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RESUMO

Os polinizadores desempenham um importante papel na funcionalidade da distilia, pois a
partir da hercogamia reciproca (HR) que os grdos de polen sdo depositados sobre partes
especificas do corpo dos polinizadores. O presente trabalho teve como objetivo estudar a
funcionalidade da distilia no fluxo de polen e na deposicdo dos grdos de polen em partes
especificas do corpo dos polinizadores em uma populacdo de Psychotria nitidula Cham. &
Schltdl. (Rubiaceae). A coleta de dados ocorreu na transi¢cdo de dois anos (2013-14/2014-15)
em uma Mata Mata estacional Semidecidua, localizada no Brasil Central. Foram obtidos
informacgdes sobre morfometria floral, HR, nivel de hercogamia, isopletia, sistema de
incompatibilidade, producdo de néctar, dimorfismo polinico, producdo e transferéncia de
polen, producdo de inflorescéncias, flores, frutos e sementes, visitantes florais e suas cargas
polinicas. A populacdo apresentou os morfos longistilo e brevistilo em isopletia e a produgdo
de flores, inflorescéncia, frutos e sementes foi a mesma para ambos os morfos. Segundo os
indices de reciprocidade, a HR foi ausente para ambos os verticilos reprodutivos, porém
segundo as analises estatisticas os verticilos baixos apresentaram reciprocidade. Ambos os
morfos apresentam separacdo estigma-antera (hercogamia) sem diferencas na hercogamia
entre os morfos. A producdo de frutos ocorreu apenas apoOs tratamentos legitimos e a
producdo de néctar foi semelhante entre os morfos. Os Unicos polinizadores que apresentaram
deposicdo de polen em partes especificas do corpo dos polinizadores foram os de probdscide
curta. O principal visitante foi a abelha exdética Apis mellifera. O fluxo de p6len intermediado
pelos polinizadores foi totalmente assimétrico, no qual o morfo brevistilo foi melhor receptor
de polen legitimo em todos os tratamentos. Alguns fatores basicos podem explicar a
assimetria no fluxo de pdlen e a ndo deposicdo de pdlen em partes especificas do corpo dos
visitantes de lingua longa: a presenca de HR dos verticilos baixos possibilitou uma maior
eficacia no fluxo de polen; a atuagdo ineficiente de um polinizador exotico; a interferéncia
sexual dos verticilos reprodutivos, pois o morfo longistilo desempenhou uma funcéo
masculina e o brevistilo uma funcdo feminina. Dessa forma, acredita-se que desvios em
carécteres tidos como cruciais para a manutencdo e funcionalidade da distilia nem sempre
afetam o sucesso reprodutivo e favorecem desequilibrio na razdo dos morfos, sobretudo

quando o sistema de incompatibilidade é atuante, como encontrado em P. nitidula.

Palavras-chaves: Heterostilia, Polimorfismo floral, Hercogamia reciproca, Polinizag&o,

Cerrado.
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ABSTRACT

Pollinators play an important role in the functionality of distyly, since the reciprocal
herkogamy (RH) facilitates the deposition of pollen grains on specific body parts of the
pollinators. This study aimed to study the functionality of the distylous system in the pollen
flow and in the deposition of pollen grains in specific parts of the body of the pollinators of
one population of Psychotria nitidula Cham. & Schltdl. (Rubiaceae). Data collection occurred
in the transition of two followed years (2013-14/2014-15) in a Tropical semidecidous forest in
the Central Brazil. Information about the floral morphology, the RH, the herkogamy level, the
morph ratio, the incompatibility system, nectar production, the pollen dimorphism, the
production and pollen transfer, the amount of inflorescences, flowers, fruits and seeds, the
floral visitors and their pollen loads were obtained. The studied population presented the pin
and the thrum morphs in isoplethy, the production of flowers, inflorescences, fruits and seeds
was the same for both morphs, but the reciprocity indices indicated absent of reciprocal
herkogamy between the two floral morphs, although, the statistical results indicated
reciprocity between the lower whorls of the flowers. Both morphs presented stigma-anther
separation (herkogamy), and, there were no differences in the herkogamy between the floral
morphs. There were no differences between the morphs in the nectar production and in the
fruit production, that, occured only by legitimate pollinations. A producdo de frutos ocorreu
apenas apos tratamentos legitimos, e producdo de néctar foi semelhante entre os morfos.The
only pollinators that presented pollen deposition on specific body parts were the short-
tongued visitors. The main visitor was the exotic bee Apis mellifera. The pollen flow
mediated by pollinators was completely asymmetrical, the thrum morph received more
legitimate pollen than the pin morph in all the performed treatments. Some factors may
explain the asymmetry in the pollen flow and the non-deposition of pollen in specific parts of
the long-tongued visitors. Such as the presence of reciprocal herkogamy of the lower whorls,
that could enabled a greater effectiveness in the pollen flow, an ineffective action of an exotic
pollinator and the sexual interference in the reproductive structures, since the pin morph pin
played a male function and the thrum a female. Therefore, it is believed that deviations in
characters, regarded as crucial for the maintenance and function of distyly, not always affect
the reproductive success and cause imbalance in morph ratio, particularly when the

incompatibility system is active, as found in P. nitidula.

Key words: Heterostyly, floral polimorphism, Reciprocal herkogamy, Pollination, Cerrado.



1. APRESENTACAO DO TEMA

A heterostilia € uma estratégia reprodutiva apresentada por 28 familias de
angiospermas, sendo a diminuicdo da autopolinizacdo e a busca pela fecundacdo cruzada as
principais explicacbes evolutivas para a origem desse sistema (Barrett et al. 2000). E
caracterizada por apresentar populagdes com duas (distilia) ou trés (tristilia) formas florais
que se diferem quanto a posi¢éo dos estigmas e anteras e também por um sistema genético de
autoincompatibilidade, no qual através de um reconhecimento bioquimico do pistilo-polen, os
tubos polinicos se desenvolvem apenas apds polinizagdes legitimas (chamada de polinizacdes
intermorfos) (Ganders 1979, Bawa & Beach 1983, Konh & Barrett 2012).

A distilia é a forma mais comum da heterostilia, sendo encontrada em 26 das 28
familias heterostilicas (Barrett et al. 2000). E caracterizada por apresentar flores que
apresentam estiletes curtos e estames longos (morfo brevistilo) e flores que apresentam
estiletes longos e estames curtos (morfo longistilo). Cada individuo apresenta um tipo floral,
sendo que em populacdes em equilibrio é esperado uma razdo equilibrada dos morfos dentro
das populacgdes (isopletia 1:1) (Bahadur 1968, Ganders 1979, Barrett 1992). A isopletia se da
devido ao fato do morfo brevistilo se manifestar na forma heterozigota e o longistilo na
homozigota recessiva, sendo a homozigota dominante uma forma deletéria (Ganders 1979).
As caracteristicas genéticas e morfoldgicas mencionadas acima parecem ser gerenciadas por
meio de uma forte associacdo entre os loci génicos que os controlam, formando o que é
chamado de “Supergene” (Ganders 1979), contudo esse conceito é genérico e ndo foi
esclarecido para algumas familias distilicas, dentre elas Rubiaceae (Consolaro et al. 2011,
Rodrigues & Consolaro 2013).

A familia Rubiaceae é a quarta maior dentre as angiospermas, sendo representada por
cerca de 650 géneros e 12000 espécies (Delprete et al. 2004). No Brasil, é considerada uma
das familias mais importantes, possuindo 130 géneros e 1500 especies (Sousa & Lorenzi
2005). No Cerrado, sdo encontrados cerca de 376 espécies distribuidas em todas as
fitofisionomias, sendo considerada a sétima mais rica do bioma (Mendonga et al. 2008).
Dentre as 26 familias com distilia, Rubiaceae é considerada a mais rica, pois € a que possui
mais géneros distilicos (Ganders 1979, Barrett et al. 2000). Essa familia estd subdividida em
trés subfamilias monofiléticas, Ixoreae, Cinchonoideae e Rubioideae, de modo que em
Rubioideae a distilia &, majoritariamente, presente (Faivre & McDade 2001, Bremer &
Eriksson 2009, Ferrero et al. 2012). O género Psychotria esta inserido em Rubioideae,

possuindo em torno de 2000 espécies que estdo distribuidas nos tropicos e subtrdépicos, sendo-



as comumente representado por arbustos, ervas e epifitas (Robbrecht 1988). Suas flores séo
pequenas, geralmente, polinizadas por abelhas, moscas, mariposas e aves (Hamilton 1990). E
um dos maiores géneros dentre as angiospermas e, provavelmente, o maior taxon distilico
(Davis et al. 2001). Na tribo Psychotreae, no qual o referido género esta inserido, a distilia é
uma caracteristica primitiva e, taxonomicamente, difundida, portanto a presenca de outros
sistemas reprodutivos no género sempre é atribuido a alguma variacdo evolutiva do
polimorfismo (Hamilton 1990).

Estudos com espécies da familia Rubiaceae tém demonstrado que a distilia se
manifesta tipicamente em varios géneros, como em Psychotria, Declieuxia, Faramea,
Palicourea, Rudgea e Manettia, entretanto outros trabalhos mostram variagbes em
representantes desses géneros, principalmente em Psychotria (Consolaro 2008, Consolaro et
al. 2011, Rodrigues & Consolaro 2013) (Anexo I). Os estudos que encontraram variacdes no
regimento deste polimorfismo, como o monomorfismo, discutem que tais alteragdes ocorrem
por meio de uma possivel falha na transferéncia de pélen legitimo, possivelmente, devido a
falta de hercogamia reciproca (HR) entre os morfos e por um servico de polinizacdo
ineficiente. Contudo, essas discussdes sdo meramente especulativas, uma vez que os trabalhos
ndo investigaram, diretamente, a funcionalidade da distilia a partir da atuacdo dos
polinizadores e da existéncia de um fluxo de pdlen legitimo intermediado pela HR. A presente
dissertacdo contribuird, justamente, para preencher essa lacuna, pois investigara os possiveis
processos ecoldgicos e funcionais envolvidos na heterostilia, tais como tracos florais, HR e o
servico de polinizagdo. Para isso, foi utilizada Psychotria nitidula Cham. & Schltdl.
(Rubiaceae), uma espécie subarbustiva encontrada no sub-bosque de formacGes florestais de
Cerrado. Uma populacdo desta espécie ja vem sendo estudada desde 2009, no qual
informacBes de fenologia, biologia floral, sistema de incompatibilidade, razdo dos morfos
florais, recurso oferecido aos polinizadores, morfometria floral e polinizadores, ja foram

coletadas e 0 manuscrito esta em fase final de submissao.



2. INTRODUCAO

Um dos modelos evolutivos que tentam explicar a origem da heterostilia prediz que a
distingdo morfoldgica das flores é pioneira ao sistema de incompatibilidade e também
argumenta que a hercogamia reciproca (altura dos estames de um morfo na mesma da altura
do estigma do morfo oposto) surgiu como forma de potencializar o fluxo de pdlen intermorfo
(Lloyd & Webb 1992). Darwin (1877) elaborou uma hipotese para esse sistema e destacou a
importancia dos polinizadores na funcionalidade da distilia, pois a partir da hercogamia
reciproca (HR) que os grdos de polen seriam depositados sobre partes especificas do corpo
dos polinizadores, 0 que aumentaria as chances de polinizacdo legitima e reduziria a
interferéncia entre os estames (doador de pdlen) e pistilo (receptor do pdlen) dentro de cada
morfo (Darwin 1877, Lloyd & Webb 1992). A HR ¢ tida como um fator importante na
manutencdo evolutiva da distilia, pois a correspondéncia na altura dos verticilos reprodutivos
pode determinar diferentes taxas de polinizacdes legitimas (intermorfo) (Hodgins & Barrett
2006). Alguns autores como Consolaro (2008), Sampson & Krebs (2012) e S& (2013)
encontraram variagdes nos graus de HR em espécies distilicas e estes discutem que a falta de
precisdo nessa arquitetura nem sempre afeta o fluxo de polen e a isopletia. Entretanto, a partir
do momento em que a falta de reciprocidade entre os verticilos reprodutivos interferir,
diretamente, no fluxo de pélen legitimo, esta entdo é tida como um fator que pode favorecer
uma possivel alteracdo no sistema reprodutivo (Consolaro 2008). Uma vez que muitas
espécies distilicas apresentam corola tubulosa e estames epipétalos, o tamanho da corola
também é um fator que pode influenciar na HR, de maneira que varia¢fes no comprimento do
tubo da corola podem interferir no fluxo de pdlen legitimo e, assim, atuarem como uma forca
mediadora ao sistema distilico (Ferrero et al. 2009).

O servico de polinizacdo em espécies distilicas funciona em conjunto com o grau de
reciprocidade entre os morfos, sendo que em populagdes que apresentam uma alta HR
espera-se que os polinizadores atuem de forma mais eficiente no fluxo de polen legitimo e
trabalhnem como condutores na manutencdo do polimorfismo (Ferrero et al. 2011a). O numero
de visitas de cada tipo de polinizador pode variar em relacdo as diferentes caracteristicas dos
tracos florais, tais como coloragdo, tamanho das flores, producdo de néctar e, no caso
especifico de espécies heterostilicas, por morfo floral (Stanton 1987, Conner & Rush 1996,
Mitchell 1994, Husband & Barrett 1992). As caracteristicas florais desempenham um papel

importante nos padrées de busca de recurso pelos polinizadores, uma vez que fornecem



informagdes que sdo utilizadas para o reconhecimento do tipo de recurso ofertado,
influenciando diretamente no comportamento dos polinizadores (Chittka et al. 1999, Glaettli
& Barrett 2008, Sapir 2009). Diferencas encontradas entre as arquiteturas florais dos morfos
brevistilo e longistilo, como a disposicdo dos verticilos e tamanho da flor, podem afetar o
padrdo de visitacdo dos polinizadores (Husband & Barrett 1992). Grdos de pdlen com
tamanhos distintos, tamanho das papilas estigmaticas, escultura da exina, producdo
diferenciada de pdlen, sdo exemplos de outras caracteristicas acessorias que podem variar
entre os morfos florais e, consequentemente, influenciar na taxa de visitacdo (Massinga et al.
2005), porém essa real interferéncia ainda ndo é muito clara.

A interferéncia sexual entre as fungfes masculinas e femininas dentro de uma flor
pode ser reduzida pela separacdo estigma-antera (hercogamia), pois ela reduz a
autofecundacéo e promove a transferéncia eficiente de pélen (Kohn & Barrett 1992, Cesaro et
al. 2004). Em espécies distilicas, o valor funcional desse tipo de hercogamia esté relacionada
diretamente a populacBes autoincompativeis pois ela interfere nos niveis de transferéncia de
polen (funcdo masculina) favorecendo diretamente a atuacdo dos polinizadores (Ganders
1979, Lloyd & Webb, 1992, Herndndez-Ramirez 2012, Coelho 2013). Assim, a separacao
estigma-antera pode afetar diretamente a polinizacdo em espécies distilicas (Barrett & Shore
1987), devido a interferéncia na retirada e/ou deposi¢édo de p6len pelos polinizadores.

A funcionalidade de cada morfo é definida a partir da sua capacidade de doar e receber
grdos de pdlen, sendo esperados que ambos contribuam na mesma proporcdo para que ndo
haja um sucesso reprodutivo desequilibrado e os morfos ndo atuem como flores,
funcionalmente, masculinas ou femininas (Lloyd 1980). Fatores intrinsecos da espécie como
namero de flores produzidas por individuo, anteras, 6vulos, sementes e producao de graos de
polen por flor podem definir a funcdo sexual nas plantas (Garcia-Robledo 2008). Entretanto,
fatores ecoldgicos, como um servi¢o de polinizacdo ineficiente, pode favorecer que um dos
morfos desempenhe mais sua funcdo de doador de polen do que de receptor e isso favorecga
uma especializagdo sexual do morfo, sendo este um dos mecanismos envolvidos na evolugéo
de variagOes reprodutivas (Lloyd & Webb 1992).

O fluxo de polen simétrico entre os morfos longistilo e brevistilo € esperado, pois a
HR e a isopletia permitem uma disponibilidade igualitaria de cada morfo doar e receber polen.
Contudo, alguns estudos desenvolvidos com espécies heterostilicas demonstram que nem
sempre isso ocorre. Garcia-Robledo (2008) notou em Arcytophyllum lavarum K. Schum. ex
Standl. (Rubiaceae) uma assimetria no fluxo de polen, no qual o morfo longistilo foi mais

eficiente na doacdo de pdlen legitimo com o morfo brevistilo produzindo duas vezes mais



sementes do que o longistilo. Lau & Bosque (2003), analisando o fluxo de pdlen em
Palicourea fendleri Standl. (Rubiaceae), também encontraram que o morfo brevistilo recebeu
mais polen legitimo do que o longistilo, 0 que segundo esses autores, ocorreu devido a uma
maior reciprocidade entre os verticilos baixos (anteras do morfo longistilo com o estigma do
morfo brevistilo). Stone (1995) encontrou em Psychotria suerrensis (Donn. Sm.) um
resultado parecido, onde a polinizacdo legitima entre anteras do morfo longistilo com estigma
do morfo brevistilo foi maior que a ilegitima (auto e intramorfo polinizacdo), enquanto as
anteras do morfo brevistilo forneceu pdlen na mesma quantidade para polinizacdo legitima e
ilegitima. Em 1997, Ree observou que a carga de pdlen presente em ambos os morfos florais
de Palicourea padifolia (Humb. & Bonpl. ex Schult.) C.M. Taylor & Lorence (Rubiaceae) foi
semelhante, contudo os estigmas do morfo longistilo apresentaram mais grdos de polen
oriundos de polinizacdo legitima, o que resultou em uma maior producao de sementes.

Uma interpretacdo mais ampla dos possiveis processos ecoldgicos e funcionais
envolvidos na heterostilia, como por exemplo a existéncia do fluxo de pdlen legitimo
intermediado pela HR e pela atuacdo dos polinizadores, é de extrema importancia para
esclarecer a real eficacia da funcionalidade da distilia. Trabalhos de biologia reprodutiva com
espécies distilicas em populacdes de diferentes espécies e regides sdo comuns e importantes,
entretanto sdo meramente descritivos, o que ndo permitem dimensionar a funcionalidade do
sistema. Dessa forma, estudos que investigam como os polinizadores afetam a reproducao
sexual e conseguem, de certo modo, dimensionar o seu papel na evolucdo de um sistema

reprodutivo sdo fundamentais.


http://www.tropicos.org/NamePage.aspx?nameid=27903336

3. OBJETIVO GERAL

O objetivo desta dissertacdo foi estudar a funcionalidade da distilia no fluxo de pdlen e
na deposicdo dos graos de polen em partes especificas do corpo dos polinizadores em uma

populagéo de Psychotria nitidula Cham. & Schltdl. (Rubiaceae).

3.1. HIPOTESES

1) O fluxo de polen legitimo € maior do que o fluxo ilegitimo, independentemente do
morfo.

2) O fluxo de pdlen legitimo é equilibrado entre os morfos, com ambos doando e
recebendo pdlen em quantidades semelhantes.

3) Verticilos reprodutivos reciprocos recebem uma maior quantidade de pélen legitimo
do que verticilos ndo reciprocos.

4) A separacdo estigma-antera (hercogamia) € semelhante entre os morfos florais.

5) Polinizadores e/ou grupos mais especializados, como abelhas de proboscide de
distintos tamanhos, carregam pélen dos diferentes morfos em partes especificas do
corpo.

6) Os morfos florais sdo visitados na mesma frequéncia na populacao.

7) Os morfos florais estdo presentes em uma razédo equilibrada na populacao (isopletia).

8) A producdo de inflorescéncias, flores, frutos e sementes é semelhante entre os morfos.



4. MATERIAL E METODOS

Area e espécie estudada - O trabalho foi realizado na cidade de Cataldo, GO, especificamente,
na reserva municipal ‘“Parque Natural Municipal do Setor Santa Cruz” (18°9'36.595"S e
47°55'33.989"W). A reserva possuiu, aproximadamente, 28.48 ha, sendo sua vegetacdo
composta por Mata de Galeria e Mata estacional Semidecidua (sensu Ribeiro & Walter 2008).
Esta area encontra-se no perimetro urbano de Cataldo, possui uma média pluviométrica anual
de 1522 mm com 88% das chuvas ocorrendo entre 0s meses de outubro a margo e uma
temperatura média anual de 23°C (Vieira et al. 2012). O clima da regido é do tipo AW
(classificacdo de Koppen 1948), com duas estacGes bem definidas, seca de maio a setembro, e
chuvosa de outubro a abril. A coleta de dados ocorreu em dois periodos de floracao, sendo
eles entre novembro e fevereiro de 2013/2014 e 2014/2015.

Psychotria nitidula é uma espécie com individuos subarbustivos com alturas entre 1,0
- 2,5 m e inflorescéncias terminais cimosas. O célice € gamossépalo, pentdmero e esverdeado.
A corola é tubular, gamopétala, actinomorfas, pentamera e alva. A flor é andrégina com o0s
verticilos altos de ambos os morfos exsertos, mas dispostos de maneira diferente dos baixos.
Para os altos, os estames do morfo brevistilo sdo dispostos de forma agregada na porcéo
superior a entrada da corola e o pistilo do morfo oposto se encontra no ponto central do tubo,
mas, eventualmente, se desloca para a regido correspondente aos estames brevistilos. Para o0s
inferiores, os estames do morfo longistilo sdo dispostos de forma circular ao eixo da corola e
o pistilo brevistilo se encontra no ponto central do tubo (sensu Sa et al., trabalho em fase final
de submisséo).

Morfometria floral, reciprocidade, nivel de hercogamia e isopletia - Com intuito de averiguar
se 0s morfos apresentam diferencas nas caracteristicas florais, foram coletadas 30 flores de
cada morfo, sendo uma flor por individuo. As flores foram coletadas em individuos
localizados em transectos amostrais ndo lineares de comprimento distintos com uma margem
de cinco metros tanto para a esquerda quanto para a direita. Foi estabelecido um limite
minimo de dois metros de distancia entre um individuo e outro para evitar pseudoréplica, uma
vez que ja foi constatado reproducdo vegetativa em algumas espécies subarbustivas de
Psychotria (obs. pess). As medidas foram tiradas de flores fixadas em alcool 70%.

As medidas foram realizadas a partir de fotografias das flores com auxilio do
analisador de imagem ImageJ. As caracteristicas florais mensuradas foram o comprimento do

tubo da corola (da base corola até a separacdo das pétalas), comprimento do estilete (da base



do estilete até a base do estigma), comprimento de cada antera (da base antera até seu apice),
comprimento dos I6bulos estigmaticos (da base do estigma até o seu apice) e a altura dos
estames (da base do filete até o meio da antera). A altura do pistilo foi calculada com base na
soma do comprimento do estilete mais o comprimento dos lobos estigmaticos/2. Tal calculo
foi necessério para evitar a superestimacao da altura do estigma, pois o estigma é bifido e em
condi¢Bes naturais se encontra aberto. ApOs testar os pressupostos de normalidade, foi
realizado uma ANOVA de um fator para comparar as caracteristicas florais entre os morfos e
dentre os morfos, especificamente, para averiguar a hercogamia em cada morfo (SPSS 22.0).

A HR foi calculada a partir do indice de Sanchez et al. (2013) e de Richards e Koptur
(1993). O primeiro indice 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 populacao.
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 descrigdo completa do indice e 0
software  para 0  desenvolvimento  da  andlise  estd  disponivel em
http://webs.uvigo.es/plantecology/software.es.html. O Iindice Richards e Koptur (1993)
fornece dois valores, sendo um para a reciprocidade dos verticilos altos e outro para 0s
baixos, permitindo averiguar se ambos 0s morfos apresentam valores semelhantes de
reciprocidade. O célculo e feito da seguinte forma: altura dos estigmas de um morfo menos a
altura das anteras do morfo oposto, dividido pela altura das anteras de um morfo mais a altura
dos estigmas do morfo oposto. Em espécies com HR, o indice utiliza o valor de 0,0 como
faixa de perfei¢do, porém numeros entre 0,05 e -0,05 ainda s&o aceitaveis.

Para averiguar a hercogamia entre altura dos pistilos e dos estames das flores de cada
morfo foi utilizado a metodologia proposta por Faivre & McDade (2001), no qual é calculado
pela subtracdo entre a altura das pistilos altos com os estames baixos e a altura dos estames
altos com a altura dos estigmas baixos, sempre obtendo valores positivos. Para averiguar
diferenca entre os morfos, foi realizado um teste ndo paramétrico do tipo Kruskal-Wallis
(p<0,05).

A isopletia da presente populacdo ja tinha sido realizada por S& et al. (trabalho em fase
final de submissdo), porém o procedimento foi repetido com a finalidade de aumentar o
numero de individuos amostrados e confirmar a condicao isoplética. Para averiguar a presenca
de isopletia foi executado o método de varredura ao longo das linhas amostrais utilizadas na
morfometria floral, sendo os individuos morfotipados segundo seu tipo floral (Consolaro et al.

2009, Consolaro et al. 2011). Devido os dados serem oriundos de contagem, estes foram


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

assumidos em uma distribuicdo de Poisson, sendo possivel analisar a frequéncia dos morfos

florais na populagéo a partir de um modelo linear generalizado (SPSS 22.0).

Sistema de incompatibilidade e producéo de néctar - A incompatibilidade foi averiguada a
partir de experimentos de poliniza¢cbes manuais realizadas em 387 flores de 26 individuos.
Botdes em pré-antese foram ensacados com sacos de organza para evitar o contanto das flores
com seus polinizadores naturais. No dia da antese, foram realizados 0s seguintes tratamentos,
autopolinizacdo manual (N=58), polinizacao cruzada intramorfo (N=50) e intermorfo (N=79)
(Bawa & Beach, 1983). O desenvolvimento inicial dos frutos foi considerado como sucesso
de polinizagdo em todos os tratamentos. Para averiguar a autoincompatibilidade, foi utilizado
o IAI (indice de Autoincompatibilidade) que é determinado pela razao entre a propor¢éo da
producdo de frutos por autopolinizacdo e por polinizacdo cruzada intermorfo (Bullock 1985).

A concentracdo de acucar, o volume total de néctar e a quantidade total de agUcar
foram medidos, separadamente, em ambos os morfos a partir de 20 flores de cada morfo
distribuidos em nove individuos. Para essas mensuracdes, botbes foram ensacados em pré-
antese para evitar o contato com seus polinizadores. O volume foi medido com auxilio de um
capilar micrometrado de 10 pl, a concentragdo de agtcares com refratdbmetro de médo ¢ a
quantidade total de acuUcar pelo protocolo descrito em Galetto & Bernardello (2005). As
medidas foram tomadas ao final do dia, antes do fim da longevidade da flor. A anélise e a
comparacdo dos dados entre os morfos foram feitas através do teste U (Mann-Whitney)
(SPSS 22.0).

Dimorfismo polinico - Os grdos de pdlen dos morfos de P. nitidula possuem o formato
esférico sem diferenciacdo na forma da exina, de maneira que o dimorfismo polinico foi
caracterizado por meio do seu didmetro. Para isto, ramos contendo botdes florais (30 ramos
por morfo, um ramo por individuo) foram coletados e inseridos em frascos contendo agua
destilada, permitindo assim a abertura das flores em laboratorio. A partir de cada ramo
coletado, foi utilizada uma flor, uma antera por flor e 10 gréos de pélen, totalizando 300 graos
por morfo. As anteras foram maceradas em lamina com gel de fuxina e tiradas fotos digitais
utilizando camera acoplada ao microscépio. Foi utilizado o teste t (SPSS 22.0) para verificar a
existéncia de dimorfismo no didmetro dos grdos de polen entre os morfos florais (dados
transformados em log para normalidade).

Os grdos de polen, apds a averiguacdo do dimorfismo polinico, foram alocados em

classes de tamanho a fim de organiza-los em uma distribuicdo de frequéncia. A partir da
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distribuicdo, foram observadas classes de tamanho especificas de cada morfo e classes com
sobreposicdo. Os grdos justapostos foram submetidos a faixas de sobreposicdo relativa, nas
quais permitiram eleger a qual morfo eles pertenciam. Trabalho de Garcia-Rabledo (2008)
utilizou a sobreposicdo maxima de 32% para atribuir uma classe de tamanho ao morfo
longistilo ou brevistilo. O presente estudo adotou 20%, pois foram observadas apenas trés
classes de sobreposicdo. Classes que continham grdos com sobreposi¢do acima desse valor

ndo entraram na amostragem.

Producdo e transferéncia de pdlen - A producdo total de polen em cada morfo floral foi
avaliada a partir de botdes coletados e fixados em élcool 70%. Sua estimativa foi a partir de
20 individuos de cada morfo, de modo que foi coletado um botéo por individuo e uma antera
por flor. Neste procedimento, as anteras foram maceradas em uma lamina e aplicada uma gota
de glicerol/carmim. Posteriormente, este material foi levado ao microscéopio para a contagem
dos gréos, sendo auxiliada pelo analisador de imagem ImageJ. Para calcular o nimero total de
polen por flor, 0 nimero de grdos de pdlen produzido por uma antera foi multiplicado pelo
namero total de anteras na flor (Kearns & Inouye 1993), no caso cinco para P. nitidula. Para
averiguar se houve diferenca na producdo total de pdlen entre os morfos foi aplicado o teste t
(SPSS 22.0).

A transferéncia de pdlen entre os morfos foi analisada em estigmas coletados e
observados em laboratorio. Uma vez que é possivel identificar a qual morfo pertence
determinado grdo, os grdos de polen depositados sobre a superficie estigmatica foram
qualificados e quantificados. Foram selecionadas seis parcelas com didmetro de 10 metros,
onde estavam presentes individuos de ambos os morfos florais. Foi estabelecida uma distancia
de cerca de 20 a 30 m entre uma parcela e outra, tomando o cuidado para que elas nédo
estivessem proximas a borda do parque. O nimero de flores doadoras de polen nas parcelas
foi, propositalmente, equivalente para que ambos os morfos possuissem a mesma
probabilidade de receber gréos de polen proveniente das flores vizinhas.

Para cada morfo, a eficiéncia dos polinizadores foi avaliada a partir de trés tratamentos
em cada parcela: flores emasculadas e coletadas apds a primeira visita (EPV); emasculadas e
coletadas proximas ao final da longevidade (ECF); controle (C). Foram coletados entre cinco
e 10 pistilos em cada tratamento que, logo apos a coleta, foram acoplados em placa de petri
com gel fuxina. As flores tratadas foram oriundas de bot6es florais ensacados com sacos de
organza no periodo de pré-antese, pois evita-se 0 contato com o0s polinizadores naturais antes

do inicio do experimento.
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A variacdo de fluxo de polen legitimo entre os morfos e entre os tratamentos foi
analisado por meio de modelos lineares generalizados (GLM). Para avaliar qual a
probabilidade de graos de pdlen serem transferidos entre os diferentes morfos, os dados foram
convertidos em presenca e auséncia, assumindo uma distribuicdo binomial. Ja para averiguar
a quantidade de polen depositado sobre a superficie estigmatica, foi utilizado apenas
informacgdes de estigmas onde houve deposicdo de polen, sendo os dados analisados
assumindo a distribuicdo de Poisson. Os fatores incluidos nos modelos foram morfo e
tratamentos, com a variavel resposta sendo o tipo de polen (brevistilo e longistilo). Apos a
confirmagdo da interacdo entre os fatores a partir dos (GLMs), foi realizado um teste a
posteriori par a par (Least Significant Difference) com intuito de verificar as diferencas
significativas entre os morfos e os tratamentos. Todas as analises foram realizadas no
software SPSS 22.0.

A capacidade de cada morfo doar (funcdo masculina) e receber (fungdo feminina)
polen foi analisado pelo protocolo proposto por Lloyd & Webb (1992).

T (X polen sobre o estigma);; x (N° de flores);
i (N° de polen/Flor); x (N° de flores);

Onde Tij é a probabilidade de um Unico grdo de polen do tipo “i” ser transferido para o
estigma do tipo “j”, (x p6len sobre o estigma)ij € 0 nUmero médio de grdos de pélen “i”” sobre
cada estigma “j” e 0 “i” e 0 “J” representam ambos os morfos. O protocolo ndo fornece
intervalos de valores que expressam mais uma fungédo do que outra (e.g. valores de 0 a 1). Os
valores gerados pela formula poderdo, simplesmente, ser comparados para estimar as fungdes

masculina e feminina, tanto entre morfos quanto entre tratamentos.

Producdo de inflorescéncias, flores, frutos e sementes - Foram marcados 20 individuos de
cada morfo, no qual foi contabilizado o nimero total de inflorescéncias por individuo. Estes
dados foram coletados durante o pico de floracdo da espécie (sensu Sa et al., trabalho em fase
final de submissdo). O nimero médio de flores por inflorescéncia foi estimado a partir das
cicatrizes deixadas pelas flores senescentes, pelas flores abertas e pelos primordios de botéo
floral (cinco inflorescéncias por individuo). Para estimar a quantidade de flores produzidas
por individuo em cada morfo, o numero médio de flores por inflorescéncia foi multiplicado

pelo numero total de inflorescéncias encontradas em cada individuo.
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Foi calculado o investimento reprodutivo de cada morfo. Para isso, a producdo relativa
de frutos por inflorescéncia foi estimada a partir da razdo da producdo média de frutos por
inflorescéncia pelo nimero médio de flores por inflorescéncia, multiplicado por 100 (cinco
inflorescéncias por individuo). Para estimar o nimero total de frutos produzidos por planta, o
namero médio de frutos produzidos por inflorescéncia foi multiplicado pelo nimero total de
inflorescéncias encontradas em cada individuo. Vale ressaltar que todas as analises foram
desenvolvidas no pico da floracdo ou frutificacdo. A partir desses resultados, foi aplicado o
teste t para analisar se os morfos florais diferiam, estatisticamente, quanto a producéo de
inflorescéncias, flores, frutos e total de flores e frutos por individuo. Quando necessario, 0s
dados foram transformados em raiz quadrada com intuito de obter a normalidade dos mesmos.

Para analisar a producdo relativa de sementes e 6vulos produzidos por flor e morfo,
foram coletados ao acaso duas flores e dois frutos por individuo (20 flores por morfo). Foi
contabilizado o nimero de sementes produzidas por frutos e a sua condicdo de viabilidade
(tamanho reduzido e forma irregular) e inviabilidade (tamanho e forma sem presenca de
endosperma) (Valois-Cuesta 2008). Para quantificar o numero de évulos produzidos, flores
foram levadas ao laboratorio e realizados cortes no ovario. A comparacdo entre tais producdes
entre os morfos florais foi feita a partir do teste de Poisson (SPSS 22.0). A propor¢édo de
sementes formadas foi calculada a partir da razdo da producdo de sementes por morfo pelo
nimero de dvulos produzidos por morfo, multiplicado por 100. Esse mesmo calculo foi

realizado para cada morfo.

Visitantes florais e carga polinica - A observacdo dos visitantes florais foi realizada
diretamente no campo, totalizando 30 horas em 15 individuos de cada morfo. Os individuos
observados foram escolhidos a partir do namero significativo de flores abertas durante o
periodo de observagdo. A quantificagdo dos visitantes foi realizada a partir de duas sessdes de
30 minutos para cada individuo com um intervalo de 30 minutos entre uma sesséo e outra.
Tais dados foram coletados durante o periodo de maior atividade dos polinizadores, entre
09:00 e 14:00 hrs (sensu Sa et al., trabalho em fase final de submissao). Os visitantes foram
classificados conforme o seu comportamento durante as visitas, como polinizador (quando
contatava o corpo com os Verticilos reprodutivos) e pilhador (quando coletava o recurso sem
contatar os verticilos reprodutivos). Durante as visitas 0s polinizadores foram coletados e
fotografados e a sua frequéncia foi registrada. Para comparar o nimero total das visitas entre
os morfos e se cada tipo especifico de polinizador apresentava preferéncia por um deles, foi

utilizado modelos lineares generalizados assumindo a distribuicdo de Poisson (SPSS 22.0).
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Abelhas polinizadoras foram coletadas para quantificar a carga polinica presente nas
diferentes regides do corpo. Os individuos coletados foram congelados e, posteriormente, em
laboratdrio, descongelados para estimar a carga polinica. Os grdos foram retirados com
auxilio de cubos de gelatina glicerinados de Kisser (Kearns & Inouye 1993), sendo-0s
categorizados de qual parte do corpo estavam sendo retirados: cabeca, torax, abdémen e
proboscide. Juntamente a essa identificacdo, foi quantificado os grdos provenientes do morfo
brevistilo e longistilo. Na mesma area onde o trabalho foi realizado ha registro de outras
espeécies de Psychotria, porém apresentam grdos com didmetro inferior as classes encontradas
em P. nitudula (obs. pess.), possuem polinizadores distintos (sensu S et al., trabalho em fase
final de submissdo) e possuem baixa sobreposicao de floracdo (S& 2013). Os graos de pdlen
que apresentavam morfologia da exina muito distinta de P. nitidula foram desconsiderados na
amostragem. Para analisar se 0s polinizadores transportavam grdos de pdlen de cada morfo
em regides especificas do corpo, foi realizado uma ANOVA ndo-paramétrica (Kruskal-
Wallis). Essas mesmas analises foram realizadas para abelhas com diferentes tamanhos de
probdscide, sendo-as classificadas conforme o tamanho da sua lingua em relacdo ao
comprimento do tubo da corola até o nectario floral. Quando a distancia da proboscidea foi
0,5 milimetros entre o final da lingua e o nectario floral, o polinizador foi considerado como
um polinizador de proboscide curta, caso contrario ele foi classificado como polinizador de
proboscide longa (Santos-Gally et al. 2013) (Fig. 1). A partir dessa classificacdo, foi possivel
estimar a eficiéncia na deposicao de polen de cada grupo de polinizador.

A partir do resultado da ANOVA, foi realizado o teste a posteriori do tipo Student-
Newman-Keuls (SPSS 22.0), com intuito de verificar em qual regido havia diferenca na carga
polinica. Também foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis para averiguar se abelhas com
distintos tamanhos de probdscide transportavam diferentes quantidades de grdos de pélen de
cada morfo floral, sem a distincdo das partes especificas do corpo dos polinizadores (SPSS
22.0).
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i

Figura 1. Abelhas visitantes das flores de Psychotria nitidula Cham. & Schltdl. (Rubiaceae)
no Parque Natural Municipal do Setor Santa Cruz, Cataldo, GO. A (Epicharis rustica flava) e
B (Eulema nigrita): abelhas com proboscide longas. C (Apis mellifera) e D (Augochloropsis
sp.1): abelhas com proboscide curtas. Barra=10mm.
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5. RESULTADOS

Morfometria floral, reciprocidade, nivel de hercogamia e isopletia - Foi encontrada separacao
estigma-antera (hercogamia) na flores de cada morfo, pois a altura do pistilo foi,
significativamente, diferente dos estames (Tab. 1, Fig. 2). A altura dos estames de ambos 0s
morfos apresentou diferenca entre eles, 0 mesmo ocorreu com a altura do pistilo (Tab. 1). O
comprimento da corola, antera e do lobo estigmatico ndo diferiram, estatisticamente, entre 0s
morfos florais (Tab. 1).

A HR dos verticilos reprodutivos foi diferente entre os morfos. Quando a
reciprocidade foi analisada pelos indices, foi encontrado um valor de R.= 0,83 para o indice
de Sanchez (2013), R*= 0,15 para os verticilos altos e R*= 0,11 para os baixos, considerando
o Indice de Richards & Koptur (1993). A partir das analises estatisticas, os desvios
demonstrados pelos indices se mostraram mais destacados, pois foi encontrada diferenca na
altura dos verticilos altos e ndo na altura dos baixos (Tab. 1, Fig. 2). Ndo houve diferenca na
hercogamia entre os morfos florais, longistilo (2,33+£0,54), e brevistilo (2,51+0,55)
(p<0.2226; H=1.4878).

Foram encontrados 135 individuos de P. nitidula na populacdo de estudo, sendo 72
brevistilos e 63 longistilos (Fig. 3). A isopletia foi constatada na populacdo (p= 0,4396;
Z=0,7729).

Tabela 1. Caracteristicas florais de Psychotria nitidula Cham. & Schltdl. (Rubiaceae) no
Parque Natural Municipal do Setor Santa Cruz, Cataldo, GO. As letras minusculas
representam comparagdes entre os morfos dentro da mesma linha, e as letras maiusculas
representam comparacOes entre a altura dos pistilos/estames entre os morfos (reciprocidade).
F e p sdo os valores da Anova para comparacdes entre dentre os morfos. Letras diferentes
indicam diferencas significativas entre os morfos (p<0,05). * Representam comparac6es entre
a altura do pistilo/estame dentro de cada morfo (p<0,05). Valores: Média + Desvio padréo.

Morfotipo floral F p
Tragos Florais
Brevistilo Longistilo 200,36 <0,05
Comprimento da corola 6,48+0,64a 6,29+0,60a
Comprimento da antera 2,43 +0,15a 2,32+0,16a
Lobo estigmatico 1,73+0,22a 1,44+0,19a
Altura do pistilo 4,74+0,53a,A* 7,85x0,66b,B*

Altura do estame 8,46+0,82a,C 4,36%0,54h,A
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Figura 2. Variacdo em milimetros na altura dos pistilos (®) e dos estames (o) de Psychotria
nitidula Cham. & Schltdl. (Rubiaceae) no Parque Natural Municipal do Setor Santa
Cruz,Cataldo, GO. As flores foram ordenadas de forma crescente pela altura dos pistilos (eixo
X) para ilustrar a reciprocidade entre os verticilos reprodutivos em cada morfo. Pistilo
longistilo (7,85+0,66), e brevistilo (4,74+0,53), estame longistilo (4,36+0,54), e brevistilo
(8,46+0,82). Valores: Média + Desvio padréo.

5 mm

Figura 3. Flores de Psychotria nitidula Cham. & Schltdl. (Rubiaceae) no Parque Natural
Municipal do Setor Santa Cruz, Cataldo, GO. A. Flor longistila, B. Flor brevistila.
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Sistema de incompatibilidade e producéo de néctar - A populacdo de P. nitidula apresentou
formacdo de frutos apenas nas polinizagdes cruzadas intermorfo (legitimas), longistilo (40
flores, 33 frutos) e brevistilo (39 flores, 30 frutos). O indice de Autoincompatibilidade foi
igual a zero para ambos os morfos (valor < que 0,25 estd nos limites da
autoincompatibilidade), demonstrando um forte sistema de autoincompatibilidade.

As medidas tomadas de néctar ndo se diferenciaram, significativamente, entre os
morfos. Volume: longistilo (2,09 + 0,52), brevistilo (2,63 = 1,26) (p>0,05, U = 168),
quantidade de acucar: longistilo (0,70 = 0,23), brevistilo (0,91 + 0,39) (p>0,05, U = 132.5);
concentracéo (%): longistilo (29,30 + 4,03) e brevistilo (31,80 £ 5,14) (p>0,05, U = 135.8).

Dimorfismo polinico - O morfo longistilo apresentou grdos de polen, significativamente,
menores (14,69+0,06 um) do que os do morfo brevistilo (18,76+0,07 um) (t = 44,68;
p<0,0001) (Fig. 4). A andlise de distribuicdo de frequéncia dos grdos de polen sugeriu 11
classes de tamanho (Fig. 5). Destas classes, apenas uma apresentou sobreposi¢do acima de
20%, nao sendo possivel atribuir os grdos a nenhum dos morfos (74% de sobreposi¢do com
grdos entre 16 e 16,99 um). As outras classes apresentaram sobreposi¢cdo de 6% (15-15,99
pum) e 15% (17-17,99 pm), sendo-as atribuidas ao morfos longistilo e brevistilo,
respectivamente. Dessa forma, para as andlises de fluxo de poélen intermorfo, foram
consideradas apenas trés classes: grdos de pélen com diametro inferior a 16um para longistilo,

superior a 17um para brevistilo e indeterminado entre 16-16,99 um.

10 pm 10 pm

Figura 4. Graos de polen de Psychotria nitidula Cham. & Schltdl. (Rubiaceae) no Parque
Natural Municipal do Setor Santa Cruz, Cataldo, GO. A. Gréo de pdlen do morfo longistilo
(14,69+0,06 um), B. Grédo de polen do morfo brevistilo (18,76+0,07 um) Valores: Média +
Desvio padréo.
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Figura 5. Distribuicdo da frequéncia do tamanho dos grdos de pdlen dos morfos florais de
Psychotria nitidula Cham. & Schltdl. (Rubiaceae) no Parque Natural Municipal do Setor
Santa Cruz, Cataléo, GO.

Producdo e transferéncia de pélen — O nimero médio de grdos de pélen produzidos por
antera nao diferiu entre os morfos, sendo que no brevistilo foi encontrado em média
425,8+43,08 grdos e no longistilo foi encontrado 450,6+58,23 (t=1,5312; p= 0,134). A
producdo média de polen por flor seguiu a mesma igualdade, com o brevistilo produzindo
1703,2+172,3 e o longistilo 1802,4+232,93 graos de pélen (t=1,5312; p= 0,134).

A quantidade de grdos de pdlen presentes nos estigmas de P. nitidula variou tanto
entre morfos quanto entre os tratamentos (Fig. 6). No que diz respeito a quantidade total de
grdos, o morfo longistilo recebeu mais grdos de polen do que o morfo brevistilo em todos os
tratamentos (Fig. 6A). Quando comparado os tratamentos dentro de cada morfo, o controle
(C) sempre apresentou mais gréos de pdlen do que os outros dois tipos de tratamentos (ECF e
EPV) (Fig. 6A). A quantidade de grdos nos estigmas das flores emasculadas e coletadas no
final do dia (ECF) foi superior ao das flores emasculadas e coletadas apds a primeira visita
(EPV).

O numero de grdos de polen legitimos foi diferente entre os morfos e entre 0s
tratamentos, com o brevistilo apresentando, significativamente, mais grdos legitimos do que o

morfo oposto (Fig. 6B). A quantidade de pdlen ilegitimo também foi diferente entre os morfos
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e entre os tratamentos, porém ele foi maior no morfo longistilo com os estigmas do C
apresentando mais grdos de polen do que os demais (Fig. 6C). Quando analisado os valores de
polen ilegitimo do C e ECF para ambos os morfos, observa-se que o C apresenta,
significativamente, maior carga polinica.

A probabilidade de cada morfo ter um fluxo de polen legitimo também foi maior no
morfo brevistilo (Fig. 7A). Entre os tratamentos do morfo brevistilo, as flores do EPV
apresentaram maior probabilidade de receber polen legitimo do que as flores do C e ECF (Fig.
7A). Para o longistilo, as flores ECF foram as que apresentaram maior probabilidade de
receber polen legitimo. Porém, essa probabilidade foi inferior ao valor de ECF do morfo
brevistilo. Quando comparado as flores do EPV entre os morfos, nota-se que apos a primeira
visita 0 morfo brevistilo possui maior chance de fluxo de polen legitimo do que o longistilo.
O morfo longistilo apresentou maior probabilidade de fluxo de pdlen ilegitimo do que o
morfo brevistilo para todos os tratamentos (Fig. 7B). Para o longistilo, os tratamentos ECF e o
EPV ndo apresentaram diferenca, porém a probabilidade de fluxo ilegitimo foi maior do que o
grupo C (Fig. 7B).

A capacidade de cada morfo doar e receber grdos de polen dentro dos tratamentos foi
assimétrica (Tab. 2). Em todos os tratamentos para os dois morfos, a capacidade de doar pdlen
ilegitimo foi maior do que doar legitimo. O morfo longistilo apresentou uma maior funcéo
masculina do que o brevistilo, tanto para pélen legitimo quanto para ilegitimo. Quando a
comparacao foi realizada na capacidade de receber pdlen, o morfo longistilo apresentou maior
capacidade de receber pélen ilegitimo do que legitimo, enquanto o morfo brevistilo
apresentou maior capacidade de receber pdlen legitimo (de duas a trés vezes maiores) em

todos os tratamentos (Tab. 2).
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Figura 6. Numero de grdos de polen por estigma em Psychotria nitidula Cham. & Schltdl.
(Rubiaceae) no Parque Natural Municipal do Setor Santa Cruz, Cataldo, GO. (A) Quantidade
total, (B) quantidade de polen legitimo e (C) quantidade de pdlen ilegitimo. Tratamento: (C)
controle, (E.C.F) emasculado e coletado no final do dia e (E.P.V) emasculado e coletado apds
primeira visita. Valores: Mediana + IC. No centro do gréfico estdo os resultados do Wald x2
para as comparagdes entre os morfos e entre os tratamentos. As letras minasculas representam
comparagOes entre os tratamentos dentro de cada morfo (Letras diferentes representam
diferencas significativas; p<0,05), os asteriscos representam comparacGes entre os morfos
para tratamentos iguais (* p<0.05).
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Figura 7. Probabilidade de cada morfo receber grdos de pdlen legitimos e ilegitimos para cada
morfo e tratamento em Psychotria nitidula Cham. & Schltdl. (Rubiaceae) no Parque Natural
Municipal do Setor Santa Cruz, Cataldo, GO. (A) Probabilidade de receber pélen legitimo,
(B) Probabilidade de receber polen ilegitimo Tratamento: (C) Controle, (E.C.F) emasculado e
coletado no final do dia, (E.P.V) emasculado e coletado apds primeira visita. Valores:
Mediana + IC. No centro do grafico estdo os resultados do Wald x2 para as comparacdes entre
os morfos e entre os tratamentos. As letras minlsculas representam comparagdes entre 0s
tratamentos dentro de cada morfo (Letras diferentes representam diferencas significativas
p<0,05), os asteriscos representam comparacdes entre os morfos para tratamentos iguais (*
p<0.05).

Tabela 2. Proficiéncias da funcdo masculina (doador) e feminina (receptor) (Ti;) de Psychotria
nitidula Cham. & Schitdl. (Rubiaceae) no Parque Natural Municipal do Setor Santa Cruz,
Cataldo, GO. Protocolo elaborado por Lloyd & Webb (1992). Ndo ha intervalos de valores
que expressam mais uma funcdo do que outra (e.g. valores de 0 a 1), simplesmente, os Tj
podem ser comparados para estimar as fungdes masculina e feminina, tanto entre morfos
guanto entre tratamentos. Controle, (E.C.F) emasculado e coletado no final do dia e (E.P.V)
emasculado e coletado apds primeira visita.

Receptor (Tj)
Tratamentos Doador
Brevistilo Longistilo

Brevistilo 1,34x 102 1,2x10%2
Controle

Longistilo 3,2x 102 5,2x1072

Brevistilo 0,61 x10%2 0,55 x1072
ECF

Longistilo 1,2x10 1,8x10%2

Brevistilo 0,20x1072 0,14x1072
EPV

Longistilo 0,40x107? 0,90x107?
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Produgdo de inflorescéncias, flores, frutos e sementes - Ndo foi encontrada diferenca
significativa entre morfos em nenhum dos pardmetros analisados, como o nUmero de
inflorescéncias, flores por inflorescéncia, frutos por inflorescéncia e total de flores e frutos por
individuo (Tab. 3). Os valores de investimento reprodutivo mostraram que o morfo longistilo

obteve um sucesso reprodutivo de 56,14% e o morfo brevistilo de 49,80%.

Tabela 3. ComparacGes entre a producdo de inflorescéncias, flores e frutos entre os morfos de
Psychotria nitidula Cham. & Schltdl. (Rubiaceae) no Parque Natural Municipal do Setor
Santa Cruz, Cataldo, GO. Valores: Média + Desvio padrao (nivel de significancia p<0,05).

Morfo
Producdo t p
Brevistilo Longistilo

N° de inflorescéncias por
individuo
N° de flores por inflorescéncia  15,14+0,47 (100) 15,02+0,44 (100) 0,147 0,883

66,50+5,11 (20) 71,60+6,38 (20) 0,624 0,536

N° total de flores por individuo  1033+79,44 (20) 1075+95,80 (20) 0,338 0,737
N° de frutos por inflorescéncia 7,4+0,41 (100) 8,5+0,40 (100) 1,818 0,071
N° total de frutos por individuo 528,41+47,07 (20) 565,25+43,45 (20) 0,575 0,569

As flores de P. nitidula produziram de um a dois 6vulos por flor, independente do
morfo (20 flores brevistilas totalizando 36 évulos e 20 longistilas com 37 évulos; p=0,9073,
Z= 0,1164). O numero de sementes vidveis formadas por morfo também ndo foi diferente
estatisticamente (20 frutos brevistilos com 30 sementes e 20 longistilos com 27 sementes;
p=0,6929, Z= 0,3949). Quando se analisa a porcentagem das sementes formadas em relacéo
ao namero de évulos produzidos, o morfo longistilo obteve um sucesso 83,33% na formacéo

de sementes e o0 morfo brevistilo 72,97%.

Visitantes florais e carga polinica - Os visitantes de P. nitidula foram, exclusivamente,
insetos pertencentes as ordens Himenoptera, Lepidoptera e Diptera. Do total de 1951 visitas
observadas, 92,67% foram feitas por insetos da ordem Himenoptera, sobretudo da abelha Apis
mellifera (83,34%), sendo considerada o polinizador principal desta populagdo (Tab. 4).
Durante as visitas, foi observado, nitidamente, que A. mellifera tocava os verticilos
reprodutivos altos de ambos os morfos e, possivelmente, os verticilos baixos (Fig. 8A). O

principal recurso buscado pelos Himenoptera foi o néctar, porém a abelha Partamona rustica



23

e A. mellifera também coletavam, esporadicamente, pélen (Fig. 8B). Os insetos da ordem
Lepidoptera e Diptera foram considerados visitantes ocasionais devido sua baixa frequéncia
(Tab. 4). Durante as observac6es foi notado que alguns polinizadores pertencentes a primeira
ordem coletam néctar e tocavam os verticilos reprodutivos com a cabeca e a proboscide (Fig.
8C). Néo foi registrada a presenca de pilhadores.

O nudmero de visitas entre os morfos foi, significativamente, diferente, sendo o
longistilo (1092) visitado com maior frequéncia do que o brevistilo (859) (p<0.001; Z=
5,2835). Foi encontrado que apenas quatro espécies ndo visitaram com maior frequéncia um
dos morfos florais, sendo eles Eulaema nigrita, Partamona rustica, Aellopos titan e
Lepidoptero sp. (Tab. 4). A abelha Epicharis flava visitou, apenas flores do morfo longistilo,
enguanto Augochloropsis sp. 2 visitou apenas o morfo brevistilo (Tab. 4).

As abelhas que foram coletadas para estimar a carga polinica foram A. mellifera (dois
individuos), Epicharis flava (quatro), Eulaema negrita (um), Paratetrapedia flaveola (um),
Partamona rustica (um) e Augochloropsis sp.1 (um). As de probdscide longa foram Epicharis
flava e Eulaema negrita e as curtas foram todas as outras. A carga polinica no corpo dos
polinizadores demonstrou que ndo ha deposicéo de polen de cada morfo em partes especificas
do corpo (Tab. 5), porém a deposicdo localizada foi observada quando as abelhas foram
analisadas por classes de tamanho de proboscide. As abelhas de lingua curta tiveram uma
maior deposicdo de polen brevistilo no térax, por exemplo em A. mellifera, ao passo que o
polen longistilo se encontrou distribuido em quantidades semelhantes em todas as partes do
corpo (Tab. 6). As abelhas de lingua longa ndo apresentaram transporte de pélen de cada
morfo em regides especificos do corpo (Tab. 6). A carga polinica total dos morfos entre as
abelhas de proboéscide longa e curta ndo foi diferente, independentemente da parte do corpo.
Abelhas de lingua longa carregavam 68+51,10 grdos de polen longistilo e 58+78,33 brevistilo
e abelhas de lingua curta 8+2,56 longistilo e 43,5+47,20 brevistilo (mediana, p= 0,095, df=3,
H=6,369).
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Figura 8. Visitantes florais de Psychotria nitidula Cham. & Schltdl. (Rubiaceae) no Parque
Natural Municipal do Setor Santa Cruz, Cataldo, GO. A: Apis mellifera (Himenoptera), B:
Partamona rustica (Himenoptera), C: Lepidoptera.
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Tabela 4. NUmero total de visitas e frequéncia dos visitantes florais de Psychotria nitidula Cham. & Schltdl. (Rubiaceae) no Parque Natural
Municipal do Setor 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).

Ordem/Familia/Espécie N® 'Fo'tal de Freq_uéncia Morfotipo floral Z p
visitas relativa (%) Brevistilo Longistilo
HYMENOPTERA
Apideae
Apis mellifera 1.626 83,34 703 923 5,467 <0,0001
Epicharis rustica flava 66 3,38 0 66 10,656 <0,0001
Eulaema nigrita 29 1,49 15 14 0,183 0,8545
Paratetrapedia flaveola 10 0,51 1 9 2,672 0,0075
Partamona rustica 7 0,36 5 2 1,099 0,2717
Augochloropsis sp.1 9 0,46 0 9 3,464 0,0005
Augochloropsis sp.2 61 3,13 61 0 10,213 <0,0001
LEPIDOPTERA
Sphingidae
Aellopos titan 63 3,23 37 26 1,383 0,1667
Lepidoptera sp. 75 3,84 32 43 1,267 0,2051
DIPTERA

Diptero sp. 5 0,26 5 0 2,413 0,0158
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Tabela 5. NUmero de grdos de polen de Psychotria nitidula Cham. & Schltdl. (Rubiaceae)
presente nas diferentes partes do corpo dos polinizadores no Parque Natural Municipal do
Setor Santa Cruz, Cataldo, GO. H= valor do teste de Kruskal-Wallis. Valores: Mediana + IC.

MORFO Teste Kruskal-Wallis
Partes do
corpo Brevistilo Longistilo df H p

Probdscide 21,7+26,9 6,716,0

Cabega 28+48 11,4+11,6

7 7,5378 0,371

Torax 30,6+37,9 13,8+£16,9
Abdbémen 25,0+46,6 22,4+255

Tabela 6. Gréos de polen de Psychotria nitidula Cham. & Schltdl. (Rubiaceae) presente nas
diferentes partes do corpo dos polinizadores com distintos tamanhos de proboscide no Parque
Natural Municipal do Setor Santa Cruz, Cataldo, GO. Letras minusculas representam
comparac@es entre a quantidade de grdos de pélen de cada morfo em cada parte especifica do
corpo. Letras diferentes indicam diferencas estatisticamente significativas (p<0,05). *
Representa comparagfes entre a quantidade de grdos de polen de apenas um morfo entre as
diferentes partes (p<0,05). H= valor do teste de Kruskal-Wallis. B: Brevistilo, L: Longistilo.
Valores: Mediana = IC.

Teste Kruskal-Wallis

Probéscide ~ Parte do
corpo Morfo  N°dePdlen  N°total df H p
LONGAS  Apdémen B 10,4+17,8 5 7 2,885 0,896
L 51,8+102 5
Cabeca B 50,6+105,3 5
L 22,2+21,6 5
Proboscide B 45,8+51,7 S
L 13,6£9,3 5
Torax B 18,4+12 5 5
L 28+33,1 5
CURTAS  Apdémen B 32,3+48 6a 6 7 1417 0,048
L 2,7x24a 6
Cabeca B 9,2+2,0a 6
L 2,3+3,4a 6
Proboscide B 6,7+1,5a 6
L 4+2a 6
Tdrax B 40,8+77,2a* 6
L 8,3+3,6b 6
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6. DISCUSSAO

A populacdo estudada de P. nitidula possui os morfos longistilo e brevistilo em
isopletia, o sistema de incompatibilidade segue o padrdo hetermorfico descrito para a distilia e
a producdo de flores, frutos e sementes foi a mesma para ambos os morfos, porém a HR foi
ausente nos verticilos altos (segundo a estatistica), houve deposi¢do de pdlen apenas nos
polinizadores de proboscidea curta e o fluxo de polen intermediado pelos polinizadores foi
parcialmente assimétrico. Darwin (1877) foi o primeiro pesquisador a propor um modelo
evolutivo para a heterostilia, no qual diz que o polimorfismo é uma estratégia reprodutiva
para potencializar a transferéncia de grdos de polen intermorfo por meio da deposicdo de
grdos de polen em partes especificas do corpo dos polinizadores por meio da HR e prediz que
a condicdo morfoldgica antecede o sistema de incompatibilidade. Demais estudiosos
sugeriram ainda que a HR reduziria a interferéncia sexual e, consequentemente, evitaria o
desperdicio de pdélen em autopolinizacdo e cruzamentos intramorfos (Baker 1964, Webb &
Lloyd 1986). Os resultados do presente trabalho contradiz o modelo proposto por Darwin
(1877) e demonstram que desvios em caracteres tidos como cruciais para manutencdo e
funcionalidade da distilia nem sempre afetam o sucesso reprodutivo e o equilibrio na razéo
dos morfos (isopletia), sobretudo quando o sistema de incompatibilidade é atuante.

Alguns estudos que encontraram populacdes anisopléticas atribuem esta caracteristica
a perda do sistema de incompatibilidade e, supostamente, a um servico de polinizacdo
ineficiente (Sobrevila et al. 1983, Sakai & Wright 2008, Consolaro et al. 2011, Zhou et al.
2012). Contudo, eles ndo sabem ao certo se os polinizadores, de fato, compartilham dessa
responsabilidade, uma vez que os trabalhos ndo investigaram os mecanismos do fluxo de
polen. Casos extremos de anisopletia em Rubiaceae, como o monomorfismo, estdo
majoritariamente acompanhados da autocompatibilidade, como visto em Palicourea
petiolaris (Sobrevila et al. 1983), Psychotria hoffmanneggiana, P. micriantha, P. tenuifolia
(Sakai & Wright 2008), Psychotria carthagenensis (Consolaro et al. 2011), P. goyazensis
(Rodrigues & Consolaro 2013) e P. prunifolia (Sa 2013). Desequilibrios na razdo dos morfos
foi associado a um sistema de incompatibilidade relaxado em Pulmonaria officinalis
(Boraginaceae) (Brys et al. 2008a, b) e Hedyotis salzmamii (Rubiaceae) (Riveros et al. 1995).
A anisopletia parece ndo ser apenas uma condi¢do numeérica da populacdo, mas sim uma
mudanga qualitativa de xenogamia para autogamia a partir do relaxamento do sistema de
incompatibilidade (Sakai & Wright 2008). Trabalho com Faramea cyanea (Rubiaceae)

(Maruyama et al. 2010) discute que a auséncia de HR da populacdo pode ndo ter interferido
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no fluxo de polen intermorfo, uma vez que ela € isoplética, contudo, como visto em
Psychotria nitidula, a falta de reciprocidade pode sim contribuir para um fluxo de polen
assimétrico e, mesmo assim, a isopletia ser mantida pelos mecanismos de incompatibilidade.
Em Luculia pinceana (Rubiaceae) (zZhou et al. 2015), foi encontrado que a
autocompatibilidade ndo acarretou desvios na isopletia devido, justamente, a HR intermediar
o0 fluxo de pdlen intermorfo, porém os autores discutem que em muitas espécies heterostilicas
0 sistema de incompatibilidade € uma premissa para uma completa reproducéo cruzada. O que
parece ocorrer, na realidade, ¢ que o sistema de incompatibilidade tem uma grande
responsabilidade na manutencdo da distilia, pois, frequentemente, as variagdes na
manifestacdo dos morfos florais estdo associadas a espécies ou populacdes em que o sistema
de incompatibilidade parece ndo atuar de modo esperado (Sakai & Wright 2008).

A deposicao de polen parcial do morfo brevistilo no térax dos polinizadores de lingua
curta pode explicar em partes a assimetria no fluxo de pélen intermorfo. O fato de o morfo
brevistilo ter mais polen legitimo e maior probabilidade de receber pdlen longistilo, além de
ter maior probabilidade de receber polen compativel ja na primeira visita, pode ser explicado
pela reciprocidade entre os verticilos baixos. Lau & Bosque (2003) estudando o fluxo de
poélen em Palicourea fendleri Standl. (Rubiaceae) também encontraram que a transferéncia de
polen legitima foi maior nos verticilos baixos e associam o ocorrido a maior reciprocidade dos
referidos verticilos. O morfo longistilo de P. nitidula ndo apresentou HR com o seu doador,
justificando o porqué dele ter apresentado mais polen incompativel, maior probabilidade de
receber pdlen ilegitimo e maior probabilidade de receber pélen compativel em flores do final
do dia em comparacdo a flores de primeira visita. Os estudos classicos de heterostilia
discutem que a funcdo da HR é a de deposicdo de pdlen legitimo em partes do corpo que sdo
correspondentes a regido de contato do estigma do morfo oposto (Ganders 1979,
Charlesworth & Charlesworth 1979, Barrett 1992). Contudo, os resultados do presente estudo
mostram que nem sempre isso ocorre e que a deposicdo de pdlen ao longo do corpo do
visitante pode ser tdo eficiente quanto a sua deposi¢do corporalmente especifica.

Muitos trabalhos demonstram que a eficiéncia da transferéncia de p6len pode variar de
acordo com as diferentes espécies e grupos de polinizadores (e.g., abelhas, borboletas, beija-
flores) (Waser 1988, Fishbein & Venable 1996, Mayfield et al. 2001). No caso de P. nitidula,
a assimetria no fluxo de polen também pode estar associada a esse fator, sobretudo pelo
polinizador mais frequente ter sido Apis mellifera, uma espécie exdtica. De acordo com as
observagdes, Apis mellifera inseria a cabeca dentro do tubo da corola em busca do recurso,

sendo que, aparentemente, tocava os verticilos baixos e altos. Para Kallstroemia grandiflora
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(Zygophyllaceae) (Osorio-Beristain et al. 1997) e Gelsemium sempervirens (Loganiaceae)
(Adler & Irwin 2006) essa mesma espécie de abelha foi menos eficiente na transferéncia de
polen do que as abelhas nativas, enquanto em Asclepias tuberosa, A. incarnata
(Apocynaceae) (Fishbein & Venable 1996, Ivey et al. 2003) e Brassica napus (Brassicaceae)
(Cresswell et al. 1995) ela foi tdo eficiente quanto as nativas. Polinizadores de lingua grande,
inclusive abelhas, tém sido considerados mais eficientes no fluxo de poélen em espécies
distilicas do que polinizadores de lingua curta, pois seriam mais capazes de atingir o estigma
do morfo brevistilo e as anteras do morfo longistilo (Ferrero et al. 2011b, Keller et al. 2014).
Apis mellifera, uma abelha de lingua curta, parece se enquadrar nesse exemplo de ineficiéncia
no fluxo de pélen legitimo e, talvez, com o polinizador natural sendo de lingua longa, essa
assimetria no fluxo de polen em P. nitidula poderia ser menor ou inexistente. Contudo, a falha
desse servico de polinizacdo na populacdo estudada parece ser suprida pelo sistema de
incompatibilidade, pois a producdo de frutos por individuo e a viabilidade das sementes
foram, relativamente, altas.

N&o ha, aparentemente, uma explicacdo plausivel para entender o motivo de o morfo
longistilo ter sido mais visitado do que o brevistilo, pois as flores dos dois morfos nédo
apresentaram diferencas no tamanho da corola e a quantidade e qualidade do néctar produzido
também ndo diferiu entre eles (S& 2013). Além disso, ambos os morfos apresentaram o
mesmo guia de néctar na entrada do tubo da corola. O fato do longistilo ser mais visitado
pode justificar a maior carga polinica em seu estigma em comparacdo ao do brevistilo,
contudo essa vantagem quantitativa ndo significou uma carga polinica qualitativa, pois foi o
estigma do morfo brevistilo que apresentou mais polen compativel. O que poderia explicar tal
assimetria é o fato de alguns visitantes serem mais eficientes na deposicdo de pdlen de um
morfo do que na remocao e o contrario é verdadeiro (Wilson & Thomson 1991, Conner et al.
1995), sobretudo quando o visitante mais frequente é uma abelha exdtica. Entretanto, apesar
dessas diferencas entre morfos, a presente populagcdo ndo manifestou um desequilibrio na
aptidao reprodutiva entre os morfotipos. Apesar disso, vale ressaltar que esse tipo de conflito
pode, oportunamente, desencadear o inicio de um processo de especializacdo de género em
espécies distilicas, uma vez que um morfo podera doar e receber esporos em quantidades
distintas em comparagdo ao morfo oposto.

A probabilidade de cada morfo doar e receber pdlen, teoricamente, tem que ser a
mesma em ambos 0s morfos para ndo causar desvios reprodutivos em populagdes distilicas
(Lloyd & Webb 1992), como visto em cinco das dez populagdes estudadas de Palicourea

padifolia (Rubiaceae) (Hernandez & Ornelas 2007). Porém, os resultados de P. nitidula
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demonstraram que o morfo longistilo desempenhou uma maior fungdo masculina e o
brevistilo uma maior funcdo feminina. Assimetrias no sentido contrério também ja foram
relatadas em outras espécies distilicas (Stone & Thomson 1994, Keller et al. 2014). O desvio
no desempenho da funcdo sexual em P. nitidula parece nédo ter contribuido para um desvio na
aptidao reprodutiva de cada morfo, pois a propor¢do dos morfos, a taxa de frutificacdo, a
producdo de sementes e a sua viabilidade foram semelhantes entre morfos. Gonzélez et al.
(2005) analisando diferengas nas fungdes dos sexos entre morfos em Palicourea padifolia
(Rubiaceae) ao longo de cinco anos, encontrou que a funcéo variou ao longo dos anos, mas a
isopletia foi mantida, demonstrando que a presenca da isopletia nem sempre evita desvios na
funcionalidade sexual entre morfos e, consequentemente, ndo assegura uma transferéncia de
polen legitima equilibrada para os tipos florais. Os padrdes de fluxo de p6len encontrados na
natureza demonstra que a funcionalidade desse sistema pode variar entre plantas da mesma
populacdo, entre diferentes populacdes da mesma espécie e ao longo tempo, sendo a
assembleia de polinizadores um dos grandes responsaveis (Hernandez & Ornelas 2007).

A maioria das plantas heterostilicas que apresentam corola tubular tem seus estames
fixados no tubo da corola (epipétalos), tendo o tamanho da corola um papel fundamental na
relagdo de reciprocidade entre os tipos florais, pois isso faz com que as anteras sejam
colocadas, equivalentemente, na posicdo do estigma do morfo oposto (Ganders 1979,
Herndndez & Ornelas 2007). Essa relacdo ndo é rara em espécies distilicas da familia
Rubiaceae (Kéalman et al. 2007, Keller et al. 2012) e atua com maior intensidade na altura dos
estames do morfo brevistilo (Nishihiro et al. 2000, Faivre & McDade 2001). O papel da
corola ainda ndo é clara nos processos evolutivos e funcionais de plantas heterostilicas,
contudo acredita-se que a reciprocidade entre a altura dos estigmas e estames de morfos sejam
influenciadas por pressdes seletivas opostas (Faivre & McDade 2001). Porém, pelas flores de
P. nitidula ndo apresentarem diferenga no tamanho da corola e a reciprocidade ter sido maior
entre os verticilos baixos, acredita-se que as pressdes sobre 0s verticilos possam agir de modo
independente. Em P. nitidula, a por¢do desprendida do filete na corola do morfo brevistilo é
maior do que o do longistilo, o que pode explicar a maior variagdo na altura dos estames desse
morfo, afetando dessa forma a falta de reciprocidade entre os verticilos altos. Curiosamente,
0s estames brevistilos séo, consideravelmente, exsertos e dispostos de forma agregada em um
unico lado na porgédo superior da corola com o pistilo do morfo oposto alcangcando a sua
equivaléncia ao longo da longevidade, enquanto que os estames do morfo longistilo sdo
dispostos, circularmente, no interior da corola. A partir da arquitetura estaminal agregada,

seria esperado que o fluxo de pdlen do morfo brevistilo para o longistilo fosse mais eficiente,
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devido a uma deposicdo de polen mais especifica no corpo dos polinizadores, contudo 0s
dados ndo mostraram isso. Estudos evolutivo-funcionais necessitam ser desenvolvidos para
saber a verdadeira contribuicdo da disposicdo agregada dos estames do morfo brevistilo,
principalmente em populagdes que possuem os polinizadores naturais como intermediadores
no fluxo de pdlen.

A populagdo estudada apresentou diferencas no didmetro dos gréos de pdlen entre os
morfos, porém a producédo de pdlen foi igualitaria. Estudos classicos de distilia acreditam que
o dimorfismo polinico e a producdo diferenciada de pdélen entre morfos séo atributos
associadas a facilitacdo no crescimento do tubo polinico, juntamente a alocagao de recurso na
producéo de gréos maiores (Ganders 1979, Barrett 1992). O morfo brevistilo produziria gréos
maiores, pois eles requerem uma maior reserva energética para percorrerem um maior
caminho ao longo do estilete das flores longistilas, em contrapartida sua producdo de polen
por antera seria menor (o contrario é verdadeiro). Contudo, outros trabalhos encontraram que
solos com baixo teor de nutrientes afetam, negativamente, esses dois caracteres polinicos
(Wolff & Liede-Schumann 2007, Lau & Stephenson 1994), o que faz sentido quando as
variacdes se repetem entre populacdes de uma mesma espécie (Pailler & Thomson 1997,
Faivre & MacDade 2001, Brys et al. 2008a). O presente estudo ndo averiguou quais fatores,
realmente, interferem na diferenciagdo da populagdo, mas do ponto de vista da funcionalidade
da distilia, ele pode ser um dos fatores que interfere nas chances de doacéo e recep¢do de
polen, uma vez que cada tipo de polinizador apresenta um comportamento perante
determinada espécie vegetal.

A separagdo estigma-antera (hercogamia) nas flores de P. nitidula foi encontrada nos
dois morfos, porém quando os tratamentos sdo comparados dentro de cada morfo, o estigma
do tratamento controle sempre apresentou mais grdos de polen do que aqueles com flores
emasculadas, sendo em sua maioria graos ilegitimos, o que demonstra que a hercogamia nao
evita a chegada de auto e intrapolen no estigma. Variagdes na hercogamia entre morfos
ocorrem em Vvarias espécies distilicas, podendo ser maior no morfo brevistilo (e.g. espécies de
Psychotria, Consolaro 2008, espécies de Cordia, Opler et al. 1975, Guettarda scabra
Richards & Koptur 1993), longistilo (e.g. Palicourea padifolia, Ree 1997, Lithrum salicaria,
Mal & Lovett-Doust 1997) ou ndo haver diferenca (e.g. Gaertnera vaginata, Pailler &
Thompson 1997). Como visto em P. nitidula, o grau de hercogamia pode influenciar,
diretamente, no processo de polinizacdo, pois quanto menor for & separacdo, maiores sdo as
chances de autopolinizagéo (Ganders 1975, Glover & Barrett 1986, Barrett & Shore 1987,

Mal & Lovett-Doust 1997). Muitos estudos tentam explicar que a oscilacdo na hercogamia
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ocorre em funcdo do comprimento do tubo da corola, devido seus estames serem epipétalos
(Ganders 1979, Nishihiro et al. 2000, Faivre & McDade 2001, Hernandez & Ornelas 2007,
Kélman et al. 2007, Keller et al. 2012), mas tal discussdo ndo pode ser utilizada para a
populacdo estudada, pois a forca que parece guiar a hercogamia nessa espécie € 0
comprimento do filete.

Os resultados do presente estudo foram contra ao modelo evolutivo proposto por
Darwin (1877), pois mostraram que a deposicdo de pdlen em partes especificas do corpo dos
polinizadores nem sempre resulta em um eficiente fluxo de pélen intermorfo, pois o polen
brevistilo, no qual foi o Unico morfo a depositar o grdo em partes especificas, ndo chegou ao
estigma oposto. Enquanto que o longistilo, pélen depositado ao longo do corpo, chegou com
maior frequéncia ao estigma brevistilo. Ha trés fatores béasicos que podem explicar a
assimetria no fluxo de pdlen de P. nitidula: (1) a HR dos verticilos baixos realmente
possibilitou uma maior eficacia no fluxo de polen; (2) a atuacao ineficiente de um polinizador
exotico prejudicou o fluxo de pdlen; (3) a interferéncia sexual dos verticilos reprodutivos
proporcionou um desequilibrio de funcdo, o que pode facilitar uma futura especializacdo de
género na populacdo (Garcia-Robledo 2008). Os resultados do presente estudo ndo permitem
entender o real estado evolutivo de P. nitidula, principalmente por se conhecer pouco a
respeito do tema em Rubiaceae e por ele ter sido realizado apenas com uma populagéo.
Apesar disso, ainda é possivel levantar alguns pontos que ndo podem ser ignorados: a
condicdo de P. nitidula corrobora com o modelo evolutivo de Charlesworth & Charlesworth
(1979), no qual prediz que o sistema de incompatibilidade antecede o estabelecimento da HR;
a falta de reciprocidade pode ser um estagio subsequente ao estabelecimento do padrdo
distilico; a falta de reciprocidade ndo € uma condic¢do evolutiva, mas sim um estado particular
da populacdo estudada. Estudos futuros com outras populacdes sobretudo com populacdes
onde hajam polinizadores naturais, sdo necessarios para ajudar a interpretar a funcionalidade
da distilia em P. nitidula e descobrir a forca da interagdo planta-polinizador a partir da entrada

de uma espécie exatica.
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ANEXO |

tipicas quando apresentaram duas ou mais caracteristicas que caracterizam o polimorfismo.
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Trabalhos cientificos sobre o sistema distilicos de diferentes espécies de Rubiaceae no Brasil. Populacdes foram consideradas distilicas

Familia Espécie I\/Iangfest_a_g 40 da Local de Referéncia
istilia estudo

Rubiaceae Sabicea cinerea Atipica Brasil Teixeira & Machado (2004a)
Rubiaceae Declieuxia fruticosa Tipica Brasil Né&o publicado
Rubiaceae Faramea cyanea Tipica Brasil Maruyama et ?gégg)lo)’ Consolaro
Rubiaceae Faramea occidentalis Atipica Brasil N&o publicado
Rubiaceae Palicourea crocea Tipica Brasil Mendonga & Anjos (2006)
Rubiaceae Palicourea croceoides Tipica Brasil N&o publicado
Rubiaceae Palicourea coriaceae Tipica Brasil Consolaro et al. (2009)
Rubiaceae Palicourea longepedunculata Tipica Brasil Pereira et al. (2006)
Rubiaceae Palicourea macrobotrys Atipica Brasil Coelho & Barbosa (2003)
Rubiaceae Palicourea macrobotrys Atipica Brasil Consolaro et al. (2009)
Rubiaceae Palicourea marcgravii Tipica Brasil Consolaro et al. (2009)
Rubiaceae Palicourea marcgravii Tipica Brasil Pereira et al. (2006)
Rubiaceae Palicourea officinalis Tipica Brasil Consolaro et al. (2009)
Rubiaceae Palicourea rigida Tipica Brasil Machado et al. (2010)
Rubiaceae Palicourea rigida Tipica Brasil Né&o publicado
Rubiaceae Palicourea cf. virens Atipica Brasil Santos et al. (2008)
Rubiaceae Psychotria barbiflora Atipica Brasil Teixeira & Machado (2004b)
Rubiaceae Psychotria birotula Tipica Brasil Castro et al. (2004)
Rubiaceae Psychotria brachypoda Atipica Brasil Fonseca et al. (2008), Consolaro
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Rubiaceae
Rubiaceae
Rubiaceae
Rubiaceae
Rubiaceae
Rubiaceae
Rubiaceae
Rubiaceae
Rubiaceae
Rubiaceae
Rubiaceae
Rubiaceae
Rubiaceae
Rubiaceae
Rubiaceae
Rubiaceae
Rubiaceae
Rubiaceae
Rubiaceae

Rubiaceae

Rubiaceae
Rubiaceae
Rubiaceae
Rubiaceae
Rubiaceae

Psychotria capitata
Psychotria capitata
Psychotria capitata
Psychotria carthagenensis
Psychotria carthagenensis
Psychotria carthagenensis
Psychotria carthagenensis
Psychotria colorata
Psychotria conjugens
Psychotria deflexa
Psychotria goyazensis
Psychotria gracilenta
Psychotria hastisepala
Psychotria hoffmanneggiana
Psychotria hygrophiloides
Psychotria ipecacuanha
Psychotria jasminoides
Psychotria leiocarpa
Psychotria mapouridoides
Psychotria myriantha

Psychotria nuda

Psychotria nuda
Psychotria poeppgiana
Psychotria prunifolia
Psychotria pubigera
Psychotria sessilis

Tipica
Tipica
Tipica
Tipica/Atipica
Tipica
Atipica
Atipica
Tipica
Tipica
Tipica
Atipica
Atipica
Tipica
Tipica
Atipica
Tipica
Tipica
Atipica
Tipica
Atipica
Tipica
Tipica
Tipica
Atipica
Atipica
Tipica

Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil

Brasil

Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil

(2008)
Né&o publicado
Né&o publicado
Né&o publicado
Koch et al. (2010)

Faria et al. (2012)
Consolaro et al. (2011)
Né&o publicado
Né&o publicado
Pereira et al. (2006)

Né&o publicado
Rodrigues & Consolaro (2013)
Né&o publicado
Pereira et al. (2006)

Né&o publicado,

Pereira et al. (2006)
Rossi et al. (2005)
Castro et al. (2004)

Né&o publicado,

Castro et al. (2004)
Pelissaro (2012)

Castro & Araujo (2004), Pereira et al.
(2006)

Klein et al. (2009)
Coelho & Barbosa (2004)
Né&o publicado, Oliveira (2008)
Castro et al. (2004)
Pereira et al. (2006)
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Rubiaceae
Rubiaceae
Rubiaceae
Rubiaceae
Rubiaceae
Rubiaceae

Psychotria suterella
Psychotria suterella
Psychotria tenuinervis
Psychotria trichophoroides
Rudgea lanceolata
Manettia luteo-rubra

Atipica
Tipica
Tipica
Tipica
Tipica
Tipica

Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
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Grandisioli (1997)
Lopez & Buzato (2005)
Virillo et al. (2007)
Oliveira 2008
Pereira et al. (2006)
Passos & Sazima 1995




