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RESUMO GERAL

O conhecimento das estratégias reprodutivas interespecificas permite formular hipoteses sobre
0s eventos que levam a existéncia e manutencdo das barreiras naturais. Estudos tém relatado a
existéncia de hibridos em Chamaecrista. Objetivamos investigar as barreiras de isolamento
reprodutivo entre espécies simpatricas de: C. ramosa; C. rotundifolia; C. rotundifolia var.
rotundifolia; C. hispidula e C. flexuosa. O estudo foi realizado na RPPN de Nossa Senhora do
Oiteiro de Maracaipe, Ipojuca-PE. No primeiro capitulo foram investigados os possiveis
barreiras de isolamento reprodutivo através: 1) observacdo da distribuicdo no espaco das
populacdes naturais (barreira espacial); 2) acompanhamento do periodo de floracdo (barreira
temporal); 3) descricdo dos tipos enantiostilicos (barreira morfologica) e 4) cruzamentos
interespecificos bidirecionais (barreira fisiologico); e 5) investigacdo de partilha de
polinizadores (barreira ecoldgica). Todas as espécies foram consideradas sincronopatricas, pois
tém em comum a sobreposicdo da distribuicdo espacial dos agrupamentos e do periodo de
floracdo, entretanto com estratégias diferenciadas. Todos os cruzamentos formaram frutos, com
excecdo de C. flexuosa x C. rot. var. rotundifolia. O sucesso nos tratamentos de polinizacdo
mais expressivo foi de 80% para C. rotundifolia x C. rot. var. rotundifolia, em contrapartida,
houve baixa formacéo entre C. flexuosa x C. hispidula, C. flexuosa x C. ramosa (5%) cada. Nos
cruzamentos envolvendo C. flexuosa e C. ramosa foi observado o elevado aborto dos frutos
(89,5-95%), por volta de 5 a 10 dias apds a polinizacdo. A germinacdo de sementes hibridas
apresentou baixa viabilidade relacionada as espécies C. ramosa e C. hispidula (G=8-24%). As
maximas porcentagens de germinacdo ocorrem para C. rot. var. rotundifolia x C. hispidula
(G=100%) e C. hispidula x C. rot. var. rotundifolia (G=83,3%). Abelhas do género Florilegus
sp. visitam flores do tipo Ramosa o que sugere potencial para hibrizacdo continua. Todos os
visitantes florais foram abelhas, sendo que C. ramosa recebeu a maior diversidade de visitantes
(n=8). Xylocopa carbonaria, X. cearense e Eufrisea sp. partilham flores de C. flexuosa e C.
ramosa. Eufrisea sp. esteve presente em todas as espécies de Chamaecrista estudadas, com
excecao apenas de C. rotundifolia. A analise dos Tipos enantiostilicos apontou trés diferentes:
Ramosa, Flexuosa, Amiciella. Sugerimos que, sua funcionalidade demostrou maior eficiéncia
como barreira de isolamento, j& que quando presente indicou redugdo no sucesso pré e pos
reprodutivo. Para o segundo capitulo, investigamos a possibilidade de desvios de reciprocidade
entre duas espécies na mesma area de estudo supracitada, indicando a relacdo do sistema
reprodutivo e as variacOes de respostas adaptativas das populagdes naturais a processos de

mudangas ambientais em relacdo ao padrdo hercogamico reciproco. Objetivamos analisar a
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reciprocidade intra e interespecifica em flores enantiostilicas de C. ramosa e C. rotundifolia.
Através de um banco de imagens de flores das espécies, com escala em milimetros. Foram
realizadas medigdes a partir de imagens em 10 flores abertas do dia por 10 (C. ramosa; n=100)
e cinco (C. rotundifolia; n=50) dias, em trés agrupamentos por espécie. Foram analisadas em
um tabuleiro gradeado (letras x numeros) e com auxilio do software power point, foram
medidos em cada flor os seguintes caracteres: altura e afastamento em relagéo ao centro floral
do estigma e da pétala falcada, aléem do didmetro floral. Verificamos que dias intercalados ha
producdo de flores de maiores tamanhos. Para Chamaecrista ramosa a morfologia floral variou
entre 20,7-24,3mm e C. rotundifolia variou de 7,7-12,6mm de comprimento. C. ramosa
apresenta, maior tamanho floral e maior amplitude de captacéo e deposi¢édo de pdlen comparado
a C. rotundifolia, sendo assim, pode apresentar-se como promotor de aumento da area de
deposicdo e captacdo de polen no corpo do polinizador, aumentando a especificidade dos

cruzamentos e reduzindo as chances de geitonogamia.

Palavras-Chave: Cassiinae; Enantiostilia monomérfica; Hibridos; Hercogamia reciproca.

GENERAL ABSTRACT

Knowledge of interspecific reproductive strategies allows us to formulate hypotheses about the
events that lead to the existence and maintenance of natural barriers. Studies related to the
existence of hybrids in Chamaecrista. We aim to investigate how barriers of reproductive
isolation among the sympatric species of: C. ramosa; C. rotundifolia; C. rotundifolia var.
rotundifolia; C. hispidula and C. flexuosa. The study was conducted at the RPPN of Nossa
Senhora do Oiteiro de Maracaipe, Ipojuca-PE. In the 1st chapter The possible barriers of
reproductive isolation were investigated through: 1) Observation of the distribution in the space
of the natural borders; 2) monitoring the flowering period; 3) description of the enantiosthetic
types (morphological barrier) and 4) interspecific two-way crosses (physiological barrier); and
5) pollinator-sharing research (ecological barrier). This spices were observed synchronoptric,
which have in common the overlapping the distribution of the wagon of the weddings and the
period of floration. All crosses were fruits, with the exception of C. flexuosa x C. rotundifolia
var. rotundifolia. The success in the most expressive pollination treatments was 80% for C.
rotundifolia x C. rotundifolia var. rotundifolia, in contrast, low formation between C. flexuosa

x C. hispidula, C. flexuosa x C. ramosa (5%) each. In the crosses in contact with C. flexuosa
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and C. ramosa the high fruit volume (89.5-95%) was observed, around 5 to 10 days after a
pollination. Seed germination was the viability of the species C. ramosa and C. hispidula (G =
8-24%). The maximum germination macroscopies occur for C. rotundifolia var. rotundifolia x
C. hispidula (G = 100%) and C. hispidula x C. rotundifolia var. rotundifolia (G = 83.3%). Bees
of the genus Florilegus sp. visit flowers of the Ramosa type, suggesting the potential for
continuous hybridization. All floral cases were bees, with C. ramosa receiving a greater
diversity of visitors (n = 8). Xylocopa carbonaria, X. cearense and Eufrisea sp. share C.
flexuosa and C. ramosa flowers. Eufrisea sp. present in all studied Chamaecrista species,
except for C. rotundifolia. An analysis of the enantiosthetic types pointed out three different:
Ramosa, Flexuosa, Amiciella. That, its functionality demonstrate greater efficiency as barrier
of isolation, since the present indicates reduction in the pre and post reproductive success. For
this chapter, we investigated the possibility of reciprocity deviations between species and the
same area of study mentioned above, relating to the reproductive system and the variables of
adaptive response of the natural forces in relation to the reciprocal hercogamic pattern. We
aimed the intra and interspecific reciprocity in enantiostyl flowers of C. ramosa and C.
rotundifolia. Through a bank of images of flowers of the species, with scale in millimeters. The
images were collected in 10 open flowers of the day for 10 (C. ramosa, n = 100) and five (C.
rotundifolia; n = 50) days in three groups per species. They were analyzed in a grid tray (letters
X numbers) and with the aid of the power point software, in addition to making the floral
flowering, besides the floral floral of the stigma and the faltal petal. We verified that
interspersed days there is production of flowers of larger sizes. For Chamaecrista ramosa the
floral morphology varied between 20.7-24.3mm and C. rotundifolia ranged from 7.7-12.6mm
in length. C. ramosa presents a larger floral size and a greater amplitude of uptake and
deposition of pollen compared to C. rotundifolia, being thus able to present as a promoter of
increase of the area of deposition and capture of pollutant pollen, increasing the specificity of

the crosses and reduction as chances of geitonogamy.

Keywords: Cassiinae; Monomorphic enantiostilia; Hybrids; Reciprocal Hercogamy.



1. INTRODUCAO GERAL

Cerca de 90% das angiospermas apresentam flores com estames e estigmas funcionais,
sendo classificadas como hermafroditas (Ainsworth, 2000). Embora ocorra entre a maioria, 0
hermafroditismo pode ocasionar impactos negativos na reproducdo (Barrett, 2002; Charles
Worth e Willis, 2009), considerando que pode levar a autopolinizagdo. No entanto, algumas
espécies desenvolveram estratégias reprodutivas que limitam a autopolinizacdo, tais como a
separagdo temporal (dicogamia) da maturacdo sexual e espacial (hercogamia) dos 6rgaos
sexuais em uma mesma flor. Estes mecanismos reduzem o conflito entre a funcao reprodutiva
feminina e masculina e podem proporcionar maiores oportunidades de fluxo génico entre as

populacgdes naturais, sem alterar o processo basico de polinizacdo cruzada (Barrett, 2002).

O mecanismo de hercogamia esta relacionada a reciprocidade em espécies polimorficas,
e este processo geralmente € geneticamente controlado entre morfos florais (Barrett, 2002), este
polimorfismo floral indica aumentar a precisdo na transferéncia de pdlen (Darwin, 1877;
Barrett, 2002) e promove a polinizagdo cruzada entre os dois morfos florais (Ganders et al.,
1985). Entdo, sugere-se que a polinizacdo legitima em espécies polimorficas é facilitada, pois
ocorre uma deposicdo de polen em partes distintas do corpo do polinizador que corresponde
com a altura da posicéo do estigma do morfo oposto (Massinga et al., 2005). Adicionalmente,
cruzamentos intermorfos sdo responsaveis pela razdo equilibrada entre os dois morfos dentro

de populacGes ou isopletia (Barrett et al., 2000).

A enantiostilia compreende um tipo de hercogamia reciproca, na qual o estilete possui
deflexdo reciproca para a esquerda ou direita de uma flor em relacéo ao centro floral, formando
imagens especulares (Barrett, Jesson e Baker, 2000; Jesson e Barrett, 2003). Este polimorfismo
apresenta-se de duas formas, monomérfica (individuos apresentam flores de diferentes morfos
de forma aleatéria - randémica, de forma alternada - ndo randémica ou até mesmo um Unico
morfo por inflorescéncia) e dimorfica (individuos apresentam apenas um morfo floral; Barrett,
2002). Geralmente os morfos florais apresentam-se em proporc¢ao semelhantes nas populagdes,

0 que também ¢ encontrado para espécies heterostilicas (Barrett, 2002; Almeida et al., 2013a).

Entretanto, é possivel que espécies polimorficas reciprocas possam ter desvios na sua

reciprocidade, resultando em variagdes no sistema reprodutivo devido a evolugéo de diferentes
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graus de autocompatibilidade entre espécies e nos seus morfos ou pela perda total ou parcial da
hercogamia reciproca (Barrett e Cruzan, 1994, Ganders 1979, Consolaro et al., 2005). Porém,
alteracOes drésticas do sucesso reprodutivo podem ser a principal consequéncia do aumento na
separacao entre estigma e antera de morfos diferentes (Dai e Galloway, 2011). A quebra desse
padrdo esta relacionada ao rompimento do supergene responsavel pela expressao dos morfos
florais e sistema reprodutivo (Barret, 1992), originando assim, na maioria das vezes, morfos
atipicos ou variantes que sdo normalmente atribuidos a fatores ecoldgicos que interferem no
fluxo de polen legitimo (Barret e Richards, 1990). Algumas variacgdes registradas em Psychotria
permitem a compreensdo de processos evolutivos em espécies heterostilicas (Ganders 1979,

Barret 1988). Enquanto, em espécies enantiostilicas este processo permanece desconhecido.

Estudos com grupos modelos que promovam evidéncias da relagdo de padrdes
biogeograficos e adaptacdes ecoldgicas de carater morfologico-funcional sdo inéditos para
subtribo Cassiinae (Fabaceae). Incluido neste grupo estd o género Chamaecrista que possuli
cerca de 330 espécies e distribuicdo Pantropical (Lewis, 2005). E também um dos géneros mais
complexos taxonomicamente e mais diversos da flora brasileira, representado por 259 espécies,
das quais 216 séo endémicas (Flora do Brasil 2020, 2019). Chamaecrista tem seu centro de
diversidade no Cerrado, porém, os grupos que divergiram mais “cedo” habitam florestas da
Amazonia e da Mata Atlantica, sugerindo uma possivel origem em florestas Umidas e uma
posterior diversificacdo em areas abertas como na Restinga (Azani et al., 2017) sendo comum

nestes ambientes espécies aparentadas de Cassiinae ocorrerem em simpatria.

Dessa forma, populagdes naturais de espécies relacionadas que habitam a mesma regiao
geogréfica podem ser compativeis quando as barreiras reprodutivas estdo abaladas ou
enfraquecidas permitindo a chance de ocorrer fluxo génico entre taxons distintos e
possibilitando como consequéncia a geracdo de hibridos ou mesmo um processo de especiacao
(Costa et al., 2007). Estudos indicam registros de formacao de hibridos naturais envolvendo
espécies de Chamaecrista (Costa et al., 2013; Correia e Conceicdo, 2017), a qual pode estar
relacionada a ocorréncia de espécies sincronopatricas que partilham polinizadores. Dentre as
barreiras que promovem o isolamento reprodutivo das espécies, destacam-se diferencas na
fenologia, ndo compartilhamento de polinizadores, deposicdo de pdlen em locais diferentes do
corpo dos polinizadores e sistemas de incompatibilidade interespecifico (Bradshaw et al., 1995;
Franceschinelli, 2005), entretanto as barreiras podem apresentar fragilidades, possibilitando o
desenvolvimento de descendentes hibridos nas geracGes seguintes (Gouveia e Pinheiro, 2015;

Ramsey et al., 2003). Nesse sentindo, o conhecimento das caracteristicas reprodutivas de
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especies que promovam a incompatibilidade interespecifica, permite formular hipoteses sobre
0s eventos que levam a existéncia e manutencdo do isolamento reprodutivo (Boecklen e
Howard, 1997; Cozzolino et al., 2006; Baack e Rieseberg, 2007; Moraes et al., 2013).
Propomos neste estudo investigar se existem e quais sdo as barreiras de isolamento
reprodutivo ocorrentes em espécies sincronopatricas enantiostilicas de Chamaecrista.
Baseando-se nessas observacdes, sugerimos as seguintes hipoteses: 1) Barreiras reprodutivas
morfolégicas sdo eficientes para promover o isolamento entre espécies simpatricas e
enantiostilicas para subtribo Cassiinae; 2) A relacdo de reciprocidade intraespecifica &€ maior
para promover a movimentacdo de polen cruzado, porém sendo menor a reciprocidade entre
6rgéos reprodutivos dentro do individuo e entre espécies distintas, constituindo uma barreira

para prevenir a autopolinizacéo e hibridizacdo, respectivamente.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Enantiostilia: Conceito e Funcionalidade

Cerca de 90% das angiospermas apresentam flores com estames e estigmas funcionais,
sendo classificadas como hermafroditas (Ainsworth, 2000). Embora as espécies tenham
evoluido com barreiras que impecam a autofecundacdo, o hermafroditismo pode ocasionar

impactos negativos na reproducao (Barrett, 2002; Charlesworth e Willis, 2009).

Diversas estratégias que permitem a manutencdo das estruturas masculinas e femininas
em uma mesma unidade floral, sem que ocorra autofecundacgéo, surgiram ao longo da evolugéo
das Angiospermas (Barrett, 2002; Jesson e Barrett, 2003). Dentre estes mecanismos
morfolégicos, destacam-se a separacdo temporal (dicogamia) e a espacial (hercogamia) dos
orgdos reprodutivos em uma mesma flor (Oliveira e Maruyama, 2014). Ainda que sejam
estratégias proveitosas, nem sempre sao eficazes para impedir a autofertilizacdo, que pode

ocorrer por geitonogamia e autopolinizacdo (Matias et al., 2016).

Um polimorfismo floral morfologico-estrutural conhecido em plantas desde o século
XIX é a enantiostilia, conhecida pela separagéo espacial das estruturas reprodutivas e descrita

como um tipo de hercogamia reciproca que atua na reducdo da autopolinizagdo (Todd, 1882;
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Wilson, 1887; Robertson, 1890; Thorp e Estes, 1975; Barrett 2002; Jesson e Barrett, 2005).
Este polimorfismo caracteriza-se por apresentar flores que formam imagens especulares uma

sobre a outra (Jesson e Barrett, 2005).

A enantiostilia é geneticamente determinada com morfos florais reciprocos, os quais
podem apresentar a estrutura sexual feminina direcionada para a direita ou esquerda do eixo
floral, em alguns casos, essa reciprocidade é acompanhada pela localizacdo das pétalas
(Westerkamp, 2004; Jesson e Barrett, 2002; Almeida et al., 2013ab). Este posicionamento
diferenciado gera um padrédo de deposicgdo e captacdo de pdlen que favorece o cruzamento entre
os morfos, similarmente ao que ocorre com espécies heterostilicas, outro caso de hercogamia
reciproca (Barrett, 2002). A tendéncia observada nos estudos foi que este sistema parece
conduzir ao aumento da eficiéncia da capacidade de uso de pélen na reproducdo, e assim,
otimizar a funcdo masculina (Oliveira e Maruyama, 2014).

Na literatura a enantiostilia, de modo geral, é interpretada como uma mecanismo floral
que favorece a polinizagéo cruzada e reduz as chances de autopolinizagdo por geitonogamia
(Tood, 1822; Irwin e Barneby, 1976; Dulberger, 1981; Gottsberger e Silberbauer-Gottsberger,
1988; Bahadur et al., 1990; Fenster, 1995; Laporta, 2005; Almeida et al., 2015ab), devido a
coincidéncia na deposicdo e captura de pélen no corpo do polinizador por flores de morfos
opostos (Almeida, 2012).

Contudo, alguns estudos afirmam que este mecanismo surgiu com o0 objetivo de
protecao de estruturas florais, ja que durante as visitas, a vibracdo das abelhas poderia danificar
0 gineceu (Dulberger, 1981). Recentemente, novas propostas tém apontado que esta
caracteristica favorece a eficacia na captagdo do pdélen em maior extensdo do corpo dos
visitantes (Almeida et al., 2013b).

E embora a diversidade das espécies de Chamaecrista, ampla distribuicdo geogréfica e
interesse esporadico de pesquisas, estudos envolvendo a interacdo entre a biologia floral com o
polinizador ainda sdo superficiais, sendo assim, o conhecimento sobre a funcionalidade
adaptativa legitima da enantiostilia permanece incompreendida (Barrett, Jesson e Baker, 2000;
Jesson e Barrett, 2002) com isso, acreditamos na necessidade da realizacdo de estudos que

possibilitem investigagdes mais completas nesse sentido.
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2.2. VariacOes na enantiostilia

Espécies enantiostilicas dimdrficas produzem apenas um dos morfos florais por individuo.
Por outro lado, as monomdérficas produzem flores de diferentes morfos de forma aleatéria
(randémica), de forma alternada (ndo randdémica), ou até mesmo, um unico morfo por
inflorescéncia, e podem apresentar dindmicas distintas na producéo de morfos, caracterizando
diferentes estratégias de reproducdo de acordo com a figura 1 (Barrett 2002; Almeida et al.,
2015b).
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Figura 1. Esquema de espécies enantiostilicas. A) enantiostilia monomorfica a nivel da inflorescéncia
(randdmica e ndo randdmica, respectivamente); B) enantiostilia monomérfica no nivel da inflorescéncia;
C) enantiostilia dimorfica no nivel da planta. (Adaptado de Barret, 2002).

Outra classificacdo diz respeito a localizacdo das estruturas sexuais masculinas que pode
posicionar-se de modo a) reciproco: quando 0s estames ocorrem em posi¢do inversa ao gineceu
nos morfos florais ou; b) ndo reciproco: quando o posicionamento dos estames ndo é alterado,
independente do posicionamento do gineceu. Estudos realizados por Jesson e Barrett (2003),
demonstram que espécies enantiostilicas possuem como ancestrais representantes com estilete

em uma Unica posicado, passando do tipo monomorfico e posteriormente a forma dimérfica.

Embora, dentro desse padrdo enantiostilico alguns autores descrevam que sua
funcionalidade permaneceu intacta desde sua descoberta (Gottsberger e Silberbauer-
Gottsberger, 1988; Carvalho e Oliveira, 2003, Ribeiro e Lovato, 2004; Westerkamp, 2004;
Laporta, 2005; Almeida, 2012), estudos sugerem a possibilidade desse sistema apresentar
desvios, considerados como “atipicos” em relacao ao padrao hercogamico reciproco (Almeida
et al., 2013b). As variacOes registradas tém sido relacionadas a mecanismos de deposicdo de
polen das anteras e sua captura pelo estigma no corpo do polinizador (Carvalho e Oliveira,
2003; Almeida et al., 2013).
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Através de novos registros feitos por Almeida e colaboradores (2013) foi verificada a
presenca deste desvio, classificado como enantiostilia atipica, em C. flexuosa (L.) Greene. Esta
espécie exibe um terceiro morfo, tendo o gineceu posicionado centralmente em relagcdo ao eixo
floral, e ainda, auséncia de isopletia nas populacGes naturais. Assim, propde que é possivel a
ocorréncia desses desvios para outras espécies polimorficas. Este fato trouxe novas discussfes
acerca de investigacOes sobre a funcionalidade ecolégica deste mecanismo. Além disso, 0s
autores notaram particularidades como no percurso dos gréos de polen, que as vezes é conduzido
secundariamente pelas pétalas para chegar ao corpo do polinizador (Almeida et al., 2013b;
Almeida, 2015a). Possiveis explicacdes para modelos atipicos estdo relacionados a impactos
ambientais, tais como auséncia ou ineficiéncia dos servigos de polinizagdo ou perda de um dos

morfos na populacdo, em espécies heterostilicas (Barrett, 2002).

Diante deste cenario, ressalta-se que espécies enantiostilicas apresentam ampla
diversidade de tipos florais, e que até recentemente, considera-se que esta diversidade ndo se
estendia aos seus mecanismos de reproducao (Almeida et al., 2014; 2015b). Segundo estes
autores, na subtribo Cassiinae (Leguminosae - Fabaceae), o reconhecimento de diferentes Tipos
Enantiostilicos (TES) levantam varias possibilidades para estratégias de reproducdo de outros

grupos de plantas polimérficas.

Almeida et al. (2015a), afirmam que niveis de complexidade diferentes refletem a
diversidade morfoldgica e esse modelo fornece estratégias singulares na captura e deposicao de
polen durante o servico de polinizacdo. Esta proposicdo permitiu a organizacdo da ampla
diversidade de barreiras reprodutivas evoluidas dentro de Cassiinae em categorias funcionais e,

sendo a maior parte dessas classes consistentes com critérios taxondmicos e filogenéticos atuais.

2.3 Isolamento reprodutivo

As estratégias reprodutivas afetam os mecanismos microevolutivos como selecéo, fluxo
génico, deriva genética, influenciando a diferenciacdo das populacbes. A fenologia trata da
ocorréncia de eventos biologicos repetitivos, suas causas em relacdo a fatores bioticos e
abioticos e as inter-relagdes entre as fases caracterizadas por esses eventos, da mesma ou de
diferentes espécies (Morellato et al., 1989; Mazza et al., 2011). Desta forma, diferencas nas
épocas de floracdo podem ter enormes implicacfes sobre a selecdo e estrutura genética da

populacédo (Hirao e Kudo, 2008; Matsumoto et al., 2013).
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Grupos taxonémicos relacionados e que apresentam sincronia na floracdo e simpatria,
possibilitam a partilha ou competicédo de visitantes florais (Levin e Eerson, 1970; Sakai, 2008),
a partilha de polinizadores pode causar impacto negativo no sucesso reprodutivo das populagdes
naturais de plantas e até mesmo resultar em hibridizacdo. A competicdo, por sua vez, pode
interferir no ndmero de polinizadores e de visitas as flores e levar os individuos vegetais ao
isolamento reprodutivo (Murcia, 1995). Portanto, o fluxo génico entre tAxons simpétricos pode
ocorrer quando ndo existem barreiras para a manutencéo do isolamento reprodutivo, ou quando
estas sdo fracas, assim possibilitem a formacdo de zonas hibridas, introgressdo, ou mesmo
especiacdo por hibridizacdo (Costa et al., 2013). Porém, plantas podem utilizar artificios que

interfiram na interacdo e atuacdo dos polinizadores (Oliveira e Maruyama, 2014).

Neste contexto, o isolamento reprodutivo das espécies envolve diversas barreiras, que
atuam em diferentes etapas da reproducdo, podendo ser pré-zigoticas e pds-zigéticas (Ellstre et
al., 1996; Scopece et al., 2010). No primeiro, destacam-se diferencas em épocas de floracéo,
ndo compartilhamento de agentes polinizadores (devido a diferencas nas caracteristicas florais),
deposicdo de polen em locais diferentes do corpo dos polinizadores (Endress, 1994;
Franceschinelli, 2005), além de sistemas de incompatibilidade interespecifico atuam na
germinacdo do pdlen (Bradshaw et al., 1995), na singamia (Lexer et al., 2005), na formacéo de
frutos e/ou de sementes. Nas barreiras pos-zigoticas incluem especialmente inviabilidade e a
esterilidade e/ou a reducdo do desempenho reprodutivo dos hibridos (Levin, 1971; Judd et al.,
2009, Johnson, 2010; Greiner et al., 2011). Ou até mesmo ser seletivas através de barreiras
pos-zigbticos que selecionam a progénie, os quais envolvem o aborto seletivo e a alocacédo
diferencial de recursos. O estudo das barreiras reprodutivas entre espécies que se encontram em
tais condi¢cbes promove, portanto, o entendimento de processos que norteiam a especiacdo
(Colley e Fischer, 2013).

Embora existam controvérsias sobre a melhor forma de definir o que é uma espécie, a
grande maioria das defini¢des considera a existéncia de alguma limitacdo do fluxo génico entre
linhagens relacionadas que compartilham um ancestral comum (Queiroz, 1996). Nesse
sentindo, aspectos da biologia reprodutiva de espécies que promovam a incompatibilidade
reprodutiva entre os grupos permitem formular hipoteses sobre 0s eventos e barreiras que fazem
com que o isolamento reprodutivo ocorra e seja mantido (Boecklen e Howard, 1997; Cozzolino
et al., 2006; Baack e Rieseberg, 2007; Moraes et al., 2013).
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Recentemente, Almeida e colaboradores (2015a) descreveram diferentes tipos
enantiostilicos em espécies de Cassiinae. Segundo estes autores, as caracteristicas observadas
referem-se basicamente a forma e aos locais de deposi¢do e captacdo do pdélen no corpo dos
polinizadores, que aléem de garantirem elevacGes nas taxas de xenogamia, podem representar

barreiras de isolamento reprodutivo destas espécies.

Estudando o grupo Cassiinae, Costa e colaboradores (2013) verificaram o isolamento
reprodutivo de sete tAxons de Chamaecrista, encontraram hibridos férteis exclusivamente do
cruzamento entre C. blanchetii x C. confertiformis. O que destaca a importancia do
deslocamento temporal da floracdo destas espécies como uma barreira de isolamento pré-
zigotico. Para outras espécies, o isolamento ocorre por barreiras pds-zigoticos de inviabilidade
das sementes. Segundo 0s autores supracitados, estes processos podem ser algumas das causas
das grandes dificuldades taxondmicas envolvidas no grupo. E estas barreiras atuam de maneira
sobreposta funcionando como um filtro que confere o isolamento reprodutivo entre 0s taxons

de Cassinnae.
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CAPITULO 1

BARREIRAS DE ISOLAMENTO REPRODUTIVO
INTERESPECIFICO EM Chamaecrista Moench.
(FABACEAE- CAESALPINIOIDEAE)
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RESUMO: Hibridos sdo descendentes do cruzamento interespecificos cujas barreiras
reprodutivas estdo fragilizadas ou ndo estdo completamente estabelecidas. A hibridizacdo é
particularmente comum em certos géneros da familia Fabaceae. Na RPPN Nossa Senhora do
Oiteiro de Maracaipe, PE, ocorrem em sincronopatria cinco espécies irmas do género
Chamaecrista: C. ramosa; C. rotundifolia; C. rotundifolia var. rotundifolia; C. hispidula e C.
flexuosa. Neste trabalho avaliamos as barreiras e a intensidade do isolamento reprodutivo pré e
poOs-zigbticos entre estas espécies. Utilizando experimentos de polinizacdo reciproca foi
possivel detectar hibridizacdo entre as espécies testadas em niveis distintos e independentes em
espécies com sobreposicdo na floragdo. Constatamos que apenas cinco cruzamentos
apresentaram formacéo de frutos maior que 50%, neste caso, 0 baixo sucesso reprodutivo nos
tratamentos € uma importante barreira reprodutiva que promove isolamento reprodutivo forte
o suficiente para manter a coesdo destas espécies. Apesar da partilha de visitantes ocorrer, a

barreira morfoldgica se torna a mais eficiente entre as barreiras pré-zigoticos.

Palavras-chave: Barreiras reprodutivas; Hibridos; Fluxo génico; Enantiostilia.

ABSTRAT Hybrids are descendants of interspecific crosses and reproductive barriers are
fragile or not completely free. Hybridization is typically common in certain genera of the
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Fabaceae family. In the RPPN Our Lady of the Eight of Maracaipe, PE, next in relation to five
sister species of the genus Chamaecrista: C. ramosa; C. rotundifolia; C. rotundifolia var.
rotundifolia; C. hispidula and C. flexuosa. This work evaluates the barriers and the intensity of
the pre- and post-zygote reproductive isolation between these species. By using reciprocal
pollination experiments it was possible to detect hybridization between species tested in
different quantities and insects in species with overlap in flowering. We found that only five
crosses were fruit formation greater than 50%, otherwise, reproductive success in the tests is an
important reproductive barrier that promotes the reproductive isolation strong enough to
maintain a cohesion with the species. Although the sharing of visitors occurs, the morphological

barrier becomes more efficient between pre-zygotic barriers.

Keywords: Reproductive barriers; hybrids; gene flow; Enantiostyle.

INTRODUCAO

O isolamento reprodutivo envolve diversas barreiras que atuam em diferentes etapas da
reproducdo, podendo ser pré-zigoticas e pds-zigaticas (Ellstre et al., 1996; Scopece et al., 2010).
No primeiro, destacam-se diferencas em épocas de floracdo, ndo compartilhamento de agentes
polinizadores, deposicdo de poélen em locais diferentes do corpo dos polinizadores (Endress,
1994; Franceschinelli, 2005), e sistemas de incompatibilidade interespecifico que atuam na
germinacdo do pélen no estigma (Bradshaw et al., 1995), na singamia (Lexer et al., 2005) e na
formacao de frutos e/ou de sementes. Entre as barreiras pos-zigéticas estdo a inviabilidade e a
esterilidade e/ou a reducdo do desempenho reprodutivo dos hibridos (Levin, 1971; Judd et al.,
2009, Johnson, 2010; Greiner et al., 2011), ou até selecdo da progénie, envolvendo o aborto

seletivo e a alocacao diferencial de recursos.

Dentro do grupo taxondmico Chamaecrista existem espécies relacionadas e com
sincronia na floracéo e simpatria, o que possibilita a partilha ou competicéo de visitantes florais
(Costa et al., 2013; Correia e Conceicdo, 2017). A partilha de polinizadores entre espécies
relacionadas pode causar impacto negativo na reproducéo das populagdes naturais de plantas e

até mesmo resultar em hibridizacdo, enquanto, a competicdo, pode interferir no nimero de
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polinizadores e de visitas as flores e levar os individuos vegetais ao isolamento reprodutivo
(Murcia, 1995).

Diversas espécies de Chamaecrista apresentam enantiostilia, que se caracteriza por ser
um polimorfismo floral com ocorréncia de morfos florais reciprocos no individuo
(monomdrfica) ou em individuos distintos (dimorfica), os quais diferem entre si pelo
posicionamento do gineceu em relacdo ao eixo floral, podendo estar a direita ou esquerda
(Jesson e Barrett, 2002). Almeida e colaboradores (2015a) descreveram diferentes tipos
enantiostilicos em espécies da subtribo Cassiinae (Cassia, Senna e Chamaecrista). As
caracteristicas observadas pelos autores, para diferenciacdo dos tipos, referem-se basicamente
a forma e aos locais de deposicao e captacdo do polen no corpo dos polinizadores, que podem

garantir elevacOes nas taxas de xenogamia.

Diferencas mecanicas nas flores, além de elevarem as taxas de xenogamia, podem ser
cruciais para evitar a hibridacdo (Barrett, 2002). Os tipos enantiostilicos presentes em
Cassiinae, podem promover uma barreira morfolégica muito forte, através da deposicdo e
captacdo de pdlen em diferentes locais do corpo dos polinizadores, com vantagens adaptativas
capazes de garantir 0 sucesso reprodutivo (Almeida et al. 2015a). Além disso, a barreira
morfolégica é eficaz no direcionamento da deposicdo dos graos de pélen no momento da visita
no corpo das abelhas, deste modo, minimiza a perda de pélen por pilhadores e maximiza a
dispersdo dos mesmos (Westerkamp 1997; Hargreaves et al., 2009; De Luca e Vallejo-Marin,
2013).

O entendimento do processo de especiacdo envolve a determinacdo de quais barreiras
reprodutivas estdo envolvidas na reducdo do fluxo génico entre populacfes de mesma espécie
e o entendimento de quais forcas evolutivas as produzem (Nosil e Crespi, 2006). Em
Chamaecrista, alguns grupos apresentam delimitacdo taxondmica bastante confusa, devido a
sobreposicao de caracteres morfoldgicos das espécies, sugerindo a presenca de zonas hibridas
interespecificas (Conceicdo, 2006, Costa et al., 2007). Por outro lado, outros autores descrevem,
a barreira reprodutiva morfoldgica-funcional como um mecanismo que prop8e atuar como
importante obstaculo para formacdo de hibridos naturais em populagdes enantiostilicas de
Chamaecrista.

Compreender como atua o fluxo génico intra e, principalmente, interespecifico na
manutencdo da integridade e coesdo das especies € um tema de grande interesse. Mesmo nao

sendo comum, existem relatos da ocorréncia da formacéo de hibridos naturais em espécies de
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Chamaecrista (Conceicdo, 2006). Sendo assim, este estudo teve como objetivo investigar a
existéncia e diversidade de barreiras de isolamento reprodutivo entre espécies enantiostilicas e
sincropatricas do género Chamaecrista, norteando-se na seguinte hipétese: Barreiras
reprodutivas morfoldgicas sdo ocorrentes e suficientes para promover o isolamento entre

espeécies sincronopatricas de Chamaecrista.

MATERIAL E METODOS

Local de estudo

O estudo foi conduzido em vegetacdo de restinga situada na Reserva Particular do
Patriménio Natural de Nossa Senhora do Oiteiro de Maracaipe, municipio de Ipojuca, PE,
Brasil (08° 831 '48''S; 35° 801' 05"W). A reserva abrange 76,2 hectares, incluindo 80% de
restinga e 20% de mangue ((Brasil, 2000; Almeida et al., 2013a;b). O clima é tropical, quente
e umido (Koppen, 1948), as temperaturas médias anuais sdo 27°C e precipitacdo de 2000

mm/ano, com maior intensidade entre junho e agosto (Inmet, 2017).

Espécies do estudo

Foram estudadas cinco espécies de Chamaecrista Moench. (Fabaceae): i) C. ramosa
(Vogel) H.S.Irwin & Barneby; ii) C. rotundifolia (Pers.) Greene.; iii) C. rotundifolia var.
rotundifolia (Pers.) Greene.; iv) C. hispidula (Vahl) H.S.Irwin & Barneby; e v) C. flexuosa (L.)
Greene (classificada como enantiostilica atipica por apresentar trés morfos florais segundo
Almeida et al., 2013b). As espécies possuem antese diurna, classificadas como enantiostilicas
monomaorficas, com hébito subarbustivo ou herbéceo, terricolas, ocorrendo em &reas abertas da

reserva (Almeida et al., 2015a).

Isolamento reprodutivo

Para testar a hipdtese de que a barreira morfoldgica é a que atua fortemente no
isolamento reprodutivo entre as espécies estudadas, foram conduzidos experimentos que
envolvessem barreiras temporal, espacial, fisiologica e morfologica. Foram feitas as seguintes

observagdes/experimentos:
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a) Distribuicdo espacial das populac¢@es/individuos (barreira espacial)

As populagdes/individuos de cada espécie foram georreferenciadas através do uso de
GPS, possibilitando o conhecimento da localizacdo exata e do distanciamento preciso entre
eles. Foram marcados e monitorados 21 pontos de acompanhamento mensal das populacdes
naturais distribuidas na area da reserva, em cada populacdo foi marcado um ponto central e

buscou-se as espécies dentro deste raio, cada raio com didmetro de 20m.

b) Periodo de floracéo (barreira temporal)

Em campo foram realizadas visitas mensais, pelos pontos de distribuigédo espacial das
espécies na area de estudo, para observar o indice de atividade de individuos em floracdo
(emissdo de botbes ou de flores abertas) e o indice de intensidade no nivel de agrupamentos,
seguindo Fournier, (1974 com modificac6es). Os valores foram obtidos em campo através de
uma escala intervalar semi-quantitativa de cinco categorias (0 a 4) e intervalo de 25% entre
cada categoria (a partir da 1) podendo chegar a 100%. As fases fenoldgicas observadas foram:

floracdo- emissdo de botdes ou de flores em antese (flores abertas).

c) Formacao de hibridos (barreira fisiologica)

c.1l. Cruzamentos bidirecionais

As flores foram isoladas com sacos de voil, em pré-antese e posteriormente aos
cruzamentos em todos os tratamentos, permanecendo desde o periodo funcional das flores até
0 amadurecimento dos, logo ap6s os sacos foram retirados e os frutos coletados e identificados.
Foram feitos cruzamentos entre espécies que apresentaram sobreposicdo de floracdo. Os
cruzamentos foram realizados de forma bidirecional interespecifica para todos os taxons. O
numero de flores usadas por tratamento e por individuo ndo foi uniforme, devido a diferencas
na disponibilidade de flores em diferentes individuos, sendo os cruzamentos realizados de
forma aleatdria (Almeida et al., 2015b; Costa et al., 2013).

c.2. Testes de germinagao

Todos os frutos formados foram contabilizados e suas sementes testadas quanto ao

potencial germinativo. As amostras foram misturadas, retirando-se sub-amostras aleatdrias para
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os testes. As sementes foram lixadas, embebidas em agua destilada por 2h, posteriormente,
colocada para germinar em duas folhas de papel germitest, umedecidas com agua e colocadas
em bandejas de plastico transparentes, sendo acondicionadas em temperatura ambiente de cerca
de 28°C em casa de vegetacdo (Maia et al., 2010; Nascimento et al., 2012). A germinacao foi
definida como 0 momento em que a ponta da radicula emergiu > 1 mm do tegumento. Foram
calculadas a germinabilidade (G %), em avaliacGes realizadas diariamente por um periodo de
acompanhamento por 10 dias.

d) Partilha dos visitantes florais (barreira ecolédgica)

A partilha de visitantes florais entre as espécies C. ramosa, C. flexuosa foi analisada
através da literatura, pela consulta de artigos publicados com dados de estudos anteriores
realizados com as espécies na mesma area de estudo (Almeida et al., 2013a; 2013b; 2015b).
Além disso, foram realizadas observacdes diretas em plantas focais das 5:30h as 11:30h, em
diferentes dias, totalizando 80 horas de acompanhamento, para as espécies C. hispidula, C.
rotundifolia var. rotundifolia. e C. rotundifolia, durante o periodo de agosto (2017) a agosto de
(2018).

e) Tipos Enantiostilicos (barreira mofoldgica)

Os Tipos Enantiostilicos das espécies estudadas foram definidos pela consulta a
publicacdo de Almeida e colaboradores (2015a). Esta classificacdo tem relagdo com a analise
da existéncia de uma barreira morfolégica das flores. O enquadramento das espécies estudadas
nos tipos enantiostilicos dependeu da observacdo de cinco caracteristicas morfo/funcionais,
sendo as principias relacionadas aos locais de deposi¢cdo e captacdo do polen no corpo dos

polinizadores.

(i) Local de deposicdo - deposicdo e captura de pdlen sobre o dorso ou o ventre dos

polinizadores; (ii) Reciprocidade - p6len depositado pelas anteras no mesmo lado do contato
com o estigma (ndo reciproco) ou no lado oposto (reciproco); (iii) Modo de deposicao - dep6sito

de pélen no corpo do polinizador feito diretamente pelas anteras (diretas) ou por uma ou mais

pétalas (indiretas); (iv) Numero de pétalas envolvidas com a deposicao de pdlen - nenhuma ou

uma petala toca o polinizador no local que é oposto ao contato com o estigma (um), ou mais de

uma pétala toca o polinizador no lado oposto ao contatado pelo estigma (grupo); e (v) Via de
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polen - a deposicdo de pdlen pode ser feita pelas anteras (diretas) ou mediada por uma pétala

ou um grupo de pétalas (indiretas).

ANALISE DE DADOS

Foi aplicado o teste de y? (qui-quadrado) para avaliar a diferenca no nimero de frutos
formados entre os cruzamentos bidirecionais e também a relacdo entre pares nos cruzamentos
reciprocos. Os testes foram realizados utilizando o software R versdo 3.4.3 (R Development
Core Team, 2017).

RESULTADOS

a) Distribuicao espacial das populacdes (barreira espacial)

A espécie C. flexuosa possui distribuicdo mais abrangente (figura 2), ocorrendo em
areas abertas na maior parte da area da RPPN. De todas as espécies, € a que possui maiores
distancias entre individuos (intraespecifica), tanto com relacdo aos individuos nos
agrupamentos ocorrendo mais isoladamente, quanto entres manchas da propria espécie
(1000,68m). Chamaecrista flexuosa apresenta sobreposicdo de habitat nos pontos 1 e 18 com

C. hispidula, C. rotundifolia var rotundifolia e 14 com C. ramosa.

As menores distancias tanto intra como interespecificas, ocorreram nas espécies C.
hispidula e C. rotundifolia var rotundifolia. Todos os pontos de ocorréncia das espécies
estavam sobrepostos e seus individuos agrupados nas manchas, de modo similar ao observado

com C. rotundifolia e as espécies supracitadas (76m; do ponto 1 para o 2; fig. 2).

As maiores distancias entre as espécies sdo encontradas nos agrupamentos envolvendo
C. hispidula, C. rotundifolia var rotundifolia e C. rotundifolia (18) com C. flexuosa (5)

apresentando 932,05m e C. ramosa (17) e C. flexuosa (5) com 818,84m de distancia.

Os agrupamentos de C. ramosa sdo continuos aglomerados e isolados das outras
especies, compartilhando ambiente apenas com C. flexuosa (14) a qual tem baixa abundancia

de individuos reprodutivos, e ainda, apresenta distribuicdo disjunta nesta area.
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Em relacdo a abundancia dos individuos reprodutivos por agrupamento, observamos
que 76% (n=16) possuem de 0-50 de plantas por agrupamento. Chamaecrista ramosa possui
manchas incluidas nas categorias 1-50 (n=8) e 51-100 (n=3) individuos; C. flexuosa 1-50 (n=7)
e 101-200 (n=1); C. rot. var. rotundifolia 1-50 (n=1), 51-100 (n=1) e 101-200 (n=1); e C.

rotundifolia tem agrupamentos incluidos nas categorias 51-100 (n=1) e 201-300 (n=1).

As populagdes com maior nimero de individuos reprodutivos ocorrem para C.
rotundifolia, onde 50% dos agrupamentos estdo na categoria (201-300). Em seguida de C.
hispidula (100%), C. rot. var. rotundifolia (25%) e C. flexuosa (10%) incluidas em manchas de
101-200 individuos reprodutivos e estas espécies caracterizam-se por ocorrer sempre nos
mesmos habitats e com individuos concentrados em manchas adensadas e delimitadas, com

excecdo da Ultima.

b) Periodo de floracdo (barreira temporal)

O grau de intensidade de floracdo, durante o periodo avaliado, mostrou-se variavel entre
as espécies de Chamaecrista (fig.3). As espécies C. ramosa e C. flexuosa com estratégias
temporais semelhantes florescem o ano todo, em relacdo ao periodo de maior atividade
reprodutiva ocorrendo ap6s o periodo chuvoso. C. flexuosa apresenta pico de floragdo em

agosto e C. ramosa entre novembro e dezembro.

Em agosto houve méxima na floracdo de todas as espécies (100%) exceto C. ramosa
(25%) com expressdo minima de recursos. Em setembro todas as espécies apresentaram
reducdo na floracdo, no qual Chamaecrista rotundifolia e C. flexuosa reduziram em 25% a
intensidade. Em outubro, a floragdo em C. hispidula persistiu por duas semanas. C. rotundifolia
e C. rotundifolia var. rotundifolia apresentaram suspensao da floracéo logo no inicio da estacdo

Seca.

De janeiro a marco de 2018 com apenas duas espécies floridas (C. ramosa e C. flexuosa),
verificou-se, a oferta minima de recursos, com display floral variando no maximo de 25-50%
nos agrupamentos. Em abril, houve o reinicio da fase de floracdo de todas as espécies da reserva,
destacando-se a definicdo de duas estratégias distintas ocorrendo nesse momento: C.
rotundifolia e C. ramosa deram inicio a fenofase com 75% de individuos floridos,

demonstrando um maior investimento, por outro lado, C. rotundifolia var rotundifolia e C.
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hispidula com 25%, apresentaram aumento triplicado da floracdo em relacdo ao més anteior,

que se manteve com atividade maxima nos proximos dois meses.

c) Formacao de hibridos (barreira fisiologica)

¢.1 Cruzamentos bidirecionais

Os cruzamentos realizados estdo listados na Tabela 1. Verifica-se que todos os
cruzamentos formaram frutos, com excecdo de C. flexuosa (receptora) x C. rotundifolia var.
rotundifolia (doadora). Entretanto, apenas cinco cruzamentos apresentaram formacao superior
a 50%.

Avaliando a associacdo existente entre variaveis pré-reprodutivas quantificadas,
verificamos que ndo ha proporcédo entre os tratamentos, sendo a quantidade de frutos variavel
entre os cruzamentos. Logo, as variaveis sdo independentes (X2 = 127.32 gl = 3,8; p< 0,01).
Entretanto, entre os cruzamentos bidirecionais verifica-se que exista uma associacdo de
proporcionalidade, assim, entre as duplas existe uma estreita relagdo em comum na producao
de frutos (gl=1; p>0,5).

O sucesso pré-reprodutivo mais expressivo foi de 80% para C. rotundifolia (receptora)
x C. rot. var. rotundifolia (doadora). A formacdo de frutos maiores que 70% ocorreu,
respectivamente, nos cruzamentos C. rotundifolia (receptora) x C. ramosa (doadora) e C.
ramosa (receptora) x C. hispidula (doadora). Cruzamentos considerados com baixa formacao
de frutos (5-18%) ocorreram entre C. hispidula (receptora) x C. rotundifolia (doadora), C.
flexuosa (receptora) x C. hispidula (doadora) e C. flexuosa (receptora) x C. ramosa (doadora) e

ndo compativel, ou seja, nulo entre C. flexuosa (receptora) x C. rot. var. rotundifolia (doadora).

Em alguns casos houve deficiéncia no niumero de sementes, por abortos ou ma formacéo
dos frutos ocasionados anteriormente a maturacdo. Para os cruzamentos C. rotundifolia x C.
hispidula e C. hispidula x C. rotundifolia var. rotundifolia, 58,3% e 41,6% dos frutos,
respectivamente foram considerados mal formados (considerando aquelas defeituosas,
danificadas, fora do padrdo de tamanho e forma descrito para o género). Destaca-se 0 aborto
elevado dos frutos no cruzamento bidirecional envolvendo C. flexuosa como receptora de pélen
(95%) e C. ramosa como receptora (89,5%) e, considerado uniforme e ocorrendo num prazo
curto, por volta de 5 a 10 dias ap6s a polinizagdo das flores. Foi constatado também a presenca

apenas de uma semente desenvolvida por fruto, por exemplo, ocorrendo C. ramosa x C.
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rotundifolia. De modo mais drastico em C. flexuosa x C. hispidula, o Unico fruto formado foi

abortado.

c.2 Testes de germinagdo

A germinacdo de sementes provenientes dos cruzamentos interespecificos ocorreu em
14 (70 %) dos 20 cruzamentos realizados. Em seis dos cruzamentos interespecificos, 30% nédo

ocorreram germinagéo das sementes, na maioria envolvendo C. flexuosa.

O menor percentual de germinabilidade (G=8-24%) foi observado nos cruzamentos
envolvendo as espécies C. ramosa e C. hispidula. O mesmo foi observado nas sementes
oriundas dos cruzamentos entre C. rot. var. rotundifolia x C. rotundifolia (G=32%) e C. rot.

var. rotundifolia x C. flexuosa (G=28%).

Em contrapartida, as maiores porcentagens de germinagdo foram observadas nos
cruzamentos entre C. rot. var. rotundifolia x C. hispidula (G=100%), C. hispidula x C.
rotundifolia (G=85,7%,), C. rotundifolia x C. ramosa (G=84%) e C. hispidula x C. rotundifolia
var. rotundifolia (G=83,3).

Apbs a geracdo dos frutos, analisamos a etapa poOs-reprodutiva, na germinacgdo, oS
resultados apresentam mecanismo de barreira na formacdo de sementes viaveis de modo
unilateral nos cruzamentos entre C. ramosa x C. rotundifolia, C. hispidula x C. flexuosa
(bidirecional), C. ramosa x C. flexuosa (bidirecional) e C. flexuosa x C. rot. var. rotundifolia
(unidirecional), desta forma, a ocorréncia do aborto ocasiona a interrup¢do da formacdo da

plantula hibrida.

d) Partilha de visitantes florais (barreira ecoldgica)

A Dbusca na literatura e adicionalmente as observacfes em campo, mostraram a
ocorréncia de 11 espécies de abelhas visitando flores das espécies estudadas. Quatro espécies de
abelhas visitaram apenas uma espécie de Chamaecrista, como exemplo, Centris sp.1 e Xylocopa
grisescens so visitaram flores de C. flexuosa, ja Centris sp. 2, Triepeolus sp. e Neoxylocopa sp.

visitaram apenas flores de C. ramosa.
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As abelhas frequentes foram registradas ocorrendo em quatro espécies de Chamaecrista
(tabela 2). Augochlora sp. visitou todas com excecéo de C. flexuosa, Eufrisea sp., com exce¢éo
de C. rotundifolia e Florilegus sp. com exce¢cdo de C. hispidula. Chamaecrista ramosa
apresentou maior diversidade de visitantes (n=8). Florilegus sp. visitou flores de C. ramosa, C.
rotundifolia e C. rotundifolia var. rotundifolia. Xylocopa carbonaria e X. cearensis foram
observadas visitando flores de C. flexuosa e C. ramosa. A abelha X. frontalis foi observada
visitando flores de C. rotundifolia e C. rot. var. rotundifolia.

e) Tipos enantiostilicos (Barreira morfoldgica)

A anélise das caracteristicas morfo-funcionais de similaridade das flores das cinco
espécies estudadas permitiu o reconhecimento de trés tipos enantiostilicos: Tipos Flexuosa,
Amiciella e Ramosa (Almeida et al., 2015a). As informacgdes apresentadas na tabela 3,

sintetizam os resultados para compreensao geral das barreiras reprodutivas observadas.

Constatamos que a espécie C. flexuosa enquadra-se no Tipo Flexuosa, o qual apresenta
como caracteristicas auséncia de reciprocidade das anteras e deposicdo de pdélen direta e
esternotribica. C. hispidula é classificada no Tipo Amiciella, onde ocorre reciprocidade e o
depdsito do pdlen é feito de forma indireta e nototribica, através de uma pétala modificada. As
espécies C. ramosa, C. rotundifolia e C. rotundifolia var. rotundifolia pertencem ao Tipo
Ramosa, apresentando deposicdo de pdlen indireta e nototribica, realizada por um conjunto de

pétalas, além de apresentarem reciprocidade.

DISCUSSAO

Os resultados deste estudo demonstraram que a hipotese foi confirmada. Dentre as
barreiras reprodutivas estudadas, a barreira morfologica-funcional das flores se destaca como
principal barreira pré-zigético, presente em Chamaecrista e sendo suficiente para promover o
isolamento entre espécies sincronopatricas. Desta forma, a complexidade morfologica
relacionada ao polimorfismo, se estende as suas conhecidas funcGes e revela-se como um

atributo ecoldgico importante para o isolamento reprodutivo interespecifico e manutencao
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dessas espécies (Almeida et al., 2015a). No estudo aqui apresentado, o isolamento reprodutivo

é mantido naturalmente, evidenciado pela auséncia de hibridos na area da reserva.

Nas condigdes observadas, apesar do isolamento, o padrédo de distribuicdo espacial
juntamente com o padréo de floracéo, possivelmente atuam no enfraquecimento das barreiras
do isolamento reprodutivo, ineficientes para o impedimento do fluxo polinico interespecifico.
Segundo Pinheiro et al. (2013), em plantas é comum que espécies filogeneticamente
relacionadas, ocorrendo numa mesma localidade, experimentem fluxo de p6len interespecifico,
0 que pode levar a formacéo de hibridos.

Além disso, agrupamentos aglomerados sdo esperados em Chamecrista, no qual o
amadurecimento dos frutos e a tor¢éo das valvas expulsam as sementes a pequenas distancias
caracterizando a autocoria (Rando e Pirani, 2011). A auséncia de barreiras geogréficas e a
comum oferta de recurso (p6len) possibilita o fluxo génico interespecifico. Estas caracteristicas
reduzem as barreiras para a ocorréncia da hibridizacdo, ja que o grau de isolamento reprodutivo
tende a aumentar conforme a distancia entre as populacdes.

Costa et al. (2013) constaram que oito espécies simpatricas de Chamaecrista
apresentaram diferentes estratégias de floracdo, com padrdo anual e continuo. Destacamos que
em nossos resultados o isolamento parcial da floracdo ocorre para C. ramosa e C. flexuosa, e 0
isolamento temporal completo ndo ocorre em nenhuma das espécies. A autora supracitada,
detectou isolamento temporal completo de floragéo entre C. rotundifolia var. grandiflora e C.
confertiformis, além de isolamento parcial, com pequena sobreposicao, entre esta Ultima e C.
blanchetii, sendo esta sobreposicdo suficiente para ocasionar a formacao de hibridos naturais
que tem sido reportada entre estas espécies, ocasionando C. blanchetiformis (Conceicéao, 2006).

Além disso, na familia Fabaceae existem outros relatos de hibridizacdo em diversos
géneros, como Bauhinia (Lau et al., 2005), Parkinsonia e Cercidium (Hawkins et al., 1999),
Baptisia (Alson e Turner, 1963) entre outras espécies pertencentes a Chamaecrista (Conceicao,
2006). Nestes tdxons de Chamaecrista, a ocorréncia de sementes abortadas sugere, a primeira
vista, a presenca de alelos recessivos letais como as causas mais provaveis para a baixa
frutificacdo encontrada entre os taxons, ocasionando depressdo endogamica (Costa et al., 2013).

Os resultados apresentados dos tratamentos de polinizacdo cruzada interespecifica
indicam em niveis distintos compatibilidade entre as espécies de Chamaecrista, e apenas,
irrestrita incompatibilidade entre C. flexuosa (receptora) x C. rotundifolia var. rotundifolia

(doadora) apresentando barreira no mecanismo fisiologico pré reprodutivo.
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A inviabilidade da semente € a principal barreira de isolamento pds-zigético encontrado
para as espécies estudadas. Neste caso, 0 baixo sucesso reprodutivo dos hibridos formados nos
cruzamentos € uma importante barreira que promove isolamento reprodutivo. Estas barreiras
atuam de maneira sobreposta, atuando como um filtro que confere o isolamento reprodutivo
entre os taxons de Cassiinae.

A autocompatibilidade relatada para as Chamaecrista estudadas (Almeida et al
2013a,b; Almeida et al., 2015b) indica ser uma caracteristica comum ao género (Gottsberger e
Silberbauer-Gottsberger, 1988; Fenster, 1995; Liu e Koptur, 2003; Costa et al., 2007). Espécies
autocompativeis podem apresentar reducdo na variabilidade genética, mas a
autocompatibilidade pode ser considerada uma barreira de isolamento reprodutivo na presenga
de fluxo de polen interespecificos, dificultando a formacdo de hibridos e promovendo o
desenvolvimento de individuos férteis e viaveis (Matallana et al., 2010). Isto ocorre, devido a
possibilidade de formacdo de frutos por autopolinizacdo, conduzindo a um aumento na
competicdo pela area do estigma com pélen de outras espécies.

Barreiras pos-zigoticas incluem inviabilidade e a esterilidade e/ou a reducéo do desempenho
reprodutivo dos hibridos (Greiner et al., 2011), ou até mesmo serem seletivas atraves de
barreiras pos-zigoticas que selecionam a progénie, os quais envolvem o aborto seletivo e a
alocacdo diferencial de recursos. O estudo das barreiras reprodutivas entre espécies que se
encontram em tais condi¢des promove, portanto, o entendimento de processos que norteiam a
especiacdo (Colley e Fischer, 2013). Apesar das espécies estudadas de Chamaecrista possuirem
floracdo sobreposta e com agrupamentos proximos, a competicdo por polinizadores ndo parece
ser uma pressao seletiva forte que atue na diferenciacao do periodo de floracdo, corroborando
com outros estudos (Costa et al., 2013).

Em nossos resultados verificamos que 40% dos visitantes interagem exclusivamente com
uma espécie de Chamaecrista. Além disso, as abelhas Augochlora sp., Florilegus sp. e Eufrisea
sp. registam comportamento generalista, sendo frequentes em quatro espécies de Chamaecrista.
Rezende et al. (2003), afirmam que a partilha de polinizadores entre espécies sincronopatricas
pode acarretar em polinizacao interespecifica. Entretanto, verificamos que tanto Augochlora sp.
como Florilegus sp. sdo consideradas polinizadoras efetivas em espécies que possuem tipos
morfol6gicos distintos (tab.2), consequente, a barreira morfolégica nesses casos atua

naturalmente no impedimento do fluxo polinico.

Particularmente, Eufrisea sp. € a Unica das abelhas analisadas que compartilha quatro

especies de Chamaecrista e atuam na polinizacdo nos trés tipos morfologicos aqui estudados.
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Nesse caso, indica uma fragilidade na barreira morfologica e ecoldgica o que poderia ocasionar
o fluxo interespecifico entre C. ramosa x C. rotundifolia var. rotundifolia. No entanto, a barreira
temporal se faz presente e efetiva, ja que C. rotundifolia var. rotundifolia encontra-se em maior
atividade de floracdo em agosto, quando o display floral de C. ramosa esta minimizado (25%).
Por outro lado, C. ramosa possui pico de floracdo entre novembro e dezembro e nesse momento

C. rotundifolia var. rotundifolia encontra-se ausente ou vegetativa no ambiente (fig.3).

A identificacdo dos tipos enantiostilicos com diferentes niveis de complexidade reflete a
diversidade morfoldgica das flores de Cassiinae e representa estratégias distintas de captura e
deposicdo de pdlen no corpo do polinizador (Irwin e Barneby, 1982; Dulberger et al., 1994;
Marazzi et al., 2006, 2007; Marazzi e Endress, 2006; Almeida et al., 2013a; Almeida et al.,
2013b). Alguns dos tipos enantiostilicos sdo relacionados as estratégias incomuns da deposicao
do pélen no corpo do polinizador como em C. flexuosa.

A principal barreira existente (tabela 3) é a relacionada ao tipo enantiostilico, sendo
encontrado trés tipos diferenciados, o Tipo Ramosa, Tipo Flexuosa e o Tipo Amiciella. Espécies
de tipos diferentes a morfologia floral indica deposito e captura do pdlen em locais distintos.
Espécies que coincidem os tipos, como C. ramosa e C. rotundifolia (Tipo Ramosa), apresentam

tamanhos de flores, periodo de floracéo e distribuicdo diferentes.

Com relacdo aos tamanhos florais deste Tipo, C. ramosa possui tamanho médio de
22,5mm, C. rotundifolia 9,98mm e C. rot. var. rotundifolia com 9,74mm, todas do Tipo
Ramosa. As demais espécies apresentam tamanho médio das flores, dentro do Tipo Amiciella:
C. hispidula 20mm (Queiroz, 2009). E o Tipo Flexuosa: C. flexuosa (22,21mm). O que resulta
em locais de deposicao e captacdo distintos, mesmo em tipos iguais, ha reducdo da possibilidade
de partilha de polinizadores e, consequentemente, dificuldades no fluxo de poélen entre as

espécies.

A formacao de frutos em alguns tratamentos indica potencial de hibridizacao, porém, esta
foi facilitada somente apds as polinizagcbes experimentais, mostrando que a barreira
morfologica esta funcionando de modo natural. A barreira pds reprodutiva também foi
registrada, sendo relacionada a inviabilidade das sementes hibridas, indicado nos cruzamentos
entre C. flexuosa x C. hispidula e C. flexuosa x C. ramosa de modo bidirecional, restringindo a

possibilidade de existir hibridos naturais entre estes taxons.
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CONCLUSAO

Em conclusdo, consideramos que barreiras ecoldgicas associadas a morfologia floral e
na relagdo da interacdo planta polinizador possam trazer a compreensdo da ocorréncia de
barreiras de isolamento reprodutivo entre espécies simpaticas através de barreiras pré e pos-
zigoticos. As espécies estudadas apresentam uma diversidade dessas barreiras que atuam
regulando ou impedindo o fluxo génico interespecifico. Permitindo caracterizar as espécies
estudadas como sincronopatricas com distribuicdo geografica e periodos de floracdo em
comum. As espécies C. ramosa e C. flexuosa florescem o ano todo, com estratégias semelhantes
em relacdo ao periodo de maior atividade reprodutiva. Apesar da partilha de visitantes ocorrer
em algumas espécies a barreira morfoldgica se torna a mais eficiente entre as barreiras pré-
zig6ticos. O baixo potencial germinativo, ou até inviabilidade na etapa de germinacdo é
indicado como principal barreira pds-zigético de isolamento, com resultados superiores a 50%
de producdo de plantulas em apenas nove dos vintes tratamentos realizados, e com inviabilidade

do embrido em 30% dos casos.
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Figura 2. Distribuicdo espacial das popula¢des de Chamaecrista (Fabaceae) georreferenciadas na RPPN
de Nossa Senhora do Oiteiro de Maracaipe, Ipojuca, Pernambuco, Brasil. Os pontos representam ocorréncia
das espécies estudadas e as cores o nimero de individuos reprodutivos encontrados para cada populagdo
(SIRGAS:2000; Por: Alessandra K.G. Targino, 2018).
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Figura 3. Representacdo do indice de atividade floracdo (%) nas espécies C. flexuosa; C. ramosa; C.

rotundifolia; C. rotundifolia var. rotundifolia e C. hispidula ha RPPN de Nossa Senhora do Oiteiro de

Maracaipe, Ipojuca- PE. As cores representam a propor¢do 100% (verde); 75% (azul); 50% (cinza) e

25% (marrom) e ausente 0% (branco).

49



Tabela 1. Cruzamentos bidirecionais, entre espécies sincronopatricas de Chamaecrista
ocorrentes na RPPN Nossa Senhora do Oiteiro de Maracaipe, PE. R x D=Receptor x Doador;
C: Cruzamento bidirecional; FF=Formacao de Frutos; G%= Porcentagem de germinacdo das
sementes hibridas por tamanho da amostra (N).

Cruzamentos (R x D) Flores/Frutos FF (%) G%/N
C. rotundifolia x C. hispidula 25/12 48.0 68/25
C. hispidula x C. rotundifolia 22/4 18.2 85.7/14
C. rotundifolia x C. ramosa 22/17 77.2 84/25
C. ramosa x C. rotundifolia 29/8 27.5 0/2
C. rotundifolia x C. flexuosa 30/7 23.3 50/6
C. flexuosa x C. rotundifolia 20/7 35.0 72123
C. rotundifolia x C. rot. var. rotundifolia 30/24 80.0 64/25
C. rot. var. rotundifolia x C. rotundifolia 25/12 48.0 32/25
C. hispidula x C. ramosa 22/12 545 8/25
C. ramosa x C. hispidula 23/17 73.9 24/25
C. hispidula x C. flexuosa 19/4 21.0 0/12
C. flexuosa x C. hispidula 20/1 5.0 0/4
C. hispidula x C. rot. var. rotundifolia 30/12 40.0 83.3/6
C. rot. var. rotundifolia x C. hispidula 19/7 36.8 100/25
C. ramosa x C. flexuosa 19/2 10.5 0/6
C. flexuosa x C. ramosa 20/1 5.0 0/1
C. ramosa x C. rot. var. rotundifolia 21/6 28.5 80/25
C. rot. var. rotundifolia x C. ramosa 20/11 55.0 36/25
C. flexuosa x C. rot. var. rotundifolia 23/0 0.0 0/0
C. rot. var. rotundifolia x C. flexuosa 23/10 435 28/25
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Tabela 2. Diversidade de visitantes florais de cinco espécies de Chamaecrista, na RPPN Nossa Senhora

do Oiteiro de Maracaipe-PE. P=Polinizador; V=Visitante.

Tipo Flexuosa Tipo Ramosa Tipo Amiciella

Visitantes/Espeécies C. flex C.ram C.rot  C.rot. var. C. his

Xylocopa carbonaria
X. cearensis
Centris sp.1
X. grisescens

Augochlora sp.
Centris sp. 2
Eufriesea sp.

Florilegus (Euflorilegus) P
Triepeolus sp. -

X. (Neoxylocopa) sp.

X. frontalis - - P \4

v < U T
o

T 1< U U <L
o
o
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Tabela 3. Apresentacdo das barreiras reprodutivas entre pares de espécies de Chamaecrista.

Cruzamentos Fisiologica
Temporal Espacial Morfologica Ecologica
bidirecionais Pré rep. Pds rep.

C. hispidula x C. rotundifolia Néo Néo Sim Néo Néo Sim
C. ramosa x C. rotundifolia Né&o Né&o Né&o Né&o Sim Sim
C. flexuosa x C. rotundifolia Né&o Né&o Sim Né&o Né&o Né&o

C. rot. var. rot. x C. rotundifolia Né&o Né&o Né&o Né&o Né&o Sim
C. ramosa x C. hispidula Né&o Né&o Sim Né&o Né&o Né&o

C. flexuosa x C. hispidula Né&o Né&o Sim Né&o Sim Né&o

C. rot. var. rot. x C. hispidula N&o N&o Sim Né&o Néo Sim
C. flexuosa x C. ramosa Né&o Né&o Sim Né&o Sim Né&o

C. rot. var. rot. x C. ramosa Néo Néo Né&o Né&o Né&o Né&o
C. rot. var. rot. x C. flexuosa Né&o Né&o Sim Né&o Né&o Né&o

52



CAPITULO 2

RECIPROCIDADE EM FLORES ENANTIOSTILICAS DE Chamaecrista
Moench. (FABACEAE)

Manuscrito a ser enviado ao periddico Flora
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RESUMO:

Estudos atuais sugerem a possibilidade do sistema enantiostilico apresentar desvios,
considerados como “atipicos” em relagdo ao padrao hercogamico reciproco. O grupo Cassiinae
tem despertado o interesse devido as caracteristicas adequadas para estudos evolutivos e
ecologicos referentes a biologia da polinizacdo, ao sistema reprodutivo e a variagdes de
respostas adaptativas das populacdes naturais a processos de mudangas ambientais. Este estudo
teve o objetivo de analisar a reciprocidade intra e interespecifica em flores enantiostilicas de
populacdes sincronopatricas de C. ramosa e C. rotundifolia. Através de um banco de imagens
de flores das espécies utilizando uma trena como escala. Foram feitas medicdes a partir de
imagens em 10 flores abertas do dia por 10 (C. ramosa; n=100) e cinco (C. rotundifolia; n=50)
dias, em trés agrupamentos por espécie. As imagens foram analisadas a parti de um tabuleiro
gradeado (letras x niameros) em escala de milimetros e com auxilio do software power point.
Foram medidos em cada flor os seguintes caracteres: altura e afastamento em relagdo ao centro
floral do estigma e da pétala falcada, além do diametro floral. Verificamos que dias intercalados
ha producdo de flores de maiores tamanhos. Para Chamaecrista ramosa a morfologia floral
variou entre 20,7-24,3mm e C. rotundifolia variou de 7,7-12,6mm de comprimento. C. ramosa
apresenta, maior tamanho floral e maior amplitude de captagdo e deposicéo de pdlen comparado
a C. rotundifolia, sendo assim, pode apresentar-se como promotor de aumento da area de
deposicdo e captacdo de polen no corpo do polinizador, aumentando a especificidade dos

cruzamentos e reduzindo as chances de geitonogamia.

Palavras-chave: distilia, Cassiinae, morfometria, melitofilia, sucesso reprodutivo.

ABSTRAT:

Current studies suggest the possibility of the enantiostolic system presenting deviations,
considered as "atypical™ in relation to the reciprocal hercogamic pattern. The Cassiinae group
has aroused interest because of the characteristics suitable for evolutionary and ecological
studies regarding the biology of pollination, the reproductive system and variations of the
adaptive responses of natural populations to processes of environmental changes. The objective
of this study was to analyze intra and interspecific reciprocity in enantiosthetic flowers of

synopopathic populations of C. ramosa and C. rotundifolia. Through a bank of images of
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flowers of the species using a scale as scale. Measurements were taken from 10 open day
flowers for 10 (C. ramosa; n = 100) and five (C. rotundifolia; n = 50) days, in three groups per
species. The images were analyzed from a grid tray (letters x numbers) in a millimeter scale
and with the help of power point software. The following characters were measured in each
flower: height and spacing in relation to the floral center of the stigma and the fallow petal,
besides the floral diameter. We verified that interspersed days there is production of flowers of
larger sizes. For Chamaecrista ramosa the floral morphology varied between 20.7-24.3mm and
C. rotundifolia ranged from 7.7-12.6mm in length. C. ramosa shows a larger floral size and a
greater amplitude of pollen uptake and deposition compared to C. rotundifolia, thus being able
to present an increase in the pollen deposition and capture area in the pollinator body, increasing
the specificity of crosses and reducing the chances of geitonogamy.

Key words: distilia, Cassiinae, morphometry, melitofilia, reproductive success.

1. INTRODUCAO

A enantiostilia caracteriza-se pela ocorréncia de hercogamia reciproca entre morfos nas
populagdes, os quais diferem entre si pelo posicionamento do gineceu em relagéo ao eixo floral,
podendo estar a direita ou esquerda (Jesson e Barrett, 2002). A maior parte dos estudos aponta
a tendéncia da enantiostilia favorecer a transferéncia de pdlen entre flores de morfos diferentes,
por polinizacdo cruzada (Irwin e Barneby, 1976; Barret, et al., 2000) ou por geitonogamia
(Laporta, 2005).

Além da diversificacdo no posicionamento do gineceu, as espécies enantiostilicas podem
variar em relacdo ao posicionamento do androceu. Em espécies enantiostilicas reciprocas o
androceu é oposto ao gineceu, assim o estilete é voltado para a direita em relacdo ao centro da
flor e os estames sdo virados para a esquerda (flores direitas) e/ou o inverso (flores esquerdas),
resultando em flores que formam imagens especulares (Jesson e Barrett, 2002). As espécies
enantiostilicas ndo reciprocas produzem flores cujo posicionamento no androceu ndo varia
(Jesson e Barrett, 2002).

A subtribo Cassiinae apresenta varias espécies enantiostilicas monomorficas nao reciprocas
nos géneros Cassia L. (Westerkamp, 2004), Chamaecrista Moench. (Almeida et al., 2015) e

Senna Mill. (Laporta, 2005). Nesse grupo, estudos atuais sugerem a possibilidade desse sistema
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apresentar desvios, considerados como “atipicos” em relagdo ao padrao hercogamico reciproco
(Almeida et al., 2013). As variagdes registradas tém sido relacionadas a mecanismos de
deposicdo de polen das anteras e sua captura pelo estigma do corpo polinizador (Carvalho e
Oliveira, 2003; Almeida et al., 2013). Estudos acerca do polimorfismo em tal grupo tém
despertado o interesse devido as caracteristicas adequadas para estudos evolutivos e ecoldgicos
referentes a biologia da polinizagdo, ao sistema reprodutivo e a variacbes de respostas
adaptativas das populacdes a processos de mudangas ambientais (Jesson e Barrett, 2002).

Este fato trouxe novas discussdes acerca de investigagdes sobre a funcionalidade ecoldgica
deste mecanismo. Além disso, 0s autores notaram particularidades como no percurso dos graos
de polen, que as vezes € conduzido pelas pétalas para chegar ao corpo do polinizador, em
alternativa a auséncia de reciprocidade das anteras em relacéo ao estigma (Almeida et al., 2013;
2015). Possiveis explicacdes para modelos atipicos estdo relacionadas a impactos ambientais,
tais como auséncia ou ineficiéncia dos servicos de polinizacdo ou perda de um dos morfos na

populacdo (Barrett, 2002).

A reciprocidade pode ser estabelecida por métodos investigativos que medem o contato
dos estigmas com as anteras correspondentes, determinando ponto médio dos 6rgéos e infere o
grau de desvio dos 6rgdos sexuais correspondentes, geram valores que avaliam o fitness das
plantas dimorficas (S&, 2016; Armbruster et al., 2017; Sanchez et al., 2008). Esta
correspondéncia representa a posicdo perfeita no corpo do polinizador onde o poélen sera
depositado pelas anteras e capturada pelo estigma (Darwin, 1877; Ganders, 1979; Barrett, 2002;
Barrett e Shore, 2008). Para a heterostilia, a hercogamia reciproca é verificada pela variacdo
dos elementos sexuais de ambos 0os morfos e baseada através do indice de reciprocidade (IR),
determinado pela razdo: (altura da antera — altura do estigma reciproco) / (altura da antera +
altura do estigma reciproco) (S4, 2016). Segundo Richards e Koptur (1993), a reciprocidade é
avaliada de forma conjunta, sendo que os valores deste indice variam de zero (reciprocidade
minima) a um (reciprocidade perfeita). Logo, quanto maior a dispersao desses valores maior

sera o afastamento do valor um (Sanchez et al., 2013).

Destacamos que para a enantiostilia ndo sédo conhecidas formas padrdo de aferir a
reciprocidade entre os morfos florais. Dessa forma, propomos um novo método para analisar a

reciprocidade intra e interespecifica em flores enantiostilicas de populagdes simpatricas.

57



2. MATERIAL E METODOS

2.1. Local de estudo
O local de estudo foi a Reserva Particular do Patrimonio Natural de Nossa Senhora do
Oiteiro de Maracaipe, localizada no municipio de Ipojuca, PE, Brasil (08° 831 '48''S; 35° 801
05"W). A RPPN possui vegetacdo constituida 80% de restinga e 20% de mangue, com area
total de 76,2 hectares (Brasil, 2000). O clima é tropical, quente e umido (Koppen, 1948), as
temperaturas médias anuais sdo 27°C e precipitacdo de 2000 mm/ano, com maior intensidade
entre junho e agosto (Inmet, 2017).

2.2.Espécies do estudo

Foram estudadas duas espécies de Chamaecrista Moench. (Fabaceae): i) C. ramosa
(Vogel) H.S.Irwin e Barneby; ii) C. rotundifolia (Pers.) Greene. Na area de estudo estas
espécies ocorrem em sincronopatria com outras trés espécies irmés do género Chamaecrista:
C. rotundifolia var. rotundifolia; C. hispidula e C. flexuosa. Estas espécies possuem flores com
antese diurna, classificadas como enantiostilicas monomorficas, com habito subarbustivo e
herbaceo, terricolas, ocorrendo em areas abertas da reserva.

As duas espécies sao classificadas como enantiostilicas do Tipo Ramosa (Almeida et
al., 2015a), apresentando deposicao reciproca, indireta através de um conjunto de pétalas, tendo
o final da pétala falcada como principal estrutura de deposicao.

2.3.Caracterizacdo dos morfos florais

Através de expedicGes de campo em 2017, foi possivel montar um banco de imagens
com flores sempre na mesma posicdo e utilizando uma trena como escala. Foram feitas
medicdes a partir de imagens em 10 flores abertas do dia por cinco (C. rotundifolia; n=50) e 10
(C. ramosa; n=100) dias, em trés agrupamentos por espécie. As imagens foram realizadas nas
seguintes datas: 06 de junho; 8 e 30 de julho; 18 e 19 de agosto para a espécie C. rotundifolia.
Para C. ramosa foram os dias 02 e 06 junho; 13,14 e 21 de julho; 02,03 e 11 de agosto; 02
setembro e 31 de dezembro. A imagens foram analisadas pelo modelo adaptado de tabuleiro
gradeado (letras x nimeros) em escala de milimetros e com auxilio do software power point
2010. Foram medidos em cada flor os seguintes caracteres: altura e afastamento em relacéo ao
centro floral do estigma e da pétala falcada, alem do didmetro floral.
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3. ANALISE DE DADOS
Verificamos se ocorreu diferenca significativa no tamanho das flores de C. ramosa e C.
rotundifolia de modo intraespecifico e interespecifico sendo analisado para cada 10 flores por
3 dias para cada espécie. Foi aplicado o teste de »2 (qui-quadrado) e as analises feitas utilizando
o software R versdo 3.4.3 (R Development Core Team, 2017). As demais analises foram

realizadas por representacdes graficas.

4. RESULTADOS

4.1. Posicionamento de pétalas

Em relacdo ao posicionamento das pétalas da espécie C. rotundifolia no morfotipo esquerdo
a variacao foi de 3-9mm de afastamento horizontal e 2-7mm de altura. Para o morfo direito a
amplitude foi de 1-9mm de afastamento horizontal e 2-8mm de altura, sendo observado na
figura 2 (A e B). No morfo esquerdo, 0s posicionamentos das pétalas ocorreram nos pontos de
deposicdo 4-3mm (2x), 5-3mm (3x), 6-3mm (2x), 6-4mm (2x), 7-5mm (3x), 7-7mm (2x), 8-
4mm (2x) e 9-6mm (2x) Ja& para as pétalas direitas os posicionamentos foram 1-2mm (2x), 1-
3mm (2x), 1-4mm (8x), 1-5mm (7x).

As pétalas da espécie C. ramosa do morfotipo esquerdo apresentam variacao de 1-8mm e
2-7mm, respectivamente para afastamento horizontal e de altura. Nas pétalas de flores direitas
a amplitude foi de 1-4mm de afastamento horizontal e 2-6mm altura, ambos os morfos estdo
representados na figura 2 (C e D). No morfo esquerdo foi observado as seguintes repeticdes de
posicionamento de deposicdo 1-3mm (2x), 5-3mm (4x), 5-4mm (5x), 5-5mm (4x), 5-6mm (2x),
6-4mm (6x), 6-5mm (5x), 6-6mm (4x), 7-5mm (4x) e 7-6mm (2x). No morfotipo oposto houve
coincidéncias em 1-2mm (5x), 1-3mm (5x), 1-4mm (22x), 1-5mm (8x), 1-6mm (3X), 2-4mm
(5x) e 4-3mm (2x).

4.2 Posicionamento de estigmas

Chamaecrista rotundifolia possui variagdo de posicionamento dos estigmas esquerdos
entre 1-8mm de afastamento horizontal e 2-6mm de altura (fig. 3, A e B). No morfo direito,
observamos variacao de posicionamento dos estigmas entre 3-7mm de afastamento horizontal
e 2-5mm de altura. Os posicionamentos do estigma de maior repeticdo no morfo esquerdo foram

1-2mm (2x), 1-3mm (5x), 4-3mm (1x), 5-4mm (2x), 5-5mm (4x), 6-4mm (1x) e 6-6mm (2x),
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ja no morfo direito os intervalos foram de 3-2mm (2x), 3-4mm (2x), 4-3mm (2x), 4-4mm (3x),
4-5mm (2x), 5-3mm (2x), 5-4mm (7x) e 5-5mm (2x).

Observamos nas flores de C. ramosa, que o posicionamento dos estigmas do morfo
esquerdo variaram de 1-5mm de afastamento horizontal e 2-6mm de altura. No morfotipo
direito o afastamento horizontal variou de 2-7mm e a altura de 2-8mm. As repeticOes de
posicionamento, no morfo esquerdo, foram 1-2mm (5x), 1-5mm (2x), 2-4mm (8x), 2-5mm (4x),
3-4mm (4x), 3-5mm (8x) e 3-6mm (3x), 4-3mm (2x), 4-4mm (2x) e 4-5mm (2x). No morfo
direito as repeticdes observadas foram nos pontos 2-3mm (2x), 3-5mm (4x), 4-3mm (5x), 4-
5mm (7x), 5-4mm (9x), 5-5mm (7x), 5-6mm (2x), 5-7mm (2x), 6-4mm (3x), 6-5mm (3x) e 6-
8mm (3x) apresentados na figura 3 (C e D).

4.3 Reciprocidade total de morfos

A reciprocidade em flores esquerdas de C. rotundifolia, ocorreu nos posicionamentos 3-
3mm (2x), 4-3mm (1x), 4-4mm (1x), 5-4mm (2x), 6-4mm (1x) e 8-4mm (1x). Em flores

direitas, exclusivamente no ponto 7-5mm (1x).

A reciprocidade ndo ocorreu (fig.4A) entre estigmas no morfo esquerdo, entre 1-6mm de
afastamento horizontal e 2-5mm de altura, com repeti¢cdes em 1-2mm (2x), 1-3mm (4x), 3-4mm
(2x), 5-5mm (4x) e 6-6mm (2x), e para pétalas nos pontos 3-9mm e 2-7mm de afastamento
horizontal e altura, respectivamente, com repeticdes em 5-3mm (3x), 6-3mm (4x), 7-5mm (3x)
e 9-6mm (2x). O morfo direito ndo apresentou reciprocidade nos pontos 1-9mm de afastamento
horizontal e 2-8 altura para estigmas e 3-6mm de altura e 2-5mm de altura para pétalas. Com

repeticdes de 4-4mm (3x) e 5-4mm (4x) para estigmas e 1-4mm (8x) e 1-5mm (7x) para pétalas.

Em C. ramosa a variacdo da reciprocidade no morfo esquerdo ocorreu entre 0s pontos 1-
5mm a 2-5mm de afastamento horizontal. No morfo direito variou entre 3-4mm de afastamento
horizontal e 2-5mm de altura. Com repeti¢cGes nos pontos 1-2mm (6x) e 2-4mm (9x), 4-3mm
(2x), 4-5mm (2x), 5-5mm (3x) para 0 morfo esquerdo e de 2-5mm (3x) e 4-3mm (7x) para o
direito.

Os pontos de auséncia de reciprocidade em C. ramosa demonstram que no morfo esquerdo
ocorrem amplitude de localizacdo entre 1-4mm de afastamento horizontal e 4-6mm de altura.

Com repeti¢des nos pontos 2-5mm (4x), 3-4mm (4x), 3-5mm (8x), 3-6mm (3x) e petalas 5-
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8mm de afastamento horizontal e 3-7mm de altura, sendo as repeti¢fes nos pontos 5-3mm (4x),
5-4mm (5x), 6-4mm (6x), 6-5mm (5x) e 6-6mm (4x).

No morfo direito de C. ramosa possui variacdo de ocorréncia para estigmas entre 2-7mm
de afastamento horizontal e 2-8mm de altura, segundo a figura 4 (C e D), e para pétalas 1-4mm
de afastamento horizontal e 2-6mm de altura. Com repeticdo dos estigmas nos pontos 4-5mm
(7X), 5-4mm (8x), 5-5mm (7x), 5-4mm (8x), 6-4mm (3x), 6-5mm (3x) e 6-8mm (3X) e as
seguintes repeticdes para pétalas 1-2mm (5x), 1-4mm (23x), 1-2mm (3x), 1-5mm (8x), 1-6mm
(3x) e 2-4mm (4x).

4.4. Reciprocidade entre morfos por populacéo

A reciprocidade nos morfos opostos ocorreu entre populagdes de C. rotundifolia, no entanto
em poucas flores. A reciprocidade nas populacées AxB ocorreu nos posicionamentos 1-4mm
(esquerdo); 5-4mm (direito); 6-4mm (direito); 7-5mm (direito) e 8-4mm (esquerdo). Entre as
populagdes BxC nos pontos 1-4mm (esquerdo); 5-4mm (direito); 6-4mm (direito); 7-5mm

(direito). Nas populacdes AxC em ambos os morfotipos ndo ocorreu reciprocidade.

Entre as populacdes AxB de C. ramosa, a reciprocidade no morfo esquerdo ocorreu nos
posicionamentos 2-4mm (direito e esquerdo); 5-5mm (direito e esquerdo); 4-5mm (esquerdo).
No morfo direito a reciprocidade ocorreu apenas na posicao 4-3mm (direito) tanto para as

populagdes AxC, quanto para BxC.

4.5. Reciprocidade entre espécies: C. ramosa x C. rotundifolia

A reciprocidade dos estigmas esquerdos de C. rotundifolia com as pétalas esquerdas de C.
ramosa, apresentado no grafico A (fig. 5), resultou nos seguintes pontos 1-2mm (3x), 1-3mm
(6x), 4-3mm (2x), 5-4mm (5x), 5-5mm (7x), 6-4mm (7x) e 6-6mm (5x). Os pontos de auséncia
de reciprocidade sdo destacados como 3-3mm (2x), 3-4mm(2x), 4-4mm (2x), 5-3mm (4x), 5-
6mm (2x), 6-5mm (5x),7-5mm (4x) e 7-6mm (2x).

Os estigmas direitos de C. rotundifolia com as pétalas direitas de C. ramosa mostraram no
gréfico B (fig. 5) coincidéncia nos pontos 4-3mm (4x) e 4-4mm (4x). Os pontos com auséncia
de reciprocidade foram 1-2mm (5x), 1-3mm (5x), 1-4mm (23x), 1-5mm (8x), 1-6mm (3x), 2-
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4mm (5x), 2-5mm (2x), 3-2mm (2x), 3-4mm (2x), 4-5mm (3x), 5-3mm (2x), 5-4mm (7X) e 5-
5mm (2x).

Os estigmas direitos de C. ramosa com as pétalas direitas de C. rotundifolia, mostram no
gréafico C (fig. 5) ocorrendo pontos em 2-5mm (2x) e 7-5mm (2x). Observamos 0s pontos de
auséncia de reciprocidade em 1-2mm (2x), 1-3mm (2x), 1-4mm (8x), 1-5mm (7x), 2-3mm (2x),
3-5mm (4x), 4-3mm (5x), 4-5mm (7x), 5-4mm (9x), 5-5mm (7x), 5-6mm (2x), 5-7mm (2x), 6-
4mm (3x), 6-5mm (3x) e 6-8mm (3x).

Os estigmas esquerdos de C. ramosa com as pétalas esquerdas de C. rotundifolia
apresentam-se nos pontos 4-3mm (4x) e 4-4mm (3x), de acordo com o gréafico D (fig. 5). A
auséncia de reciprocidade foi notada em 1-2mm (5x), 1-5mm (2x), 2-4mm (8x), 2-5mm (4x),
3-4mm (4x), 3-5mm (8x), 3-6mm (3x), 4-5mm (2x), 5-3mm (3x), 6-3mm (2x), 6-4mm (2x), 7-
5mm (3x), 7-7mm (2x), 8-4mm (2x) e 9-6mm (2x).

4.6. Tamanho floral

As flores de C. rotundifolia (fig. 1) variaram de 7,7mm a 12,6mm de comprimento. O
tamanho médio das flores na populacéo foi de 9,98mm. Para C. ramosa observamos que a
morfologia floral (fig. 1) variou entre 20,7-24,3mm de comprimento, porém, as flores maiores

sdo encontradas no quarto e nono dia e menores no sexto dia.

Avaliando a associacdo existente entre flores produzidas por dia de modo intraespecifico
em C. ramosa (X2 = 11,242 gl = 28; p> 0,01) e C. rotundifolia (X2 = 15,161 gl = 28; p> 0,01),
verificamos que o tamanho da morfologia floral é proporcional para cada espécie
individualmente nos dias observados. Bem como, a relacdo interespecifica de
proporcionalidade entre os tamanhos nestas espécies se mostrou significativa (X2 = 10,865 gl =
28; p>0,01).

5. DISCUSSAO

Em flores de algumas espécies de Cassiinae, principalmente Chamaecrista, as pétalas
diferenciadas apresentam a funcdo de deposicdo do pdlen de forma indireta no corpo do
polinizador (Westerkamp, 2004; Almeida et al., 2013b; 2015a, b). Nestas espécies, ocorre 0
“ricochete” ou “looping™, nos quais 0s graos, apos a vibracéo das abelhas, séo langados contra
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a pétala ricocheteando ou percorrendo a area da pétala falcada até a deposicdo no corpo das
abelhas (Westerkamp, 2004; Almeida et al., 2013b; 2015a, b). Sendo assim, 0s posicionamentos
das pétalas definem os locais do corpo das abelhas onde os gréos de polen serdo depositados.
A maior amplitude observada para o posicionamento das pétalas de flores direitas em C.
rotundifolia e esquerdas em C. ramosa, podem conferir maior area de deposi¢do de pdlen no
corpo do polinizador, de forma inversa nas espécies. No entanto, as amplitudes nos dois morfos
das espécies demonstram sobreposicao na deposicdo de polen. Mas, a avaliacdo das repeticoes
nos posicionamentos de deposicdo demonstrou auséncia de coincidéncia entre as espécies,
podendo assim, reduzir a sobreposicao de grdos de pdlen no corpo das abelhas. E importante
observar a ocorréncia de sobreposicdo nos posicionamentos entre os morfos de ambas as
espécies, levando a diferencas na classificagdo morfoldgica e funcional das flores (Almeida et
al. 2013a), uma vez que pétalas posicionadas no lado direito, podem depositar polen na por¢édo

esquerda do polinizador, o contrario ocorrendo em pétalas do lado esquerdo.

Da mesma forma que as pétalas, os estigmas apresentaram sobreposi¢do no posicionamento
dos morfos direito e esquerdo, assim como entre as espécies. Assim, flores funcionalmente
direitas e esquerdas (Almeida et al., 2013a) foram observadas nos dois morfos. Contudo, apenas
as amplitudes foram semelhantes, no geral, os principais pontos de posicionamento diferiram
entre os morfos e espécies. A variacdo do posicionamento dos estigmas pode reduzir a
competicdo por pdlen no corpo do polinizador, uma vez que, diferindo nos principais

posicionamentos do estigma, aumenta-se a area de captacdo dos graos (Almeida et al., 2013a).

Em espécies hercogadmicas reciprocas (HR), a ocorréncia de reciprocidade entre as
estruturas sexuais de morfos reciprocos é essencial para possibilitar a polinizacdo, e
consequente formacdo de frutos e sementes (Barrett, 2002). Para espécies heterostilicas, outro
caso de HR, a ocorréncia da reciprocidade € analisada pela coincidéncia das alturas das
estruturas sexuais de morfos reciprocos, onde posicionamentos iguais entre drgdos dariam a
capacidade maxima ao fitness reprodutivo (Richards e Koptur ,1993; Eckert e Barrett, 1994;
Sanchez et al., 2008; 2013). Sendo assim, nossos resultados apontam que as espécies estudadas,
possivelmente, apresentam dificuldades na polinizacao e formacéo de frutos e sementes, devido

ao baixo numero de flores reciprocas.

Contudo, Armbruster et al. (2017) sugerem gque os modelos matematicos propostos para
a avaliagdo da reciprocidade, carecem de uma relacdo clara entre os indices e entidades

bioldgicas. O indice da inacurdcia, mede o contato dos estigmas com as anteras
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correspondentes, determinando o oOtimo da flor, ou seja, ponto medio dos Orgaos
correspondentes (Armbruster et al., 2009; Armbruster et al., 2017), apresentando uma
amplitude de possivel captacdo e deposicdo de polen no corpo dos polinizadores, sendo uma
nova proposta para a analise do grau de reciprocidade em espécies com HR. No entanto, esse
indice foi adaptado apenas para espécies heterostilicas, ndo sendo conhecida uma forma de
utilizacdo para a enantiostilia. Dessa forma, a utilizacdo de modelos especificos para a
enantiostilia, pode indicar que a auséncia de reciprocidade observada em nosso estudo, nao
esteja prejudicando a reproducdo das espécies de Chamaecrista, o que é evidenciado pelos
estudos de Almeida e colaboradores (2013b; 2015b), os quais mostram que as espécies

estudadas formam altas taxas de frutos naturalmente.

Assim como quando analisada a reciprocidade total, entre populacdes, o nimero de flores
reciprocas também se mostrou baixo nas duas espécies. Como citado anteriormente, a
ocorréncia da reciprocidade é essencial para a reproducdo das plantas. Adicionado a isso, a
proporcéo semelhante de flores de morfos opostos na populacéo é outro fator que contribui com
a promocéo do sucesso reprodutivo. Em estudos anteriores, Almeida e colaboradores (2013b)
relataram a ocorréncia de isopletia entre os morfos de C. ramosa, sendo esta propor¢éo
semelhante no préprio individuo, o que eleva a possibilidade de ocorréncia da geitonogamia,
principalmente pela autocompatibilidade ocorrente nas duas espécies (Almeida et al., 2013b;
2015b). Neste sentido, a variagdo observada no posicionamento de pétalas e estigmas, e
consequente reducdo da reciprocidade pode apresentar-se como promotor de aumento da area
de deposicdo e captacdo de polen no corpo do polinizador, aumentando a especificidade dos

cruzamentos e reduzindo as chances de geitonogamia.

A reciprocidade interespecifica entre morfos opostos, mostrou-se semelhante ao observado
nas outras avaliacbes. Contudo, os estigmas de flores esquerdas de C. rotundifolia,
apresentaram maior numero de pétalas reciprocas em flores direitas de C. ramosa. Estes dados
sugerem a possibilidade de ocorréncia de deposicdo de pdlen interespecifico em maior
quantidade nas flores esquerdas de C. rotundifolia, principalmente pela partilha da abelha
Florilegus (Euflorilegus) sp. como polinizador (Capitulo 1). No entanto, a distribuicdo dos
agrupamentos na &rea da reserva, o pico de floragdo ndo coincidente e diferengas no tamanho
floral podem reduzir os eventos de fluxo de polen interespecifico, que eventualmente levaria a

geragéo de hibridos, vista como possivel em outro estudo (Capitulo 1).
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Apesar do baixo numero de flores reciprocas observado, C. ramosa e C. rotundifolia
apresentam sucesso reprodutivo na area de estudo, evidenciado pelos numerosos agrupamentos
e frutos formados. Isso indica que a reciprocidade entendida como o valor exato do
posicionamento das estruturas reprodutivas, ndo parece corresponder ao real, trazendo a
necessidade da busca de diferentes formas de avaliacdo da reciprocidade em espécies
enantiostilicas, principalmente em Cassiinae por suas especificidades. Contudo, o
conhecimento destes valores de posicionamento, trazem a ideia da amplitude de deposicédo e
captacdo dos grdos de polen, seja pela forma indireta de deposi¢cdo do pdlen, levando a um
maior espalhamento no corpo das abelhas, ou pela flexibilidade do estilete, aumentando a area
de captacédo. Esta diversidade nos posicionamentos pode levar a um grau de especificidade
elevado, o que reduziria as chances da ocorréncia de geitonogamia e até mesmo do fluxo

interespecifico de polen, possivel pela presenca de outras espécies de Chamaecrista na reserva.
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Figura 1. Flores das espécies: A) C. ramosa e B) C. rotundifolia na RPPN de Nossa Senhora do Oiteiro de
Maracaipe, Ipojuca (PE).
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Figura 2. Posicionamento das pétalas (deposicdo do pdlen) da espécie C. rotundifolia, (A) morfo esquerdo e (B) morfo direito e Posicionamento das pétalas
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text.

Authors wishing to use illustrations already published must obtain written permission
from the copyright holder before submitting the manuscript. Authors may, in the first
instance, submit good xerox or photographic copies of figures rather than the originals.

Upon revision papers should be submitted in an editable file format (i.e. not PDF) and
figures should be submitted as separate, high-resolution, files.
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For information on Latex files, please
see: https://academic.oup.com/journals/pages/authors/latex_files

You can also send queries about figure files to botlin_oup@newgen.co.

Supplementary data: Submit all material to be considered as Supplementary Material online
at the same time as the main manuscript. Ensure that the supplementary material is referred to
in the main manuscript at an appropriate point in the text. Supplementary material will be
available online only and will not be copyedited, so ensure that it is clearly and succinctly
presented, and that the style conforms with the rest of the paper. Also ensure that the
presentation will work on any Internet browser. It is not recommended for the files to be more
than 2 MB each, although exceptions can be made at the editorial office’s discretion.

PROOFS: Authors will receive a link to the PDF proof of their manuscript on our online system
by email, and it is essential that a current email address is supplied with all manuscripts.
Proofing instructions will accompany the PDF file but the proof should be checked immediately
upon receipt and uploaded in accordance with covering instructions. Only essential corrections
should be made at the proof stage.

ADVANCE ACCESS: For Botanical Journal of the Linnean Society, manuscripts arrive at
OUP and go through the production process until the final versions are ready to publish. These
are then published on an Advance Access page and they will remain on the page up until the
issue to which they are assigned is published.

OFFPRINTS: All contributors of published articles will have free online access to the PDF
and HTML version of their article, to which links can be created from an institutional or firm
website. Authors of published articles can order and pay for paper offprints during the
publication process — all authors are sent an individual link (after acceptance) to the ‘Author
Services’ site, where they are able to order and pay for offprints and single issues.

FLORA
Morphology, Distribution, Functional Ecology of Plants. ISSN: 0367-2530

DESCRIPTION

FLORA, the scientific botanical journal with the longest uninterrupted publication sequence
(since 1818), considers manuscripts in a range of areas of botany which appeal to a broad
international scientific readership. The journal publishes original contributions and review
articles on plant structure (morphology and anatomy), plant developmental biology
(ontogeny), phytogeography (including phylogeography), plant population genetics, plant
functional ecology (including ecophysiology), plant population ecology, biotic interactions
between plants and other organisms, plant community ecology, and ecosystem ecology.
Suggestions for Special Issues are welcome, as are compilations of manuscripts (both original
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and review articles) for Special Features on a specifictopic.

Manuscripts on the following subjects are highly welcome, especially when they integrate
between areas or research approaches: comparative and evolutionary aspects of morphology,
anatomy and development, ecophysiology of plant species related to their distribution,
mechanisms of ecological interactions in plant communities (e.g. plant-plant interactions,
plant-soil feedback, and plant- animal interactions), reproductive ecology including plant-
pollinator interactions, genetic and spatial structure of plant populations, and functional
diversity in plant communities.

Manuscripts focused on floristics or vegetation studies will only be considered if they go
beyond a purely descriptive approach and have relevance for interpreting plant structure,
distribution  or ecology. Manuscripts whose content is restricted to taxonomy, phylogeny,
nomenclature, or geobotanical or applied agricultural, horticultural, pharmacological or
silvicultural aspects of local interest, or experimental studies dealing exclusively with
investigations at the cellular or subcellular level will not be considered for publication.

AUDIENCE
Botanists, ecologists, ecophysiologists, specialists in vegetation science, vegetation ecology,
plant geography, conservation biology, plant morphologists

IMPACT FACTOR
2017: 1.365 © Clarivate Analytics Journal Citation Reports 2018

GUIDE FOR AUTHORS

Submission checklist
You can use this list to carry out a final check of your submission before you send it to the
journal for review. Please check the relevant section in this Guide for Authors for more
details.

Ensure that the following items are present:
One author has been designated as the corresponding author with contact details:
o E-mail address
e Full postal address
All necessary files have been uploaded:
Manuscript:

e Include keywords

« All figures (include relevant captions)

« All tables (including titles, description, footnotes)

« Ensure all figure and table citations in the text match the files provided
« Indicate clearly if color should be used for any

figures inprint Graphical Abstracts / Highlights files

(where applicable) Supplemental files (where

applicable)

Further considerations
o Manuscript has been 'spell checked' and '‘grammar checked'
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« All references mentioned in the Reference List are cited in the text, and viceversa
» Permission has been obtained for use of copyrighted material from other sources
(including the Internet)

» A competing interests statement is provided, even if the authors have no competing
interests to declare

« Journal policies detailed in this guide have been reviewed

« Referee suggestions and contact details provided, based on journal requirements

For further information, visit our Support Center.

BEFORE YOU BEGIN

Ethics in publishing
Please see our information pages on Ethics in publishing and Ethical guidelines for journal
publication.

Declaration of interest
All authors must disclose any financial and personal relationships with other people or
organizations that could inappropriately influence (bias) their work. Examples of potential
competing interests include employment, consultancies, stock ownership, honoraria, paid
expert testimony, patent applications/registrations, and grants or other funding. Authors must
disclose any interests in two places: 1. A summary declaration of interest statement in the
title page file (if double-blind) or the manuscript file (if single-blind). If there are no interests
todeclare then please state this: 'Declarations of interest: none'. This summary statement will
be ultimately published if the article is accepted.
2. Detailed disclosures as part of a separate Declaration of Interest form, which forms part of
the journal's official records. It is important for potential interests to be declared in both places
and that the information matches. More information.

Submission declaration and verification

Submission of an article implies that the work described has not been published previously
(except in the form of an abstract, a published lecture or academic thesis, see 'Multiple,
redundant or concurrent publication' for more information), that it is not under consideration
for publication elsewhere, that its publication is approved by all authors and tacitly or
explicitly by the responsible authorities where the work was carried out, and that, if accepted, it
will not be published elsewhere in the same form, in English or in any other language, including
electronically without the written consent of the copyright- holder. To verify originality, your
article may be checked by the originality detection service Crossref Similarity Check.

Preprints

Please note that preprints can be shared anywhere at any time, in line with Elsevier's sharing
policy. Sharing your preprints e.g. on a preprint server will not count as prior publication (see
'‘Multiple, redundant or concurrent publication’ for more information).

Use of inclusive language
Inclusive language acknowledges diversity, conveys respect to all people, is sensitive to
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differences, and promotes equal opportunities. Articles should make no assumptions about
the beliefs or commitments of any reader, should contain nothing which might imply that one
individual is superior to another on the grounds of race, sex, culture or any other
characteristic, and should use inclusive language throughout. Authors should ensure that
writing is free from bias, for instance by using 'he or she', 'his/her" instead of 'he' or 'his', and
by making use of job titles that are free of stereotyping (e.g. ‘chairperson' instead of ‘chairman’
and 'flight attendant' instead of 'stewardess").

Changes to authorship

Authors are expected to consider carefully the list and order of authors before submitting
their manuscript and provide the definitive list of authors at the time of the original
submission. Any addition, deletion or rearrangement of author names in the authorship list
should be made only before the manuscript has been accepted and only if approved by the
journal Editor. To request such a change, the Editor must receive the following from the
corresponding author: (a) the reason for the change in author list and (b) written
confirmation (e-mail, letter) from all authors that they agree with the addition, removal or
rearrangement. In the case of addition or removal of authors, this includes confirmation from
the author being added or removed.

Only in exceptional circumstances will the Editor consider the addition, deletion or
rearrangement of authors after the manuscript has been accepted. While the Editor considers
the request, publication of the manuscript will be suspended. If the manuscript has already
been published in an online issue, any requests approved by the Editor will result in a
corrigendum.

Article transfer service

This journal is part of our Article Transfer Service. This means that if the Editor feels your
article is more suitable in one of our other participating journals, then you may be asked to
consider transferring the article to one of those. If you agree, your article will be transferred
automatically on your behalf with no need to reformat. Please note that your article will be
reviewed again by the new journal. More information.

Copyright
Upon acceptance of an article, authors will be asked to complete a ‘Journal Publishing
Agreement' (see more information on this). An e-mail will be sent to the corresponding author
confirming receipt of the manuscript together with a 'Journal Publishing Agreement' form or
a link to the online version of this agreement.

Subscribers may reproduce tables of contents or prepare lists of articles including abstracts for
internal circulation within their institutions. Permission of the Publisher is required for resale
or distribution outside the institution and for all other derivative works, including
compilations and translations. If excerpts from other copyrighted works are included, the
author(s) must obtain written permission from the copyright owners and credit the source(s)
in the article. Elsevier has preprinted forms for use by authors in these cases.

For gold open access articles: Upon acceptance of an article, authors will be asked to
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complete an 'Exclusive License Agreement' (more information). Permitted third party reuse
of gold open access articles is determined by the author's choice of user license.

Author rights
As an author you (or your employer or institution) have certain rights to reuse your work.
More information.

Elsevier supports responsible sharing

Find out how you can share your research published in Elsevier journals.

Role of the funding source
You are requested to identify who provided financial support for the conduct of the research
and/or preparation of the article and to briefly describe the role of the sponsor(s), if any, in
study design; in the collection, analysis and interpretation of data; in the writing of the report;
and in the decision to submit the article for publication. If the funding source(s) had no such
involvement then this should be stated.

Funding body agreements and policies

Elsevier has established a number of agreements with funding bodies which allow authors to
comply with their funder's open access policies. Some funding bodies will reimburse the
author for the gold open access publication fee. Details of existing agreements are available
online.Open access

This journal offers authors a choice in publishing their research:

Subscription
« Articlesare made available to subscribers as well as developing countries and patient groups
through our universal access programs.
» No open access publication fee payable by authors.
» The Author is entitled to post the accepted manuscript in their institution's repository and
make this public after an embargo period (known as green Open Access). The published
journal article cannot be shared publicly, for example on ResearchGate or Academia.edu, to
ensure the sustainability of peer- reviewed research in journal publications. The embargo
period for this journal can be found below. Gold open access
« Articles are freely available to both subscribers and the wider public with permittedreuse.
A gold open access publication fee is payable by authors or on their behalf, e.g. by their
research funder or institution.

Regardless of how you choose to publish your article, the journal will apply the same peer
review criteria and acceptance standards.

For gold open access articles, permitted third party (re)use is defined by the following
Creative Commons user licenses:
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Creative Commons Attribution (CC BY)

Lets others distribute and copy the article, create extracts, abstracts, and other revised
versions, adaptations or derivative works of or from an article (such as a translation), include
in a collective work (such as an anthology), text or data mine the article, even for commercial
purposes, as long as they credit the author(s), do not represent the author as endorsing their
adaptation of the article, and do not modify the article in such a way as to damage the author's
honor orreputation.

Creative Commons Attribution-NonCommercial-NoDerivs (CC BY-NC-ND)

For non-commercial purposes, lets others distribute and copy the article, and to include in a
collective work (such as an anthology), as long as they credit the author(s) and provided they
do not alter or modify the article.

The gold open access publication fee for this journal is USD 1500, excluding taxes. Learn more
about Elsevier's pricing policy: https://www.elsevier.com/openaccesspricing.

Green open access

Authors canshare their research inavariety of different ways and Elsevier hasanumber of green
open access options available. We recommend authors see our open access page for further
information. Authors can also self-archive their manuscripts immediately and enable public
access from their institution's repository after an embargo period. This is the version that has
been accepted for publication and which typically includes author-incorporated changes
suggested during submission, peer review and in editor-author communications. Embargo
period: For subscription articles, an appropriate amount of time is needed for journals to
deliver value to subscribing customers before an article becomes freely available to the
public. This is the embargo period and it begins from the date the article is formally published
online in its final and fully citable form. Find outmore.

This journal has an embargo period of 12 months.
Language (usage and editing services)

Please write your text in good English (American or British usage is accepted, but not a
mixture of these). Authors who feel their English language manuscript may require editing to
eliminate possible grammatical or spelling errors and to conform to correct scientific English
may wish to use the English Language Editing service available from Elsevier's WebShop.

Submission

Our online submission system guides you stepwise through the process of entering your
article details and uploading your files. The system converts your article files to a single PDF
file used in the peer-review process. Editable files (e.g., Word, LaTeX) are required to typeset
your article for final publication. All correspondence, including notification of the Editor's
decision and requests for revision, is sent by e-mail.

Submit your article
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Please submit your article via https://www.evise.com/profile/api/navigate/FLORA.

Submission of Papers with Graduate or Undergraduate Students as Lead Authors

FLORA has initiated a new section in its journal dedicated to highlighting exceptional, original
research publications that are part of graduate or undergraduate student theses and carry the
name of the student as the lead author.

Papers in this category will be published under the heading ""Highlighted Student
Research™, and will be marked accordingly in the table of content of the volume in which it
ispublished.

This initiative is intended to honor the highest quality student research, and papers must be
recommended for this honor by Handling Editors for FLORA, following the normal peer review
process.

Students who wish their papers to be considered for the honor should explain in the cover
letter the main reasons why the paper represents an outstanding contribution to the field, and
indicate such wish by marking the appropriate box for the FLORA Highlighted Student
Research paper during the online submission process.

Referees

Please submit the names and institutional e-mail addresses of several potential referees. For
more details, visit our Support site. Note that the editor retains the sole right to decide whether
or not the suggested reviewers are used.

PREPARATION

Peer review
This journal operates a single blind review process. All contributions will be initially assessed
by the editor for suitability for the journal. Papers deemed suitable are then typically sent to
a minimum of two independent expert reviewers to assess the scientific quality of the paper. The
Editor is responsible for the final decision regarding acceptance or rejection of articles. The
Editor's decision is final. More information on types of peer review.

Use of word processing software

It is important that the file be saved in the native format of the word processor used. The text
should be in single-column format. Keep the layout of the text as simple as possible. Most
formatting codes will be removed and replaced on processing the article. In particular, do not
use the word processor's options to justify text or to hyphenate words. However, do use bold
face, italics, subscripts, superscripts etc. When preparing tables, if you are using a table grid,
use only one grid for each individual table and not a grid for each row. If no grid is used, use
tabs, not spaces, to align columns. The electronic text should be prepared in a way very similar
to that of conventional manuscripts (see also the Guide to Publishing with Elsevier). Note that
source files of figures, tables and text graphics will be required whether or not you embed your
figures in the text. See also the section on Electronic artwork.

To avoid unnecessary errors you are strongly advised to use the 'spell-check’ and ‘grammar-
check’ functions of your word processor.

Number pages and lines consecutively throughout the manuscript.
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Article structure
Subdivision - numbered sections

Divide your article into clearly defined and numbered sections. Subsections should be
numbered

1.1 (then 1.1.1, 1.1.2, ...), 1.2, etc. (the abstract is not included in section numbering). Use
this numbering also for internal cross-referencing: do not just refer to 'the text. Any
subsection may be given a brief heading. Each heading should appear on its own separate
line.

Introduction

State the objectives of the work and provide an adequate background, avoiding a detailed
literature survey or a summary of the results.

Material and methods

Provide sufficient details to allow the work to be reproduced by an independent researcher.
Methods that are already published should be summarized, and indicated by a reference. If

quoting directly from a previously published method, use quotation marks and also cite the
source. Any modifications to existing methods should also be described.

Theory/calculation
A Theory section should extend, not repeat, the background to the article already dealt with

in the Introduction and lay the foundation for further work. In contrast, a Calculation section
represents a practical development from a theoretical basis.

Results

Results should be clear and concise.

Discussion

This should explore the significance of the results of the work, not repeat them. A combined
Results and Discussion section is often appropriate. Avoid extensive citations and discussion
of published literature.

Conclusions

The main conclusions of the study may be presented in a short Conclusions section, which may
stand alone or form a subsection of a Discussion or Results and Discussion section.

Appendices

If there is more than one appendix, they should be identified as A, B, etc. Formulae and
equations in appendices should be given separate numbering: Eqg. (A.1), Eg. (A.2), etc.; ina
subsequent appendix, Eqg. (B.1) and so on. Similarly for tables and figures: Table A.1; Fig.
Al etc.

Essential title page information

o Title. Concise and informative. Titles are often used in information-retrieval systems.
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Avoid abbreviations and formulae where possible.

o Author names and affiliations. Please clearly indicate the given name(s) and family
name(s) of each author and check that all names are accurately spelled. You can add your
name between parentheses in your own script behind the English transliteration. Present the
authors' affiliation addresses (where the actual work was done) below the names. Indicate all
affiliations with a lower- case superscript letter immediately after the author's name and in
front of the appropriate address. Provide the full postal address of each affiliation, including
the country name and, if available, the e-mail address of each author.

« Corresponding author. Clearly indicate who will handle correspondence at all stages of
refereeing and publication, also post-publication. This responsibility includes answering any
future queries about Methodology and Materials. Ensure that the e-mail address is given
and that contact details are kept up to date by the corresponding author.

« Present/permanent address. If an author has moved since the work described in the article
was done, or was visiting at the time, a 'Present address' (or 'Permanent address’) may be
indicated as a footnote to that author's name. The address at which the author actually did the
work must be retained as the main, affiliation address. Superscript Arabic numerals are used
for such footnotes.

Abstract

A concise and factual abstract is required. The abstract should state briefly the purpose of the
research, the principal results and major conclusions. An abstract is often presented separately
from the article, so it must be able to stand alone. For this reason, References should be
avoided, but if essential, then cite the author(s) and year(s). Also, non-standard or uncommon
abbreviations should be avoided, but if essential they must be defined at their first mention
in the abstractitself.

Graphical abstract: Although a graphical abstract is optional, its use is encouraged as it draws
more attention to the online article. The graphical abstract should summarize the contents of the
article in a concise, pictorial form designed to capture the attention of a wide readership.
Graphical abstracts should be submitted as a separate file in the online submission system.
Image size: Please provide an image with a minimum of 531 x 1328 pixels (h x w) or
proportionally more. The image should be readable at a size of 5 x 13 c¢cm using a regular
screen resolution of 96 dpi. Preferred file types: TIFF, EPS, PDF or MS Office files. You can
view Example Graphical Abstracts on our information site.

Authors can make use of Elsevier's Illustration Services to ensure the best presentation of their
images and in accordance with all technical requirements.

Highlights: Highlights are mandatory for this journal. They consist of a short collection of
bullet points that convey the core findings of the article and should be submitted in a separate
editable file in the online submission system. Please use 'Highlights' in the file name and
include 3 to 5 bullet points (maximum 85 characters, including spaces, per bullet point). You
can view example Highlights on our information site.

Keywords
Immediately after the abstract, provide a maximum of 6 keywords, using British spelling and

avoiding general and plural terms and multiple concepts (avoid, for example, 'and’, 'of'). Be
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sparing with abbreviations: only abbreviations firmly established in the field may be eligible.
These keywords will be used for indexing purposes.

Abbreviations: Define abbreviations that are not standard in this field in a footnote to be placed
on the first page of the article. Such abbreviations that are unavoidable in the abstract must be
defined at their first mention there, as well as in the footnote. Ensure consistency of
abbreviations throughout the article.

Nomenclature and taxonomic reference

If you have a small number of species (or vegetation units), please indicate full names and
authorships upon first appearance in the text, and skip authors thereafter. In case of a large
number of species names (or vegetation units), refer to a standard source for nomenclature such
asachecklistoraflora. References (in FLORA format) may be added following the keywords,
see example below. Do not use author citation for names in the text if they are given in the
nomenclature source. Nomenclature: Stace (2010) for vascular plants; Hill et al. (2006) for
mosses

Acknowledgements: Collate acknowledgements in a separate section at the end of the article
before the references and do not, therefore, include them on the title page, as a footnote to the
title or otherwise. List here those individuals who provided help during the research (e.g.,
providing language help, writing assistance or proof reading the article, etc.).

Formatting of funding sources. List funding sources in this standard way to facilitate
compliance to funder's requirements: Funding: This work was supported by the National
Institutes of Health [grant numbers xxxX, yyyy]; the Bill & Melinda Gates Foundation, Seattle,
WA [grant number zzzz]; and the United States Institutes of Peace [grant number aaaa].

Itis not necessary to include detailed descriptions on the program or type of grants and awards.
When funding is from a block grant or other resources available to a university, college, or
other research institution, submit the name of the institute or organization that provided the
funding.
If no funding has been provided for the research, please include the following sentence:
This research did not receive any specific grant from funding agencies in the public,
commercial, or not-for-profit sectors.

You are urged to visit this site; some excerpts from the detailed information are given here.
Formats

If your electronic artwork is created in a Microsoft Office application (Word, PowerPoint,
Excel) then please supply ‘as is' in the native document format.

Regardless of the application used other than Microsoft Office, when your electronic artwork
is finalized, please 'Save as' or convert the images to one of the following formats (note the
resolution requirements for line drawings, halftones, and line/halftone combinations given
below):

EPS (or PDF): Vector drawings, embed all used fonts.

TIFF (or JPEG): Color or grayscale photographs (halftones), keep to a minimum of 300 dpi.
TIFF (or JPEG): Bitmapped (pure black & white pixels) line drawings, keep to a minimum of
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1000 dpi. TIFF (or JPEG): Combinations bitmapped line/half-tone (color or grayscale), keep
to a minimum of 500 dpi.

Please do not:
« Supply files that are optimized for screen use (e.g., GIF, BMP, PICT, WPG); these
typically have a low number of pixels and limited set of colors;
« Supply files that are too low in resolution;
» Submit graphics that are disproportionately large for the content.

Color artwork: Please make sure that artwork files are in an acceptable format (TIFF (or
JPEG), EPS (or PDF), or MS Office files) and with the correct resolution. If, together with
your accepted article, you submit usable color figures then Elsevier will ensure, at no
additional charge, that these figures will appear in color online (e.g., ScienceDirect and other
sites) regardless of whether or not these illustrations are reproduced in color in the printed
version. For color reproduction in print, you will receive information regarding the costs
from Elsevier after receipt of your accepted article. Please indicate your preference for
color: in print or online only. Further information on the preparation of electronic artwork.

Illustration services: Elsevier's WebShop offers Illustration Services to authors preparing to
submit a manuscript but concerned about the quality of the images accompanying their article.
Elsevier's expert illustrators can produce scientific, technical and medical-style images, as well
as a full range of charts, tables and graphs. Image 'polishing' is also available, where our
illustrators take your image(s) and improve them to a professional standard. Please visit the
website to find out more.

Figure captions: Ensure that each illustration has a caption. Supply captions separately, not
attached to the figure, and add them at the very end of the manuscript file. A caption should
comprise a brief title (not on the figure itself) and a description of the illustration. Keep text
in the illustrations themselves to a minimum but explain all symbols and abbreviations used.

Tables
Please submit tables as editable text and not as images. Tables can be placed either next to
the relevant text in the article, or on separate page(s) at the end. Number tables consecutively
in accordance with their appearance in the text and place any table notes below the table
body. Be sparing in the use of tables and ensure that the data presented in them do not
duplicate results described elsewhere in the article. Please avoid using vertical rules and
shading in table cells.

References
Citation in text: Please ensure that every reference cited in the text is also present in the
reference list (and vice versa). Any references cited in the abstract must be given in full.
Unpublished results and personal communications are not recommended in the reference list,
but may be mentioned in the text. If these references are included in the reference list they
should follow the standard reference style of the journal and should include a substitution of
the publication date with either 'Unpublished results' or 'Personal communication'. Citation of
areference as 'in press' implies that the item has been accepted for publication and a copy of the
title page of the relevant article must besubmitted.
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Web references: As a minimum, the full URL should be given and the date when the
reference was last accessed. Any further information, if known (DOI, author names, dates,
reference to a source publication, etc.), should also be given. Web references can be listed
separately (e.g., after the reference list) under a different heading if desired, or can be
included in the reference list.

Data references: This journal encourages you to cite underlying or relevant datasets in your
manuscript by citing them in your text and including a data reference in your Reference List.
Data references should include the following elements: author name(s), dataset title, data
repository, version (where available), year, and global persistent identifier. Add [dataset]
immediately before the reference so we can properly identify it as a data reference. The
[dataset] identifier will not appear in your published article.

References in a special issue: Please ensure that the words 'this issue’ are added to any
references in the list (and any citations in the text) to other articles in the same Special Issue.

Reference management software: Most Elsevier journals have their reference template
available in many of the most popular reference management software products. These
include all products that support Citation Style Language styles, such as Mendeley. Using
citation plug-ins from these products, authors only need to select the appropriate journal
template when preparing their article, after which citations and bibliographies will be
automatically formatted in the journal's style. If no template is yet available for this journal,
please follow the format of the sample references and citations as shown in this Guide. If
you use reference management software, please ensure that you remove all field codes
before submitting the electronic manuscript. More information on how to remove field codes
from different reference management software.

Users of Mendeley Desktop can easily install the reference style for this journal by clicking the
following link:

http://open.mendeley.com/use-citation-style/flora

When preparing your manuscript, you will then be able to select this style using the
Mendeley plug- ins for Microsoft Word or LibreOffice.

Reference style

Text: All citations in the text should refer to:

1. Single author: the author's name (without initials, unless there is ambiguity) and the year
of publication;

2. Two authors: both authors' names and the year of publication;

3. Three or more authors: first author's name followed by 'et al." and the year of
publication. Citations may be made directly (or parenthetically). Groups of references can
be listed either first alphabetically, then chronologically, or vice versa.

Examples: 'as demonstrated (Allan, 2000a, 2000b, 1999; Allan and Jones, 1999).... Or, as
demonstrated (Jones, 1999; Allan, 2000)... Kramer et al. (2010) have recently shown ...'
List: References should be arranged first alphabetically and then further sorted
chronologically if necessary. More than one reference from the same author(s) in the same
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year must be identified by the letters 'a’, 'b’, 'c’, etc., placed after the year of publication.
Examples:

Reference to a journal publication:

Van der Geer, J., Hanraads, J.A.J., Lupton, R.A., 2010. The art of writing a scientific article.
J. Sci. Commun. 163, 51-59. https://doi.org/10.1016/j.5¢.2010.00372.

Reference to a journal publication with an article number:

Van der Geer, J., Hanraads, J.A.J., Lupton, R.A., 2018. The art of writing a scientific article.
Heliyon. 19, e00205. https://doi.org/10.1016/j.heliyon.2018.e00205.

Reference to a book:

Strunk Jr., W., White, E.B., 2000. The Elements of Style, fourth ed. Longman, New York.
Reference to a chapter in an edited book:

Mettam, G.R., Adams, L.B., 2009. How to prepare an electronic version of your article, in:
Jones, B.S., Smith , R.Z. (Eds.), Introduction to the Electronic Age. E-Publishing Inc., New
York, pp.281-304.

Reference to a website:

Cancer Research UK, 1975. Cancer statistics reports for the UK.
http://www.cancerresearchuk.org/ aboutcancer/statistics/cancerstatsreport/ (accessed 13
March 2003).

Reference to a dataset:

[dataset] Oguro, M., Imahiro, S., Saito, S., Nakashizuka, T., 2015. Mortality data for Japanese
oak wilt disease and surrounding forest compositions. Mendeley Data, V1.
https://doi.org/10.17632/ xwj98nb39r.1.

Video

Elsevier accepts video material and animation sequences to support and enhance your
scientific research. Authors who have video or animation files that they wish to submit with
their article are strongly encouraged to include links to these within the body of the article.
This can be done in the same way as a figure or table by referring to the video or animation
content and noting in the body text where it should be placed. All submitted files should be
properly labeled so that they directly relate to the video file's content. . In order to ensure that
your video or animation material is directly usable, please provide the file in one of our
recommended file formats with a preferred maximum size of 150 MB per file, 1 GB in total.
Video and animation files supplied will be published online in the electronic version of your
article in Elsevier Web products, including ScienceDirect. Please supply 'stills' with your files:
you can choose any frame from the video or animation or make a separate image. These will
be used instead of standard icons and will personalize the link to your video data. For more
detailed instructions please visit our video instruction pages. Note: since video and animation
cannot be embedded in the print version of the journal, please provide text for both the
electronic and the print version for the portions of the article that refer to this content.

Data visualization
Include interactive data visualizations in your publication and let your readers interact and
engage more closely with your research. Follow the instructions here to find out about
available data visualization options and how to include them with your article.
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Supplementary material

Supplementary material such as applications, images and sound clips, can be published with
your article to enhance it. Submitted supplementary items are published exactly as they are
received (Excel or PowerPoint files will appear as such online). Please submit your material
together with the article and supply a concise, descriptive caption for each supplementary file.
If you wish to make changes to supplementary material during any stage of the process, please
make sure to provide an updated file. Do not annotate any corrections on a previous version.
Please switch off the "Track Changes' option in Microsoft Office files as these will appear in
the published version.

Research data

This journal encourages and enables you to share data that supports your research publication
where appropriate, and enables you to interlink the data with your published articles. Research
data refers to the results of observations or experimentation that validate research findings.
To facilitate reproducibility and data reuse, this journal also encourages you to share your
software, code, models, algorithms, protocols, methods and other useful materials related to
the project.

Below are a number of ways in which you can associate data with your article or make a
statement about the availability of your data when submitting your manuscript. If you are
sharing data in one of these ways, you are encouraged to cite the data in your manuscript and
reference list. Please refer to the "References" section for more information about data citation.
For more information on depositing, sharing and using research data and other relevant
research materials, visit the research data page.

Data linking: If you have made your research data available in a data repository, you can link
your article directly to the dataset. Elsevier collaborates with a number of repositories to link
articles on ScienceDirect with relevant repositories, giving readers access to underlying data that
gives them a better understanding of the research described.

There are different ways to link your datasets to your article. When available, you can directly
link your dataset to your article by providing the relevant information in the submission system.
For more information, visit the database linking page.

For supported data repositories a repository banner will automatically appear next to your
published article on ScienceDirect.

In addition, you can link to relevant data or entities through identifiers within the text of your
manuscript, using the following format: Database: xxxx (e.g., TAIR: AT1G01020; CCDC:
734053; PDB: 1XFN).

Mendeley Data: This journal supports Mendeley Data, enabling you to deposit any research
data (including raw and processed data, video, code, software, algorithms, protocols, and
methods) associated with your manuscript in a free-to-use, open access repository. During the
submission process, after uploading your manuscript, you will have the opportunity to upload
your relevant datasets directly to Mendeley Data. The datasets will be listed and directly
accessible to readers next to your published article online.

For more information, visit the Mendeley Data for journals page.
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Data in Brief: You have the option of converting any or all parts of your supplementary or
additional raw data into one or multiple data articles, a new kind of article that houses and
describes your data. Data articles ensure that your data is actively reviewed, curated, formatted,
indexed, given a DOI and publicly available to all upon publication. You are encouraged to
submit your article for Data in Brief as an additional item directly alongside the revised version
of your manuscript. If your research article is accepted, your data article will automatically be
transferred over to Data in Brief where it will be editorially reviewed and published in the open
access data journal, Data in Brief. Please note an open access fee of 500 USD is payable for
publication in Data in Brief. Full details can be found on the Data in Brief website. Please use
this template to write your Data in Brief.

MethodsX: You have the option of converting relevant protocols and methods into one or
multiple MethodsX articles, a new kind of article that describes the details of customized
research methods. Many researchers spend a significant amount of time on developing
methods to fit their specific needs or setting, but often without getting credit for this part of their
work. MethodsX, an open access journal, now publishes this information in order to make it
searchable, peer reviewed, citable and reproducible. Authors are encouraged to submit their
MethodsX article as an additional item directly alongside the revised version of their
manuscript. If your research article is accepted, your methods article will automatically be
transferred over to MethodsX where it will be editorially reviewed. Please note an open access
fee is payable for publication in MethodsX. Full details can be found on the MethodsX
website. Please use this template to prepare your MethodsX article.

Data statement: To foster transparency, we encourage you to state the availability of your data
in your submission. This may be a requirement of your funding body or institution. If your
data is unavailable to access or unsuitable to post, you will have the opportunity to indicate
why during the submission process, for example by stating that the research data is
confidential. The statement will appear with your published article on ScienceDirect. For more
information, visit the Data Statement page.

The journal FLORA requires authors to deposit the data associated with accepted
papers in a public archive. For gene sequence data and phylogenetic trees, deposition in
GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank) or TreeBASE (http://www.treebase.org),
respectively, is required. There are many possible archives that may suit a particular data set,
including the Dryad repository for ecological and evolutionary biology data
(http://datadryad.org). All accession numbers for GenBank, TreeBASE, and Dryad must be
included in accepted manuscripts before they go to Production.

AFTER ACCEPTANCE

Online proof correction
Corresponding authors will receive an e-mail with a link to our online proofing system,
allowing annotation and correction of proofs online. The environment is similar to MS Word:
in addition to editing text, you can also comment on figures/tables and answer questions from
the Copy Editor. Web-based proofing provides a faster and less error-prone process by
allowing you to directly type your corrections, eliminating the potential introduction of
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errors.

If preferred, you can still choose to annotate and upload your edits on the PDF version. All
instructions for proofing will be given in the e-mail we send to authors, including alternative
methods to the online version and PDF.

We will do everything possible to get your article published quickly and accurately. Please
use this proof only for checking the typesetting, editing, completeness and correctness of the
text, tables and figures. Significant changes to the article as accepted for publication will only
be considered at this stage with permission from the Editor. It is important to ensure that all
corrections are sent back to us in one communication. Please check carefully before replying,
as inclusion of any subsequent corrections cannot be guaranteed. Proofreading is solely your
responsibility.

Offprints

The corresponding author will, at no cost, receive a customized Share Link providing 50 days
free access to the final published version of the article on ScienceDirect. The Share Link can
be used for sharing the article via any communication channel, including email and social
media. For an extra charge, paper offprints can be ordered via the offprint order form which
is sent once the article is accepted for publication. Both corresponding and co-authors may
order offprints at any time via Elsevier's Webshop. Corresponding authors who have
published their article gold open access do not receive a Share Link as their final published
version of the article is available open access on ScienceDirect and can be shared through the
article DOI link.

AUTHOR INQUIRIES

Visit the Elsevier Support Center to find the answers you need. Here you will find everything
from Frequently Asked Questions to ways to get in touch.

You can also check the status of your submitted article or find out when your accepted article
will be published.

© Copyright 2018 Elsevier |
https://www.elsevier.com
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