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Figure 2. Representacdo esquematica da mensuracao do afastamento horizontal (Figura A, letra
a), altura (Figura A, letra b), profundidade (Figura B, letra c) e angulacdo (Figura C, letra d)
dos oOrgdos sexuais de Senna rugosa, exemplificados pela morfometria do
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Figura 3. Bloxplots da proporcdo dos tipos florais morfolégicos (A) e funcionais (B) em
individuos de Senna rugosa estudados na FLONA Araripe, Ceard, Brasil. A funcionalidade de
acordo com o tipo floral morfoldgico é mostrada em C. Os pontos cinzas mostram os dados
observados. Letras diferentes indicam diferencas significativas entre os grupos (p <
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Figura 4. Gréficos de disperséo tridimensionais das trés medidas feitas nos estigmas e anteras
de polinizacédo das flores direitas e esquerdas de Senna rugosa estudadas na FLONA Araripe,
Ceard, Brasil. As figuras A e B mostram estigmas com anteras intermorfo e as figuras C e D
mostram estigmas com anteras
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Figura 5. Graficos circulares considerando as medidas de angulacdo e profundidade de
estigmas (linhas azuis) e diferentes anteras de polinizacdo (linhas pretas) de flores direitas e
esquerdas de Senna rugosa estudadas na FLONA Araripe, Ceara, Brasil. Cada circulo
representa a vista frontal de um 6rgao sexual, mostrando sua variacao dentro de cada tipo floral.
O eixo vertical (0-6 mm) representa a profundidade do respectivo Orgao
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Figura 6. Gréafico de dispersao da distancia horizontal dos pistilos de flores direitas (preto) e
esquerdas (branco) de Senna rugosa estudados na FLONA Araripe, Ceara, Brasil. Os pistilos
de cada tipo floral foram classificados pela distancia horizontal para ilustrar sua variagdo. A
area sombreada indica um intervalo em que os pistilos foram considerados funcionalmente
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RESUMO GERAL

A ocorréncia da reciprocidade floral entre os morfos direito e esquerdo na enantiostilia se faz
necessaria ao estimulo do fluxo polinico cruzado e a reducdo das chances de autofecundacao.
Espécies monomorficas, pela ocorréncia dos dois morfos em um mesmo individuo, possibilitam
a geitonogamia, 0 que confronta o significado evolutivo da enantiostilia. A avaliacdo da
reciprocidade é dificil na enantiostilia, pela inexisténcia de métodos aplicados de mensuracéao
do posicionamento das estruturas reprodutivas nas flores, uma vez que ocorrem mudancgas na
configuracdo das pecas florais durante as visitas, sobretudo em Cassiinae. Dentro da subtribo
também podem ocorrer variagdes atipicas nos padrdes de deposicao e captacao de polen entre
as espécies, 0 que pode levar a novas perspectivas a historia natural do grupo. O presente
trabalho objetivou avaliar a reciprocidade floral intra e intermorfo e confrontar padrdes de
morfologia e morfofuncionalidade dos morfos direitos e esquerdos de uma espécie
enantiostilica monomadrfica do género Senna. A pesquisa foi realizada na Floresta Nacional do
Acraripe, localizada no extremo sul do Ceara. Foi estudada uma populacéo de Senna rugosa (G.
Don) H. S. Irwin e Barneby, espécie enantiostilica monomorfica polinizada por vibracao.
Descrevemos a variacdo na posi¢do dos 6rgdos sexuais e usamos inacuracia adaptativa para
inferir a reciprocidade intra e intermorfo. Foi verificada a razdo de ocorréncia dos diferentes
tipos florais baseado em critério morfologico e morfofuncional, além da guilda de visitantes
florais, o sistema de compatibilidade e a viabilidade polinica. Os padrdes de reciprocidade ndo
foram semelhantes entre flores com estigmas direitos e esquerdos. A hercogamia entre estigmas
e anteras de polinizacdo mais distantes do estilete € gerada principalmente pelo afastamento
horizontal, enquanto a profundidade é a medida que gera maior hercogamia com anteras de
polinizacdo mais proximas ao estilete. Em flores esquerdas, a hercogamia € gerada
principalmente pelo afastamento horizontal, independente da antera considerada. Os individuos
exibiram proporcdo semelhante dos tipos florais considerando o critério morfoldgico. Contudo,
considerando a morfofuncionalidade, a proporcao de flores diferiu, com menor propor¢éo de
flores funcionalmente esquerdas. A espécie foi visitada por sete espécies de abelhas, apresentou
um certo nivel de autocompatibilidade e os grdos de polen das anteras de polinizacdo e
alimentacdo tiveram alta viabilidade. Senna rugosa é o primeiro relato de uma possivel divisdo
de funcBes na captacdo do pdlen entre flores de morfos opostos, evidenciando variacdes nos
padrdes morfoldgico e morfofuncionais das flores que podem estar ligados as pressoes seletivas
como seguranca reprodutiva e aumento das aptidGes na captura de pdlen em estiletes em
posicOes especificas.

Palavras chave: polimorfismos florais; hercogamia reciproca; heteranteria; enantiostilia;
polinizacdo por vibracéo.



GENERAL ABSTRACT

The occurrence of floral reciprocity between the right and left morphs in enantiostilia is
necessary to stimulate the crossed pollen flow and to reduce the chances of self-fertilization.
Monomorphic species, due to the occurrence of two morphs in the same individual, make
geitonogamy possible, which confronts the evolutionary meaning of enantiostyly. The
evaluation of reciprocity is difficult in enantiostyly, due to the lack of applied methods to
measure the positioning of reproductive structures in flowers, since there are changes in the
configuration of floral pieces during visits, especially in Cassiinae. Within the subtribe, atypical
variations in the patterns of pollen deposition and uptake between species may also occur,
which may lead to new perspectives on the group's natural history. The present work aimed to
evaluate the intra and intermorphic floral reciprocity and to confront patterns of morphology
and morpho-functionality of the right and left morphs of a monomorphic enantiostylic species
of the genus Senna. The research was carried out in the Araripe National Forest, located in the
extreme south of Ceara. A population of Senna rugosa (G. Don) H. S. Irwin and Barneby, a
monomorphic enantiostylic species pollinated by vibration, was studied. We describe the
variation in the position of sexual organs and use adaptive inaccuracy to infer intra and inter-
morphic reciprocity. The reason for the occurrence of the different floral types was verified
based on morphological and morpho-functional criteria, in addition to the guild of floral
visitors, the compatibility system and pollen viability. Reciprocity patterns were not similar
between flowers with right and left stigmas. Hercogamy between stigmas and pollination
anthers furthest from the stylet is mainly generated by horizontal spacing, while depth is the
measure that generates the greatest hercogamy with pollination anthers closer to the stylet. In
left flowers, hercogamy is generated mainly by horizontal spacing, regardless of the anther
considered. The individuals showed a similar proportion of the floral types considering the
morphological criterion. However, considering the morpho-functionality, the proportion of
flowers differed, with a lower proportion of functionally left flowers. The species was visited
by seven species of bees, showed a certain level of self-compatibility and the pollen grains from
the pollination and feeding anthers had high viability. Senna rugosa is the first report of a
possible division of functions in pollen uptake between flowers of opposite morphs, showing
variations in the morphological and morpho-functional patterns of flowers that may be linked
to selective pressures such as reproductive safety and increased skills in pollen capture in
stilettos in specific positions.

Keywords: floral polymorphisms; reciprocal hercogamy; heterantery; enantiostyly; buzz
pollination.
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1. INTRODUCAO GERAL

Polimorfismos florais que apresentam arranjos reciprocos de 6rgdos masculinos e
femininos entre os morfos florais caracterizam um tipo hercogamia denominada hercogamia
reciproca (BARRETT, 2002). A enantiostilia € um exemplo de hercogamia reciproca e que se
configura com variacdes no posicionamento da estrutura sexual feminina, de maneira que o
gineceu pode estar posicionado a esquerda ou & direita do centro floral, caracterizando flores
que formam imagens especulares umas das outras (JESSON e BARRETT 2002b, ALMEIDA
et al. 2013a). Este dimorfismo pode ocorrer nas formas monomorfica e dimorfica: espécies
monomorficas apresentam, no mesmo individuo, flores dos morfos direito e esquerdo, enquanto
que em espécies dimorficas, flores de cada morfo ocorrem em individuos diferentes (JESSON
et al. 2003). Estudos acerca da enantiostilia sdo descritos h& muitos anos, no entanto, aspectos
relacionados a sua funcionalidade, evolucdo e adaptacao ainda ndo estdo bem estabelecidos na
literatura.

Dentre 0s grupos que abrigam espécies enantiostilicas estd a subtribo Cassiinae
(Fabaceae-Caesalpinioideae), que abriga os géneros Senna, Cassia e Chamaecrista. Todos 0s
géneros possuem atributos florais e aspectos ecoldgicos em comum (ALMEIDA et al., 2015a),
como presenca de flores amarelas denominadas na literatura como flores de pdlen (VOGEL,
1978) que séo polinizadas exclusivamente por abelhas, em um processo denominado “buzz
pollination” ou polinizagdo por vibragio (BUCHMANN, 1983; VALLEJO-MARIN, 2019). As
espécies evidenciam a heteranteria (presenca de dois tipos de estames em uma Unica flor, onde
as anteras sdo divididas entre as fungdes de alimentacdo e polinizacdo; BARRETT, 2002;
ALMEIDA et al., 2013a) e uma pétala concava que auxilia no transporte de pélen das anteras
maiores para um dos lados do dorso da abelha (MULLER, 1883; WOLOWSKI e FREITAS,
2010).0 género Senna é caracterizado por espécies enantiostilicas monomaorficas que por isso
possibilitam a geitonogamia, o que contradiz o significado evolutivo da enantiostilia (que teria
evoluido por evitar processos endogamicos capazes de promover a polinizacdo cruzada entre
individuos da populagdo; BARRETT et al.,, 2000; CARVALHO e OLIVEIRA 2003;
WESTERKAMP 2004; LAPORTA 2005; ALMEIDA 2013a; ALMEIDA 2013b; MORAIS et
al., 2020a).

Flores enantiostilicas dependem da ocorréncia de reciprocidade entre anteras e
estigmas de morfos direitos e esquerdos, visto que, na polinizacdo dessas espécies, a deposi¢do
e a captacdo de polen ocorrem em locais opostos do corpo da abelha (JESSON; BARRETT,
2005; ALMEIDA et al., 2013a; ALMEIDA et al., 2013b; ALMEIDA et al., 2015b). Dessa

forma, a reciprocidade floral esta relacionada ao encaixe preciso da flor no corpo do polinizador
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durante as visitas florais (BARRETT e SHORE, 2008). Modelos matematicos propostos para o
estudo da reciprocidade floral em heterostilia (um outro exemplo de hercogamia reciproca)
revelam que quanto mais elevada a correspondéncia das estruturas florais entre os morfos,
maior a possibilidade de cruzamento e sucesso reprodutivo Otimo nessas espécies
(ARMBRUSTER et al., 2017). Para a avaliagdo da reciprocidade nesses grupos tém sido
utilizados modelos matematicos, baseados na imprecisdo adaptativa, capazes de avaliar a
aptidio das espécies (ARMBRUSTER et al., 2017; MATIAS; PEREZ-BARRALES;
CONSOLARO, 2020). Além disso, ensaios recentes buscaram avaliar padrées de fluxo polinico
dentro da familia Vochysiaceae avaliando morfometria floral, carga polinica nos visitantes
florais e fluxo de polen (MORAIS et al., 2020a). Contudo, a literatura ainda carece de métodos
aplicados a reciprocidade em espécies enantiostilicas. Vale ressaltar também que, até o
presente, ainda ndo foram propostas na literatura avaliagdes da reciprocidade floral na
enantiostilia baseadas na imprecisdo adaptativa proposta por Armbruster et al. (2009; 2017).
Embora o padrdo reciproco entre anteras e estigmas possa ser encontrado na
enantiostilia, estudos apontam para a existéncia de variagcdes atipicas, sobretudo dentro da
subtribo Cassiinae (ALMEIDA et al., 2013b; ALMEIDA et al., 2015b). Estudos apontam para
uma producdo desigual de morfos direitos e esquerdos entre os individuos de espécies
monomorficas, na qual um individuo pode tornar-se funcionalmente direito ou esquerdo,
contudo a proporcao permanece semelhante na populacdo (isopletia), possibilitando a reducéo
nas taxas de geitonogamia para este tipo enantiostilico (ALMEIDA et al., 2013b; ALMEIDA
et al., 2018). A existéncia de um terceiro morfo em Chamaecrista flexuosa (morfo central;
ALMEIDA et al., 2013b) expde a diversidade de mecanismos reprodutivos dentro da subtribo,
evidenciando a necessidade de novos estudos dentro do grupo a fim de investigar quais
estratégias reprodutivas estdo garantindo o sucesso reprodutivo dessas espécies. Neste sentido,
divergéncias entre morfologia e funcionalidade dos morfos florais, conforme relatado pelos
autores supracitados, podem configurar novas estratégias reprodutivas, trazendo novas

perspectivas a histdria natural do grupo.

Este estudo possui 0s seguintes objetivos: 1) avaliar a reciprocidade entre anteras
de polinizacéo e estigmas intra e intermorfo; 2) avaliar se os parametros de altura, profundidade
ou horizontalidade conduzem a hercogamia nas flores de S. rugosa; 3) investigar a razao dos
morfos (isopletia) a partir do posicionamento da pétala e sob o aspecto morfofuncional

(posicionamento do estigma).
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2. REVISAO DE LITERATURA

Esta revisdo de literatura € uma abordagem tedrica do estado da arte acerca dos
principais temas norteadores desta pesquisa: enantiostilia, polinizacdo por vibracao,
reciprocidade floral, inacuréacia adaptativa e padrdes de deposicdo e captagdo de polen. Teve
como base de dados teses e artigos publicados entre os anos 1978 e 2021 localizados no portal
de periodicos da CAPES, Scielo, Google académico e sugestdes do Mendeley. Tivemos como
palavras chave: enantiostilia, reciprocidade floral, hercogamia reciproca, polinizacdo por
vibracdo, Senna Mill. e fluxo polinico. Todos os termos foram procurados em portugués e
inglés.

2.1 Enantiostilia no género Senna Mill. (Fabaceae-Caesalpinioideae)

A enantiostilia ¢ um polimorfismo floral que se configura com o gineceu
deflexionado para a direita ou para a esquerda do eixo de simetria floral (JESSON; BARRETT,
2002a). Esse tipo de configuracdo das estruturas reprodutivas resulta em flores que formam
imagens especulares umas das outras (BARRETT, 2002). A enantiostilia € recorrente em
aproximadamente 17 familias de 11 ordens de angiospermas e apresenta-se nas formas
monomorfica e dimorfica. Espécies monomérficas produzem, no mesmo individuo, flores dos
morfos direito e esquerdo, enquanto que em espécies dimdrficas, flores de cada morfo ocorrem
em individuos diferentes, sendo relatadas em apenas 3 familias, distribuidas em 2 ordens
restritas as monocotiledéneas (JESSON et al., 2003).

Na enantiostilia monomorfica os individuos podem apresentar inflorescéncias
apenas com flores direitas ou esquerdas, além de inflorescéncias compostas por flores direitas
e esquerdas (BARRETT, 2002). As espécies monomorficas sdao mais abundantes, abrangendo
cerca de dez familias de monocotiled6neas e dicotiledéneas (JESSON, 2002). Dentro da familia
Fabaceae, a subtribo Cassiinae abriga espécies distribuidas entre os géneros Senna, Cassia e
Chamaecrista. O género Senna Mill. apresenta distribuicao pantropical, com aproximadamente
350 especies (LEWIS; IRWIN; BARNEBY, 1984; MARAZZI e SANDERSON, 2010).

Flores enantiostilicas sdo conhecidas hd muitos anos, porém suas reais funcoes,
genética e significados evolutivos e adaptativos ainda ndo estdo bem definidos na literatura de
plantas. Jesson e Barrett (2002b) apontam em seus estudos para um locus mendeliano
governando a heranca de orientacdo do orgao reprodutivo feminino em espécies dimorficas, de

forma que flores direitas possuem dominancia sobre flores esquerdas, reforcando também que
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as funcdes de assimetria sexual promovem a polinizag¢do cruzada em espécies polinizadas por
abelhas. Dulberger (1981) afirma que sua funcdo € a protecédo do gineceu durante o processo de
polinizacdo por vibragdo, visto que o movimento da abelha poderia danificar este 6rgéao
reprodutor por sua fragilidade. Contudo, em espécies monomorficas, apesar de ndo ser possivel
anular o processo de geitonogamia, o polimorfismo é estratégico para reduzir o contato do pélen
na mesma flor, conforme apontado em um estudo com flores de espécies simpatricas de
Diplusodon (Lythraceae; BARROS, 1996), estando assim diretamente relacionado ao fluxo de
polen entre os morfos (MORAIS et al., 2020).

A partir de caracteristicas morfofuncionais como local de deposicdo de pdlen,
reciprocidade, modo de deposicdo, quantidade de pétalas envolvidas nesse mecanismo e
percurso do podlen, grupos de Cassiinae foram classificados em sete tipos enantiostilicos
(ALMEIDA, et al. 2015b). No estudo, espécies do género Senna foram atribuidas a trés tipos,
nos quais ambos apresentam deposicdo e captura de pdlen do dorso do polinizador, mas com
caracteres peculiares que os diferenciam: cana € um tipo ndo-reciproco e a deposicdo de pélen
no corpo do polinizador é direta, enquanto que no tipo martiana (ndo-reciproco) a deposic¢éo é
indireta e conta com o ricochete em uma pétala; por ultimo, o tipo macranthera é reciproco e
a deposicao de polen ocorre de forma direta (ALMEIDA, et al. 2015b).

Estudos da biologia reprodutiva de espécies de Senna evidenciam a enantiostilia
como polimorfismo floral: em S. multijuga, a enantiostilia, a heteranteria (presenca de dois tipos
de estames em uma Unica flor, onde as anteras sao divididas entre as func@es de alimentacéo e
polinizacdo; BARRETT, 2002; ALMEIDA et al., 2013a) e a existéncia de uma pétala cdncava,
em algumas espécies, que auxiliam no transporte de pélen das anteras maiores para um dos
lados do dorso da abelha sdo aspectos florais que facilitam o processo de polinizagéo na espécie
(MULLER, 1883; WOLOWSKI e FREITAS, 2010). S. sylvestris apresenta anteras poricidas e
heteromorfas e enantiostilia do tipo monomorfica, de forma que flores de ambos os morfos
ocorrem em uma mesma inflorescéncia (CARVALHO e OLIVEIRA, 2003).

Nesse sentido, grupos de Cassiinae apontam evidencias de autocompatibilidade e
autoincompatibilidade de acdo tardia em espécies monomorficas, sobretudo dentro do género
Senna (ALMEIDA et al., 2015a). Nesse estudo, S. macranthera e S. macranthera var.
pudibunda apresentam sistemas autocompativeis, deposicéo direta de pdlen pelas anteras e em
lados opostos do dorso da abelha. Contudo, esse padrao contrapde o encontrado em S. martiana,
uma espécie considerada atipica, com evidéncias de um sistema autoincompativel de agéo tardia
e deposicao indireta de polen e simultdnea em ambos os lados do corpo do polinizador. Tais

configuracbes morfofuncionais sdo imprescindiveis a promocdo da polinizacdo cruzada e,
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consequentemente, ao sucesso reprodutivo dessas espécies (CARVALHO e OLIVEIRA, 2003;
ALMEIDA et al., 2015a).

2.2 Polinizacao por vibracdo na subtribo Cassiinae

A subtribo Cassiinae (Fabaceae-Caesalpinioideae) apresenta caracteristicas
morfologicas florais especificas compartilnadas entre seus géneros Senna, Cassia e
Chamaecrista (ALMEIDA et al., 2015a). Suas flores s8o denominadas flores de poélen
(VOGEL, 1978). Dentre os representantes do grupo, estdo as flores de Senna que apresentam
anteras poricidas, ofertam somente p6len como recurso e sdo exclusivamente melitofilas, visto
que somente abelhas fémeas grandes conseguem obter a coleta do recurso através da vibragao
nas anteras, processo esse denominado polinizacdo por vibragdo ou “buzz pollination”
(BUCHMANN, 1983; VALLEJO-MARIN, 2019).

Na polinizagdo por vibragdo, o pdlen é liberado pelos poros localizados na
extremidade das anteras através da vibracdo exercida pelas abelhas ou por ser espremido
(“milking”) por elas (DULBERGER, 1981). Ap0s a vibracao, o polen é depositado no dorso do
polinizador, de forma que a polinizacdo ocorre durante a proxima visita (em flores do mesmo
individuo ou de individuos diferentes), quando o estigma toca o dorso da abelha em locais
especificos, a depender do morfo floral, e capta o polen ali depositado (BAHADUR,;
CHATURVEDI; SWAMY, 1990; ALMEIDA et al., 2013a).

Gracas a vibracdo exercida pelas abelhas, a deposicdo pode ocorrer de forma
indireta em flores enantiostilicas através de um mecanismo denominado ricochete. O p6len das
anteras maiores € depositado contra as pétalas modificadas (cdncavas), chegando ao dorso do
polinizador, respeitando as leis fisicas de incidéncia da luz (LAPORTA, 2005;
WESTERKAMP, 2004; AMORIM et al., 2017). Em outro mecanismo descrito por Almeida et
al. (2013a) em Chamaecrista ramosa, denominado “looping”, 0 pdlen percorre a superficie
interna das pétalas arqueadas por meio de um giro, sendo direcionado ao dorso do polinizador.
Em Senna martiana foi registrada a ocorréncia desse mecanismo de deposi¢do, na qual, além
da deposicdo simultdnea em ambos os lados do polinizador, expandindo a area de captura de
polen, o polen é depositado indiretamente com o auxilio das pétalas, um padréo atipico dentro
do género (ALMEIDA et al, 2015a; ALMEIDA et al., 2015b).

Em algumas espécies, a captacédo de polen pelo estigma ocorre na regido ventral do

polinizador quando as abelhas “abragam” essas estruturas reprodutivas, como observado por
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Carvalho e Oliveira (2003) em S. silvestris. Flores enantiostilicas dependem da vibracdo dos
seus polinizadores, tanto para a liberacdo de polen das anteras como para 0s processos de
deposicdo de polen no dorso das abelhas e captacdo de pdlen pelo estigma, além de dar inicio
a receptividade do estigma (ARCEO-GOMEZ et al., 2011). Espécies do género também
apresentam diferencas na morfometria floral, o que pode levar a uma selecédo de polinizadores
(PINHEIRO e SAZIMA, 2007). Nesse sentido, 0s autores observaram que a relacao entre o
tamanho floral e o tamanho do polinizador pode ser mais relevantes para definir o
comportamento da abelha como pilhadora ou polinizadora do que o comportamento durante a
visita floral, visto que abelhas maiores em flores maiores tem o contato do estigma com o seu
dorso favorecido. Abelhas grandes do género Xylocopa e Oxaea sdo apontados como 0sS
principais polinizadores em S. silvestris, por exemplo (CARVALHO e OLIVEIRA, 2003).
Portanto, espécies pequenas de polinizadores podem ser ineficientes na polinizacao de algumas
espécies enantiostilicas por ndo tocarem as estruturas reprodutivas e por ndo exercerem uma

vibracéo forte e eficiente para a liberacéo do pdlen pelas anteras (ALMEIDA et al., 2013b).

2.3 Reciprocidade floral x Avaliacéo da reciprocidade em espécies enantiostilicas

Devido ao padrao de deposicao e captacdo de pdlen em locais especificos e opostos
no corpo do polinizador de flores enantiostilicas, essas espécies dependem da ocorréncia de
uma reciprocidade entre o posicionamento das estruturas reprodutivas masculinas e femininas
de morfos direitos e esquerdos (JESSON e BARRETT, 2005; ALMEIDA et al, 20133;
ALMEIDA et al., 2013b; ALMEIDA et al., 2015b). Dessa forma, reciprocidade floral esta
estritamente relacionada ao encaixe da flor no corpo do polinizador durante as visitas florais,
nas quais ocorrera a deposicdo e captacdo de polen pelas anteras e estigma (BARRETT e
SHORE, 2008). Quanto mais elevada a correspondéncia entre as estruturas florais em morfos
opostos, maior a possibilidade de cruzamento intermorfo e formacdo de frutos e sementes
(ARMBRUSTER et al., 2017).

Na enantiostilia, as espécies podem ser classificadas a partir de variacbes nos
padrdes de posicionamento do androceu, caracterizando flores reciprocas e ndo reciprocas
Espécies reciprocas apresentam morfologia floral na qual o androceu estd posicionado
opostamente ao pistilo; dessa forma, quando o pistilo esta rotacionado a direita do centro floral,
0s estames encontram-se a esquerda (flores direitas), podendo ocorrer também de forma inversa
(configurando as flores esquerdas); enquanto que em espécies ndo reciprocas as flores ndo tém
variagdo no posicionamento do androceu (JESSON e BARRETT, 2002a; JESSON e
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BARRETT, 2003). A partir de tais configuracdes florais podem ser apontadas quatro formas de
enantiostilias: monomorfica reciproca, dimorfica reciproca, monomorfica ndo reciproca e
dimorfica nédo reciproca (JESSON e BARRETT, 2003; ALMEIDA e CASTRO, 2019). Na
hercogamia reciproca, o processo de polinizacdo e posterior formacdo de frutos dentro da
populagéo depende diretamente da ocorréncia de reciprocidade entre as estruturas reprodutivas
masculinas e femininas (ALMEIDA et al., 2013a; BARRETT, 2002). Assim, estudos sugerem
que o processo de evolugdo no posicionamento reciproco entre anteras polinizadoras e estigma
em espécies enantiostilicas monomorficas pode ter relagdo com a eficiéncia da polinizagdo
cruzada (JESSON e BARRETT, 2005).

Em flores enantiostilicas reciprocas a deposicéo e captacdo de polen ocorrem entre
os morfos florais, de modo que flores direitas captam polen no lado direito do dorso do
polinizador e realizam deposic¢do de p6len ao lado esquerdo, ocorrendo de maneira inversa em
flores esquerdas (BAHADUR; CHATURVEDI; SWAMY, 1990). Isso evidencia a
especificidade do sistema reprodutivo em depositar e captar pélen em areas pontuais do corpo
da abelha (ALMEIDA et al.,, 2015a; ALMEIDA et al.,, 2015b). Contudo, individuos
monomorficos tendem a realizar geitonogamia pela ocorréncia de ambos os morfos florais na
mesma planta. Estudos apontam para uma producdo desigual de morfos direitos e esquerdos
entre os individuos de espécies monomodrficas, na qual um individuo pode tornar-se
funcionalmente direito ou esquerdo, contudo a proporcao permanece semelhante na populagéo
(isopletia), possibilitando a reducdo nas taxas de geitonogamia para este tipo enantiostilico
(ALMEIDA et al., 2013b; ALMEIDA et al., 2018)

A avaliagdo da reciprocidade floral em espécies heterostilicas pode ser realizada
através de métodos relacionados as variagdes no posicionamento das estruturas reprodutivas
em relacdo ao centro da flor, baseados na imprecisdo adaptativa (ARMBRUSTER et al., 2017).
Tais estudos sdo importantes para a obtencdo de valores capazes de investigar como se
comporta o fitness nessas espécies. Para isso sdo feitas medigdes (calculos da inacurécia) da
altura do estigma e sua antera reciproca para tal avaliacdo (ARMBRUSTER et al., 2017). Para
0s autores, os indices de reciprocidade (IR) na heterostilia objetiva demonstrar numericamente
o0 grau de correspondéncia existente entre 0s 6rgaos sexuais reciprocos.

O célculo para medicéo da inacuracia mede a razéo entre a altura da antera e altura
do estigma reciproco sobre a altura da antera e altura do estigma reciproco de cada morfo,
calculando o grau de impreciséo (ARMBRUSTER et al., 2017). Valores do IR podem variar de
zero, caracterizando a reciprocidade minima, a um, a reciprocidade perfeita (RICHARDS e

KOPTUR, 1993). Essas medi¢es sdo importantes para relacionar a partir de modelos
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matematicos conceitos bioldgicos de morfologia floral e funcional, além de aspectos evolutivos
e ecologia das flores heterostilicas (ARMBRUSTER et al., 2009). Os autores sugerem 0 Uso
dessas métricas para o estudo de outros polimorfismos florais como a enantiostilia. Apesar
disso, ainda ndo foram encontradas na literatura de planta estudos de reciprocidade floral em
enantiostilia baseados na imprecisao adaptativa.

Recentemente, Morais et al. (2020) investigaram padrées de fluxo polinico em
espeécies enantiostilicas monomarficas consideradas atipicas, dentro da familia VVochysiaceae,
na qual a morfometria floral, carga polinica nos visitantes florais e fluxo de polen foram
avaliados. Para avaliar a reciprocidade num plano sagital, os autores mensuraram as distancias
dos estigmas e anteras até o eixo da flor em ambos os morfos, comparando distancias antera-
flor de um morfo com distancias estigma-flor do outro morfo, confrontando também distancias
entre anteras e estigmas dentro de cada unidade floral. Mesmo com alguns avangos, a literatura
ainda carece de um padrdo em métodos de mensuracdo da reciprocidade, sobretudo que
consigam abranger grupos com variacdes morfométricas florais peculiares, como as espécies
de Cassiinae, 0 gque instiga a busca por novas métricas ou adaptacfes de métodos que ja estdo

bem estabelecidos para outros polimorfismos.

2.4 Dinamica de deposic¢do e captacdo pélen em Cassiinae X Variacdes atipicas na enantiostilia

Flores hercogamicas reciprocas apresentam padr@es na transferéncia de polen
dentro da populacéo e a dindmica pode variar entre as espécies, de acordo com a morfologia e
a funcionalidade das estruturas florais (BARRETT, 2002; CARVALHO e OLIVEIRA, 2003;
LAPORTA, 2005). Na enantiostilia, a deposicdo e captacdo do poélen acontecem, na maioria
das espécies, em lados opostos do corpo do polinizador (ALMEIDA et al., 2015a), de forma
direta ou indireta. Na deposicdo direta, as anteras depositam jatos de pdlen diretamente no corpo
da abelha e na deposicéo indireta as anteras contam com o auxilio de pétalas modificadas que
direcionam o polen a regides especificas do corpo do polinizador (ALMEIDA et al., 2013a;
ALMEIDA et al., 2015a). Contudo, estudos evidenciam variagdes nos padrdes de deposigéo e

captacdo de polen para espécies enantiostilicas.

Com a classificagdo de diferentes tipos enantiostilicos da subtribo Cassiinae,
(descritos anteriormente no tdpico 2.1), é possivel perceber que as espécies se diferenciam de
acordo com a forma e as funcdes dos orgaos florais e, consequentemente, evidenciam diferentes
padrdes de captura e deposito de polen. Dessa forma, temos espécies que apresentam deposicao

indireta com o auxilio de um conjunto de pétalas modificadas, espécies que fazem uso de apenas
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uma dessas pétalas, espécies que depositam polen diretamente no corpo do polinizador e
aquelas que ndo apresentam deposicao reciproca, considerada um tipo de enantiostilia “atipica”
(ALMEIDA et al., 2015b).

VariacOes atipicas em tais padres podem resultar em alteragdes na funcionalidade
de captacdo e deposicdo de pdlen do polimorfismo floral, conforme identificado em
Chamaecrista flexuosa (ALMEIDA et al., 2013b). O estudo evidenciou um padrdo incomum
de enantiostilia na espécie que apresenta um terceiro morfo funcionalmente central, devido a
ampla variac¢do na posi¢do do gineceu dentro dos morfos. Dessa forma, a deposicéo de pdlen
ocorre em um amplo espaco no corpo do visitante, tornando maior a amplitude de captacao de
polen pelo estigma, 0 que parece maximizar a polinizacdo, favorecer consequentemente o
sucesso reprodutivo e evidenciar novas perspectivas a funcionalidade da enantiostilia
monomorfica. Contudo, poucos estudos tem sido descritos na literatura acerca desse tipo

enantiostilico, o que sugere uma possivel novidade dentro dos grupos de Cassiinae.
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CAPITULO 1:

Morfofuncionalidade de estiletes em flores enantiostilicas monomorficas de

Senna rugosa (Fabaceae-Caesalpinioideae)
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RESUMO

Antecedentes e objetivos: A enantiostilia evoluiu de pressdes capazes de reduzir a autogamia e
geitonogamia e promover a polinizagdo cruzada, mas, devido a ocorréncia de ambos os morfos
no mesmo individuo, espécies monomarficas contradiriam parcialmente o significado evolutivo
da enantiostilia. Nosso objetivo é avaliar a reciprocidade intra e intermorfo e confrontar padrdes
morfofuncionais dos morfos direitos e esquerdos.

Métodos: Estudamos Senna rugosa, uma espécie enantiostilica monomorfica polinizada por
vibracdo. Descrevemos a varia¢do na posicdo dos 6rgdos sexuais e usamos a abordagem de
inacuracia adaptativa para inferir a reciprocidade intra e intermorfo nas estruturas reprodutivas.
Verificamos as proporc¢des de diferentes tipos florais baseados em critérios morfofuncionais.
Também analisamos a guilda de visitantes florais, o sistema de compatibilidade e a viabilidade
polinica.

Resultados Chave: Os padrfes de reciprocidade de flores com estigmas direitos e esquerdos
dentro das combinacdes intra e intermorfo ndo foram simétricos. Em flores direitas, a
hercogamia entre estigmas e anteras de polinizacdo distantes do estilete é gerada principalmente
pelo afastamento horizontal, enquanto a profundidade é a medida que gera maior hercogamia
com anteras de polinizacéo proximas ao estilete. Nas flores esquerdas, a hercogamia foi gerada
principalmente pelo afastamento horizontal, independente da antera considerada. Os individuos
exibiram proporcao semelhante dos tipos florais considerando o critério morfoldgico, porém,
considerando a morfofuncionalidade, a proporcao de flores diferiu, com menor propor¢do de
flores funcionalmente esquerdas. Senna rugosa foi visitada por sete espécies de abelhas,
apresentou um certo grau de autocompatibilidade e os grdos de pdlen apresentaram alta
viabilidade.

Conclusdes: Senna rugosa configura o primeiro relato de uma possivel divisdo de funcdes na
captacdo do pdlen entre flores de morfos opostos, evidenciando variacbes nos padrdes
morfofuncionais das flores que podem estar ligados as pressdes seletivas como seguranca
reprodutiva e aumento da aptiddo na captura de pdlen por estiletes em posi¢coes especificas.

Palavras-chave: Reciprocidade floral; hercogamia reciproca; enantiostilia; polinizacdo por
vibracéo.
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INTRODUCAO

A maioria das flores das Angiospermas apresenta algum tipo de separacédo espacial

entre anteras e estigmas que pode diminuir as chances de autopolinizacao (Lloyd e Webb, 1986;
Webb e Lloyd, 1986). Tal separacdo, denominada hercogamia, é chamada hercogamia
homomorfica quando todos os individuos de uma espécie apresentam a mesma disposicéo dos
verticilos reprodutivos e hercogamia reciproca quando a altura das anteras das flores de um
individuo corresponde a posicao do estigma das flores do individuo de morfo oposto (Webb e
Lloyd, 1986). A enantiostilia € um dos polimorfismos florais que possui a hercogamia
reciproca, no qual o pistilo esta posicionado a esquerda (morfo esquerdo) ou a direita (morfo
direito) do centro floral. De maneira contraria, 0 morfo esquerdo apresenta estames localizados
a direita do pistilo, enquanto o morfo direito possui estames a esquerda, 0 que acaba gerando
uma correspondéncia estrutural entre a antera de um morfo com o estigma do morfo oposto
(Barrett, 2002). Espécies enantiostilicas podem ser encontradas nas formas monomorfica e
dimérfica. Espécies monomérficas possuem morfos direitos e esquerdos no mesmo individuo
e espécies dimdrficas apresentam apenas um dos morfos florais em cada individuo (Barrett,

2002).

A enantiostilia é relatada em, aproximadamente, 11 familias de Angiospermas que
apresentam ampla distribuicdo geogréafica (sensu APG 1V, 2016), sendo a forma monomorfica
a mais comum (Jesson et al., 2003). Dentro da subtribo Cassiinae (Fabaceae-Caesalpinioideae),
0 género Senna abriga espécies caracterizadas pela enantiostilia monomorfica, heteranteria
(presenca de anteras heteromorfas de deiscéncia poricida, estames de tamanho e fungbes
diferentes, divididos em estames de alimentacgéo e polinizacdo; Almeida et al., 2013a) e “buzz
pollination” como modo de polinizagdo (Buchmann, 1983; Carvalho e Oliveira, 2003; Vallejo-
Marin, 2019). Nessas flores ainda uma das cinco pétalas (pétala curvada) da flor também
participa do processo de polinizagdo ( Westerkamp, 2004; Almeida et al., 2013a,b; Almeida et

al., 2015b; Amorim et al., 2017). A partir da vibracdo das abelhas, o pélen ¢é lancado contra a
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pétala curvada que direciona os graos de pélen para locais distintos do corpo dos eventuais
polinizadores (Westerkamp, 2004; Jesson e Barrett, 2005; Almeida et al., 2013a,b; Almeida et
al., 2015b; Amorim et al., 2017). Nestas espécies, o ponto de insercao do pistilo no receptaculo
é contrario ao da pétala, porém o estilete pode apresentar uma curvatura que o coloca no mesmo
lado da pétala em relacdo ao centro floral (Almeida e Castro, 2019). Sendo assim, é possivel
que a pétala possa ser utilizada como um indicativo morfol6gico do morfotipo floral (direito ou

esquerdo), porém, com uma funcionalidade contraria (aspecto morfofuncional especular).

Estudos com espécies de Senna mostram variacdes no sistema de polinizacéo,
principalmente vinculados a oscilacbes na apresentacdo dos verticilos florais que,
consequentemente, podem afetar os niveis de reciprocidade e funcionalidade da enantiostilia
(Gosttberger e Silberbauer-Gottsberger, 1988; Carvalho e Oliveira, 2003; Westerkamp, 2004;
Marazzi et al., 2007; Almeida et al., 2015a,b). Neste sentido, estudos evidenciam uma producédo
desigual de morfos direitos e esquerdos entre os individuos de espécies monomorficas, na qual
um individuo pode tornar-se funcionalmente direito ou esquerdo, contudo a propor¢do dos
morfos florais se mantém semelhante na populacdo (isopletia), possibilitando a reducdo nas
taxas de geitonogamia neste tipo enantiostilico (Almeida et al., 2013b; ALMEIDA et al., 2018).
Investigar as variacBes nos niveis de reciprocidade e os diferentes posicionamentos dos
verticilos envolvidos na poliniza¢do é um passo inicial para entender os processos ecoldgicos

vinculados a selecdo das caracteristicas morfoldgicas de espécies enantiostilicas.

Avaliar a reciprocidade na enantiostilia ndo € uma tarefa facil, pois a literatura
carece de metodologias aplicadas ao polimorfismo. Para espécies de Cassiinae, a avaliagdo da
correspondéncia é agravada, pois é necessario levar em consideracdo ndo so a lateralidade dos
orgédos sexuais em relacdo ao eixo floral, mas também a angulacdo, a profundidade e o
posicionamento vertical (altura). Na heterostilia, um polimorfismo floral mais estudado, a
reciprocidade é calculada através de modelos matematicos baseados na imprecisdo adaptativa,

nas quais é possivel avaliar o fitness (Armbruster et al., 2017; Matias et al., 2020). Até o
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momento, ndo foram encontradas aplicacdes especificas da imprecisdo adaptativa aos estudos
de reciprocidade na enantiostilia, muito embora Armbruster et al. (2017) e Almeida e Castro

(2019) tenham sugerido que € possivel a aplicacdo de tal método.

Hipdteses relacionadas a evolugdo mostram que espécies enantiostilicas
monomorficas sofrem pressdes seletivas que podem levar o aumento da xenogamia e reducéo
da autogamia e geitonogamia (Jesson e Barrett, 2002, 2003, 2005) e, por isso, tém apresentado
diferentes estratégias para a garantia do sucesso reprodutivo, sobretudo dentro da subtribo
Cassiinae (Almeida et al., 2013a, b; Almeida et al., 2015a,b; Almeida et al., 2016, 2018).
Desvios no padréo hercogamico reciproco encontrados em flores enantiostilicas podem resultar
em novas estratégias reprodutivas capazes de conferir maior aptiddo as espécies. Em
Chamaecrista flexuosa (Fabaceae), foi descrito um padrao atipico de funcionalidade dos morfos
florais dentro da subtribo Cassiinae, de modo que divergéncias entre morfologia e
funcionalidade geraram um morfo funcionalmente central, que facilitaria a transferéncia
polinica entre 6rgdos reprodutivos e aumentaria o fitness reprodutivo da espécie (Almeida et
al., 2013b). Nesse sentido, vemos a necessidade de investigar dentro da subtribo Cassiinae
novos padrdes da enantiostilia a fim de compreender quais pressdes seletivas estdo atuando na
forma e funcdo dos morfos florais e quais estratégias estdo garantindo o sucesso reprodutivo
dentro desses grupos, seja pela polinizacdo cruzada, corroborando o significado evolutivo da
enantiostilia, ou pela autopolinizacdo, reforcando a hipotese da seguranca reprodutiva (Schoen

etal., 1996).

Este estudo objetiva responder as seguintes perguntas, tendo como modelo Senna
rugosa (G. Don) H. S. Irwin e Barneby: 1) Qual o nivel de reciprocidade entre anteras de
polinizacdo e estigmas intra e intermorfo de S. rugosa? 2) Quais parametros (altura,
profundidade ou horizontalidade) conduzem a hercogamia nas flores de S. rugosa? 3) Qual a
razdo dos morfos (isopletia) a partir do posicionamento da pétala e sob o aspecto

morfofuncional (posicionamento do estigma)? Nesse sentido, buscamos testar as seguintes
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hipoteses: 1) A reciprocidade intramorfo de anteras e estigmas € menor do que a intermorfo; 2)
A hercogamia ocorre pelo afastamento horizontal das estruturas reprodutivas em ambos 0s
morfos 3) Quando classificadas sob o aspecto morfologico, os morfos apresentam propor¢édo
semelhante de flores (isopletia), mas na avaliagdo morfofuncional a propor¢éo de morfos florais
é irregular (auséncia de isopletia). Juntamente a isso, descrevemos os visitantes florais, sistema

de acasalamento e viabilidade polinica.

MATERIAIS E METODOS

Area de estudo

O estudo foi realizado no periodo de marco de 2019 a agosto de 2020 na Floresta
Nacional do Araripe (FLONA Araripe), localizada no topo da Chapada do Araripe, extremo Sul
do Cear4, Brasil. A area apresenta relevo tabular com altitude variando de 700 a 920 metros e
area de 38.262 hectares, predominando o tipo de solo latossolo (Alves et al., 2011). A FLONA
Araripe possui coordenadas geograficas 38°30° a 40° 55” Oeste e de 7° 07" a 7° 49’ Sul. O
clima é tropical quente com média pluviométrica de 1.000 mm anuais e temperatura variando
de 15 a 25°C. O tipo de vegetacdo € subperenifdlia de matas Umidas, apresentando no sentido
norte sul, transicdo entre os tipos vegetacionais sensu strictu cerrado, cerraddo e carrasco

(Azevedo et al., 2011).

Espécie do estudo

A pesquisa foi realizada com S. rugosa, pertencente a subtribo Cassiinae (Fabaceae-
Caesalnopinioidae). A espécie ja foi registrada na Bolivia, no Paraguai e no Brasil. No Brasil,
sua ocorréncia se estende do Norte ao Sul do pais, com maior abundéncia em areas de Cerrado

do Brasil Central (Dantas e Silva, 2013; Irwin e Barneby, 1982). Senna rugosa é uma planta
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arbustiva com flores de coloragdo amarela, zigomorfas e antese diurna. Apresenta enantiostilia
monomorfica e anteras com deiscéncia poricida. As flores oferecem apenas pdlen como recurso
e sdo visitadas, exclusivamente, por abelhas fémeas que realizam a polinizagdo através de
processo denominado “buzz pollination” ou polinizagdo por vibragdo (Buchmann, 1983;
Carvalho e, Oliveira 2003; Vallejo-Marin, 2019). Cada flor possui dois grupos de estames
heteromdrficos férteis, sendo um conjunto formado por trés grandes estames com fungéo de
polinizacdo (12-15mm de comprimento) e o outro conjunto formando por quatro estames
menores centrais com funcdo de alimentacédo (7,4-9mm de comprimento); além disso, as flores
possuem trés estaminodios adaxiais (3-3,5mm de comprimento; ver Gosttberger e Silberbauer-
Gottsberger, 1988; Azevedo e Conceicdo, 2017). Os grdos de pblen das anteras de alimentacdo
sdo depositados na por¢do ventral do polinizador e os graos de polen das anteras de polinizacao
na regido dorsal (Almeida et al., 2015b). A floracdo de S. rugosa ocorre nos meses de marco,
abril e junho, e a frutificacdo nos meses de abril e junho (Costa; Araujo; Lima-Verde, 2004;

Batalha e Martins, 2004).

Caracterizacdo morfoldgica das flores e variacao na posicéo dos 6rgaos sexuais

A partir de fotografias em visdo frontal, classificamos flores (n=176) de 29
individuos de S. rugosa em tipos florais direito e esquerdo tomando como referéncia o
posicionamento da pétala curvada em relacdo ao eixo floral (Figura 1; Almeida et al., 2013b).
Quando a pétala estava posicionada a direita do eixo floral, a flor foi considerada esquerda e 0
inverso para a classificagédo direita (Figura 1; Almeida et al., 2013b). Utilizar a petala curvada
para classificar o tipo floral € usual em estudos com espécies enantiostilicas de Cassiinae, pois
a posicéo dela oposta ao estilete ocorre como um padréo no grupo (Westerkamp, 2004; Marazzi
e Endress, 2008; Almeida et al., 20133, b; Almeida et al., 2015a, b; Amorim et al., 2017). Para

avaliar se as proporcdes das flores direitas e esquerdas estavam balanceadas dentro dos
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individuos da populacdo estudada (isopletia), um modelo linear generalizado (GLM) foi
implementado usando a fungdo “glm” no pacote “Ime4” do R (Bates et al. 2018). O tipo floral
morfolégico foi incluido no modelo como fator fixo e a proporcdo de flores por planta
individual foi modelada com uma distribui¢cdo binomial e uma fung¢do “logit”. A significancia
foi testada com a andlise de variancia Tipo-II (pacote “car”; Fox e Weisberg, 2018). Todas as
andlises deste estudo foram realizadas no ambiente estatistico R (R Development Core Team,

2020).

Apbs a classificacdo dos tipos florais quanto a posicdo das pétalas, o
posicionamento dos estigmas e das anteras foram obtidos através de fotografias padronizadas
das mesmas flores recém abertas no campo. As fotografias foram tiradas em visao frontal e
superior de flores direitas (n=92) e esquerdas (n=84) de 29 individuos da espécie (Figura 1). As
anteras de polinizacdo foram denominadas PAL, PA2 e PA3, de acordo com o tipo floral, de
maneira que em flores direitas a classificacdo ocorreu em ordem crescente, da esquerda para a
direita, e em flores esquerdas classificou-se de forma contraria (Figura 1). Tal numeracéo foi
necessaria para identificar a PA3 como a antera mais proxima ao estilete e as anteras PAl e
PA2 como as anteras opostas ao posicionamento do estilete, dentro de cada tipo floral. O
namero de flores analisadas por planta foi variado, visto que alguns individuos tinham nimero
reduzido de flores disponiveis (por ex. 3 flores), enquanto outros tinham um ndmero maior de
flores (por ex. 17 flores). As flores foram fotografadas e as seguintes medidas foram
mensuradas, tomando como referéncia o eixo floral: 1) afastamento horizontal; 2) altura; 3)
profundidade; 4) angulacdo do estigma e das trés anteras de polinizacao de cada flor (Figura 2).
As medidas 1, 2 e 3 foram tomadas em mm e a angulacdo em graus (°) utilizando o Software

“Image J” (Rasband, 1997).

A variagdo na posicdo dos estigmas e das trés anteras de polinizacdo nas flores
direitas e esquerdas foi visualizada por meio de graficos de dispersdo tridimensionais. Para isso,

as medidas de afastamento horizontal, altura e profundidade foram plotadas usando o pacote
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“scatterplot3d” no R (Ligges e Maechler, 2003), representando cada estigma e antera como um
unico ponto em um espaco tridimensional. Gréficos de dados circulares também foram usados
para analisar visualmente a distribuicdo dos dados de angulacéo, considerando a profundidade
como uma medida de densidade, geralmente aplicada na andlise de dados circulares
(Jammalamadaka e SenGupta, 2001). Para produzir os graficos foi utilizado o pacote “plotrix”

no R (Lemon et al., 2020).

Hercogamia reciproca

Para investigar a reciprocidade de cada antera de polinizagcdo com estigmas intra e
entre morfos, foi usada a abordagem de inacurécia adaptativa (sensu Armbruster et al., 2017).
Até o momento, o indice de imprecisdo foi calculado apenas em espécies distilicas e tem como
objetivo medir o grau de correspondéncia entre as partes férteis do sexo oposto em tipos florais
complementares, refletindo a correspondéncia de localiza¢des de deposicao de pélen e contato
de estigma com polinizadores (Armbruster et al., 2017; Jacquemyn et al., 2018; Matias et al.,
2020; Furtado et al., 2021). No entanto, o indice de imprecisdo ndo se restringe a espécies
distilicas e pode ser usado sempre que houver variagdo nos tracos morfolégicos, fisioldgicos ou
comportamentais (Armbruster et al., 2017). Este estudo € o primeiro a usar a abordagem da
inacurdcia adaptativa para inferir a reciprocidade dos &rgdos sexuais em espécies
enantiostilicas. O indice de inacuracia analisa como as populacdes se afastam do 6timo e como
a variacdo da média dessas populacdes (conhecida por imprecisao) contribui para a inacuracia
na transferéncia de polen e no cenario fenotipico final (Armbruster et al., 2017). O indice de
inacuracia foi calculado para S. rugosa considerando todas as combinagdes de pares envolvendo
estigmas e anteras de polinizacdo. As combinacOes sdo classificadas em dois grupos: inter e
intramorfo. Para calcular a imprecisdo, a média e a variancia de cada orgao sexual dentro da

populacdo estudada foram usadas [inacuracia = (média das anteras + média dos estigmas)? +
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variancia de anteras + variancia de estigmas] (ver Armbruster et al., 2017 para mais detalhes).
As medidas de afastamento horizontal, altura e profundidade dos érgdos sexuais (todas em
unidades de mm) foram analisadas independentemente e, em seguida, os trés resultados de
imprecisdo dentro da mesma combinagdo de 6rgdos sexuais foram somados para fornecer um
valor de inacurécia total. Os dados de angulacéo ndo foram usados para calcular a imprecisdo
(apenas para inspecdo visual; veja acima), uma vez que a unidade de medida é diferente das
outras formas de medida. A unidade de imprecisdo sdo as unidades de traco ao quadrado, e
quanto mais proximo de zero o valor obtido, menor a imprecisdo e maior a reciprocidade dos

6rgdos sexuais (Armbruster et al., 2017).

Avaliacdo morfofuncional dos tipos florais

A partir de observacdes prévias nas flores de S. rugosa, percebemos que, apesar dos
estiletes emergirem do lado direito ou esquerdo do centro da flor, eles se curvam e podem
alcancar outros posicionamentos. Nesse sentido, flores direitas apresentam uma curvatura no
estilete que, em alguns casos, faz com que os estigmas se posicionem no centro floral ou a
esquerda da flor (assim como em flores esquerdas ocorreu 0 oposto). Diante disso, além da
classificacdo morfologica, as flores foram avaliadas segundo o seu papel perante ao fluxo de

polen (morfofuncional).

A avaliagdo morfofuncional dos tipos florais morfologicos foi feita analisando a
medida de afastamento horizontal obtida entre o estigma e o eixo da flor (n= 176 flores
distribuidas em 29 individuos). Dessa forma, considerando a ampla faixa de deposicéo de polen
no corpo do polinizador, flores com estigmas posicionados a esquerda do centro floral
obtiveram distancias negativas menores do que -1mm, sendo consideradas funcionalmente
esquerdas. Flores que apresentaram estigmas com valores positivos, acima de 1mm, foram

considerados funcionalmente direitas. Flores foram classificadas funcionalmente centrais
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guando os estigmas se alinharam ao seu eixo, com valores entre -1mm e 1mm (Almeida et al.,

2013b).

Para avaliar se os tipos florais funcionais (estilo direito, central e esquerdo) estavam
equilibrados dentro dos individuos estudados (isopletia), um GLM foi implementado usando a
funcdo "glm™ no pacote "Ime4" (Bates et al., 2018). O tipo floral funcional foi incluido como
fator fixo e a proporcéo de flores por individuo foi modelada com uma distribuicdo binomial e
uma fung¢ao “logit”. A significancia foi testada com a analise de variancia do Tipo II, conforme
descrito acima. Um teste post hoc foi usado para investigar as diferencas entre os tipos florais
funcionais usando a fung@o “Ismeans” com um ajuste de Tukey do pacote "emmeans" (Lenth

etal., 2019).

Posteriormente, foi analisada a mudanca de funcionalidade nas flores
morfologicamente direita e esquerda. Para tanto, foi criado um termo de interacdo utilizando
tipo morfolégico (dois grupos) e tipo funcional (trés grupos) para criar uma nova variavel com
seis grupos. Em seguida, usamos isso como uma variavel preditoraem um GLM com propor¢édo
de flores como variavel resposta. A significancia da variavel preditora foi testada com a analise

de variancia do Tipo Il e o teste post hoc foi conduzido conforme descrito acima.

Visitantes florais, sistema de acasalamento e viabilidade polinica

Foram realizadas observaces da guilda de visitantes florais em 30 individuos de S.
rugosa no periodo das 8:00h as 11:00h da manhd e das 14:00h as 17:00h da tarde, totalizando
131 horas de observacdo. Durante as observacGes, foram registrados o nimero de visitas, a
identidade e o comportamento dos visitantes, sendo considerado poliniza¢do quando os insetos
tocavam simultaneamente anteras e estigmas e pilhagem quando apenas as anteras eram
contactadas para coleta do recurso. Sempre que possivel, os visitantes foram capturados com

rede entomoldgica para posterior identificacao.
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Ao final do periodo de observacdo focal, 60 flores foram ensacadas nos 30

individuos (duas flores por individuo) para acompanhar a formacéo de frutos por polinizagdo
natural. Além disso, para avaliar o sistema de compatibilidade, foram realizadas polinizagdes
manuais controladas. Para isso, foram ensacados 120 bot6es florais em pré-antese, em um total
de 30 individuos (n= quatro; botbes por individuo). Os botdes foram isolados em sacos de voil
e no periodo de antese foram realizados os tratamentos de autopolinizagdo manual (n=60 flores)
e autopolinizacdo espontanea (n=60 flores). Na autopolinizagdo manual, os graos de pélen
foram transferidos das anteras de polinizacdo ao estigma da propria flor com o auxilio de um
palito de madeira. Na autopolinizagdo espontanea, as flores permaneceram ensacadas durante
todo o periodo de antese, sem nenhuma manipulagdo. A frutificacdo foi avaliada ap6s duas

semanas.

A viabilidade polinica foi estimada pelo método indireto de coloracdo
citoplasmatica com carmim acético (Dafni, 1992). Para realizar este teste, 20 botdes florais
foram coletados de dez individuos (dois botdes florais por individuo, sendo um botéo de cada
morfo floral) e armazenados em alcool 70%. Em laboratorio, as anteras de cada botdo floral
foram separadas pela sua funcionalidade (alimentacdo ou polinizacédo), dissecadas e maceradas
separadamente sobre laminas de vidros. Sob microscopia de luz, foram contabilizados os 200
primeiros grdos de polen de cada antera, os quais foram classificados em grdos viaveis
(profundamente manchado e esférico) e nao viaveis (vazio e amorfo; Dafni, 1992; Wolowski e
Freitas, 2010). A porcentagem de viabilidade polinica por antera foi estimada como: n® total de

gréos de pdlen viaveis / n° total de gréos de polen examinados x 100.

RESULTADOS

Caracterizacdo morfoldgica das flores e variacdo na posi¢éo dos 0rgaos sexuais
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Os individuos da populacdo estudada apresentaram proporcdes significativamente

similares de flores direitas e esquerdas (x?= 0.012; d.f.= 1; p= 0.912; Fig. 3a). Observamos
variagdes na posicao dos 6rgaos sexuais nos tipos florais de Senna rugosa (Fig. 4 e 5). O estigma
foi o 6rgdo que apresentou maior variacao nos tipos florais (Fig. 4 e 5), o que levou a um
continuum em seu posicionamento. Esta variagdo do estigma ocorreu principalmente pelo
afastamento horizontal e profundidade (Fig. 6; Tabela 2), embora grande variagdo também
tenha sido registrada na medida de angulacdo (> de 90° em ambos os tipos florais; Fig. 5).
Estigmas de flores esquerdas possuem maior variacdo do que estigmas de flores direitas
considerando medidas de afastamento horizontal, altura e profundidade, com destaque para o

afastamento horizontal (Fig. 4; Tabela 2).

Hercogamia reciproca

Valores totais de inacurdcia variaram de 5.92 a 12.88 (ver detalhes na Tabela 3).
Dentre as combinacdes consideradas (intra e intermorfo), estigmas de flores esquerdas tiveram
menor inacuracia total com anteras PAl direitas (inacuracia de 6.13), indicando maior
reciprocidade entre 6rgdos sexuais dentro de uma combinacdo intermorfo. Entretanto, estigmas
de flores direitas tiveram menor inacuracia total com anteras PA3 direitas (combinacgéo
intramorfo; inacuracia de 5.92). Levando em consideracéo a reciprocidade intermorfo, estigmas
esquerdos possuem maior reciprocidade do que os direitos. Em ambos os tipos florais, as anteras
PA1 foram as mais reciprocas (Fig. 4A, B e 5). Estigmas de flores esquerdas tiveram inacuracia
total de 6.13 com anteras PAL direitas e 7.58 com PA2, enquanto estigmas de flores direitas

obtiveram valores de inacuracia total de 6.36 com anteras PAL1 esquerdas e 6.97 com PA2.

A hercogamia intramorfo entre estigmas e anteras PAl e PA2 de flores direitas é
gerada principalmente pelo afastamento horizontal (Fig. 4C e D, Tabela 2), sendo esta medida

a principal contribuinte para a inacuracia total destes 6rgédos (contribuicdo de 62.25% e 38.80%,
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considerando PAL e PA2 respectivamente; Tabela 3). Contudo, estigmas e anteras PA3 de
flores direitas possuem menor hercogamia de afastamento horizontal (Tabela 2), sendo a
profundidade a principal medida que contribuiu para a inacurécia total (42.91%; Fig. 5, Tabela
3) e separacdo entre os 6rgdos. Combinagdes intramorfo dentro de flores esquerdas indicaram
que a inacurécia total é gerada, principalmente, pelo afastamento horizontal, independente da

antera considerada (Tabela 3).

Avaliacdo morfofuncional dos tipos florais

Considerando a morfofuncionalidade do tipo floral a partir do posicionamento do
estigma (direito, central e esquerdo), a proporcdo de flores diferiu significativamente (x?=
11.446; d.f.= 2; p=0.003; Fig. 3b). Os individuos de S. rugosa apresentaram menor propor¢ao
de flores funcionalmente esquerdas do que direitas (p=0.008) e centrais (p=0.011). No entanto,

ndo houve diferenca significativa na proporcao dos dois Gltimos tipos (p=0.993).

Baseado na caracterizacdo morfoldgica, os tipos florais variaram significativamente
quanto a sua funcionalidade (x?=85.082; d.f=5; p<0.001; Fig. 3c) em decorréncia da variaco
na curvatura do estilete, o que consequentemente afeta a posicdo do estigma. Flores esquerdas
frequentemente mudam sua funcionalidade para central, enquanto ndo houve diferenca
significativa entre a proporcao de flores com estilete desviados para a esquerda e para o centro
floral (p=0.999; Fig. 3c). Flores esquerdas com funcionalidade a direita ocorreram em menor
proporcao (p<0.018; Figura 3c). Ja as flores direitas eram mais funcionalmente direitas, do que
centrais (p=0.023) e esquerdas (p<0.001; Fig. 3c). Estes dois tltimos tipos funcionais tambem
apresentaram diferencas significativas, com maior propor¢do de flores direitas sendo
funcionalmente centrais do que esquerdas (p<0.001; Fig. 3c). Nao houve diferenca significativa

entre tipos florais mudando completamente sua funcionalidade, ou seja, flores direitas que sdo



38
funcionalmente esquerdas e flores esquerdas que sdo funcionalmente direitas (Fig. 3c;

p=0.109).

Visitantes florais, sistema de acasalamento e viabilidade polinica

Senna rugosa foi visitada por sete espécies de abelhas. O nimero total de visitas de
cada espécie de abelha variou de sete a 547 visitas em 131 horas de observagdo (Tabela 1).
Entre as abelhas que visitaram as flores, apenas Xylocopa sp. atuou como polinizadora, sendo
responsavel por apenas 2,74% das visitas (Tabela 1). As outras abelhas atuaram como
pilhadoras. A frutificacdo apds autopolinizagdo manual e autopolinizagdo espontanea foi de
35,70% e 17,90%, respectivamente. Em condic¢des naturais, a frutificagdo foi de 63,00%. As
anteras de alimentacdo e polinizacdo mostraram alta viabilidade polinica. As anteras
polinizadoras apresentaram 94,70 + 0,47% (média * desvio padrdo; n = 53 anteras) de grédos

viaveis e as anteras alimentadoras 96,70 + 0,37% (n = 75 anteras).

DISCUSSAO

Em nosso estudo avaliamos o posicionamento de estruturas reprodutivas e a
proporcdo de morfos florais e a morfofuncionalidade de estigmas das flores, bem como
descrevemos a biologia da polinizacao, sistema de autocompatibilidade e viabilidade polinica
de uma espécie enantiostilica monomorfica. Nossos achados sugerem importantes estratégias
reprodutivas na espécie do estudo. As hipéteses foram corroboradas em parte, visto que nds
hipotetizamos que a reciprocidade intermorfo era maior do que a intramorfo e, no entanto, a
reciprocidade variou dentro de cada morfo e entre os morfos florais. A hercogamia entre
estigmas e anteras opostas (PA1 e PA2) foi garantida pelo afastamento horizontal em ambos os
morfos, mas apenas a PA3 direita e o estigma direito apresentam a hercogamia pelo parametro

de profundidade. Além disso, observamos que o padrdo de um morfo ceder mais funcionalidade
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para o morfo oposto ocorreu dentro de poucos individuos e existe maior nimero de estiletes
funcionais direitos e centrais, quando comparados a funcionalmente esquerdos. Abaixo,
discutiremos os dados aqui mencionados e quais razfes bioldgicas/evolutivas podem estar

relacionadas com cada um deles.

Estudos classicos sobre a evolucéo da enantiostilia hipotetizam que ela se deu sob
a acdo de pressdes seletivas ao aumento nas taxas de xenogamia e reducdes da geitonogamia e
autogamia (Jesson e Barrett, 2002, 2003, 2005). Isto ocorre pela obrigatoriedade da
transferéncia de pélen entre os morfos florais reciprocos, devido ao padrdo de deposicdo e
captacdo de polen nos corpos dos polinizadores (Barrett, 2002; Almeida et al., 2015a). No
entanto, a partir dos valores de inacuracia, observamos maior reciprocidade do estigma direito
com a PA3 direita (Tabela 1). Estes dados sugerem maior fluxo polinico intramorfo, o que
refuta parte da nossa hipotese de que a reciprocidade intramorfo é reduzida. Além disso
podemos notar maior ocorréncia das anteras PA1 e PA2 nos intervalos -1 e 1, o que pode
favorecer a polinizacdo de estigmas funcionalmente centrais. Tais padrdes podem estar
garantindo a seguranca reprodutiva da espécie, visto que a espécie é autocompativel, apresenta
alta viabilidade polinica em ambos os grupos de anteras e 0 morfo direito parece apresentar

maior possibilidade de recepcédo de pélen do proprio morfo.

A seguranca reprodutiva em espécies enantiostilicas monomorficas ja foi proposta
em estudos anteriores ao nosso (Jesson e Barrett, 2003; Almeida et al., 2013a; Mora-Carrera et
al., 2019). Mora-Carrera et al. (2019) testaram o potencial invasor de individuos dimdrficos em
popula¢bes monomorficas de Solanum rostratum sob condic6es de alta e baixa densidade de
polinizadores. Os autores observaram que em cenarios de baixo nimero de polinizadores as
taxas de xenogamia e a produgdo de frutos ndo diferem entre individuos monomorficos e
dimorficos. Estes dados mostram que espécies enantiostilicas monomarficas podem apresentar

altas taxas de xenogamia em ambientes naturais, além de apresentarem garantias de formacéo
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de frutos mesmo em ambientes com escassez de servigos de polinizagdo, pela presenca de

morfos reciprocos no mesmo individuo.

Por outro lado, a reciprocidade de estigmas direitos com anteras esquerdas e, em
maiores valores, estigmas esquerdos e anteras direitas se mostrou presente na populacdo de
Senna rugosa. Isso corrobora com a nossa hipotese e com o significado evolutivo da
enantiostilia (Jesson e Barrett, 2002, 2003, 2005). No entanto, os dados sugerem que estigmas
esquerdos possuem maior possibilidade de captacéo de pdlen do morfo oposto, dindmica essa
que favorece a polinizacdo cruzada dentro da espécie. Este € o primeiro relato de uma possivel
divisdo de funcdes em flores de morfos opostos na enantiostilia, de modo que flores esquerdas
apresentam maior possibilidade de capturar polen intermorfo, enquanto flores direitas

receberiam polen intramorfo em maiores proporcgoes.

As flores de Senna rugosa possuem caracteristicas morfologicas que as enquadram
no tipo enantiostilica ndo reciproca (Jesson e Barrett, 2003), uma vez que, além das anteras
opostas ao gineceu (PAL e PA2), estas flores apresentam uma antera (PA3) no mesmo lado e
préxima da estrutura feminina, o que possibilita a deposicao de polen em lados opostos do corpo
do polinizador e captacdo pelo estigma da mesma flor. No entanto, o afastamento horizontal
parece garantir a hercogamia em flores de Senna rugosa, o que pode reduzir as chances de
autopolinizacao, com excecdo dos estigmas direitos que apresentam maior afastamento das PA3
pelo pardmetro de profundidade. Avaliar a reciprocidade na enantiostilia a partir da obtencéo
de valores de inacuracia propostos por Armbruster et al. (2017) é algo inédito, visto que, até o
presente momento, calculos baseados na imprecisdo adaptativa tém sido bem aceitos para
espécies heterostilicas (Matias et al., 2020; Raupp et al., 2020). Neste sentido, nossos dados
indicam a necessidade de uma adaptacdo de avaliacdo da reciprocidade na enantiostilia baseada
em modelos matematicos ja estabelecidos na literatura, visto a necessidade de compreender

como a reciprocidade se comporta em espécies enantiostilicas.
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A proporcdo semelhante de morfos florais direitos e esquerdos tem sido recorrente

em espécies enantiostilicas monomorficas da subtribo Cassiinae (Almeida et al., 2013a,b;
Almeida et al., 2016; Almeida et al., 2018). No entanto, avalia¢gbes tomando como referéncia
a funcionalidade do estilete, de acordo com o seu posicionamento, foram feitas apenas para
Chamaecrista flexuosa realizado por Almeida et al. (2013a). Os autores encontraram menor
frequéncia de estiletes funcionalmente direitos quando comparado a frequéncia de estiletes
centrais e esquerdos na populacdo. Eles sugerem que as variagfes nos posicionamentos dos
estiletes podem estar relacionadas a um aumento na area de captacdo de pdlen no corpo do
polinizador. Em nosso estudo, tivemos achados semelhantes, no entanto as funcionalidades do
estilete observadas com maior frequéncia na populacdo foram direita e central. Da mesma
forma, entendemos que esta variacdo no posicionamento, com a presenca do estilete
funcionalmente central, deve favorecer a captura do poélen em maior area no corpo do
polinizador. Apesar da construcdo da hipétese sobre o aumento da area de captacdo do poélen,
Almeida et al. (2013a) ndo apresentaram explicagcfes para a ocorréncia de maior frequéncia de
estiletes para um dos posicionamentos. Nés entendemos que a maior frequéncia de estiletes
funcionalmente direitos e centrais é resultado de pressdes seletivas em resposta a um aumento

da aptidao reprodutiva de Senna rugosa, como explicado a seguir.

Alguns estudos mostram que abelhas dos géneros Bombus e Xylocopa (Unica
espécie polinizadora observada em Senna rugosa) apresentam lateralizacdo olfativa, de maneira
que, durante as visitas, as abelhas possuem preferéncia pelo lado direito da flor (Anfora et al.,
2011; Brito et al., 2020). Esta preferéncia pode gerar reducao da probabilidade de captura do
polen dos estiletes esquerdos, selecionando assim, flores com maiores desvios dos estiletes para
a direita. Alem disso, apesar da variedade de abelhas visitantes, apenas uma espécie foi
considerada polinizadora. Visto a especificidade na polinizacdo de espécies do género Senna,
estudos apontam que abelhas maiores como espécies do género Bombus e Xylocopa conseguem

vibrar e contactar os 6rgaos sexuais das flores de forma eficiente, evidenciando uma relacédo
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entre o tamanho das abelhas e o tamanho da flor, enquanto que ha um ndmero expressivo de
abelhas pilhadoras pois pelo seus tamanho reduzido ndo conseguem contactar os estigmas dos
morfos florais (Gosttberger e Silberbauer-Gottsberger, 1988; Carvalho e Oliveira, 2003;
Pinheiro e Sazima, 2007; Souza et al., 2012). Além disso, a discrepancia entre polinizadores e
pilhadores pode estar relacionada a seguranca reprodutiva, pois, de acordo com a hipotese da
seguranga reprodutiva, espécies submetidas a condi¢bes ndo ideais como déficit de
polinizadores ou perturbagfes ambientais podem ter na autopolinizagdo uma garantia da

formagéo de frutos e sementes (Schoen et al., 1996).

Apesar de em alguns individuos as flores esquerdas mudarem a funcionalidade para
a direita, isso ndo ocorreu na maioria dos individuos. No entanto, flores direitas tendem a ser
funcionalmente direitas e flores esquerdas tendem a apresentar mais estigmas proximos ao
centro floral. Mas, ndo encontramos diferencas significativas entre estiletes direitos em flores
esquerdas e estiletes esquerdos em flores direitas, o que refuta as nossas previsées. Em
Chamaecrista flexuosa, flores direitas tendem a apresentar maior numero de estiletes
posicionados a esquerda do que o oposto (Almeida et al., 2013a). Por existirem apenas estes
dois relatos e eles apresentarem dados conflitantes é dificil termos alguma explicacdo sobre as
causas e consequéncias destes achados. No entanto, hipdteses acerca da seguranca reprodutiva
e aumento das aptiddes na captura de polen em estiletes em posicdes especificas, devido as
preferéncias de polinizadores, podem nos trazer pistas das pressdes seletivas envolvidas nestes

processos.

Os dados aqui explicitados contribuem ao entendimento da evolugdo da
enantiostilia monomorfica, visto que foram observadas diferentes estratégias reprodutivas no
modelo de estudo que podem garantir a polinizagdo cruzada e de seguranca reprodutiva. Essas
estratégias auxiliam na compreensdo de quais pressdes seletivas estdo levando a espécie a
alcancar o sucesso reprodutivo. Vale ressaltar que a aplicacdo de avaliagOes da reciprocidade

ainda ndo utilizadas dentro da enantiostilia pode implicar em novas perspectivas ao estudo da
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reciprocidade dentro do grupo. Além disso, nosso estudo foi baseado em dados estaticos de
reciprocidade, ou seja, avaliamos apenas o posicionamento das estruturas florais sem 0s
visitantes. MedicOes realizadas no momento das visitas, a partir de simulagdes, podem trazer
dados mais precisos acerca dos locais de deposicdo e captacdo de poélen por flores

enantiostilicas.
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Tabela 1. Visitantes florais e frequéncia de visitas em 131 horas de observagdo em individuos

de Senna rugosa estudados na FLONA Araripe, Cear, Brasil.

Frequéncia de visitas

Espécie visitante Visitas (n) Comportamento

(%)
Abelhas
Xylocopa sp. 19 2.74 Polinizador
Plebeia sp. 527 76.26 Pilhador
Apis sp. 77 11.14 Pilhador
Augoclora sp. 35 5.06 Pilhador
Trigona sp. 10 1.44 Pilhador
Centris sp. 7 10.13 Pilhador
Tetragonisca sp. 16 2.31 Pilhador

Tabela 2. Morfometria das flores de Senna rugosa para o célculo da inacuracia: média (+
variancia) dos estigmas e anteras de polinizacdo nas flores direitas e esquerdas. Valores
negativos de afastamento horizontal indicam que o 6rgéo esta posicionado a esquerda do

centro floral e valores positivos a direita.

Medidas (mm)

Tipo de 6rgéo Afastamento

hori Altura Profundidade
orizontal

Flores de pistilo a direita

Estigma 1.13(1.02) 1.57 (0.67) 3.34 (1.08)
Antera PA1 -0.71 (0.63) 2.06 (0.56) 2.93 (0.32)
Antera PA2 0.26 (0.80) 2.27 (0.84) 2.71 (0.59)
Antera PA3 1.56 (0.61) 0.91 (0.47) 2.56 (0.85)
Flores de pistilo a esquerda

Estigma -0.39 (2.38) 1.64 (0.69) 3.30 (1.14)
Antera PA1 0.19 (0.25) 2.22 (0.44) 2.71 (1.19)
Antera PA2 0.19 (0.65) 2.35 (0.52) 2.41 (0.66)

Antera PA3 -1.57 (0.89) 0.88 (0.35) 2.65 (0.63)
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Tabela 3. Estimativas de inacurécia na reciprocidade intra e intermofo em Senna rugosa na

FLONA Araripe, Ceard, Brasil. A inacurécia total para cada tipo de 6rgdo (coluna 5) é a soma

dos valores de inacuracia do afastamento horizontal, altura e profundidade (colunas 2, 3 e 4).

Os valores entre parénteses representam porcentagens da inacurécia total.

Tipo de érgdo Afastamento Inacuracia . _ Total ,dg
horizontal Altura Profundidade Inacuracia

Estigma direito

Intermorfo

... e PA1 esquerda 2.15(33.80%)  1.54 (24.22%)  2.67 (41.98%) 6.36

... e PA2 esquerda 2.56 (36.73%)  1.80(25.82%)  2.61 (37.45%) 6.97

... e PA3 esquerda 9.21 (71.51%)  1.48 (11.49%) 2.19 (17.00%) 12.88

Intramorfo

... e PA1 direita 5.03 (62.25%)  1.48 (18.32%) 1.57 (19.43%) 8.08

... e PA2 direita 2.58 (38.80%)  1.99 (29.92%) 2.08 (31.28%) 6.65

... e PA3 direita 1.81 (30.57%)  1.57 (26.52%) 2.54 (42.91%) 5.92

Estigma esquerdo

Intermorfo

... e PAldireita 3.11 (50.73%)  1.43 (23.33%) 1.59 (25.94%) 6.13

... e PA2 direita 3.59 (47.36%)  1.92 (25.33%) 2.07 (27.31%) 7.58

... e PA3 direita 6.80 (61.71%)  1.69 (15.33%) 2.53 (22.96%) 11.02

Intramorfo

... e PA1 esquerda 2.96 (41.69%)  1.47 (20.70%)  2.67 (37.61%) 7.10

... e PA2 esquerda 3.37 (43.99%) 1.71(22.33%)  2.58 (33.68%) 7.66

... ¢ PA3 esquerda 4.65 (55.09%)  1.61 (19.08%) 2.18 (25.83%) 8.44
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Figura 1. Representacdo esquematica da posicao relativa de estigmas e anteras em flores

direitas (A), esquerdas (B) e centrais (C e D) de Senna rugosa. FA= anteras de alimentacéo;

PA1 e PA2= anteras de polinizacdo opostas ao estigma; PA3= anteras de polinizacdo laterais

ao estigma.

Floral axis

Floral axis !
1

Stigma

Figure 2. Representacdo esquematica da mensuracao do afastamento horizontal (Figura A,

letra a), altura (Figura A, letra b), profundidade (Figura B, letra ¢) e angulacgéo (Figura C, letra

d) dos 6rgdos sexuais de Senna rugosa, exemplificados pela morfometria do estigma.
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Figura 4. Gréaficos de dispersao tridimensionais das trés medidas feitas nos estigmas e anteras

de polinizacgdo das flores direitas e esquerdas de Senna rugosa estudadas na FLONA Araripe,

Ceard, Brasil. As figuras A e B mostram estigmas com anteras intermorfo e as figuras C e D

mostram estigmas com anteras intramorfo.
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esquerdas de Senna rugosa estudadas na FLONA Araripe, Ceara, Brasil. Cada circulo
representa a vista frontal de um dérgéo sexual, mostrando sua variacdo dentro de cada tipo

floral. O eixo vertical (0-6 mm) representa a profundidade do respectivo 6rgao sexual.
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Figura 6. Gréafico de dispersdo do afastamento horizontal dos estiletes de flores direitas
(preto) e esquerdas (branco) de Senna rugosa estudados na FLONA Araripe, Ceard, Brasil. Os
estiletes de cada tipo floral foram classificados pelo afastamento horizontal para ilustrar sua
variacdo. A &rea sombreada indica um intervalo em que os estiletes foram considerados

funcionalmente centrais.



53

5. ANEXOS

Normas para publicacdo no periédico Annals of Botany
Preparing the Article File
(Always consult a recent issue of Annals of Botany for layout and style)

Text should be typed using size 12 Times New Roman or Courier, double-spaced throughout
and with an approx. 25 mm margin. All pages should be numbered sequentially. Each line of
the text should also be numbered, with the top line of each page being line 1. The article file
should be in PC-compatible Microsoft Word - file type DOC [please make sure the
"Language" is "English (U.K)" via Tools — Language — Set Language]. RTF files are also
acceptable. Please do not use the Windows Vista DOCX format: if you have created the text
in this format, please save the files as RTF before submitting them. Please do not submit
PDFs, desktop publishing files or LaTeX files. The article file should include a list of any
figure legends but exclude any figures themselves — these should be submitted separately,
with each figure in a separate file. Tables should be included at the end of the article file, in a
Word format and not embedded as an image/picture. For more details see below under
PREPARING TABLE and FIGURE FILES, SUPPLEMENTARY INFORMATION FILES
AND VIDEO FILES.

Itis NOT journal style to have footnotes within articles. Any such notes must be incorporated

into the main text, for example within brackets or as a separate paragraph.

The first page should state the type of article (e.g. Original Article, Technical Article) and
provide a concise and informative full title followed by the names of all authors. Where
necessary, each name should be followed by an identifying superscript number ( 2 3etc.)
associated with the appropriate institutional address to be entered further down the page. For
papers with more than one author, the corresponding author's name should be followed by a
superscript asterisk*. The institutional address(es) of each author should be listed next, each
address being preceded by the relevant superscript number where appropriate. A running title
of not more than 75 characters, including spaces, should also be provided, followed by the e-
mail address of the corresponding author. Please follow the layout used for the first page of
papers published in Annals of Botany.

The second page should contain a structured Abstract not exceeding 300 words made up of
bulleted headings. For ‘ORIGINAL ARTICLES’ these heading will normally be as follows:

Background and Aims
Methods

Key Results
Conclusions
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Alternative bulleted headings, such as © Background ’°, ¢ Scope ' and ' Conclusions ', are also
acceptable for ‘REVIEWS’, ‘INVITED REVIEWS’, ‘BOTANICAL BRIEFINGS’,
‘TECHNICAL ARTICLES’ papers and ‘“VIEWPOINT’ papers.

The Abstract should be followed by between three and 12 Key words that include the
complete botanical name(s) of any relevant plant material. If many species are involved,
species groups should be listed instead. Note that essential words in the title should be
repeated in the key words since these, rather than the title, are used in some electronic
searches. Title , Abstract and Key words should be self-explanatory without reference to the
remainder of the paper.

The third and subsequent pages should comprise the remaining contents of the article text.
‘ORIGINAL ARTICLES’ will usually have the structure INTRODUCTION, MATERIALS
AND METHODS, RESULTS, DISCUSSION, ACKNOWLEDGEMENTS and
LITERATURE CITED followed by a list of captions to any figures.

The RESULTS section should not include extensive discussion and data should not be
repeated in both graphical and tabular form. The DISCUSSION section should avoid
extensive repetition of the RESULTS and must finish with some conclusions.

Abbreviations are discouraged except for units of measurement, standard chemical symbols
(e.g. S, Na), names of chemicals (e.g. ATP, Mes, Hepes, NaCl, O 7), procedures (e.g. PCR,
PAGE, RFLP), molecular terminology (e.g. bp, SDS) or statistical terms (e.g. ANOVA, s.d.,
s.e., n, F,t-testand r 2) where these are in general use . Other abbreviations should be
spelled out at first mention and all terms must be written out in full when used to start a
sentence. Abbreviations of scientific terms should not be followed by a full stop. Use the
minus index to indicate 'per' (e.g. m 3, L 1, h 1) except in such cases as 'per plant' or 'per
pot'. If you decide that a list of abbreviations would help the reader, this should be included as
an Appendix.

Units of Measurement. Use the Systéme international d'unités (SI) wherever possible. If non-
Sl units have to be used, the Sl equivalent should be added in parentheses at first mention. For
units of volume, expressions based on the cubic metre (e.g.5x 10 °m?3,5x 10 *m3or 5 x
10 *m ?) or the litre (e.g. 5 uL, 5 mL, 5 L) are acceptable, but one or other system should be
used consistently throughout the manuscript. Typical expressions of concentrations might be
5 mmol m 3, 5 uM (for 5 pmol L 1), or 25 mg L 1. The Dalton (Da), or more conveniently
the kDa, is a permitted non-SI unit of protein mass.

Names of plants must be written out in full (Genus, species) in the abstract and again in the
main text for every organism at first mention (but the genus is only needed for the first species
in a list within the same genus, e.g. Lolium annuum , L. arenarium ). The authority (e.g. L.,
Mill., Benth.) is not required unless it is controversial. Guidance for naming plants correctly is
given in The International Plant Names Index and in The Plant Book: a Portable Dictionary
of the Vascular Plants (1997) by D.J. Mabberley (Cambridge: Cambridge University Press.
ISBN 0521-414210-0). After first mention, the generic name may be abbreviated to its initial
(e.g. A. thaliana ) except where its use causes confusion.

Any cultivar or variety should be added to the full scientific name e.g. Solanum
lycopersicum 'Moneymaker' following the appropriate international code of practice. For
guidance, refer to the ISHS International Code of Nomenclature for Cultivated Plants (2004)
edited by C.D. Brickell, B. R. Baum, W. L. A. Hetterscheid, A. C. Leslie, J. McNEeill, P.
Trehane, F. Vrugtman, J. H. Wiersema (ISBN 3-906166-16-3).
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Once defined in full, plants may also be referred to using vernacular or quasi-scientific names
without italics or uppercase letters (e.g. arabidopsis, dahlia, chrysanthemum, rumex, soybean,
tomato). This is often more convenient.

Items of Specialized Equipment mentioned in MATERIALS AND METHODS should be
accompanied by details of the model, manufacturer, and city and country of origin.

Numbers up to and including ten should be written out unless they are measurements. All
numbers above ten should be in numerals except at the start of sentences. Dates should be in
the form of 10 Jan. 1999, and Clock Time in the form of 1600 h.

Mathematical equations must be in proper symbolic form; word equations are not acceptable.
Each quantity should be defined with a unique single character or symbol together with a
descriptive subscript if necessary. Each subscript should also be a single character if possible,
but a short word is permissible. For example, a relationship between plant dry mass and fresh
mass should appear as M ¢= 0.006 M 146 'where M qis plant dry mass and M ¢ is plant fresh
mass; and not as DM = 0.006 FM 1461

The meaning of terms used in equations should be explained when they first appear. Standard
conventions for use of italics only for variables should be followed: normal (Roman) font
should be used for letters that are identifiers. Thus in the above example, M is the variable
quantity of mass, the subscripts d and f are identifiers for dry and fresh respectively.

Special note regarding ‘Equation Editor’ and other software for presentation of

mathematics . Symbols and equations that are imported into Word documents as embedded
objects from other software packages are generally incompatible with typesetting software
and have to be re-keyed as part of the proof-making process. It is therefore strongly advisable
to type symbols and equations directly into MS Word wherever possible. Importing from
other software should ideally be confined to situations where it is essential, such as two-line
equations (i.e. where numerators and denominators cannot be set clearly on a single line using
‘/’) and to symbols that are not available in Word fonts. This will minimize the risk of errors
associated with rekeying by copyeditors.

Summary statistics should be accompanied by the number of replicates and a measure of
variation such as standard error or least significance difference. Analysis of variance is often
appropriate where several treatments are involved. Presentation of an abridged ANOVA table
Is permissible when its use illustrates critical features of the experiment.

Chemical, biochemical and molecular biological nomenclature should be based on rules of
the International Union of Pure and Applied Chemistry (IUPAC) and the International Union
of Biochemistry and Molecular Biology (IUBMB) . Chapter 16 of Scientific Style and
Format. The CBE Manual for Authors, Editors, and Publishers 6th edn., by Edward J. Huth
(Cambridge: Cambridge University Press. ISBN 0-521-47154-0) gives guidelines.

Sequence information. Before novel sequences for proteins or nucleotides can be published,
authors are required to deposit their data with one of the principal databases comprising the
International Nucleotide Sequence Database Collaboration: EMBL Nucleotide Sequence
Database, GenBank, or the DNA Data Bank of Japan and to include an accession number in
the paper. Sequence matrices should only be included if alignment information is critical to
the message of the paper. Such matrices can be in colour but should not occupy more than one
printed page. Larger matrices will only be printed by special agreement but may more readily
be published electronically as Supplementary Information (see below).
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Gene nomenclature. Species-specific rules on plant gene nomenclature are available for:

e Maize;

e Tice;

e wheat and

« arabidopsis.

Otherwise, Annals of Botany adopts the following conventions for abbreviations: each gene
abbreviation is preceded by letters identifying the species of origin. Lower-case italics should
be used for mutant genes (e.g. Rp-etrl); upper-case italics (e.g. Le-ACO1) for wild-type
genes; upright lower-case for proteins of mutated genes (e.g. Le-adhl); and upright upper-
case for proteins of wild-type genes (e.g. At-MYBZ2). It may often be helpful to readers if the
names of genes or gene families are spelled out in full at first mention.

Citations in the text. These should take the form of Felle (2005) or Jacobsen and Forbes
(1999) or (Williamson and Watanabe, 1987; Rodrigues, 2002 a , b ) and be ordered
chronologically. Papers by three or more authors, even on first mention, should be
abbreviated to the name of the first author followed by et al. (e.g. Zhang et al ., 2005). If two
different authors have the same last name, give their initials (e.g. NH Kawano, 2003) to avoid
confusion. Only refer to papers as 'in press' if they have been accepted for publication in a
named journal, otherwise use the terms 'unpubl. res.’, giving the initials and location of the
person concerned. (e.g. H Gautier, INRA, Lusignan, France, unpubl. res.) or 'pers. comm.'
(e.g. WT Jones, University of Oxford, UK, ‘pers. comm.”)

The LITERATURE CITED should be arranged alphabetically based on the surname of the
first or sole author. Where the same sole author or same first author has two or more papers
listed, these papers should be grouped in year order. Where such an author has more than one
paper in the same year , these should be ordered with single authored papers first followed by
two-author papers (ordered first alphabetically based on the second author's surname, then by
year) , and then any three-or-more-author papers (in year order only). Italicized letters 'a ",
"b',"c’, etc., should be added to the date of papers with the same first authorship and year.

For papers with six authors or fewer, please give the names of all the authors. For papers
with seven authors or more, please give the names of the first three authors only, followed
by et al .

Each entry must conform to one of the following styles according to the type of publication.

Books

Opik H, Rolfe S. 2005. The physiology of flowering plants. Physicochemical and
environmental plant physiology , 4th edn. Cambridge: Cambridge University Press.

Chapters in books

Scandalios JG. 2001. Molecular responses to oxidative stress. In: Hawkesford MJ, Buchner P,
eds. Molecular analysis of plant adaptation to the environment . Dordrecht: Kluwer, 181-208.

Research papers

Popper ZA, Fry SC. 2003 . Primary cell wall composition of bryophytes and
charophytes. Annals of Botany 91 : 1-12.
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Papers published online ahead of print
Forster MA, Ladd B, Bonser SP. 2011. Optimal allocation of resources in response to shading
and neighbours in the heteroblastic species, Acacia implexa. Annals of Botany , in press.

doi:10.1093/aob/mcq228.

NB include the doi number: a search for the doi will always be directed to the most recent
version, so the reader will be able to find the final published paper as soon as it appears.

Online-only journals

Levine N, Ben-Zvi G, Seifan M, Giladi I. 2019. Investment in reward by ant-dispersed plants
consistently selects for better partners along a geographic gradient. AoB PLANTS 11: plz027.
doi: 10.1093/aobpla/plz027

NB include the doi number after the volume and article number.

Theses

Tholen D. 2005. Growth and photosynthesis in ethylene-insensitive plants . PhD Thesis,
University of Utrecht, The Netherlands.

Anonymous sources

Anonymous . Year. Title of booklet, leaflet, report, etc. City: Publisher or other source,
Country.

References to websites should be structured as: Author(s) name, author(s) initial(s). year. Full
title of article . Full URL. Date of last successful access (e.g. 12 Jan. 2003)
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In the ACKNOWLEDGEMENTS, please be brief. 'We thank . . ." (not 'The present authors
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within the Acknowledgement section.

Funding information

Details of all funding sources for the work in question should be given in a separate section
entitled 'Funding'. This should appear before the 'Acknowledgements’ section.

The following rules should be followed:

o The sentence should begin: ‘This work was supported by ...’

o The full official funding agency name should be given, i.e. ‘the National Cancer
Institute at the National Institutes of Health” or simply 'National Institutes of Health'
not ‘NCI' (one of the 27 subinstitutions) or 'NCI at NIH’

e Grant numbers should be complete and accurate and provided in brackets as follows:
‘[grant number ABX CDXXXXXX]’
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e Multiple grant numbers should be separated by a comma as follows: ‘[grant numbers
ABX CDXXXXXX, EFX GHXXXXXX]’

e Agencies should be separated by a semi-colon (plus ‘and’ before the last funding
agency)

e Where individuals need to be specified for certain sources of funding the following
text should be added after the relevant agency or grant number 'to [author initials]'.
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