo polinico

O morfo brevistilo apresentou didmetro, significativamente, maior em comparagdo com
os valores do morfo longistilo (U=20,99 p<0,0001). A distribuicdo de classes encontrou que
mais de 40% dos grdos de pdlen mensurados estavam localizados na classe com maior
sobreposicao entre os morfos (5-6) (Figura 1). Outras duas classes também tiveram sobreposicao
(4-5 e 6-7), no entanto os valores de sobreposicdo para essas duas classes ficaram abaixo de
18%, sendo possivel classifica-los como pertencentes ao morfo longistilo (4-5) e ao morfo
brevistilo (6-7).
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Figura 1. Distribuicdo de frequéncia do diametro dos grdos de pdlen dos morfos florais de
Faramea multiflora no Parque Natural Municipal Santa Cruz, Cataldo, Goiés, Brasil.

Transferéncia e producéo de polen

N&o foi observado diferenca significativa na producdo de pélen entre os morfos de F.
multiflora na populacdo estudada. No morfo brevistilo foi encontrado em média 417,5+34,87
gréos e no longistilo foi encontrado 404,19+65,57 (t=1,9832 p= 0,194) nas anteras. Por flor, o
morfo brevistilo produziu em média 1634,5+123,6 e o longistilo 1578+149,98 grdos de pdlen
(t=2,323; p=0,097).

Foi encontrada diferenca significativa na carga polinica entre os estigmas do morfo
brevistilo e do morfo longistilo, quando consideramos os dois periodos, tendo o brevistilo maior
carga polinica do que o longistilo (Figura 2A). No entanto, ndo foi observada tal diferenca entre
os morfos nos estigmas polinizados durante o dia (Figura 2B), apenas nos estigmas do periodo
noturno (Figura 2C). Dentro dos tratamentos, houve diferenca significativa entre os morfos
apenas no tratamento Controle (C), na soma dos dois periodos (F=10,2214 p=0,002) e durante o
dia (F=18,22 p=0,003), mas ndao a noite (F=3.5397 p=0.06), com o morfo brevistilo
apresentando mais graos de pdlen nos estigmas. Nos dois casos 0 morfo brevistilo recebeu mais
gréos de polen em comparagcdo com o morfo longistilo. Nas flores emasculadas e coletadas ao

final do dia (E.C.F), a carga polinica ndo apresentou diferenca significativa entre os morfos em



todos os casos (F=0,7758 p=0,61; F=0,06 p=0,80; F=0,9730 p=0,66 soma de ambos os periodos,

durante o dia e a noite, respectivamente).
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Figura 2. Numero de grdos de pélen por individuo de Faramea multiflora no Parque Natural
Municipal Santa Cruz, Cataldo, Goiés, Brasil. A: Carga polinica nos dois periodos estudados. B:
Carga polinica durante o dia. C: Carga polinica do periodo noturno. O valor de F no centro
representa a comparacao da quantidade total de gréos entre morfos. Dentro de cada morfo, letras
diferentes representam diferenca estatistica entre os tratamentos (p<0,05). Os asteriscos
simbolizam a comparacédo entre os morfos para 0 mesmo tratamento (p<0,05).

Em relacdo a qualidade dos graos de polen, os estigmas do morfo brevistilo apresentaram
mais graos legitimos em comparacdo com o morfo longistilo na somatoria total, porém, o morfo
brevistilo ndo apresentou mais grdos legitimos nos turnos separados (Figura 3). Dentro de cada
morfo, ndo houve diferencas na quantidade de pdlen legitimo entre os tratamentos realizados em
todos os casos (Figura 3). Analisando por tratamento, houve diferenca significativa na
quantidade de grdos legitimos tanto no Controle quanto no E.C.F, sempre com o morfo brevistilo
apresentando mais gréos legitimos em comparacdo com o morfo longistilo (F=5,923 p<0,05;

F=3,187 p<0,05, Controle e E.C.F, respectivamente) na somatoria dos dois periodos.
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Figura 3. Numero médio de gréos de pdlen legitimos por individuo de Faramea multiflora no
Parque Natural Municipal Santa Cruz, Cataldo, Goias, Brasil. A: Carga polinica nos dois
periodos estudados. B: Carga polinica durante o dia. C: Carga polinica do periodo noturno. O
valor de F no centro representa a comparacao da quantidade total de gréos entre morfos. Dentro
de cada morfo, letras diferentes representam diferenca estatistica entre os tratamentos (p<0,05).
Os asteriscos simbolizam a comparacéo entre os morfos para 0 mesmo tratamento (p<0,05).

Ainda em relacdo a qualidade dos grdos de pdélen, os estigmas do morfo brevistilo e
longistilo ndo apresentaram diferenca significativa no nidmero médio de grdos de podlen
ilegitimos em nenhum dos periodos e na soma total (Figura 4). Dentro de cada morfo, também
ndo houve diferengas na quantidade de polen legitimo entre os tratamentos realizados em todos
os casos (Figura 4). No entanto, houve diferenca significativa entre os morfos, quando
analisamos os tratamentos separados, com o morfo brevistilo apresentando um numero de gréos
ilegitimos significativamente maior apenas no tratamento Controle (F=1,8843 p<0,05). Esssa
diferencga foi observada também durante o dia (F=3,6554 p<0,05), mas ndo a noite (F=0,1127
p=0,19) (Figura 4).
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Figura 4. Namero médio de grdos de polen ilegitimos por individuo de Faramea multiflora no
Parque Natural Municipal Santa Cruz, Cataldo, Goias, Brasil. A: Carga polinica nos dois
periodos estudados. B: Carga polinica durante o dia. C: Carga polinica do periodo noturno. O
valor de F no centro representa a comparagé@o da quantidade total de gréos entre morfos. Dentro
de cada morfo, letras diferentes representam diferenga estatistica entre os tratamentos (p<0,05).
Os asteriscos simbolizam a comparagéo entre 0os morfos para 0 mesmo tratamento (p<0,05).

Dentro de cada tratamento, o morfo brevistilo mostrou diferenca significativa na
quantidade de polen ilegitimo em comparagdo com a quantidade de polen legitimo nos estigmas.
Ao contrario, para o morfo longistilo, ndo foi observado diferencas significativas entre pdlen

legitimo e ilegitimo nos dois tratamentos. Os resultados dessas analises sdo mostrados na Tabela

3.



Tabela 3. Quantidade de grdos em estigmas nos tratamentos de transferéncia de pélen em
Faramea multiflora no Parque Natural Municipal Santa Cruz, Cataldo, Goids, Brasil.
Tratamentos: Controle, (E.C.F.) Emasculado e coletado no final da longevidade. Morfos: B
(brevistilo), L (longistilo).

Tratamento Morfo Pdlen Legitimo* Polen llegitimo* F p

B 1471 (147,1 £ 143,7) 2495 (249,5 + 165,4) 5,67 <0,05
Controle
L 612 (61,2 £ 25,6) 826 (82,6 £ 61,6) 2,21 0,48

B 1628 (162,8 + 112,6) 2167 (216,7+272,1) 165  <0,05
ECF
L 989 (98,9+66,78) 1116 (111,6+1234) 3,34 0,31

* Média e desvio padrdo entre parénteses.

Os dois morfos ndo mostraram diferenca significativa na probabilidade de receber gréos
provenientes de polinizacdo legitima, em todos os periodos e na somatdria final. No tratamento
E.C.F, também ndo houve diferenca entre os dois morfos na probabilidade de receber pdlen
legitimo (F= 1,347 p=0,43; F= 0,009 p= 0,76; F= 0,01 p= 0,65 na soma total, durante o dia e a
noite, respectivamente). Da mesma forma, o tratamento Controle ndo mostrou diferencgas
significativas entre os morfos na probabilidade de receber grdos provenientes de cruzamentos
legitimos (F= 2,87 p= 0,09; F= 3,214 p= 0,18; F= 0,23 p= 0,32 na soma total, durante o dia e a
noite, respectivamente). Dentro de cada morfo, ndo houve diferencas significativas na

probabilidade de receberem gréos de pélen legitimos entre os tratamentos (Figura 5).
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Figura 5. Numero médio de grdos de pélen legitimos por individuo de Faramea multiflora no
Parque Natural Municipal Santa Cruz, Cataldo, Goias, Brasil. A: probabilidade durante os dois
periodos. B: probabilidade durante o dia. C: probabilidade a noite. O valor de F no centro
representa a comparacdo da quantidade total de gréos entre morfos. As letras representam entre
tratamentos dentro de cada morfo (Letras diferentes significam diferencas estatisticamente
significativas p< 0,05).

Assim como na polinizacdo legitima, os dois morfos ndo mostraram diferenca
significativa na probabilidade de receber grdos provenientes de polinizacdo ilegitima, em todos
0s periodos e na somatdria final. Na soma total dos dois periodos houve diferenca significativa
na probabilidade apenas no tratamento controle, com o morfo brevistilo, apresentando uma
probabilidade maior de receber grdos ilegitimos (F= 5,434 p= 0,03). Dentro de cada morfo,
houve diferenca significativa apenas na probabilidade total de receberem grdos de pdlen

ilegitimos entre os tratamentos no morfo brevistilo na somatoria dos dois periodos (Figura 6).

A OControle
04
a BECT
0.39
;f 0.38
E F=421
E 037
2 =069
z2
£ 036
& b a*
g
EO 3 " n
8034
§ 0.33
0.32
0.31
Brevistilo Longsstilo
B
a C
0.3 04 a
a a
" F=001 " s . F=236
02 4 =089 03 p=0.64 i

0.15

0.1

Graos de polen (Probabilidade)
Grios de polen (Probabilidade)

0.05

Brewvistilo Longistilo Brevistilo Longistilo

Figura 6. Nimero médio de grdos de poélen ilegitimos por individuo de Faramea multiflora no
Parque Natural Municipal Santa Cruz, Cataldo, Goias, Brasil. A: probabilidade durante os dois
periodos. B: probabilidade durante o dia. C: probabilidade a noite. O valor de F no centro
representa a comparacao da quantidade total de gréos entre morfos. As letras representam entre
tratamentos dentro de cada morfo (Letras diferentes significam diferengas estatisticamente
significativas p< 0,05).

A capacidade de cada morfo doar e receber graos de polen dentro dos tratamentos foi

assimétrica para o morfo brevistilo, apresentando uma capacidade maior de doacéo ilegitima nos



dois tratamentos. No entanto, o morfo longistilo obteve resultado inverso, tendo uma capacidade
maior de doagdo legitima nos dois tratamentos. O morfo brevistilo apresentou uma capacidade
de receber grdos legitimos maior no tratamento emasculado e capacidade igual no controle. Ja o
morfo longistilo teve uma capacidade de receber gréos ilegitimos maior nos dois tratamentos.
Quanto a funcéo masculina, o morfo longistilo apresentou valores maiores que o morfo brevistilo
em relacdo a polinizagdo legitima, mas o morfo brevistilo apresentou fungdo masculina maior
quanto a polinizacdo ilegitima. Para a funcdo feminina, o morfo brevistilo apresentou valores
maiores tanto pra polen legitimo quanto para ilegitimo em comparacdo com o morfo longistilo
(Tabela 4).

Tabela 4. Proficiéncias da funcdo masculina (doador) e feminina (receptor) (T;) de Faramea
multiflora no Parque Natural Municipal Santa Cruz, Cataldo, Goids, Brasil. Ndo hé intervalos de
valores que expressam mais uma fungdo do que outra (e.g. valores de 0 a 1), simplesmente, 0s Tj;
podem ser comparados para estimar as fungdes masculina e feminina, tanto entre morfos quanto
entre tratamentos. Controle, (E.C.F) emasculado e coletado no final do dia.

Receptor (Tij)

Tratamentos Doador
Brevistilo Longistilo

Brevistilo 3,8 X102 5,6 X103
Controle

Longistilo 3,8 X 102 1,3 X107

Brevistilo 3,3 X102 9,1X103
E.C.F

Longistilo 4,2 X 102 1,7 X 102
Discussao

A populacéo estudada de Faramea multiflora mostrou desvio na hercogamia reciproca,
apresentando reciprocidade justamente entre os verticilos sexuais inferiores, os quais foram os
que receberam maior fluxo compativel de pdlen. O morfo longistilo apresentou uma
reciprocidade baixa e um fluxo assimétrico de polen compativel. Darwin (1877) propds em seu
modelo que o arranjo morfolégico reciproco apareceu, evolutivamente, como uma maneira de
potencializar a transferéncia de polen legitimo, por meio da deposicdo de pdlen em partes
especificas do corpo dos polinizadores. Alguns estudos posteriores ao modelo proposto por
Darwin também apontam que a hercogamia reciproca reduz a interferéncia sexual, evitando
assim o desperdicio de pdlen que ocorreria na autopolinizacdo e na polinizacdo cruzada
intramorfo (Baker 1964, Webb & Lloyd 1986). No entanto, 0 comportamento e a frequéncia dos

polinizadores podem afetar o fluxo de polen, levando a uma polinizagdo legitima assimétrica



(Valois-Cuesta et al. 2011). Assimetria no fluxo de polen foi observada em Palicourea fendleri e
Psychotria nitidula, populagdes com desvio na hercogamia reciproca (Lau & Bosque 2003,
Furtado 2015). Mesmo resultado foi observado no presente estudo com a populacdo de F.
multiflora, apresentando assimetria no fluxo de pdlen conjuntamente ao desvio observado na
hercogamia reciproca. Alguns trabalhos discutem que uma populagdo distilica sem hercogamia
reciproca e, provavelmente com desvios no fluxo de pdlen, pode se manter isoplética quando o
sistema de incompatibilidade é atuante (Maruyama et al. 2010, Furtado 2015), discussdo essa
que é confirmada com a populacgéo estudada de F. multiflora, uma vez que o morfo brevistilo se

mostrou autocompativel e 3,5 mais frequente do que o longistilo (dados do primeiro capitulo).

No presente estudo, F. multiflora apresentou diferencas no didmetro dos grdos de pdlen
entre os morfos, no entanto a producdo de pdlen foi a mesma entre os morfos. Os estudos
pioneiros de distilia discutem que tanto a producéo de pélen, quanto o dimorfismo no tamanho
polinico podem estar relacionados ao crescimento do tubo (Darwin 1877, Bahadur 1968,
Ganders 1979, Barrett 1992). Neste caso, o morfo brevistilo deveria produzir graos de poélen
maiores, ja que eles necessitam percorrer um caminho mais longo no estilete do morfo longistilo,
precisando assim, de uma reserva energética maior, no entanto com graos maiores era de se
esperar que o morfo brevistilo produzisse uma quantidade menor de gréos por antera. Situacao
inversa deveria ocorrer com o morfo longistilo (Ganders 1979, Barrett 1992). Em F. multiflora,
a diferenca no diametro dos grdos entre morfos corrobora os estudos citados, entretanto a
producdo de pdlen foi igual entre os morfos. Alguns estudos discutem que uma quantidade baixa
de nutrientes no solo podem afetar essas duas caracteristicas do polen (Lau & Stephenson 1994,
Wolff & Liede-Schumann 2007), contudo no presente estudo com F. multiflora ndo foi
verificado os fatores abidticos que podem estar ligados a producdo de polen igual entre os

morfos.

Com a reciprocidade encontrada apenas nos verticilos baixos, era de se esperar que 0S
estigmas do morfo brevistilo recebessem maior quantidade de grdos legitimos (Lau & Bosque
2003; Furtado 2015). Essa diferenca foi confirmada na populacdo estudada de F. multiflora e os
estigmas do morfo brevistilo apresentaram mais grdos legitimos do que o morfo oposto. Esse
resultado demonstra a funcionalidade da hercogamia reciproca na populacdo estudada, tendo em
vista que os estigmas do morfo brevistilo apresentaram reciprocidade com as anteras do morfo
oposto, enquanto que o contrario ndo foi verdadeiro. Considerando a falta de reciprocidade entre
os verticilos superiores, era provavel que o morfo longistilo apresentasse uma maior quantidade

de polen ilegitimo em comparacdo com o morfo brevistilo (Furtado 2015), porém os dois morfos



receberam quantidades iguais de polen ilegitimo. Os padrdes de transferéncia de pdlen
encontrados demonstram que a funcionalidade desse sistema pode variar entre plantas da mesma
populacdo, entre diferentes populacdes da mesma espécie e ao longo do tempo, sendo que 0s
polinizadores sdo um dos grandes responsaveis (Hernandez & Ornelas 2007). Se o0s
polinizadores continuarem a promover um fluxo assimétrico, a especializacdo sexual pode
evoluir a dioicia extrema a partir de uma condi¢cdo distilica (Garcia-Robledo 2008) ou a
populacéo se tornar monomorfica brevistila. Apesar dos dois morfos apresentarem diferencas no
fluxo de polen, eles parecem estar recebendo quantidades suficientes para que ocorra fecundacao
tanto legitima quanto ilegitima, lembrando que eles produzem, em média, apenas dois 6vulos por

flor.

Os resultados demostraram que o morfo longistilo de F. multiflora desempenhou uma
maior funcdo masculina ao doar mais poélen legitimo, enquanto o morfo brevistilo teve uma
funcdo feminina maior. Segundo Lloyd & Webb (1992), essa capacidade masculina e feminina
deveria ser igual para ndo ocasionar distirbios reprodutivos em populacdes distilicas, contudo
essa diferenca também ja foi relatada em outras espécies distilicas (Stone & Thomson 1994,
Gonzélez et al. 2005, Garcia-Robledo 2008, Keller et al. 2014, Furtado 2015). Em F. multiflora,
o0 sistema de incompatibilidade ndo funciona com rigidez (ver detalhes do primeiro capitulo),
principalmente no morfo brevistilo, e mesmo recebendo mais graos legitimos bastaria apenas
dois grdos ilegitimos para fecundar os 6vulos formados em suas flores. O que pode estar
havendo na populacédo estudada de F. multiflora é um desvio na aptiddo reprodutiva dos morfos,
ja que foi observado uma diferenca na propor¢do dos morfos na populagdo (ver detalhes do
primeiro capitulo), o que pode levar até a perda total do morfo auto-incompativel, no caso o
longistilo, e a populacdo se tornar monomorfica brevistila. Em um estudo com Psychotria
carthagenensis no Triangulo Mineiro, foi encontrada uma situagéo parecida, mas a monomorfia
com autocompatibilidade se manifestou no morfo longistilo, o que parece ser mais comum de
ocorrer (Hamilton 1990, Barrett 1992, Consolaro et al. 2011).

Os dois grupos de polinizadores, diurnos e noturnos, parecem estar contribuindo de forma
diferente para o fluxo de pdlen na populacdo de F. multiflora aqui estudada. Durante o dia, 0s
estigmas do morfo brevistilo apresentaram uma quantidade maior de grdos ilegitimos em
comparagdo com o morfo longistilo, no tratamento Controle. Essa diferenca ndo foi observada a
noite e nem em flores emasculadas durante o dia, sendo provavel que os visitantes diurnos
possam estar contribuindo com a deposicdo de polen da propria antera (autopolen). Em relagéo a

deposicao de polen legitimo, o morfo brevistilo também apresentou mais gréos de pélen em seus



estigmas, contudo, no periodo noturno ndo foi observada tal diferenca e durante o dia apenas no
tratamento Controle. Os dois grupos de polinizadores observados s&o conhecidos por
apresentarem proboscide longa e alguns estudos ponderam que esse tipo de polinizador pode ser
mais eficiente no fluxo de pdlen em espécies distilicas pelo fato da probdscide alcancar os
verticilos inferiores (Ferrero et al. 2011, Keller et al. 2014). Como observado no presente estudo,
o morfo brevistilo de F. multiflora apresentou mais gréos legitimos do que o morfo longistilo,
talvez, em razdo dessa capacidade dos dois grupos de polinizadores em atingir os verticilos
inferiores e ainda pelo fato da populacéo ter apresentado hercogamia reciproca apenas nestes
verticilos. Por outro lado, o morfo brevistilo também apresentou mais gréos ilegitimos do que
legitimos em seus estigmas, enquanto o morfo longistilo ndo mostrou diferenca na qualidade do
polen. 1sso pode ter ocorrido devido a maior taxa de visitacdo no morfo brevistilo e uma possivel

contribuicdo dos polinizadores ao depositarem polen das proprias anteras da flor visitada.

Em concluséo, ndo foi observado diferenca na producdo de polen entre os morfos de
Faramea multiflora, no entanto o morfo brevistilo apresentou uma maior funcdo feminina
enquanto o morfo longistilo obteve uma maior funcdo masculina. Devemos ressaltar que a
populacdo estudada apresentou hercogamia reciproca apenas entre os verticilos baixos, o que
explica o porqué do morfo brevistilo receber mais graos legitimos, ja que seu estigma € reciproco
as anteras do morfo longistilo. A hercogamia reciproca favorece a deposicdo de pdlen, mas 0s
polinizadores sdo os agentes na transferéncia dos graos e os dois grupos observados mostraram
uma taxa maior de visitas no morfo brevistilo. Isso pode explicar por que o morfo brevistilo teve
uma funcdo masculina maior na doacdo de pdlen ilegitimo, jA que os visitantes frequentaram
mais flores desse morfo. No entanto, estudos com a deposicdo de pélen no corpo do polinizador
precisam ser feitos, principalmente ap6s experimentos de primeira visita, como observado em
Psychotria nitidula, para verificarmos em que partes do corpo dos diferentes polinizadores 0s
grdos de polen tém sido depositados (Furtado 2015).



CONSIDERACOES GERAIS

Os resultados observados na presente dissertacdo fornecem informacdes importantes a
respeito da biologia reprodutiva de Faramea multiflora e ainda sobre o funcionamento da distilia
em relacdo ao fluxo de pdlen na populacdo estudada. No entanto, alguns pontos precisam ser
melhor estudados para responder lacunas abertas com o presente trabalho. A populagéo estudada
apresentou distilia atipica, com o desvio na hercogamia reciproca, falta do sistema de
incompatibilidade e um desvio na proporcao dos morfos, sendo que a maior parte da populacéo é
composta por individuos do morfo brevistilo. Semelhante a outras espécies do género, F.
multiflora apresentou um sistema de polinizagéo generalista, com visitantes noturnos e diurnos,
sendo que ambos visitaram mais flores de individuos brevistilos. Os dois grupos principais de
polinizadores, visitam as flores de F. multiflora buscando o néctar como recurso, no entanto, a
andlise da quantidade de néctar e concentracdo de agucar precisam ser realizadas para, talvez

responder 0 nimero maior de visitas no morfo brevistilo.

Quanto a funcionalidade da distilia, foi observado que a hercogamia reciproca promove a
polinizacdo cruzada no presente trabalho, j& que o desvio na reciprocidade entre os verticilos
reprodutivos correspondeu a uma transferéncia de pdlen assimétrica, com o morfo brevistilo
recebendo mais gréos de pélen provenientes de polinizacéo legitima. No entanto, experimentos
de primeira visita sdo necessarios para verificar a eficiéncia dos polinizadores e também coletar
polinizadores apds essa visita para verificar a deposicao de pdlen nas diferentes partes do corpo.
Juntamente a isso, estudos futuros sdo necessarios com outras populacdes de F. multiflora a fim
de determinar se o sistema de polinizacdo generalista € comum na espécie, ou esta restrito a area

estudada.
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