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RESUMO

A distilia ¢ uma sindrome encontrada principalmente na familia Rubiaceae,
caracterizada por um dimorfismo floral no qual alguns individuos possuem flores
brevistilas (B) e outros possuem flores longistilas (L). Espécies tipicamente distilicas
possuem hercogamia reciproca entre os morfos opostos, um mecanismo de auto-
incompatibilidade e de incompatibilidade intramorfo, e uma propor¢do equilibrada dos
morfos florais na populacido (isopletia). Pressdes seletivas tais como o isolamento
reprodutivo ou a deficiéncia dos servigos de polinizacdo, podem acarretar na quebra da
distilia, resultando em modificagdes nos padrdes morfoldgicos e reprodutivos em
espécies de grupos tipicamente distilicos. Este estudo investigou a biologia floral, o
sistema reprodutivo, a polinizacio e as relagdes morfométricas de flores de Guettarda
platypoda DC. (Rubiaceae) em uma édrea de restinga do litoral sul do Estado de
Pernambuco, utilizando medi¢des das pecas florais, experimentos de poliniza¢do
manual, estimativa da razdo entre morfos e observacdo focal dos visitantes florais.
Guettarda platypoda possui flores hermafroditas, tubulares, que produzem néctar,
emitem forte odor, sdo noturnas e polinizadas por mariposas e esfingideos. Os dados
morfométricos mostraram auséncia de reciprocidade entre morfos florais, o que pode
limitar a funcionalidade da distilia. Ambos os morfos florais formaram frutos em todos
os experimentos realizados de polinizagdo manual, e por esta razdo a espécie pode ser
considerada auto e intra-morfo compativel. Devido a essas caracteristicas, a espécie
pode ser classificada como distilica atipica. Tanto a condi¢do morfoldgica encontrada
nas populacdes de G. platypoda quanto a autocompatibilidade podem estar relacionadas
a quebra da distilia, o que pode ter ocorrido por ineficiéncia dos servigos de poliniza¢do
e/ou fragmentacdo do habitat, uma vez que a drea de estudo sofre forte impacto
ambiental. Estudos genéticos mais especificos devem ser realizados para investigar a
integridade do supergene no género, uma vez que outros estudos evidenciaram
variagdes morfoldgicas semelhantes em outras regides, algumas também atribuidas ao

servigo de polinizagdo.

Palavras-chave: distilia, esfingofilia, incompatibilidade, poliniza¢do, Rubiaceae



ABSTRACT

Distyly is a syndrome mainly found in the Rubiaceae family, being characterized by a
floral dimorphism in which some individuals have thrum flowers (T) and others have
pin ones (P). Typical distylous species present reciprocal hercogamy between floral
morphs, a self and intramorph incompatibility mechanism and an equilibrated
proportion of morphs in the population (isoplethy). Selective pressures such as the
reproductive isolation or deficient pollination services may result in the break down of
the distylous syndrome, and consequently in modifications on morphological and
reproductive patterns of species of typically distylous groups. This study investigated
the floral biology, the breeding system, the pollination and the floral morphometric
relations of Guettarda platypoda DC. (Rubiaceae) in an area of coastal vegetation in the
Pernambuco state, using measurement of floral parts, hand pollination experiments,
estimate of floral morphs ratio in the population and focal observation of floral visitors.
Guettarda platypoda have hermaphrodite, tubular, nectariferous flowers that produce a
sweet odor; anthesis is nocturnal and flowers are pollinated by mophs and sphingids.
Morphometric data showed the absence of reciprocity between the floral morphs, a
feature that may limit distyly function. Both floral morphs produced fruits after all hand
pollination experiments, and the species may be considered self and intramorph
compatible. Because of these features, the species is considered as atypically distylous.
Both the morphological and the compatibility conditions recorded here may be related
to the break down of the distylous syndrome, which may be occurred because of
deficient pollination services and/or habitat fragmentation, since the study area is
strongly altered by antropogenic occupation. More specific genetical studies must be
developed to investigate the distyly supergene integrity in the genus, since other studies
showed similar morphological variations in other regions, some of them also related to

pollination services.

Key words: Distyly, sphingophyly, incompatibility, pollination, Rubiaceae
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INTRODUCAO

A distilia € um dimorfismo floral geneticamente controlado, caracterizado pela existéncia de
dois morfos florais, diferenciados pela separagédo espacial (hercogamia) entre a altura do estigma e
das anteras e a posi¢do reciproca entre os diferentes morfos florais (WEB e LLOYD, 1986;
BARRETT, 1992). Os individuos que produzem flores de estilete longo e filetes curtos sdo
denominados longistilos (L), e os que produzem flores de estilete curto e filetes longos sdo
denominados brevistilos (B). Espécies tipicamente distilicas sdo auto-incompativeis e apresentam
incompatibilidade intramorfo, de forma que, na maioria das vezes, apenas 0s cruzamentos entre
flores de morfos distintos sdo capazes de produzir progénie vidvel (GANDERS, 1979; WEB e
LLOYD, 1986; BARRETT, 2002; BARRETT, 2003). Além disso, comumente pode-se encontrar
uma razdo equilibrada entre individuos de ambos os morfos florais nas populacdes (isopletia)
(GANDERS, 1979).

A distilia € interpretada como uma estratégia que minimiza as chances de autofertilizagdo e
promove o fluxo polinico entre morfos, devido a diminui¢do da interferéncia entre estigma e anteras
e a deposicdo de pdlen B e L em porgdes diferentes do corpo do polinizador (WEB e LLOYD,
1986; BARRETT, 2002). Outras diferencas morfoldgicas (ditas secundarias) podem ser observadas
entre os morfos florais distilicos, como o tamanho da corola, o nimero e o tamanho dos grios de
pdlen, tamanho e morfologia do estigma e das papilas estigmaticas (BARRETT e RICHARDS,
1990; RICHARDS e KOPTUR, 1993). Algumas espécies distilicas podem apresentar desvios nos
padrdes morfoldgicos e de cruzamentos, como auséncia de reciprocidade e autocompatibilidade,
relacionadas a quebra do supergene responsivel pela expressdo da distilia (GANDERS, 1979;
BAWA e BEACH, 1983; RICHARDS e KOPTUR, 1993; RIVEROS et al., 1995).

A familia Rubiaceae compreende cerca de 9.000 espécies distribuidas pelo mundo, sendo
mais representada em regides tropicais, onde ja foram registradas aproximadamente 5.000 espécies
(SOUZA e LORENZI, 2005). E a familia com o maior nimero de géneros heterostilicos dentre as
Angiospermas (SOUZA e LORENZI, 2005; BARRETT, 1992). No Brasil ocorrem cerca de 2.000
espécies de Rubiaceae distribuidas em 120 géneros, sendo considerada uma das principais familias
da flora brasileira (SOUZA e LORENZI, 2005).

Muitos estudos tem colaborado com informagdes acerca da biologia reprodutiva em
diferentes espécies distilicas da familia Rubiaceae no Brasil (CASTRO et al., 2004; TEIXEIRA e
MACHADO, 2004a,b; ROSSI et al., 2005; MENDONCA e ANJOS, 2006; SOUZA et al., 2007;
VIRILLO et al., 2007; SOUZA et al., 2007; FONSECA et al., 2008), no entanto, muito destes
estudos tem investigado espécies relacionadas a poucos géneros, tais como Psychotria e
Palicourea. Espécies do género Guettarda DC. (subfamilia Antirheoideae, tribo Guettardeae) tém

sido registradas como distilicas atipicas (RICHARDS e KOPTUR, 1993; CONSOLARO, 2008), no
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entanto poucas espécies deste género foram investigadas, e portanto pouco se pode afirmar sobre
questdes ecoldgicas relacionadas a distilia no género.

Guettarda platypoda DC. é uma espécie arbustiva com ampla distribuicdo no litoral
brasileiro, principalmente na regido Nordeste (PEREIRA e BARBOSA, 2004; ZICKEL et al.,
2007), incluindo restingas, que sdo ecossistemas bastante ameacados pela ocupacdo humana. O
objetivo geral desse estudo foi investigar a biologia floral, o sistema reprodutivo e a polinizacdo, de

Guettarda platypoda DC. em uma area de restinga na regido Nordeste do Brasil

REVISAO DE LITERATURA
Heterostilia

A hercogamia ¢ um mecanismo que promove a separagdo espacial das partes feminina e
masculina de flores hermafroditas, reduzindo a interferéncia entre o estigma e as anteras além de
diminuir diretamente as chances de formacdo de frutos por autopolinizagdo (WEBB e LLOYD,
1986). A heterostilia € um tipo de hercogamia caracterizada por um polimorfismo floral, de controle
genético, onde ocorre a formagdo de dois (distilia), e raramente trés (tristilia) morfos florais
distintos respectivamente, em diferentes individuos de uma mesma espécie (GANDERS, 1979;
WEB e LLOYD, 1986; BARRETT, 1992). Este polimorfismo estd associado a diferencas
reciprocas na altura dos estigmas e das anteras nos diferentes morfos florais (hercogamia reciproca)
e ao sistema de auto-incompatibilidade e incompatibilidade intramorfo, de modo que apenas o pdlen
de anteras posicionadas na mesma altura do estigma do morfo oposto sdo compativeis, além de uma
proporcdo equilibrada de morfos na populacio (GANDERS, 1979; WEB e LLOYD, 1986,
BARRETT e RICHADS, 1990; BARRETT, 1992).

Espécies distilicas possuem individuos com flores de estilete longo e filetes curtos,
conhecidos como longistilos, e individuos de estilete curto e filetes longos, denominados
brevistilos. Devido ao arranjo morfoldgico das flores de espécies distilicas, associado ao sistema de
incompatibilidade, a producdo de frutos dessas espécies torna-se dependente obrigatério do fluxo de
pélen entre os morfos, de forma que o sucesso reprodutivo de espécies distilicas estd diretamente
relacionado a deposicdo do pdlen das flores de ambos os morfos em diferentes partes do corpo do
polinizador (GANDERS, 1979; WEB e LLOYD, 1986; BARRETT, 1992; KHON e BARRETT,
1992). Outras caracteristicas morfoldgicas entre os morfos florais (denominadas secundéarias)
freqiientemente podem ser observadas em espécies heterostilicas, tais como a morfologia da corola
(maior em B), producio polinica (maior em B), o tamanho dos grdos de pélen (maior em L), além
da arquitetura da exina desses grios, a morfologia do estigma e das células das papilas estigmaticas

(BARRETT, 1992).
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Algumas espécies podem apresentar variagdes desses padrdes encontrados na sindrome da
distilia. Essas variagdes podem se apresentar nos padrdes morfolégicos e/ou do sistema reprodutivo.
As espécies com tais variagdes sdo consideradas variantes ou atipicas (SOBREVILA et al., 1983;
HAMILTON, 1990; BARRETT, 1992; RICHARDS e KOPTUR, 1993). Dentre essas variacgoes,
podemos encontrar principalmente os seguintes casos: a) homostilia, caracterizada por individuos
com flores que apresentam estigma e anteras no mesmo nivel; esta pode estar acompanhada do
morfo brevistilo, longistilo ou ambos; b) monomorfismo, caracterizado pela presenca de apenas um
dos morfos na populacdo, brevistilo ou longistilo. Tais variacdes podem ocorrer como resposta a
pressdes ecoldgicas como perturbagdes ambientais, pouca eficiéncia dos polinizadores ou auséncia
dos mesmos, ou mesmo a eliminacao total ou parcial de um dos morfos da populacdo (BARRETT,

2002).

Biologia reprodutiva de espécies distilicas de Rubiaceae no Brasil

No Brasil, estudos tém gerado informagdes diversas a respeito da biologia reprodutiva e
aspectos importantes da distilia de espécies da familia Rubiaceae (Tabela 1). A maioria destes
estudos envolveu espécies de Mata Atlantica, sendo algumas poucas espécies de Cerrado e
Caatinga.

Dentre os estudos desenvolvidos em areas de Mata Atlantica do Estado de Pernambuco,
Machado e Loiola (2000) registraram a existéncia de um heteromorfismo andmalo em Borreria
alata, devido a um polimorfismo relacionado principalmente ao comprimento do estilete, e em
algumas flores foram identificadas diferencas na altura das anteras e possivelmente uma relacio de
autocompatibilidade. Teixeira e Machado (2004a) apresentam dados sobre a biologia floral, o
sistema reprodutivo e a polinizacdo de Sabicea cinerea. A espécie apresentou dois morfos nas
populagdes, sendo considerada distilica, no entanto foi observado auséncia de hercogamia reciproca
devido a diferencas entre a altura do estigma de flores longistilas e as anteras de brevistilas. Além
disso, os morfos foram encontrados em propor¢des desiguais, com maior nimero de individuos
longistilos, o que pode estar relacionado a reproducdo vegetativa, uma caracteristica da espécie
estudada. O tubo polinico de ambos os morfos indicou a existéncia de um sistema de auto-
incompatibilidade com reacdo no estigma nos tratamentos de autopolinizagdo e no estilete nos
tratamentos de cruzamento intramorfo. Além disso, ndo houve formacdo de frutos nos tratamentos
citados acima, sendo a espécie considerada auto-incompativel.

Ainda em area de Mata Atlantica de Pernambuco, temos o trabalho de Teixeira € Machado
(2004b), que investigaram a biologia floral, o sistema reprodutivo e a polinizacdo de Psychotria
barbiflora. Foi observada isopletia na populacdo. As flores do morfo brevistilo apresentaram o

estigma significativamente maior do que as anteras do morfo oposto, ndo apresentando
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reciprocidade. A espécie estudada ndo apresentou formacdo de frutos nos testes de autopolinizacio
manual. Os testes de tubo polinico mostraram reac¢io de incompatibilidade na regido do estigma em
flores brevistila e na regido mediana em flores longistila, ambas observadas apds os tratamentos de
autopoliniza¢do manual.

Em uma area de Mata Atlantica do estado de Sdo Paulo, Castro e Oliveira (2002)
investigaram a biologia floral e os polinizadores de quatro espécies de Rubiaceae (Rudgea
Jjasminoides, Psychotria birotula, P. mapourioides e P. pubigera), sendo uma delas ocorrente em
area de restinga e as outras trés em floresta de encosta. Todas as espécies apresentaram hercogamia
reciproca. Foi observado uma maior concentracdo de actcares no néctar nas flores do morfo
brevistilo de P. mapourioides e P. pubigera. Os autores observaram que alguns vistantes florais
tinham preferéncia pelo morfo longistilo em Rudgea jasminoides, Psychotria birotula e P.
mapourioides, indicando a ocorréncia de um fluxo assimétrico de pélen entre os morfos. Por outro
lado, P. pubigera apresentou maior atracdo no morfo brevistilo, 0 mesmo que apresentou maior
concentracdo de actuicares. O sistema reprodutivo e a morfometria floral também foram estudados
para estas espécies (CASTRO et al., 2004), sendo egistrada distilia tipica para todas as espécies
exceto P. pubigera, que possui populacdes anisopléticas. Ainda na mesma drea de Mata Atlantica,
Castro e Araujo (2004) investigaram a biologia reprodutiva de Psychotria nuda, espécie arbustiva
que apresentou atributos de espécies tipicamente distilicas tais como isopletia e auto-
incompatibilidade e incompatibilidade intramorfo, no entanto a populacdo estudada apresentou
auséncia de reciprocidade de estigma e anteras, sendo considerada distilica atipica.

Outra espécie estudada na mesma area de Mata Atlantica (restinga) supracitada foi a liana
Chiococca alba (CASTRO et al., 2008). A espécie apresentou separacdo espacial expressa pela
posicdo superior do estigma em relacdo as anteras. No entanto, apresentou um tnico morfo na
populagdo, sendo auto-incompativel. A maior parte dos tubos polinicos provenientes de
autopolinizacdo foi inibida na regido estigmadtica, enquanto os tubos de poliniza¢do cruzada tiveram
um crescimento mais acelerado, como observado em outras espécies distilicas.

Em areas de Mata Atlantica dos estados de Minas Gerais e Rio de Janeiro, Rossi et al. (2005)
observaram a variagdo nos tracos florais e o sistema reprodutivo de Psychotria ipecacuanha. As
populagdes estudadas apresentaram a presenca dos morfos em razio equilibrada. Os morfos opostos
apresentaram hercogamia reciproca entre estigma e anteras, apesar da amplitude observada nas
medidas das pecas florais. Diferencas entre os morfos também foi observada no comprimento das
anteras, do estigma e do didmetro do tubo da corola, sendo as flores do morfo brevistilo,
representante das maiores medidas. Quando comparado as medidas de cada morfo individualmente
entre as populacdes, apenas a altura do estigma do morfo longistilo ndo apresentou diferenca

significativa. Ndo houve formacdo de frutos por autopoliniza¢do, no entanto os tratamentos de
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apomixia e cruzamento intramorfo formaram frutos, mostrando que a espécie possui algum grau de
compatibilidade. O morfo longistilo quando comparado com o morfo brevistilo formou maior
quantidade de frutos em cruzamentos legitimos e ilegitimos, em relagdo ao morfo brevistilo.

Ainda no Estado do Rio de Janeiro, Virillo et al. (2007) investigaram a biologia de
polinizacdo, a morfometria floral, a propor¢do de morfos na populagio, e o sistema de cruzamentos
de Psychotria tenuinervis, uma espécie arbustiva. A espécie foi tida como distilica de caracteristicas
tipicas como incompatibilidade auto e intramorfo, hercogamia reciproca e isopletia, além de
apresentar caracteristicas secunddrias que corroboram com a sindrome. No mesmo estado, Fonseca
et al. (2008) investigaram a biologia floral, os visitantes florais e a formagdo de frutos de Psychotria
brachypoda. A espécie apresentou antese diurna com duracdo de um dia. A corola das flores
brevistilas foi maior que a de flores longistilas, sendo este considerado um padrdo esperado para
espécies distilicas com estames epipétalos, permitindo que a posicdo das anteras sejam equivalentes
a altura do estigma das flores do morfo oposto. Segundo os autores, ndo foi encontrado hercogamia
reciproca entre os morfos, no entanto a amplitude da altura do estigma e das anteras dos morfos
opostos se sobrepds. A populagdo foi considerada isoplética.

Apenas um estudo foi desenvolvido em Mata Atlantica do Parana: Mendonga e Anjos (2006)
investigaram as caracteristicas morfoldgicas, a oferta de recurso e o comportamento dos visitantes
florais de Palicourea crocea. Os grupamentos estudados apresentaram isopletia. As flores ndo
apresentaram reciprocidade entre a altura de estigma e anteras entre os morfos opostos. Além das
diferencas na altura do estigma e anteras, foram observadas diferencas no comprimento da corola,
das anteras e do lobo estigmatico, sendo os maiores valores atribuidos ao morfo brevistilo. O
volume e a concentracio de néctar ndo variaram entre os morfos. Os autores observaram que o valor
energético ofertado pela espécie estudada pode influenciar no comportamento de forrageamento dos
polinizadores, dessa forma aumentando a possibilidade de cruzamentos legitimos.

Existem alguns estudos relacionados a distilia no Cerrado, regido central do Brasil.
Consolaro et al. (2005) registraram monomorfia longistila em Manettia cordifolia em uma mata-de-
galeria. O gé€nero Manettia é tido como tipicamente distilico e, apesar da auséncia do morfo oposto,
os individuos apresentaram-se preferencialmente auto-incompativeis, mas com certo relaxamento do
mecanismo de incompatibilidade, observado principalmente pela imprecisdo do local de inibicdo
dos tubos polinicos provenientes de polinizag¢do intramorfo. No cerrado do Brasil central também foi
investigada, por Toledo et al. (2007), a biologia reprodutiva de Palicourea coriaceae, P. officinalis,
P. marcgravii e P. macrobotrys. As espécies P. officinalis e P. marcgravii apresentaram distilia, no
entanto, apenas a segunda apresentou hercogamia reciproca, sendo a unica espécie considerada

tipicamente distilica. Palicourea coriaceae apresentou hercogamia reciproca, além da presenca de
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um terceiro morfo denominado homostilico. Palicourea macrobotrys apresentou um unico morfo,
denominado homostilico.

Menos freqiientes sdo os estudos desenvolvidos em areas de Caatinga. Souza et al. (2007)
estudaram a estratégia reprodutiva de Mitracarpus longicalyx, uma espécie protindrica, no Estado
da Bahia. Os autores observaram que a espécie é protindrica, com a fase masculina durando
aproximadamente dois dias. A fase feminina dura em torno de cinco dias. Além da dicogamia, a
espécie apresentou hercogamia e auto-incompatibilidade. A inibi¢do dos tubos polinicos ocorreu na
regido estigmatica, caracterizando um sistema de incompatibilidade homomorfico esporofitico,
mecanismo menos freqiiente entre as angiospermas e raro na tribo estudada.

Apesar de existir um padrido bem descrito para a distilia, percebe-se que a grande maioria das
espécies apresenta alguma modificacdo neste padrdao. Os desvios mais frequentemente observados
estdo relacionados a auséncia de reciprocidade, a algum grau de autocompatibilidade e
compatibilidade intramorfo e a existéncia de apenas um morfo na populacdo. Estudos acerca da
biologia reprodutiva de espécies distilicas, portanto, certamente auxiliam na compreensdo dos
fatores envolvidos na manutengdo ou quebra dos padrdes distilicos, principalmente quando se leva
em consideracdo que a modificacio de habitats, que é considerada uma das forcas seletivas

influenciando esses padrdes e atualmente é amplamente distribuida.
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Tabela 1. Espécies de Rubiaceae com distilia tipica ou atipica.

ESPECIE(S) RECIPROCIDADE REARaTE o | RAZAS DS OUTROS REFERENCIA
Arcytophyllum lavarum SIM II\I;IJ%%B%P&?EHI\IA%%I;E -—- DISTILIA Garcia—Rozt())l(e):;lo e Mora,
Borreria alata NAO AUTOCOMPATIVEL --- POLIMORFIA | Machado e Loiola, 2000
Chiococca alba NAO AUTO-INCOMPATIVEL --- MONOMORFIA Castro et al., 2008
Damnacanthus indicus var. major SIM --- --- DISTILIA
D. indicus var. microphyllus SIM - - DISTILIA
D. indicus var. parvispinus NAO -—- -—- DISTILIA Naiki e Nagamasu, 2003
D. okinawensis NAO DISTILIA
D. biflorus NAO DISTILIA
Gaertnera vaginata SIM /I\I\[IJ(EF%NIIEP&?E;II\I/I%?{I;E ANISOPLETIA DISTILIA Pailler e Thompson, 1997
Hedyotis salzmannii SIM AUTOCOMPATIVEL | ANISOPLETIA DISTILIA Riveros et al., 1995
Manettia cordifolia NAO AUTO-INCOMPATIVEL --- MONOMOREFIA | Consolaro et al., 2005
Mitracarpus longicalix NAO AUTO-INCOMPATIVEL --- HERCOGAMIA Souza et al., 2007
Palicourea coriaceae SIM -—- -—- DISTILIA Toledo et al., 2007




Tabela 1. (continuagdo)
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P. fendleri NAO AUTOCOMPATIVEL --- DISTILIA Lau e Bosque, 2003
INCOMPATIBILIDADE .
P. longepedunculata SIM AUTO E INTRAMOREO ISOPLETIA - Pereira et al., 2006
P. macrobotrys - - - HOMOSTILIA Toledo et al., 2007
P. marcgravii SIM --- --- DISTILIA Toledo et al., 2007
.. INCOMPATIBILIDADE .
P. marcgravii SIM AUTO E INTRAMOREO ANISOPLETIA DISTILIA Pereira et al., 2006
P. officinalis NAO - --- DISTILIA Toledo et al., 2007
- INCOMPATIBILIDADE
P. padifolia SIM AUTO E INTRAMOREO ISOPLETIA DISTILIA Ree, 1997
. . INCOMPATIBILIDADE .
Psychotria conjugens SIM AUTO E INTRAMORFO ANISOPLETIA DISTILIA Pereira et al., 2006
. INCOMPATIBILIDADE .
P. hygrophiloides - AUTO E INTRAMOREO ANISOPLETIA MONOMORFIA Pereira et al., 2006
INCOMPATIBILIDADE .
P. nuda SIM AUTO E INTRAMOREO ISOPLETIA DISTILIA Pereira et al., 2006
o INCOMPATIBILIDADE .
P. sessilis SIM AUTO E INTRAMOREO ISOPLETIA DISTILIA Pereira et al., 2006
INCOMPATILILIDADE
. ~ INTRAMORFO E
Rourea induta NAO AUTOCOMPATIBILIDA ISOPLETIA DISTILIA Lenza et al., 2008
DE NO MORFO B
INCOMPATIBILIDADE .
Rudgea lanceolata SIM AUTO E INTRAMOREO ISOPLETIA DISTILIA Pereira et al., 2006
Sabicea cinerea NAO INCOMPATIBILIDADE ANISOPLETIA DISTILIA Teixeira e Machado, 2004

AUTO E INTRAMORFO
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CAPITULO 1

DISTILIA ATIPICA E POLINIZACAO NOTURNA DE
Guettarda platypoda DC. (RUBIACEAE) EM UMA AREA DE
RESTINGA DO NORDESTE BRASILEIRO

Manuscrito a ser enviado ao periodico Flora
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Resumo

A sindrome da distilia € caracterizada pela hercogamia reciproca, na qual flores brevistilas (estilete
curto e filetes longos) e flores longistilas (estilete longo e filetes curtos) sdo produzidos em
individuos distintos. Além da reciprocidade entre os morfos florais, em espécies tipicamente
distilicas ocorre também um mecanismo de auto-incompatibilidade e de incompatibilidade
intramorfo, que resulta em um nimero semelhante de individuos brevistilos (B) e longistilos (L.) na
populagdo, ao que se denomina isopletia. Algumas espécies pertencentes a grupos distilicos podem
apresentar desvios nesses padrdes, que normalmente estdo associados a problemas nos servigos de
polinizacdo, sendo esta nova estratégia reprodutiva classificada como distilica atipica. Este estudou
registrou a biologia floral, a variacio morfoldgica, o sistema reprodutivo e a polinizacdo de
Guettarda platypoda DC. em uma drea de restinga do litoral sul do Estado de Pernambuco, através
de medicdes das pecgas florais, experimentos de polinizacdo manual e observacdo focal dos
visitantes florais. As flores de G. platypoda sao hermafroditas, de coloracdo clara, antese noturna
com durag@o de aproximadamente 18 horas, produzem néctar, além de um forte odor adocicado, e
sdo polinizadas por esfingideos e mariposas. Os dados morfométricos confirmaram a presenca de
hercogamia e a auséncia de reciprocidade entre a altura do estigma e das anteras de ambos o0s
morfos. Individuos B e L formaram frutos em todos os experimentos de polinizacdo manual. O
indice de Auto-incompatibilidade (ISI) apontou o morfo L. como autocompativel e o morfo B como
auto-incompativel. Os dados dos tubos polinicos apds cruzamentos ilegitimos realizados no morfo
L corroboram com o ISI. Os tubos de cruzamentos ilegitimos realizados no morfo B apresenta
algum nivel de flexibilidade no sistema de incompatibilidade. Devido a auséncia de reciprocidade e
a presenca de autocompatibilidade a espécie pode ser classificada como distilica atipica. Tanto a

condicdo morfoldgica encontrada nas populagdes de G. platypoda quanto & autocompatibilidade
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estdo aparentemente relacionadas com a quebra do supergene da distilia, o que pode ter ocorrido por
ineficiéncia dos servigos de polinizacdo e/ou fragmentacdo do habitat, uma vez que a drea de estudo
sofre forte impacto ambiental, o que favoreceria o surgimento de morfos variantes. Por outro lado,
estudos genéticos mais especificos devem ser realizados para investigar a integridade do supergene,

uma vez que outros estudos evidenciaram varia¢des morfoldogicas semelhantes em outras regides.

Palavras-chave: Morfometria, sistema reprodutivo, incompatibilidade, poliniza¢do noturna.

Introducao

A distilia € um dimorfismo floral geneticamente controlado, caracterizado pela separagcao
espacial (hercogamia) entre a altura do estigma e das anteras das flores e a posicdo reciproca entre
os diferentes morfos florais (Hamilton, 1990). Os individuos podem produzir flores de estilete
longo e filetes curtos, denominadas longistilas, e flores de estilete curto e filetes longos,
denominadas brevistilas. Outras diferencas podem ser observadas entre os morfos florais distilicos,
tais como o tamanho da corola, o nimero e o tamanho dos graos de pélen, tamanho e morfologia do
estigma e das papilas estigmaticas (Barrett, 1992).

O sistema reprodutivo de espécies distilicas € caracterizado pela auto-incompatibilidade e
incompatibilidade intramorfo, influenciando desta forma o fluxo polinico nas populacoes,
possibilitando o equilibrio do potencial reprodutivo em ambos os morfos florais. Por esta razao,
espera-se encontrar uma freqiiéncia equilibrada dos morfos na populacdo, denominada isopletia.
Algumas espécies distilicas podem apresentar desvios em suas caracteristicas morfoldgicas e
fisiol6gicas (distilia atipica) em funcdo da quebra da distilia, relacionada a quebra do supergene
responsével pela expressdo dos morfos florais e do sistema reprodutivo (Barrett, 1992).

A quebra do supergene que controla a distilia pode dar origem, na maioria das vezes, ao
surgimento de morfos florais atipicos, sendo normalmente atribuido a fatores ecoldgicos que podem
afetar o fluxo dos grdos de podlen entre os morfos florais, tais como a falta de polinizadores
eficientes ou a fragmentacdo de habitats (Barrett e Richards, 1990). Como conseqiiéncia, as
populagdes podem tornar-se monomorficas (presenca de apenas um dos morfos florais,
acompanhada de autocompatibilidade; Sobrevila et al., 1983) ou homostilicas (flores com estigma e
anteras no mesmo nivel e autocompativeis; Hamilton, 1990). Exemplos de géneros de Rubiaceae
com espécies que apresentam desvios do padrao distilico s@o Borreria (Machado e Loiola, 2000),
Chiococca (Castro et al., 2008), Guettarda (Richards e Koptur, 1993), Manettia (Consolaro et al.,
2005), Palicourea (Mendonga e Anjos, 2006; Toledo et al., 2007), Psychotria (Castro e Araujo,
2004; Castro, et al., 2004; Teixeira e Machado, 2004a, b; Rossi, et al., 2005; Fonseca et al., 2008) e
Sabicea (Teixeira e Machado, 2004).



26

A familia Rubiaceae compreende cerca de 9.000 espécies distribuidas pelo mundo, sendo
mais representada em regides tropicais, onde ja foram registradas aproximadamente 5.000 espécies
(Souza e Lorenzi, 2005). E a familia com o maior nimero de géneros heterostilicos dentre as
Angiospermas (Souza e Lorenzi, 2005; Barrett, 1992). No Brasil ocorrem cerca de 2.000 espécies
de Rubiaceae distribuidas em 120 géneros, sendo considerada uma das principais familias da flora
brasileira (Souza e Lorenzi, 2005).

Muitos estudos tem colaborado com informagdes acerca da biologia reprodutiva em
diferentes espécies da familia Rubiaceae no Brasil (Castro et al., 2004; Teixeira e Machado, 2004;
Rossi et al., 2005; Mendonca e Anjos, 2006; Souza et al., 2007; Virillo et al., 2007; Souza et al.,
2007; Fonseca et al., 2008), no entanto, muito destes estudos tem investigado espécies relacionadas
a poucos géneros, tais como Psychotria e Palicourea. Espécies do género Guettarda DC.
(subfamilia Antirheoideae, tribo Guettardeae) tém sido registradas como distilicas atipicas
(Richards e Koptur, 1993; Consolaro, 2008), no entanto poucas espécies deste género foram
investigadas, e portanto pouco se pode afirmar sobre questdes ecoldgicas relacionadas a distilia no
género.

Guettarda platypoda DC. é uma espécie arbustiva com ampla distribuicio no litoral
brasileiro, principalmente na regido Nordeste (Pereira e Barbosa, 2004; Zickel et al., 2007),
incluindo restingas, que sdo ecossistemas bastante ameacados pela ocupacdo humana. O objetivo
geral desse estudo foi investigar a biologia floral, a polinizagdo, a morfometria floral e o sistema

reprodutivo de Guettarda platypoda DC. em uma area de restinga na regido Nordeste do Brasil

Material e métodos

Area de estudo - O estudo foi desenvolvido em uma drea de vegetagdo tropical costeira conhecida
como restinga, localizada na Reserva Particular do Patrimonio Natural (RPPN) Nossa Senhora do
Oiteiro de Maracaipe (portaria n° 58 de 26 de setembro de 2000, IBAMA), localizada no Municipio
de Ipojuca (08°31°48’S e 35°01°05°"W), litoral sul do Estado de Pernambuco, regido Nordeste do
Brasil (Fig. 1), no periodo de julho de 2008 a julho de 2009. A reserva possui uma area total de
76,20 ha, sendo uma regido fortemente perturbada pela acdo humana, principalmente pela atividade
canavieira. O clima da drea se enquadra no tipo AS’ (segundo a classificagdo de Koppen, 1948),
definido como tropical chuvoso com verdo seco, com menos de 60 mm de chuva no més mais seco
e precipitacdo anual de aproximadamente 2.500 mm (Medeiros et al., 2007). O periodo chuvoso
ocorre entre os meses de abril a setembro, com maior precipitacio entre maio e julho; a estacdo seca
ocorre de outubro a margo, com pico entre outubro a dezembro (INMET, 2005).

Espécie estudada - Guettarda platypoda (Rubiaceae) € uma espécie arbustiva, abundante na drea de

estudo e em outras dreas de restinga da regido Nordeste (Zickel et al., 2007). Na édrea de estudo a
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floragdo ocorre ao longo do ano, com excecdo dos meses de abril, agosto, novembro e dezembro; a
frutificacdo ocorre ao longo do ano, com excecdo dos meses de outubro e janeiro (Medeiros et al.,

2007).

Biologia floral — O periodo de antese das flores de G. platypoda foi determinado através do
acompanhamento de botdes maduros previamente ensacados até a queda das pétalas, em 25 botdes
por morfo, distribuidos em cinco individuos de cada morfo (cinco botdes por individuo). A
receptividade estigmadtica foi verificada através da reag¢do de peroxidase (Dafni et al., 2005) em 30
flores para cada morfo, distribuidas em 10 individuos (n= 5 de cada morfo), logo apds a abertura das
flores (17:00h) e das 6:00 as 10:00 h. A presenca de regides emissoras de odor foi checada
utilizando-se a técnica do vermelho neutro em um total de 30 flores distribuidas em 10 individuos de
cada morfo (Dafni et al., 2005). A concentragdo de agtcar e o volume acumulado do néctar foram
medidos, respectivamente, utilizando-se refratometro de bolso (Atago 0-32%) e microsseringa
graduada (Microliter® 10 uL), no dia seguinte a antese, entre 7:00 h e 8:00 h, em flores encobertas
desde a pré-antese (28 flores brevistilas e 34 flores longistilas, coletadas de dez individuos de cada
morfo floral). A viabilidade dos graos de pdlen foi avaliada utilizando a técnica de coloragdo do
citoplasma pelo carmim acético (Dafni et al., 2005), em anteras (n= 4 anteras por botdo) de botdes
maduros (n= 20 botdes por morfo) coletados em dez individuos de cada morfo (2 botdes por
individuo). As anteras foram esmagadas e os grdos de pdlen foram colocados em ldminas e se
determinou a viabilidade dos primeiros 500 graos de pélen por lamina. A razdo pdlen/évulo (P:0O)
foi calculada através da contagem dos grios de polen de uma antera por botdo (Cruden, 1977),
coletados de 10 individuos por morfo (n= 3 botdes por individuo). O teste Meann-Whitney foi
utilizado pra comparar a média de grdos de pdlen produzidos por flores brevistilas e longistilas

(Sokal e Rohlf, 1995).

Morfometria floral e razao de morfos — Os dados de morfometria floral foram coletados seguindo
protocolo de Richards e Koptur (1993), com o auxilio de paquimetro digital (erro 0,01lmm) e de
estereomicroscopico. Foram tomadas as medidas do comprimento total da corola (CC), do didmetro
da corola (DT), da altura do estigma (AE) e das anteras (AA), do comprimento das anteras (CA) e
do lobo estigmitico (CE) de 100 flores brevistilas (B) e 100 longistilas (L) coletadas de 10
individuos de cada morfo e preservadas em FAA 70.

Diferencas entre os morfos florais foram testadas usando o teste MANOVA (Sokal e Rohlf,
1995). No caso de diferenca significativa entre os morfos, foi aplicado o teste de Tukey para

multiplas comparagdes de média para verificar qual das varidveis € responsdvel por caracterizar a
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diferenca entre os morfos. As andlises foram realizadas utilizando o software R (Ihaka e Gentleman,
1996).

A presenga de hercogamia reciproca entre os elementos sexuais de ambos os morfos foi
testada através do indice de reciprocidade (IR) determinado pela razdo (altura da antera — altura do
estigma reciproco)/(altura da antera + altura do estigma reciproco). Segundo Richards e Koptur
(1993), espécies perfeitamente reciprocas apresentam o IR igual a zero para ambos os morfos
florais.

A razdo entre os morfos na populacdo foi determinada através da identificagdo e contagem
dos individuos B e L encontrados em uma area de aproximadamente 9000m2. A proporcdo
encontrada foi analisada utilizando-se o teste do Qui-quadrado para propor¢des esperadas iguais

(Sokal e Rohlf, 1995).

Sistema reprodutivo — O sistema reprodutivo foi avaliado por experimentos de polinizacdo manual,
seguidos de acompanhamento do crescimento de tubos polinicos e da formagao de frutos. Para cada
tratamento, foram encobertas, com sacos de tule, inflorescéncias contendo botdes em pré-antese. Foi
utilizado um minimo de 30 flores de dez individuos de cada morfo para cada tratamento, ndo sendo
utilizadas mais que cinco flores por inflorescéncia e por individuo para cada tratamento, a fim de
ndo ultrapassar a quantidade média de frutos formados por inflorescéncia. Foram realizados os
seguintes experimentos: a) autopolinizagdo espontinea: os botdes foram apenas ensacados, sem
receber tratamentos de polinizacdo; b) autopolinizagdo manual: as flores foram polinizadas com o
polen proveniente de suas proprias anteras; c¢) polinizacdo cruzada intramorfo: as flores foram
polinizadas com pdlen proveniente de diferentes individuos do mesmo morfo; d) polinizagdo
cruzada intermorfo: as flores foram polinizadas com pdlen proveniente de diferentes individuos do
morfo distinto; e) apomixia: os botdes em pré-antese foram emasculados e ensacados. Além disso
botdes em periodo de pré-antese foram marcados para acompanhar o processo de formacdo de
frutos por polinizagdo natural (controle).

O teste de apomixia foi realizado apenas em individuos com flores de estilete curto, pois nao
foi possivel emascular as flores longistilas sem contaminar o estigma com seu proprio pélen. As
flores utilizadas nos testes de cruzamentos inter e intramorfo ndo foram emasculadas devido a
dificuldade no manuseio das flores, ndo sendo possivel evitar danos ao estigma das flores de estilete
longo. As polinizagdes manuais foram realizadas entre 06:00h e 10:00h da manhi, periodo de
comprovada receptividade estigmdtica. Apds os tratamentos, as flores receberam marcagdes
individuais por tratamento e foram re-encobertas, permanecendo assim por pelo menos 24 horas.
Ap6s totalmente formados, os frutos foram quantificados e comparados entre os tratamentos e 0s

morfos usando o teste exato de Fisher. A partir dos dados de formacdo de frutos, foi calculado o
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Indice de Auto-incompatibilidade (ISI) para ambos os morfos, que corresponde a razio entre a
proporcdo de frutos produzidos por autopolinizagdo manual sobre a polinizagcdo cruzada, sendo
considerado autocompativel o morfo com o valor do indice maior que 0,2 (Bullock, 1985). Foi
estimado o sucesso reprodutivo pré-emergente (PERS), através das razdes FR:FL e S:O0 (Wiens et
al., 1987).

Para a andlise do crescimento de tubos polinicos, foram realizados tratamentos de
autopolinizacdo manual, polinizacdo cruzada intermorfo e intramorfo em flores de diferentes
individuos. Depois de polinizados, os pistilos foram mantidos em placas gerbox, em uma solugdo de
dgar a 2%, e posteriormente foram fixados em FAA 70 em intervalos de 24 h. (n= 46 pistilos) e 48
horas (n= 29 pistilos). Os pistilos foram clarificados, dissecados e observados sob microscépio de

fluorescéncia (Martin, 1959).

Visitantes florais — A freqiiéncia de visitantes florais foi registrada para ambos os morfos durante
14 dias ndo consecutivos entre os meses de maio a julho de 2009 (periodo chuvoso), com
observagdes focais distribuidas entre 17:00 h (hora de inicio de antese) e 10:00 h (hora de
senescéncia da flor), totalizando 41:31 h de observagdo. Os individuos observados apresentavam um
grande nimero de flores. Cada intervalo de hora foi observado pelo menos uma tnica vez e no
maximo trés vezes. A cada visita, foi registrado a espécie visitante, o comportamento de
forrageamento dos visitantes (recurso coletado, contato com elementos sexuais, interacdes
agonisticas), e o ndmero de visitas. O nimero de flores visitadas (freqii€ncia) foi estimada através
da contagem do tempo de visita em cada flor, o intervalo entre uma flor e outra e o tempo de
permanéncia do inseto na planta. Os visitantes observados foram capturados quando possivel e

encaminhados para especialistas para identificacdo.

Resultados

Biologia floral — Guettarda platypoda possui dois morfos florais que diferem entre si na altura dos
elementos sexuais, denominados brevistilo (B) e longistilo (L), € que sdo produzidos em diferentes
individuos (ver Morfometria para maiores detalhes). As flores sdo hermafroditas, actinomorfas,
pentdmeras, com sépalas fundidas, esverdeadas e persistentes no fruto, fase em que adquirem
coloracdo levemente avermelhada; as pétalas sdo fundidas, de cor creme, formando um tubo ereto e
hipocrateriforme (Fig. 2). O androceu € livre, formado por estames epipétalos, inclusos, anteras
dorsifixas, bitecas, com deiscéncia longitudinal; o gineceu possui ovario infero, bilocular, com um
6vulo em cada l6culo. O estigma tmido, globoso, esverdeado, que se encontra receptivo logo apds a
abertura da flor e assim permanece até perto de sua senescéncia. O nectério tem forma de disco e se

localiza na base do tubo da corola. A razdo P:O e a viabilidade polinica foram de 3193 e 73%
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respectivamente em flores B e 3123 e 80% em flores L. Nao foi encontrada diferenca significativa
no nimero médio de graos de pélen produzidos nas flores de ambos os morfos (U= 43; p= 0,59).

O periodo de antese foi de aproximadamente 18 horas, com inicio entre 17:00 h e 17:30 h.
Antes da abertura das flores € possivel sentir forte odor adocicado, que permanece perceptivel até a
manhi do dia seguinte. As flores possuem regides emissoras de odor em toda a parte externa do
tubo floral, com maior concentrag¢do nas margens dos lobos da corola. A secrecdo de néctar ocorreu
desde a fase de pré-antese, sendo o volume total e a concentracdo de acticares registrados,

respectivamente, de 2 ul e 24,3% em flores B, e de 1,5 ul e 20% em flores L.

Morfometria floral e razio de morfos — Guettarda platypoda possui dois morfos florais na
populagdo; as flores B t€ém o estigma localizado abaixo das anteras (p= <0,01), enquanto as flores L
apresentam estigma acima das anteras (p= <0,01; Figs. 3-4). Na comparacio entre os morfos, foi
observado que as flores do morfo B possuem o estigma mais baixo, as anteras mais altas e o
comprimento da corola maior (p= <0.01) que as flores do morfo L (Tabela 1, Figs. 3-4). Nao foram
encontradas diferencgas significativas no comprimento do estigma, das anteras e no didmetro da
corola entre os dois morfos florais (Tabela 1).

O ciélculo do Indice de reciprocidade (IR) apontou maior semelhanga entre o estigma L com
as anteras B (IR= 0,03) do que entre estigma de B com anteras de L. (IR=0,17). As flores de ambos
os morfos apresentaram uma grande variag@o na altura de estigmas e anteras (Fig. 4).

Na populacao foram contabilizados 55 individuos B e 50 individuos L, sendo que esta razdo

ndo diferiu de 1:1 (y?=0.23; gl=1; p=0.69).

Sistema reprodutivo — As flores de G. platypoda formaram frutos em todos os tratamentos (Tabela
2). Os controles produziram uma maior quantidade de frutos do que os tratamentos em ambos 0s
morfos (Tabela 2). No morfo B, a produ¢do de frutos formados apds polinizagdo intermorfo foi
significativamente maior quando comparada a formacao de frutos por autopolinizacdo que, por sua
vez, foi menor do que a formacéo de frutos por autopolinizagdo no morfo L (Tabela 2).

O Indice de Auto-incompatibilidade (ISI) indicou autocompatibilidade do morfo L (1,09) e
auto-incompatibilidade do morfo B (0,16). A razdo FR/FL foi de 0,56 para o morfo B e 0,5 para o
morfo L. A razdo S/O foi de 0,5 para ambos os morfos, de forma que foi encontrado uma semente
por fruto e 2 évulos por flor. O sucesso reprodutivo pré-emergente (PERS) foi de 0,28 no morfo B e
0,25 no morfo L.

Os pistilos das flores do morfo B submetidos a autopolinizagdo sofreram reacdo de auto-
incompatibilidade na regido do estigma em 91% dos tubos polinicos, e o restante foi observado

proximo a base do estilete. Em cruzamentos intramorfos (ilegitimos), 71% dos tubos polinicos
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sofreram reacdo de incompatibilidade estigmadtica, e o restante alcanca a base ou chegam préximo.
No morfo L, 80% dos tubos resultantes de autopolinizacdo chegaram até a metade do estilete apds
48 horas, e o restante ndo avancou além do estigma (10%) ou alcangaram a base do estilete (10%);
75% dos tubos resultantes de polinizagdo intramorfo (ilegitimos) chegaram a base do estilete e 25%
ndo passaram do estigma.

Entre os resultados dos experimentos manuais de polinizacdes cruzada intermorfo
(cruzamentos legitimos), 87,5% dos tubos dos cruzamentos BxL (morfo B doador de pdlen para o
morfo L) atingiram a base do estilete e o restante ndo passou do estigma; 54% dos tubos dos
cruzamentos LxB (morfo L doador de pdlen para o morfo B) alcancaram a base do estilete, 23%
chegaram até a metade do estilete e 23% nd@o passaram do estigma. Ndo foi possivel observar
quaisquer tubos polinicos alcangarem os dvulos devido a uma reacdo de fenol causada durante a

etapa de clareamento com NaOH, tornando o tecido do pistilo escuro.

Polinizacdo — As flores receberam apenas visitas noturnas, por duas espécies de esfingideos,
Xylophanes tersa (Linnaeus, 1771) e uma espécie ndo identificada (sp. 2), e por uma espécie de
mariposa (sp. 3). Xylophanes tersa foi o polinizador mais frequente em ambos os morfos, visitando
aproximadamente 332 flores B e 193 flores L (Fig. 5). O maior nimero de visitas ocorreu entre
18:00h e 06:00h no morfo B e entre 20:00h e 04:00h no morfo L, periodo em que as flores estavam
totalmente abertas, receptivas e apresentavam néctar, além de emitirem um forte odor adocicado.
Foi possivel observar durante as visitas de X. fersa a probdscide estendida ainda durante o voo,
quando parecia escolher a melhor op¢do e posteriormente a introduzia na flor rapidamente. O
esfingideo sp. 2 visitou cerca de 75 flores B e 30 flores L (Fig. 5). Este, quando comparado ao X.
tersa, parecia mais lento durante o vOo e a aproximag¢do da planta, mas suas visitas eram
semelhantes, assim como o tempo de visitas nas flores e nos individuos. Ambas as espécies de
esfingideos permaneceram até trés minutos forrageando as flores de um mesmo individuo, e
algumas vezes visitavam mais de uma vez a mesma flor. Nao foram observadas interagcdes
agonisticas entre os visitantes. A espécie de mariposa sp. 3 foi o visitante menos freqiiente, sendo
observada por seis vezes polinizando sempre uma Unica flor em cada visita, demorava a coletar o
néctar e, quando o fazia, pousava na pétala e permanecia por até dois minutos na mesma flor, nunca
dirigindo-se para outra flor do mesmo individuo.

Apesar de ndo ser possivel ver a probdscide dos visitantes entrando em contato com oS
elementos sexuais, as trés espécies podem ser consideradas polinizadoras, pois as visitas legitimas
muito provavelmente resultavam em contato com os verticilos reprodutivos, devido ao seu
posicionamento e tamanho da probdscide, associado ao estreito tubo da corola.

Discussao
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As flores de G. platypoda apresentam atributos que corroboram a sindrome da falenofilia e
esfingofilia (Faegri e van der Pijl, 1979), tais como coloragao clara, corola tubular hipocrateriforme,
antese noturna, a emissdo de odor forte e adocicado (cujo inicio da emissdo coincide com o horario
de inicio de antese) e a oferta de néctar.

A concentragdo de agucares encontrada em G. platypoda também estd associada a
esfingofilia, e encontra-se dentro da amplitude registrada em outras espécies esfingéfilas de
Rubiaceae dos géneros Hilia, Posoqueria, Randia, Sabicea e Tocoyena (Avila Jr., 2009). O volume
acumulado de néctar foi muito abaixo do observado em outras espécies polinizadas por esfingideos
(Primo, 2008). No entanto, estes valores podem ter sido subestimados, uma vez que a coleta do
néctar foi realizada sempre, pelo menos, oito horas apds a antese. Algumas espécies podem
apresentar diferentes padrdes de secrecao de néctar durante o periodo de antese, podendo haver uma
unica secrecdo de néctar durante toda a vida da flor ou ocorrer de forma continua, apds a retirada do
volume secretado (Galetto & Bernardello, 2005). Algumas espécies ainda podem apresentar a
reabsor¢do do néctar secretado e nao coletado, como uma forma de poupar e/ou realocar recursos
importantes nao utilizados (Burquez & Corbet 1991).

A existéncia de dois morfos florais, um com estilete curto e outro com estilete longo,
produzidos em individuos de proporcdes semelhantes na populacéo (isopletia) remete & sindrome da
distilia (Ganders 1979, Barrett, 1992). No entanto, a auséncia de hercogamia reciproca, apontada
pelo célculo do IR, bem como presenca de autocompatibilidade e compatibilidade intramorfo nos
leva a considerar G. platypoda uma espécie distilica atipica (Barrett, 1992).

Segundo a teoria de funcionalidade da distilia, a reciprocidade entre os morfos florais
favorece a deposi¢do de polen de morfos distintos em partes diferentes do corpo do polinizador,
favorecendo também as poliniza¢des intermorfo (Ganders, 1979; Web e Lloyd, 1986; Barrett e
Richards, 1990; Barrett, 1992). O menor IR para as flores B em comparag@o com as flores L indica
que ha maiores chances de as flores L receberem pélen B do que o inverso, comprometendo o fluxo
de pélen entre os individuos. Assim, caso a espécie apresentasse auto-incompatibilidade e
incompatibilidade intramorfo, era de se esperar que a producdo de frutos por polinizacdo natural
fosse maior em flores L, o que ndo ocorreu. Ambos os morfos tiveram producdo de frutos por
polinizacdo natural relativamente alta. Este resultado pode ser explicado pelo fato de ambos os
morfos formarem frutos por autopolinizacdo, e por polinizacdo intramorfo, levando a uma
compensagdo do fluxo assimétrico de pélen em direcdo ao morfo L. Além disso, a existéncia de
alguns individuos longistilos que apresentam anteras na mesma altura do estigma das flores
brevistilas pode também maximizar a formacao de frutos controle no morfo B. Um outro aspecto
que favorece a formacdo de frutos por auto-fecundacio € o comportamento dos polinizadores:

apesar da alta freqiiéncia de visitas, os polinizadores utilizavam muitas flores de um mesmo
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individuo, talvez como conseqiiéncia do baixo volume de néctar, que somado a atratividade do
display floral pode favorecer a geitonogamia e, conseqilentemente, a formagdo de frutos
autogamicos.

Frutos formados nos testes de polinizacdo espontanea em G. platypoda ocorre em ambos 0s
morfos. Richards e Koptur (1993) relataram o mesmo ocorrido em G. scabra, que foi interpretado
como uma possivel contaminag¢do do estigma com o préprio pélen que poderia ser liberado ainda
em fase de botdo.

A formacgdo de frutos no tratamento de apomixia observado no presente estudo ja foi
anteriormente relatada em espécies do género Psychotria (Castro et al., 2004; Castro e Araujo,
2004; Rossi et al., 2005), podendo ter contribuido com a formacdo de frutos naturais. A apomixia é
interpretada como uma estratégia de reproducio que pode ser vantajosa na fixacdo do gene parietal
e na formagdo de frutos na auséncia do polinizador, no entanto pode promover a diminui¢do da
heterozigose na populagdo (Richards, 1986).

A razdo poélen/6vulo e o sucesso reprodutivo pré-emergente de ambos os morfos indicam
que G. platypoda possui sistema reprodutivo xenégamo (Cruden, 1977; Wiens, 1987) para espécies
xendgamas.

O indice de auto-incompatibilidade (ISI) indicou o morfo B como auto-incompativel e o
morfo L como sendo autocompativel. Os dados do ISI corroboram com os dados de formacédo de
frutos: no morfo B, os frutos formados nos cruzamentos intermorfos diferem significativamente dos
frutos formados por autopoliniza¢do; no morfo L ndo ha diferenca entre os frutos formados nos
mesmos tratamentos. No entanto, nos dados de tubo polinico, ambos os morfos mostram quebra do
sistema de incompatibilidade.

O comportamento dos tubos polinicos observados em flores B e L autopolinizadas ja foi
descrito em outras espécies de Rubiaceae como em Manettia liiteo-rubrae (Passos e Sazima, 1995),
Psychotria barbiflora (Teixeira e Machado, 2004) e Luculia gratissima (Murray, 1990). Segundo
Gibbs (1990), as espécies com auto-incompatibilidade heteromérfica apresentam rejei¢do na regido
estigmadtica, principalmente em flores do morfo B, enquanto nas flores do morfo L, a inibicdo dos
tubos polinicos ocorre na regido mediana do estilete.

Os tubos provenientes de cruzamentos intramorfos, variaram em relacdo aos tubos de
autopoliniza¢do em ambos os morfos. Devido a reacdo de fenol causada no tecido observado, ndo é
possivel afirmar que os tubos de cruzamentos intramorfo realizados no morfo L tenham germinado.
No entanto, é possivel especular que tenha ocorrido uma reagdo de incompatibilidade tardia, uma
vez que a producio de frutos apds os mesmo tratamentos ndo apresentaram diferenca significativa
em ambos os morfos. Bawa & Beach (1983) observaram uma variagdo no local de inibi¢do dos

tubos apds cruzamentos intramorfos em 10 espécies de Rubiaceae.
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A isopletia de G. platypoda é uma condi¢@o interpretada como uma conseqiiéncia da auto-
incompatibilidade e incompatibilidade intramorfo e auséncia de reproducdo vegetativa (Barrett,
1992). O mesmo foi observado em Psychotria ipecacuanha ¢ Rourea induta (Rossi et al., 2005;
Lenza et al., 2008). Estes resultados podem indicar que a progénie formada por autopolinizagio e
polinizacdo intramorfo ndo se desenvolva até a fase adulta, e portanto nao interfira, ate o momento,
na proporcao de morfos da populagdo.

Variacdes na morfologia de espécies distilicas, tais como as observadas para G. platypoda,
podem ocorrer em diferentes niveis dentro da familia Rubiaceae, como em algumas populacoes
separadas geograficamente, ou espécies em determinados locais, sob diferentes pressdes ecoldgicas,
podendo até mesmo variar entre os taxa em um mesmo habitat (Barrett e Richards, 1990;
Consolaro, 2008). Registros desta condicio ja foram relatados para a familia, sendo alguns géneros
considerados varidveis devido a presenca de espécies com tais variacdes, dentre eles o género
Guettarda (Hamilton, 1990; Richards e Koptur, 1993).

Richards e Koptur (1993) encontraram individuos com anteras e estigma ocupando o mesmo
nivel dentro do tubo da corola em flores do morfo L de G. scabra, similar ao encontrado para G.
platypoda, mas que apresentavam reciprocidade com o morfo B. Variagdes encontradas em G.
scabra foram interpretadas como sendo possivelmente comuns no gé€nero, e que essa forma atipica
poderia ser um tipo de hercogamia convencional que tenha sido quebrada por pressdes tais como a
ineficiéncia de polinizadores e, deste modo, a distilia ndo seria funcional, e a espécie seria
preferencialmente autopolinizada (Richards e Koptur, 1993). O comportamento dos polinizadores
de G. platypoda apontam para uma tendéncia semelhante, pois, apesar de aparentemente entrar em
contato com elementos sexuais, realizam muitas visitas dentro de um mesmo individuo,
favorecendo a autopolinizacao.

A producdo de frutos em condi¢des naturais de G. platypoda e a existéncia de grande
quantidade de agrupamentos da espécie na area de estudo indicam que os desvios registrados nos
padrdes distilicos ndo implicam, necessariamente, em diminui¢do imediata da aptiddo da planta ao
ambiente, corroborando a maioria dos estudos que investigaram os padrdes distilicos em espécies de
Rubiaceae. Guettarda platypoda, apesar de nao possuir reciprocidade e apresentar
autocompatibilidade e compatibilidade intramorfo, aparentemente estd tendo sucesso reprodutivo na
area de estudo no momento. No longo prazo, no entanto, a compatibilidade pode levar a uma maior
homogeinizagdo do gendtipo da populacdo, e conseqiientemente a uma menor flexibilidade

evolutiva.
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Tabela 1. Morfometria floral de Guettarda platypoda (Rubiaceae) em uma drea de restinga

do Nordeste do Brasil. Os valores (mm) sdo expressos em média + desvio padrdo (p= Teste

de Tukey).

Caracteres Brevistila Longistila p
Altura do estigma 11,11 £1,96 16,79 £2,20 <0,001
Comprimento do estigma 0,82 +0,11 0,78 +0,16 0,25
Altura da antera 17,90 +£2,49 15,62 +1,69 <0,001
Comprimento da antera 2,60+0,29 2,53+0,32 0,19
Comprimento da corola 18,53 +2,57 16,50+1,99 <0,001
Diametro da corola 13,39 +2,74 13,62+1,85 0,49
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Tabela 2. Producio de frutos (%) apds os tratamentos de polinizagdo manual (nimero de flores
entre parénteses) e controle em flores de Guettarda platypoda (Rubiaceae) em uma area de restinga
do Nordeste do Brasil. AE: autopolinizacdo espontanea, APX: apomixia, AP: autopolinizag¢do
manual, INTER: cruzamentos intermorfos, INTRA: cruzamentos intramorfos, CO: controle. Letras
minusculas diferentes na mesma linha, e maidsculas na mesma coluna representam diferencga

significativa pelo teste Exato de Fisher (p< 0.05).

Morfotipo AP AE Co APX INTRA INTER

Brevistila 2.7 (37)°*  13.9 (43)** 56.25 (48) " 9.09 (55) 3.03 (33)** 17.14 (35)#
Longistila 18.18 (33)*® 10 (50)** 50 (42)<* - 7.89 (38)** 16.6 (42)*4




40

Cabo de Santo Agostinho

Ipojuca

Oceano Atlantico

0 10 km

Figura 1. Localizacdo da drea de estudo (Reserva Particular do Patrimonio Natural Nossa Senhora
do Oiteiro de Maracaipe, municipio de Ipojuca, regido metropolitana do Recife, Pernambuco,

Brasil).
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Figura 2. Flores de Guettarda platypoda (Rubiaceae) de uma area de restinga do Nordeste do
Brasil. A) flor brevistila (seta: anteras); B) corte longitudinal de flor brevistila (setas: estigma e
anteras); C) flor longistila (setas: posicao do estigma); D) corte longitudinal do botdo floral de flor

longistila.
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Figura 3 — Reciprocidade entre os elementos sexuais de flores brevistilas e longistilas de Guettarda
platypoda (Rubiaceae) em uma area de restinga do Nordeste do Brasil. A: altura do estigma de
flores brevistilas (AEB) e de anteras de flores longistilas (AAL); B: Altura do estigma de flores
longistilas (AEL) e de anteras de flores brevistilas (AAB).
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Figura 4 — Distribuicéo dos individuos com base nas alturas (mm) de estigma (ae) e anteras (aa) de
flores brevistilas (B) e longistilas (L) de Guettarda platypoda (Rubiaceae) em uma area de restinga
do Nordeste do Brasil. A: altura do estigma de flores B e das anteras de flores L; B: altura do

estigma de flores L e das anteras de flores B.
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Figura 5 — Frequéncia de visitas observadas em individuos de flores brevistilas e longistilas de
Guettarda platypoda (Rubiaceae) em uma area de restinga do Nordeste do Brasil. Os valores de

“Intervalo de hora (h)” representam intervalos de uma hora com inicio as 17:00 horas.
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