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RESUMO

BARBOSA, PAULA GABRIELA FERREIRA, Instituto Federal Goiano — Campus Rio
Verde-GO, outubro de 2019. Fluxo de pdlen em espécies sincronopatricas no
sudoeste goiano. Orientadores: Dr. Christiano Peres Coelho e Dr. Diego Ismael Rocha.
Coorientadora: Dra. Luzia Francisca de Souza

Palicourea crocea e Psychotria carthagenensis sdo espécies distilicas
pertencentes afamilia Rubiaceae, comum a flora do Cerrado. A distilia ¢ um
polimorfismo floral controlado geneticamente que tem como funcdo principal a
otimizacdo do fluxo de polen legitimo entre morfos distintos de uma mesma espécie em
uma populacdo. O fluxo de polen é uma importante interacdo entre as espécies, pois
leva a reproducéo cruzada e esta por sua vez gera diversidade genética, fator importante
para a manutencdo das espécies em ambientes e resisténcia a mudancas ambientais.
Devido a grande quantidade de espécies distilicas pertencentes a Rubiaceae o presente
estudo teve o objetivo de realizar uma avaliacdo cienciométrica dos trabalhos ja
realizados sobre o assunto para a familia, além de avaliar as caracteristicas florais de P.
carthagenensis e P. crocea para avaliar a presenca de distilia na populacdo, além de
seus polimorfismos floras secundarios e sua anatomia. Os resultados encontrados para
as avaliacGes cienciométricas demonstraram que sdo ainda poucos os estudos realizados
considerando o tamanho da espécie e a quantidade de representantes distilicos. Com
coletas realizadas em um ambiente antropizado, as flores foram armazenadas em alcool
70% para posterior analise. Os resultados da morfologia floral demonstraram que havia
dois morfos nas populagcdes estudadas, entretanto os testes de reciprocidade

demonstraram que havia grande varia¢do na altura das estruturas reprodutivas, fator que
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pode levar a contaminacdo com pdlen ilegitimo. Os resultados encontrados para a
avaliacdo do didmetro dos grdos revelou que o morfo brevistilico apresenta grdos de
polen maiores. J& a avaliacdo do fluxo de pdlen nos estigmas demonstrou uma maior
eficiéncia do morfo longistilicos para P. carthagenensis. Para P. crocea o morfo
brevistilico apresentou maior porcentagem de fluxo legitimo. Além disso, houve
contaminagdo com polen de outras espécies, 0 que pode ser resultado da variacdo na
altura das pecas reprodutivas observada nas populagdes avaliadas. A morfologia das
papilas estigmaticas demonstrou que P. carthagenensis apresenta papilas alongadas
para ambos os morfos, sendo mais finas no morfolongistilico, ja P. crocea apresenta
papilas arredondadas para o morfobrevistilico e alongadas para o morfolongistilico. A
anatomia da flor das duas espécies € semelhante com pétalas composta de epiderme
simples e parénquima fundamental, sendo possivel observar alguns tricomastectores e
idioblastos, além de P. crocea apresentar papilas em sua epiderme abaxial. As anteras
tetrasporangeadas também foram comuns a ambas as espécies. Os estigmas ambos
bifidos compostos por papilas estigmaticas em sua maioria alongadas a excecdo do

morfo brevistilico de P. crocea que apresenta papilas arredondadas.

Palavras-chave: Rubiaceae, Cienciometria, Fluxo de polen
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Abstract

BARBOSA, PAULA GABRIELA FERREIRA. Pollen flow in synchronized species
in southwestern Goias. Advisors: Dr.. Christiano Peres Coelho, Dr. Diego Ismael
Rocha. Co-advisor: Dra. Luzia Francisca de Souza.

Palicourea crocea and Psychotria carthagenensis are distillic species belonging to the
family Rubiaceae, common to the Cerrado flora. Dysthily is a genetically controlled
floral polymorphism that has as its main function the optimization of legitimate pollen
flow between distinct morphs of the same species in a population. Pollen flow is an
important interaction between species, as it leads to cross breeding and this in turn
generates genetic diversity, an important factor for the maintenance of species in
environments and resistance to environmental changes. Due to the large number of
distillic species belonging to Rubiaceae, this study aimed to carry out a scientometric
evaluation of the family's work on the subject, as well as to evaluate the floral
characteristics of P. carthagenensis and P. crocea to evaluate the presence of dysthily in
the population, in addition to its secondary flower polymorphisms and its anatomy. The
results found for the sciometric evaluations showed that there are still few studies
considering the size of the species and the number of distillic representatives. With
collections performed in an anthropized environment, the flowers were stored in 70%
alcohol for further analysis. The results of floral morphology showed that there were
two morphos in the studied populations, however reciprocity tests showed that there
was great variation in the height of reproductive structures, a factor that can lead to
contamination with illegitimate pollen. The results found for the grain diameter
evaluation revealed that the brevistilic morphus has larger pollen grains. The evaluation

of pollen flow in the stigmas demonstrated a higher efficiency of the longistilic morphos
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for P. carthagenensis. For P. crocea the brevistilic morphus presented higher
percentage of legitimate flow. Moreover, there was contamination with pollen from
other species, which may be a result of the variation in height of reproductive parts
observed in the populations evaluated. The morphology of the stigmatic papillae
showed that P. carthagenensis has elongated papillae for both morphos, being thinner in
the morpho longistilic, whereas P. crocea has rounded papillae for the morpho
brevistilic and elongated papillae for the morpho longistilic. The anatomy of the flower
of the two species is similar with petals composed of simple epidermis and fundamental
parenchyma, and it is possible to observe some trichomes and idioblasts, besides P.
crocea presenting papillae in its abaxial epidermis. Tetrasporanged anthers were also
common to both species. Both bifid stigmas composed of mostly elongated stigmatic
papillae with the exception of the P. crocea brevistilic morphus which has rounded
papillae.

Keywords: Rubiaceae, Scienciometry, Pollen flow.



1.  INTRODUCAO

1.1 Cerrado

O Cerrado ¢ o segundo maior bioma brasileiro, abrangendo cerca de 2 milhdes
de km? ocorrendo nos estados de Goias, Bahia, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul,
Minas Gerais, Maranhdo, Piaui, Ronddnia, S&o Paulo e Parana. O clima da regido é
estacional, possuindo um periodo chuvoso que ocorre de outubro a marco, € um periodo
seco de abril a setembro, com temperaturas, variando entre 22°C a 27°C durante todo o
ano (COUTINHO, 2006; KLINK; MACHADO, 2005; MACHADO et al., 2004).

Considerado um Hotspot de biodiversidade, o Cerrado € rico em espécies
vegetais e animais, e um alto nivel de endemismo, que pode chegar até 70% em alguns
casos dependendo do grupo (MACHADO et al., 2004). Essa riqueza de espécies deve-
se ao fato da regido possuir uma grande variacao entre 0s ambientes, desse modo podem
ser observadas areas de florestas, areas campestres, savanicas e até brejosas na mesma
regido (COUTINHO, 2006; MACHADO et al., 2004).

A flora do Cerrado é extremamente rica, somando aproximadamente 12 mil
espécies de plantas superiores, sendo que grande parte destas sdo endémicas,
(aproximadamente 44%) (KLINK; MACHADO, 2005; NOVAES et al.,, 2013). As
arvores possuem normalmente tronco retorcido e casca espessa, algumas sempre verdes,

enquanto outras sdo caducifolias, perdendo suas folhas durante a estagdo seca,



associadas a estas se encontram uma variedade de gramineas e ciperdceas. As familias
mais frequentemente encontradas sdo Fabaceae, Asteraceae, Myrtaceae e Rubiaceae
(RATTER; RIBEIRO; BRIDGEWATER, 1997).

Atualmente cerca de metade da area original do Cerrado foi convertida em
pastagens, areas de cultivo ou terras para outros usos. Este alto nivel de desmatamento
deve-se principalmente ao fato de que a agroindustria nas regides do Cerrado € lucrativa
e encontra-se em constante expansdo, aliado a isto esta o fato de que por exigéncia do
cdédigo florestal, apenas o minimo de 20% de area precisa ser preservada pelos
estabelecimentos agricolas (KLINK; MACHADO, 2005).

As consequéncias da antropizacdo no Cerrado sdo diversas, indo desde
contaminacdo de aquiferos, erosdao do solo, fragmentacdo das areas naturais, alteracoes
nos ciclos de queimadas, dispersdo de especies exoticas dentre outras que contribuem
para a perda de espécies, tanto vegetais como animais (KLINK; MACHADO, 2005),
afetando a rede de interacdo que existe entre as diferentes popula¢des presentes em um

ambiente.
1.2 Fragmentacéao e Polinizacéo

O crescimento populacional, e o desenvolvimento da sociedade nos ultimos
anos, vém causando um aumento nos efeitos negativos ao ambiente, incluindo situacoes
como: maior utilizacdo de recursos, geracao de residuos, contaminacdo do ambiente por
pesticidas e degradacdo dos ecossistemas naturais principalmente para uso na
agricultura e pecuéria (FERES, 2009; HARRIS; JOHNSON, 2004; WHITE; BOSHIER;
POWELL, 2002).

O constante desmatamento é um processo comum nas regides tropicais, local
onde ha grande parte da producédo agricola (SANTOS; AIZEN; SILVA, 2014; WHITE;
BOSHIER; POWELL, 2002). A justificativa para tal atitude seria o crescimento
populacional e a necessidade de se produzir alimentos. Entretanto, no Brasil, a maior
parte da producdo agricola é de monoculturas como cana-de-aclcar ou soja, produtos
usados principalmente na agroindustria, enquanto a area colhida de arroz e feijdo, que
sdo de consumo direto, vem diminuindo (MARTINELLI et al., 2010). Além disso,
grande parte das terras também € convertida em pastagens (MARTINELLI et al., 2010).



A substituicdo da paisagem natural leva a formagéo de fragmentos florestais
que ficam isoladas por uma matriz antropizada, o que causa isolamento de populacées,
além de alteracBes microclimaticas como o aumento da temperatura nos fragmentos e
nas bordas da floresta, situacbes que interferem na dindmica de interagdo entre as
espécies(CARVALHO, 2009; SANTOS; AIZEN; SILVA, 2014; WHITE; BOSHIER;
POWELL, 2002), sendo considerada uma das principais ameacas
a biodiversidade do planeta(HARRIS; JOHNSON, 2004).

A fragmentacdo afeta as espécies de diferentes maneiras, dependendo de suas
caracteristicas. Assim, algumas delas precisam buscar por novos locais que oferecam
recursos que sejam favoraveis a sua permanéncia, incluindo neste caso, 0s
polinizadores, que dependem muitas vezes da interacdo com plantas especificas para
conseguir néctar. Entretanto, a matriz antropizada é homogénea, indspita e na maioria
das vezes formada por pastagens ou monoculturas, o que impede que 0s animais
consigam ultrapassa-las (HARRIS; JOHNSON, 2004; SANTOS; AIZEN; SILVA,
2014).

As espécies que existem em um determinado local séo relacionadas entre si.
Espécies vegetais dependem dos polinizadores para a geracao de frutos e sementes, e de
dispersores para obter sucesso reprodutivo e colonizar novos ambientes. Os
polinizadores visitam as flores em busca de recursos como néctar, pdlen, resina ou
abrigo. Apos a formacdo do fruto, outros animais vém em busca dos mesmos para sua
alimentacdo, e realizam o papel de dispersores (HARRIS; JOHNSON, 2004; SANTOS;
AIZEN; SILVA, 2014).

A polinizacao pode ser caracterizada pela transferéncia de pdélen de uma antera
para uma superficie estigmatica, o que pode ou ndo resultar em fertilizacdo
(OLIVEIRA; MARUYAMA, 2014; RICCI, 2017; WILLMER, 2011). Os fatores
fundamentais para a polinizacdo sdo a quantidade de polen que chega aos estigmas e a
qualidade deste polen. Uma polinizacédo eficiente contribui para a formacéo de frutos e
sementes (RICCI, 2017), além disso, a reproducdo sexuada pode oferecer vantagens a
prole como: maior capacidade de colonizacdo, maior probabilidade de resistir a
predacdo e/ou mudancas ambientais, tudo isso devido a recombinacdo genética
(OLIVEIRA; MARUYAMA, 2014). A polinizacdo é um importante processo bioldgico,

fundamental para plantas que necessitam de transferéncia de polen para se reproduzir,



além de ter grande importéncia para o homem, visto que um ter¢o dos produtos
agricolas consumidos necessita de polinizadores (MAUES, 2014; SANTOS; AIZEN;
SILVA, 2014).

A polinizagdo pode ocorrer tanto por agentes bidticos como por abelhas
(melitofilia), borboletas (psicofilia) ou abidticas, como o vento (anemofilia) e a agua
(hidrofilia) (RAMOS, 2009). A anemofilia € um sistema primitivo onde uma grande
quantidade de pdlen é liberada no ar e carregada pelo vento e estd presente
principalmente em gimnospermas (RAMOS, 2009). Algumas angiospermas também
apresentam este tipo de polinizacdo como, por exemplo, as gramineas, entretanto, em
florestas tropicais ou densas essa forma de polinizagdo é inviavel devido a alta umidade
do ar (RAMOS, 2009).

Cerca de 90% das espécies de angiospermas sdo polinizadas por animais, que
tem uma relacdo de mutualismo, onde o polinizador se beneficia de algum recurso floral
e a planta tem suas flores polinizadas (HARRIS; JOHNSON, 2004). Uma polinizagéo
eficiente mediada por polinizadores bioticos pode levar a um maior sucesso
reprodutivo, devido a maior distancia percorrida por eles, aumentando a eficiéncia na
polinizacdo cruzada, permitindo um fluxo de polen entre populacGes distantes, gerando

maior variabilidade genética, reduzindo a possibilidade de extingdo (BORGES, 2017).

Os polinizadores podem ser 0s mais variados animais desde pequenas vespas e
abelhas, até morcegos e mamiferos ndo voadores. Devido sua importancia, uma das
estratégias para a sua conservacao seria preservar as areas onde eles sé@o encontrados e
0S recursos que 0s mesmos utilizam para o forrageamento, nidificacdo e reproducao.
Entretanto, estes vetores enfrentam diversas ameacas, sendo as principais delas a perda
de habitat, uso excessivo de agrotoxicos e a presenca de espécies invasoras (SANTOS;
AIZEN; SILVA, 2014).

A interacdo entre plantas e animais que coexistem em um mesmo local é
complexa, visto que flores generalistas podem ser visitadas por varias espécies de
animais, assim como um mesmo animal pode visitar diversas espécies de plantas
(SANTOS; AIZEN; SILVA, 2014). Mudancas ambientais podem interferir nessa
relagdo, e a perda desta interacdo levaria a graves consequéncias para todas as especies
relacionadas (HARRIS; JOHNSON, 2004).



PopulagBes compostas por poucos individuos possuem uma diversidade
genética baixa. Isso gera o aumento da homozigose, causada pelo cruzamento entre
individuos aparentados, queaumenta a chance de alelos deletérios serem fixados na
populacdo (JANKE, 2014). Além disso, a reducdo na populacdo de individuos vegetais
interfere diretamente na quantidade de polinizadores, que por sua vez afetaria o sucesso
da polinizagdo, levando a uma menor producdo de frutos, interferindo na dindmica entre
plantas, polinizadores e dispersores, situacdo que pode levar ao declinio das espécies
como um todo (AGUILAR; GALETTO, 2004; KEARNS; INOUYE, 1993).

O fluxo de polen tem um importante papel na manutencdo das espécies.
Quando diferentes espécies simpatricas compartilham polinizadores e florescem em
periodos que se sobrepdem, podem ocorrer contaminacOes, levando a oclusdao do
estigma. A oclusdo do estigma ocorre quando ha fluxo de pdlen ilegitimo. Este pdlen
pode ser proveniente de outras espécies que coexistem no local, ou gréos de polen
inviaveis da propria espécie (SILVA; VIEIRA, 2013).

Tal situacdo dificulta o reconhecimento e germinacdo de grdos de polen
legitimos, tendo um papel importante no sucesso reprodutivo das plantas (SILVA,
VIEIRA, 2013). Desse modo, estratégias para potencializar o fluxo de pélen, como
liberacdo de pdlen em momentos diferentes, estruturas reprodutivas em alturas ou
posicOes diferentes, amadurecimento dos estigmas e anteras em momentos distintos, ou
diferencas na oferta de atrativos e recompensas, podem representar ferramentas

importantes para evitar a transferéncia de pélen interespecifico (BORGES, 2017).
1.3 Heterostilia

Por meio das flores, as plantas oferecem atrativos e recompensas aos Sseus
visitantes, como néctar, resinas, polen e até mesmo abrigo. Os polinizadores por sua
vez, quando visitam as flores em busca desses recursos, participam ativamente do fluxo
de polen entre as espécies. Flores hermafroditas oferecem uma vantagem, pois as
estruturas reprodutivas, masculina e feminina, estdo dispostas na mesma flor, e assim os
custos de manutencdo das estruturas florais sdo menores, visto que o0s visitantes podem
tanto depositar como retirar o pdlen de uma mesma flor durante uma visita. Por outro

lado, as chances de contaminacdo e um aumento na autopolinizagdo sdo maiores, 0 que



pode levar a reducdo da variabilidade genética (COELHO, 2013; OLIVEIRA;
MARUYAMA, 2014; TEIXEIRA; MACHADO, 2004).

Em espécies onde a endogamia ndo € favoravel, como consequéncias de
pressdes seletivas, surgiram mecanismos para evitar a autofertilizacdo, que podem ser
sistemas de autoincompatibilidade, ou seja, a incapacidade de uma flor ser fertilizada
pelo préprio polen, ou a separacdo das estruturas reprodutivas, como a heterostilia e a
enantiostilia (OLIVEIRA; MARUYAMA, 2014). Encontra-se ainda a separagédo
temporal como a dicogamia onde 0s estames e as anteras amadurecem em momentos
diferentes. Todos estes mecanismos sdo estratégias para otimizacdo do fluxo de polen
legitimo, ou seja, entre individuos diferentes da mesma espécie (OLIVEIRA;
MARUYAMA, 2014).

Um importante mecanismo de potencializacdo do fluxo polinico é a
heterostilia, um sistema sexual, que possui como principal caracteristica a separacéo
espacial de estigmas e anteras dentro da mesma flor(MARTEN-RODRIGUEZ et al.,
2013). Este polimorfismo floral controlado geneticamente surgiu de maneira
independente em diversas familias de Angiospermas, estando hoje presente em 28 delas
(FERRERO, 2014).

Populacbes de plantas heterostilicas apresentam as estruturas reprodutivas em
alturas diferentes dentro da mesma flor (FERRERO, 2014). Essa separacdo espacial dos
orgaos reprodutivos € chamada hercogamia, e em espécies heterostilicas ela ocorre de

forma reciproca.

A heterostilia pode se manifestar de duas formas, a primeira € a distilia, nela as
populacdes possuem dois morfos distintos, um morfo longistilico onde o estigma € alto
e as anteras baixas, e um morfo brevistilico, onde as anteras sdo altas e o estigma baixo.
A segunda forma € a tristilia, onde as popula¢des apresentam trés morfos, um morfo
longistilico, com estigma alto e anteras baixas posicionadas em duas alturas diferentes
logo abaixo do estigma. Um medioestilo onde o estigma esta localizado entre um
conjunto de anteras altas e um conjunto de anteras baixas, e um morfo brevistilico onde
0 estigma € baixo e as anteras estdo localizadas em duas alturas diferentes logo acima
do estigma (COELHO, 2013; GANDERS, 1979).



Essa hercogamia tem a fungdo de promover a reproducéo cruzada, favorecendo
a funcdo masculina da flor, por meio de um fluxo simétrico de polen, assim, quando um
visitante tocasse as anteras de uma flor pertencente a um morfo, os grdos de polen
seriam depositados em um local especifico do seu corpo, ndo tocando o estigma, e
apenas quando o mesmo polinizador visitasse uma flor de um morfo diferente, os graos
de poblen seriam depositados, evitando contaminagdes tanto da mesma flor
(autopolinizacao), do mesmo individuo (geitonogamia) ou individuos do mesmo morfo,
gerando dessa forma, maior diversidade genética (DARWIN, 1877; MARTEN-
RODRIGUEZ et al., 2013).

Espécies  heterostilicas ~ também  apresentam  um  sistema  de
autoincompatibilidade heteromorfo, que favorecem a fungdo feminina, desse modo, a
fecundacéo so ocorre por meio de fluxo de polen legitimo, ou seja, entre morfos florais
diferentes, reduzindo a depressédo por endogamia (FERRERO, 2014). Em alguns casos
alteracbes no padrdo de transferéncia de polen ou reducdo na reciprocidade das
estruturas reprodutivas pode acabar favorecendo um dos morfos, atuando como uma
forca de selecdo natural (MARTEN-RODRIGUEZ et al., 2013).

Além das caracteristicas acima citadas, as especies heterostilicas apresentam
polimorfismos florais secundarios, sendo os mais frequentes: diferenca entre o tamanho,
ornamentacdo, quantidade e cor dos grdos de polen, morfologia das papilas
estigmaticas, tamanho e morfologia da corola e tamanho do estigma (GANDERS,
1979).

A forma mais comum de heterostilia é a distilia, presente em aproximadamente
26 familias de angiospermas (COELHO, 2013). Espera-se que as caracteristicas da
distilia favorecam a polinizacdo cruzada, mantendo as populacdes equilibradas, com os
morfos florais em uma proporcdo de 1:1, ou seja, praticamente a mesma quantidade de
individuos de cada morfo, a chamada isopletia. Entretanto, em ambientes fragmentados
ou com perturbacGes ambientais relacionados a uma baixa densidade populacional,
podem ocorrer desequilibrios no fluxo de pdlen, que podem acabar favorecendo um
morfo em relacdo ao outro (MACHADO, 2007).

Em populacBes distilicas, teoricamente o fluxo de polen ocorre de forma
simétrica, onde ambos os morfos possuem a mesma capacidade de doar e receber pélen.

Caso haja desequilibrios alguns individuos podem comecar a agir como apenas



doadores (funcdo masculina) ou apenas receptores (funcdo feminina) de polen,
provocando alteragdes no mecanismo da distilia. Nesses casos, 0s polinizadores podem
ter uma fungéo de selecdo promovendo uma especializagdo sexual que pode evoluir para
uma dioicia(LOPES, 2016).

Tais situacdes levam a variagdes no mecanismo da heterostilia, como a reducao
da reciprocidade das pecas reprodutivas e do mecanismo de autoincompatibilidade,
gerando homostilia, uma condicdo com individuos autocompativeis e com pecas
reprodutivas na mesma altura, ou o monomorfismo, situacdo onde é encontrado apenas

um morfo na populacéo (SA et al., 2016).

Quando um local sofre modificacOes, estas podem afetar negativamente a
interacdo entre populacdes de diferentes espéecies que coexistem no local (KEARNS C.
A.; INOUYE, 1993), como € o caso da polinizacdo legitima que requer fluxo de pdlen
simétrico, principalmente em espécies autoincompativeis. Desse modo, identificar estes
efeitos negativos é importante para que medidas de conservacao ou remediacdo possam
ser tomadas, e assim preservar as interacdes ecoldgicas entre as espécies, evitando

extingbes de espécies individuais.

1.4 Familia Rubiaceae

Rubiaceae Juss. possui mais representantes distilicos do que todas as outras
familias juntas (FONSECA et al., 2008), € um importante componente do sub-bosque
das florestas neotropicais (FONSECA et al., 2008) e a quarta maior familia botéanica,
com cerca de 15.000 espécies (FERRERO et al., 2012), E considerada uma das
principais familias da flora brasileira, €, no Cerrado a quarta das mais ricas do bioma
(STEHMANN; SOBRAL, 2017). Possui distribuicdo cosmopolita, ocorrendo no Brasil
cerca de 1400 espécies (SOUZA e LORENZI, 2012).

Seu habito varia desde ervas, arbustos, arvores e por vezes lianas, com folhas
opostas, simples, frequentemente possuem estipulas. Suas flores estdo dispostas em
inflorescéncias, porém em alguns casos estas estdo reduzidas a uma unica flor. As flores
sdo bissexuadas, actinomorfas, diclamideas, corola gamopétala, estames epipétalos,
ovario infero, e em alguns casos apresenta disco nectarifero. Os frutos podem ser

capsulas, bagas, drupas ou esquizocarpicos (SOUZA; LORENZI, 2012).



Rubiaceae possui algumas espécies de importancia econdmica, destacando-se
entre elas o café (Coffea arabica), o jenipapo (Genipa americana), as espécies
ornamentais jasmim-do-cabo (Gardenia jasminoides) e ixora (Ixora spp.). Dentre as
espécies de uso medicinal, as que mais se destacam sdo a quina (Cinchona officinalis),
utilizada na fabricacdo de remédios contra maléria e a ipeca (Carapichea ipecacuanha)
usada na medicina popular. Algumas de suas espécies possuem certa toxidade e sdo
conhecidas por causar danos ao gado destacando-se aquelas pertencentes aos géneros
Palicourea e Psychotria, conhecidas popularmente como erva-de-rato (SOUZA, &
LORENZI, 2012).

Muitas dessas espécies sdo sincronopatricas, ou seja, ocorrem no mesmo local
e possuem epocas de floracdo que se sobrepdem e, aléem disso, compartilham os
mesmos visitantes florais (COELHO, 2013), o que aumenta as chances de uma
deposicgéo interespecifica de polen nos estigmas.

Muitos dos trabalhos realizados anteriormente relacionados a biologia floral
das espécies distilicas de Rubiaceae sdo voltados para a presenca de hercogamia
reciproca e visitantes florais (CONSOLARO et al.,, 2009; CONSOLARO; SILVA,;
OLIVEIRA, 2005; PELISSARO, 2012), porém mais recentemente estdo sendo
realizados estudos voltados a avaliar o fluxo de pdlen legitimo e ilegitimo, bem como o
sucesso reprodutivo de algumas espécies (BORGES, 2017; GARCIA-ROBLEDO,
2008; SA et al., 2016).

1.5 Os géneros Psychotria e Palicourea

Psychotria L. é um género tipicamente distilico, possuindo cerca de 1650
espécies das quais 236 ocorrem no Brasil (FLORA DO BRASIL 2020). Possui
distribuicdo pantropical, sendo frequentemente encontrado em florestas Umidas
(SOUZA, & LORENZI, 2012), e o maior namero de espécies distilicas dentre os
géneros de Angiospermas(CONSOLARO, 2008; KOCH et al., 2010). Suas espécies se
apresentam como arbustos ou pequenas arvores, ervas e por vezes epifitas, com flores
pequenas geralmente polinizadas por moscas, abelhas ou mariposas (FURTADO,
2015), embora algumas espécies possam ser polinizadas por beija-flores (CASTRO e
ARAUJO, 2004)
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Psychotria carthagenensis Jacg. uma das espécies utilizadas neste estudo
(Figura 1), é uma espécie endémica do Brasil, de habito arboreo ou arbustivo, ocorre em
todos os estados brasileiros, exceto Rio Grande do Norte. Suas flores sdo brancas e
tubulares, dispostas em inflorescéncias terminais, normalmente distilicas, porem ha
algumas descri¢cbes de populages monomorficas. Seus frutos vermelhos, quando
maduros, sdo dispersos por aves. A época de floracdo pode variar dependendo da
localidade, podendo ocorrer entre 0s meses de maio a janeiro, porém pode ocorrer em
outros periodos do ano (CONSOLARO et al., 2011; FLORA DO BRASIL 2020).

Palicourea Aubl., € um género comum no Novo Mundo, suas espécies sdo em
sua maioria distilicas e apresentam-se como arbustos, subarbustos ou pequenas arvores.
O género apresenta cerca de 200 espécies das quais 74 ocorrem no Brasil sendo 26
endémicas. No cerrado, podem ser encontradas 14 espécies distribuidas por todas as
suas fitofisionomias. Suas flores de cores fortes sdo tubulares e polinizadas por beija-
flores (CONSOLARO et al., 2009; FLORA DO BRASIL 2020).

Palicourea crocea (Sw.) Roem. & Schult., ¢ um arbusto que ocorre em matas
ciliares ou de galeria, nos estados do Acre, Amazonas, Rond6nia, Roraima, Goias, Mato
grosso, Minas Gerais e no Distrito Federal (Figura 1). A espécie possui inflorescéncias
terminais localizadas em pedunculos flexiveis acima da folhagem, se tornando desse
modo de facil acesso para os visitantes. Suas flores sdo amarelo-avermelhadas o que faz
com que se destaquem. Nao possuem odor, os ramos da inflorescéncia séo laranja ou
vermelho, floresce entre 0s meses de outubro e dezembro, porem alguns individuos
podem florescer em momentos diferentes, seus frutos tem coloracdo violeta-preto
quando maduros (MENDONGCA e ANJOS, 2006; FLORA DO BRASIL 2020).
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Figura 1. Detalhes de Psychotriacarthagenensis e Palicoureacrocea. A) flor brevistilica de P.
carthagenensis, B) flor longistilica de P. carthagenensis, C) frutos de P. carthagenensis, D)
inflorescéncia de P. carthagenensis.E) Inflorescéncia de P. crocea, F) flor longistilica a esquerda e flor
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brevistilicaa direita. G) frutos imaturos de P. crocea, H) frutos maduros de P. crocea. (Imagens E a H
fonte: Coelho, 2013)

Estudos relacionados & biologia floral e fluxo de pdlen contribuem para a
compreensdo das adaptacdes presentes em populagdes de plantas (FONSECA et al.,
2008) e fornecem informagdes sobre a interacdo das espécies e seus polinizadores, as
quais podem ser usadas como base para estratégias de conservacdo. Desse modo o
objetivo deste estudo é avaliar o fluxo de pdlen, intra e interespecifico, em populagdes
das espécies distilicas Palicourea crocea e Psychotria carthagenensis, Para isso, esse
trabalho foi dividido em 02 capitulos. O primeiro capitulo intitulado “Distilia Em
Rubiaceae: Uma Avaliagdo Cienciometrica”, realizou-se uma avaliagdo cienciometrica
buscando avaliar os trabalhos ja realizados para Rubiaceae relacionados a heterostilia, O
segundo capitulo intitulado “Fluxo de polen em espécies de Rubiaceae em fragmento
florestal antropizado” estudou-se o fluxo de polen entre espécies distilicas com floragédo

sobreposta, além de seus polimorfismos florais secundarios.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar a biologia floral e o fluxo de pdlen intra e interespecifico em
Psychotria carthagenensis e Palicourea crocea, espécies sincronopatricas que ocorrem
em um fragmento florestal, localizado as margens do Ribeirdo Paraiso, no municipio de
Jatai-GO, uma regido com forte acdo antrépica e fragmentada, visando gerar

conhecimento sobre a polinizacéo e fluxo de polen em espécies distilicas.

2.2 Obijetivos especificos:

o Realizar um levantamento dos trabalhos publicados com foco na
heterostilia para os géneros Palicourea e Psychotria.

o Avaliar a morfometria floral, e as diferencas que as flores
apresentam entre os morfos, bem como a presenca de hercogamia e se esta
ocorre de forma reciproca.

o Avaliar o diametro dos graos de pélen e o dimorfismo polinico,

no tamanho destes graos.



17

e Avaliar o fluxo de pdlen nos estigmas entre os morfos e
determinar a porcentagem de fluxo de pdlen legitimo e ilegitimo, além de
determinar se ha contaminacdo com pélen de outras espécies.

e  Auvaliar a presenca de outros polimorfismos florais secundarios,
além do dimorfismo polinico, como papilas estigmaticas.

o Realizar a descrigdo anatémica dos 6rgédos reprodutivos das duas

espécies.
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3. CAPITULOI
DISTILIA EM RUBIACEAE: UMA AVALIACAO
CIENCIOMETRICA

Resumo: O Brasil é um pais megadiverso, com grande quantidade de espécies animais
e vegetais, grande parte delas endemicas. O Cerrado é um Hotspot de biodiversidade
devido seu grande percentual de endemismo e a grande porcentagem de area degradada.
Rubiaceae importante familia da flora do Cerrado, possu grande quantidade de espécies
de importancia economica, além de suas espécies apresentaram a distilia como
mecanismo para otimizacdo do fluxo de polen legitico. Avaliacbes cienciométricas
sobre trabalhos realizados para a familia com foco na distilia demonstraram que apesar
da grande quantidade de espécies poucos estudos foram realizados. Com relacdo as
espécies P. crocea e P. carthagenensis foi observado que demais trabalhos devem ser
incentivados, em especial para P. crocea que possui potencial para ser usada como
inseticida botanico contra o mofo branco.

Palavras-chave: Cienciometria, Rubiaceae, Heterostilia
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Abstract: Brazil is a megadiverse country, with a large number of animal and plant
species, most of them endemic. The Cerrado is a biodiversity hotspot due to its large
percentage of endemism and the large percentage of degraded area. Rubiaceae, an
important family of the Cerrado flora, has a large number of species of economic
importance, besides its species presented dysthily as a mechanism for optimizing the
flow of pollen. Scientometric evaluations of family studies focusing on dystilia have
shown that despite the large number of species, few studies have been conducted.
Regarding the species P. crocea and P. carthagenensis it was observed that further
work should be encouraged, especially for P. crocea which has the potential to be used
as a botanical insecticide against white mold.

Keywords: Scienciometry, Rubiaceae, Heterostily

3.1 Introdugéo

A maior parte da biodiversidade mundial é encontrada em uma pequena area
no planeta, e alguns destes locais sdo classificados como hotspots de biodiversidade, ou
seja, regibes com grande riqueza de especies sendo a maioria delas endémicas
associadas a grandes indices de destruicdo do habitat (ALEIXO et al., 2010; JENKINS;
PIMM, 2006; SANTOS; AIZEN; SILVA, 2014).

O Brasil € um pais megadiverso, com uma riqueza de espécies animais
evegetais. Possui cerca de 35 mil espécies de plantas registradas (STEHMANN;
SOBRAL, 2017), representando 19% da biodiversidade mundial (GIULIETTI et al.,
2005). As Angiospermas é o grupo mais diverso, com 32 mil espécies registradas, das
quais 19 mil sdo endémicas. (STEHMANN; SOBRAL, 2017). Dos biomas brasileiros,
dois sdo considerados hotspots devido ao seu alto indice de degradacdo e quantidade de

espécies endémicas, sendo eles a Mata Atlantica e o Cerrado(MYERS et al., 2000).

Em locais onde ha equilibrio entre as espécies, todos obtém alguma vantagem
nesta interagdo. Por outro lado, caso haja algum desequilibrio e alguma das espécies
seja prejudicada tendo sua populacdo reduzida, ou ficando isoladas de seus visitantes,
todas as outras serdo afetadas negativamente (KEARNS; INOUYE, 1993).
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O fluxo de pdlen € uma das importantes interacGes, e quando ocorre de maneira
legitima contribui para que haja maior diversidade genética na populagdo. Desse modo,
caso ocorram mudangas no ambiente existe uma maior chance de que alguns dos
individuos possuam tolerancia a estas alteracdes, e assim a populagdo permaneca, sem
sofrer um declinio, ou até mesmo a extingdo (KEARNS; INOUYE, 1993).

Uma das familias boténicas mais importantes para o Cerrado é Rubiaceae Juss.
a quarta mais rica do Brasil, sendo representada por mais de 1500espécies (FERRERO
et al., 2012), que ocorrem em todo o territério nacional, das quais aproximadamente 376
ocorrem no Cerrado (CONSOLARO, 2008) e 732 sdo endémicas para o pais (FLORA
DO BRASIL 2020). Possui os mais diversos habitos variando desde arvores, arbustos,
subarbustos, ervas ou lianas. Suas flores normalmente bissexuadas ocorrem em
inflorescéncias (SOUZA e LORENZI, 2012).

Uma caracteristica presente na maioria das especies de Rubiaceae é a
heterostilia, polimorfismo floral geneticamente controlado, (MENDONCA; ANJOS,
2006) que possui como caracteristica principal, a presenca de dois (distilia) ou trés
(tristilia) morfos compostos por individuos com pecas reprodutivas hercogamicas, e
reciprocas, ou seja, 0 gineceu e o androceu estdo localizados em alturas diferentes
dentro da mesma flor. Estas alturas sdo reciprocas entre os morfos, caracteristica que
favorece a polinizacdo cruzada e o fluxo de polen legitimo, ou seja, entre individuos
diferentes. A distilia é a forma mais comum de heterostilia (COELHO; RECH;
SANTANA, 2014; GANDERS, 1979).

Estudos sobre estas importantes interacbes entre espécies permitem que se
descubra como uma populacdo esta respondendo as mudancas ambientais sofridas no
local e como estas alteragcdes estdo interferindo na relagdo com as demais espécies
coexistentes. A comparacao entre estudos com as mesmas espécies em diferentes locais,
tanto fragmentados como conservados € fundamental para que se conheca, como cada
local e populacéo estdo sendo afetados (KEARNS; INOUYE, 1993).

As avaliacBes de estudos preexistentes podem ser feitas por meio de revisdes
bibliograficas ou cienciométricas, sendo que esta ultima busca avaliar as caracteristicas
quantitativas a respeito de uma area da ciéncia, usando como fonte de dados trabalhos ja
publicados. Com esta ferramenta de avaliacdo, é possivel analisar tendéncias entre

quantidades de trabalhos publicados sobre determinado assunto e uma area especifica de
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conhecimento, bem como as interacGes entre autores e instituicdes, avaliar as citacdes
dos trabalhos, possiveis lacunas existentes, pontos em comum entre 0s estudos
existentes, dentre outros (MACIAS-CHAPULA, 1998).

Estudos relacionados a biologia floral e sistema reprodutivo de espécies
boténicas, revelam informacGes pertinentes sobre o sucesso reprodutivo e a interacao
que ocorre entre a planta e seus polinizadores. Sendo Rubiaceae a familia com mais
representantes distilicos e tendo a distilia como uma caracteristica que visa aperfeicoar
essa interacdo planta-polinizador (CONSOLARO, 2008), o presente estudo tem como
objetivo realizar um levantamento e avaliagdo dos trabalhos publicados relacionados ao

tema, que tenham como foco espécies pertencentes a familia.

3.2 Metodologia

Foi realizado um levantamento bibliografico em trés bases de dados: Scielo

(https://wwwe.scielo.org/), Scopus (https://www.scopus.com/home.uri) e Web of Science

(www.isiknowledge.com). A busca por artigos foi realizada a partir dos termos
Distyly+Rubiaceae, Distyly+Palicourea e Distyly+Psychotria. Para avaliacdes dos
trabalhos relacionados as espécies utilizadas neste trabalho foram realizadas buscas
utilizando-se o0 nome cientifico das espécies (Psychotria carthagenensis e Palicourea
crocea) (BENVINDO-SOUZA et al., 2017).

N&o houve restricdo quanto ao ano de publicacdo ou pais de origem a fim de
garantir a identificacdo do maior numero de artigos possiveis. Todos 0s artigos que
continham as palavras chave usadas na busca em qualquer um dos campos foram
selecionados para posterior leitura. Trabalhos de revisdo ndo foram utilizados, bem
como aqueles em que as analises ndo tinham relacdo com a heterostilia e biologia floral

ou reprodutiva.

Para os trabalhos selecionados usando as palavras-chave Rubiaceae+Distyly,
foram analisadas as variaveis: (i) ano de publicacéo, (ii) local do estudo, (iii) espécie(s)
utilizada(s), e para os trabalhos selecionados wusando as palavras chave
Distyly+Palicourea ou Distyly+Psychotria além das variaveis citadas anteriormente

foram acrescentadas: (iv) visitantes florais e (v) a presenga de monomorfismo.
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Foi utilizado o indice de correlacdo de Pearson (P<0,05) para avaliar a
correlacdo entre o numero de artigos publicados e o ano de publicacdo, nesta avaliagdo
os valores variam entre -1 e 1 sendo r=1 uma correlacdo positiva perfeita, r=-1 uma

correlacdo negativa perfeita e r=0 uma correlacdo nula, ou seja ndo existe correlagéo.

3.3 Resultados e Discussao
3.3.1 Analise geral sobre a distilia

Foram encontrados 59 trabalhos, publicados entre os anos de 1990 a 2018 que
possuiam relagdo com o objetivo do estudo. As andlises foram realizadas em 12 paises
diferentes, sedo 24 deles realizados no Brasil (Figura 2). Foi observada a presenca de
uma correlacdo fraca entre o ano de publicacdo e o nimero de artigos publicados tanto
avaliando todos os paises (r=0.355876), como aqueles publicados no Brasil (r=-
0.19435).

As espécies utilizadas em trabalhos nacionais foram avaliadas quanto ao nivel
de ameaca por meio de consultas no site do Jardim Botéanico - Flora do Brasil 2020
(http://floradobrasil.jbrj.gov.br). Das 30 espécies analizadas, 26 estavam classificadas
como NE — ndo especificado, representando 86% das especies, 2 estdo classificadas

como LC — pouco preocupante (7%), e 2 como VU — vulneravel (7%).

Tais resultados demonstram a necessidade da realizacdo de novos estudos para
aumentar o conhecimento sobre a flora brasileira.A crescente expansdo agricola e
degradacdo da paisagem natural,pode levar a perda de espécies com potencial
econémico e biotecnoldgico, além de possiveis espécies prioritarias para a conservacao.
Com a avaliagdo do nivel de ameaca destas espécies, programas ou estratégias de

conservacdo podem ser tracados, para que estas espécies sejam preservadas.
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Figura 2: Relagdo entre quantidade de trabalhos publicados e pais onde os estudos foram desenvolvidos.
Resultados encontrados nas buscas realizadas nas bases de dados Scielo, Scopus e Web of Science. As
palavras-chave utilizadas foram Rubiaceae+Distyly, sendo que os resultados estdo expostos na forma de
nameros de artigos publicados entre os anos de 1990 e 2018.

Em relacdo aos visitantes florais dos géneros Palicourea e Psychotria, a maior
parte deles pertencia a classe Insecta, distribuidos nas ordens Hymenoptera 34%,
Lepidoptera 31%, Diptera 8%, Coleoptera 2%, Thysanoptera 2%, Hemiptera 2%. Os
demais visitantes pertenciam a classe das Aves, 19% Apodiformes e 2% Passeriformes
(Figura 3). Tais resultados sdo esperados, visto que estudos anteriores relataram que as
flores dos géneros avaliados normalmente séo polinizadas por abelhas, mariposas e/ou
beija-flores(CASTRO e ARAUJO, 2004; CONSOLARO e colab., 2011; FURTADO,
2015).

Finalmente, para a avaliacdo da presenca de monomorfismo, das populacdes
estudadas, 87% possuiam dois morfos, 9% eram monomorficas e 4% homostilicas, ou
seja, anteras e estigma na mesma altura. Tais alteracdes presentes nestas populacbes
podem estar relacionadas a variagdes no mecanismo de distilia, consequéncia de
alteracdes no supergene que controla o polimorfismo (FURTADO, 2015; GANDERS,
1979). A quebra no mecanismo de autoincompatibilidade permite a reproducdo entre
morfos iguais, 0 que pode aumentar a frequéncia de um dos morfos na populacdo. O
fluxo de pdlen assimétrico também pode influenciar no sucesso reprodutivo de algum

dos morfos em relacdo ao outro, levando, com o tempo, a populagdes monomorficas
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(CONSOLARO et al, 2009). Populagdes reduzidas ou isoladas, em locais
antropizados, e reproducdo vegetativa sdo fatores que podem contribuir para variacoes
nas caracteristicas da distilia (CONSOLARO et al., 2009; GANDERS, 1979).

B Apodiformes
m Coleopteros
M Diptera

B Hemiptera

B Hymenoptera
M Lepidoptera
W Passeriformes

1 Thysanoptera

Figura 3: Relagdo entre os visitantes florais dos géneros Palicourea e Psychotria.

3.3.2 Psychotria carthagenensis e Palicourea crocea

Para P. carthagenensis foram encontrados 12 trabalhos realizados entre 1996 e
2016, com foco principalmente na biologia reprodutiva e fenologia da espécie (50%), o
segundo tema mais frequente € relacionado a caracterizacéo estrutural da espécie (25%),
fitoguimica e fitofarmacologia (17%) e genética (8%). Um trabalho foi realizado na
Argentina e os demais no Brasil. Para P. crocea, foram encontrados oito trabalhos
realizados, entre 0s anos de 2004 e 2017, a maioria relacionados a fitoquimica (67%), e
os demais nas areas de biologia floral, biologia reprodutiva, e etnofarmacologia,
(12,3%). Sete dos trabalhos foram realizados em institui¢cbes nacionais, um foi realizado

na Austria e um em Trinidad e Tobago.

Entre os estudos encontrados foi possivel observar uma correlagdo positiva
(r=0.7594) entre o nimero de artigos publicados e 0 ano de publicacdo para P. crocea,
porém o mesmo nao pode ser dito de P. carthagenensis (r=0,1844).
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3.3.3 Caracteristicas das espécies

Psychotria carthagenensis é um arbusto com 1 a 3 metros de altura, com folhas
simples e opostas que apresentam estipulas apicais lanceoladas, inflorescéncias
terminais e flores brancas, distilicas, gamopétalas com simetria radial, que medem
aproximadamente 0,34 cm e apresentam um anel de tricomas no interior do tubo e um
disco nectarifero. Seus frutos sdo drupas de coloracdo vermelha quando maduros
(CONSOLARO; SILVA; OLIVEIRA, 2011; KOCH; SILVA; SILVA, 2010;
VITARELLI; SANTOS, 2009).

Palicourea crocea € uma espécie de habito arbustivo, com flores
hermafroditas, distilicas, amarelas avermelhadas, pentameras, gamossépalas, com cinco
estames epipétalos, estigma bifido e ovéario infero, bilocular e bicarpelar (COSTA;
MACHADO, 2017). A floragdo ocorre no periodo de chuva, podendo ocasionalmente
ocorrer em outros momentos. Suas flores ocorrem em inflorescéncias terminais com
ramos laranja ou vermelho, dispostas em peddnculos dispostos acima da folhagem com
+25 flores por inflorescéncia. Seus frutos sdo de cor violeta ou pretos quando maduros
(COSTA; MACHADO, 2017; MENDONCA; ANJOS, 2006). Apesar de ser uma
espécie distilica, algumas populacées podem ser monomorficas(COSTA; MACHADO,
2017).

Como citado acima, a maioria dos trabalhos encontrados para Palicourea
crocea foram relacionados a fitoquimica e fitofarmacologia, visto que o género
Palicourea € conhecido por sua acdo toxica em relacdo aos animais. A espécie
conhecida como douradinha, douraddo ou douraddo-do-campo € usada na medicina
popular, por populacdes ribeirinhas para diversos tratamentos, como para infeccGes em
geral, alteracbes cardiovasculares, sensacdo de fraqueza e até mesmo urticaria
(RIBEIRO et al., 2017).

A espécie possui acdo antifingica como observado por Zanella et al.(2015),
onde extratos das folhas de P. crocea tiveram acdo sobre a germinacdo carpogénica
de Sclerotinia sclerotiorum, um fungo de grande importancia econdémica, visto que
causa a patologia conhecida como mofo branco, ou podriddo branca que afeta espécies
importantes para o agronegdécio como a soja, e é de dificil erradicacdo, visto sua
estrutura resistente (GOULART, 1997).
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3.4 Conclusao

Considerando a familia Rubiaceae como a que possui maior quantidade de
espécies distilicas e sua importancia como uma das maiores dentre as Angiospermas,
poucos artigos relacionados a heterostilia foram encontrados nas bases de dados
utilizadas. A quantidade de estudos relacionados a fitoquimica utilizando P. crocea,
juntamente com o crescimento no numero de trabalhos realizados, demonstra que ha um
possivel potencial econdmico da espécie. Apesar da correlacdo positiva, 0 nimero de
trabalhos encontrados foi baixo, espera-se entdo que mais estudos sejam realizados. O
mesmo pode-se esperar para P. carthagenensis, principalmente com estudos
relacionados aos possiveis compostos quimicos presentes em seus extratos. De um
modo geral esta avaliacdo demonstrou que tanto em nivel de espécies como em relacao
a toda a familia Rubiaceae, mais estudos sdo necessarios para que se possa conhecer

melhor sobre sua biologia.

Dados os resultados encontrados nos estudos sobre os potenciais quimicos e
farmacoldgicos das espécies utilizadas neste trabalho, novos estudos deveriam ser
incentivados, para que haja maior investigacdo sobre 0 uso de seus extratos na
agricultura como inseticida botanico ou como medicamento. Estudos sobre sua biologia
reprodutiva tem igual importancia, visto que como espécies distilicas, necessitam de

fluxo de pdlen simétrico para sua reproducdo e manutencdo de suas populagdes.

Como citado anteriormente, a maior parte das espécies ndo estava classificada
guanto ao seu nivel de ameaca. Tal avaliagdo é importante tanto para as espécies de
Rubiaceae como para outras familias para que possa se conhecer como estas espécies se

distribuem no ambiente.

Baseado nas informacGes sobre as espécies dos géneros avaliados neste
trabalho, estudos que avaliem sua real acdo como inseticidas botanicos, bem como seus

efeitos medicinais devem ser incentivados.
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4. CAPITULOIII
FLUXO DE POLEN EM ESPECIES DE RUBIACEAE EM
FRAGMENTO FLORESTAL ANTROPIZADO

Resumo: Rubiaceae € uma importante familia da flora brasileira, possui grande
quantidade de espécies de importancia econimica e ainda a maior quantidade de
espécies distilicas dentre as Angiospermas. P. crocea e P. carthagenensis, espécies que
normalmente ocorrem nos mesmos ambientes e possuem época de floracdo sobrepostas
sdo espécies distilicas pertencentes a Rubiaceae, e foram utilizadas neste estudo. Foram
avaliados caractéries distilicos como morfometria floral, hercogamia reciproca e
polimorfismos secundarios para as duas espécies. Foi observado a presenca de dois
morfos florais nas duas populacGes de plantas, porém com grande variagdo na altura das
anteras e estigmas o que pode levar a contaminacdo com pdlen de outros morfos ou
espécies, como também foi observado na avaliacdo dos estigmas. Os gréos de pdlen
foram maiores para o morfo brevistilico para ambas as espécies. Avaliacdes anatdmicas
demonstraram que ambas as espécies possuem estrutura semelhante, com anteras
tetrasporangeadas e presenca de tricomas nas pétalas.

Palavras-chave: Fluxo de polen, Distilia, Rubiaceae
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Abstract: Rubiaceae is an important family of Brazilian flora, has a large number of
species of economic importance and still the largest amount of distillery species among
the Angiosperms. P. crocea and P. carthagenensis, species that normally occur in the
same environments and have overlapping flowering time, are distillic species belonging
to Rubiaceae, and were used in this study. Distillic characteristics such as floral
morphometry, reciprocal hercogamy and secondary polymorphisms for both species
were evaluated. It was observed the presence of two floral morphs in both plant
populations, nevertheless with great variation in the anthers and stigmas height which
can lead to pollen contamination of other morphs or species, as was also observed in the
evaluation of the stigmas. Pollen grains were larger for brevistilic morphum for both
species. Anatomical evaluations showed that both species have similar structure, with
tetrasporangated anthers and presence of trichomes in the petals.

Keywords: Pollen flow, Dysthily, Rubiaceae

4.1 Introducéo

A heterostilia € um polimorfismo floral geneticamente controlado, onde as
estruturas reprodutivas sdo hercogamicas, ou seja, estigmas e anteras estdo dispostos em
alturas diferentes, além disso, essa hercogamia ocorre de forma reciproca entre 0s
morfos, caracteristica que visa otimizar o fluxo de polen e a reproducdo cruzada. A
distilia é a forma mais comum de heterostilia, presente em cerca de 26 familias. Nela as
populacdes apresentam dois morfos florais, um brevistilico e um longistilico
(COELHO, 2013; GANDERS, 1979).

As posicOes diferentes entre os 6rgdos reprodutivos dentro da mesma flor
permitem que os graos de polen sejam depositados em locais especificos no corpo dos
polinizadores, devido a hercogamia reciproca, a posi¢cdo de deposicdo dos grdos de
polen pelas anteras de um morfo é reciproca a altura do estigma do outro morfo,
otimizando o fluxo de polen legitimo, ou seja, entre individuos diferentes (GANDERS,
1979; SA et al., 2016). Quando a altura das estruturas reprodutivas ndo é reciproca,
podem ocorrer contaminacOes ou perda dos graos, pois estes ndo serdo depositados nos

estigmas reciprocos.
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Espécies distilicas normalmente possuem um sistema de autoincompatibilidade
heteromorfo, sé ocorrendo producdo de frutos por meio de polinizacdo legitima, e
polimorfismos secundérios como, por exemplo, tamanho e ornamentagdo dos gréos de
polen, tamanho da corola, morfologia das papilas estigmaticas e tamanho dos estigmas
(COELHO; RECH; SANTANA, 2014; CONSOLARO, 2008; GANDERS, 1979).

Psychotria um género pantropical da familia Rubiaceae, que apresenta habito
arbustivo ou pequenas arvores, com flores pequenas geralmente polinizadas por insetos
e em alguns casos por beija-flores (FURTADO, 2015).Esse género Possui 0 maior
nimero de espécies distilicas dentre os géneros de Angiospermas (CONSOLARO,
2008; KOCH et al., 2010). Além desse, Palicourea é um género neotropical que pode se
apresentar também como arbustos ou pequenas arvores, no qual, praticamente todas as
espécies de sdo distilicas. Comumente é possivel observar espécies dos dois géneros no
mesmo ambiente (CONSOLARO et al., 2009).

Estudos sobre as interagdes que ocorrem entre diferentes espécies é importante
para evidenciar possiveis alteracfes e efeitos negativos que possam estar ocorrendo no

local.
4.2 Objetivos

O presente trabalho teve o objetivo de avaliar:

4.2.1 As variacbes morfologicas das flores de duas espécies de Rubiaceae em um
fragmento florestal antropizado, a fim de observar as possiveis variacbes sobre a
hercogamia reciproca.

4.2.2 O fluxo de pdlen nos estigmas, com avaliacdo do fluxo de polen legitimo (entre
morfos diferentes) e ilegitimo (entre morfos iguais), além da presenca de contaminacgéo
com pdlen de outras espécies.

4.2.3 Polimorfismos florais secundarios como o dimorfismo polinico entre os morfos,
e a morfologia das papilas estigmaticas.

4.2.4 Avaliacdo dos caracteres anatdmicos das flores com foco nas possiveis variacdes

na morfologia dos estigmas e anteras.

4.3 Material e Métodos
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4.3.1 Local do Estudo:

O estudo foi realizado em um fragmento florestal antropizado, as margens do
Ribeirdo Paraiso, na BR 158, no municipio de Jatai-GO, proximo ao perimetro urbano.
Na regido esta instalada uma olaria, e a atividade de retirada do barro para a produgédo
de tijolos que provoca grande impacto, formando grandes buracos que dividem partes

das populacOes vegetais existentes.
4.3.2 Especies Estudadas:

Para este trabalho foram estudadas as espécies Palicourea crocea Sw. Roem.
& Schult e Psychotria carthagenensis Jacq., duas espécies pertencentes a familia
Rubiaceae que ocorrem no fragmento e tem a época de floracdo sobreposta. As coletas
das flores foram realizadas entre 0s meses de setembro e dezembro, época de floragdo

sobreposta das duas espécies.
4.3.3 Morfometria floral:

Com o objetivo de avaliar a distilia nas espécies estudadas, foram coletadas 50
flores abertas de 10 individuos de cada morfo para cada espécie. As flores foram
conservadas em alcool 70% e posteriormente, com o auxilio de um paquimetro digital
foram aferidas as seguintes medidas: Comprimento da corola, comprimento do estigma,
comprimento da antera, altura do estigma e altura das anteras. Os valores foram
avaliados com o programa Bioestat (teste T e Teste U de Man-Whitney-KrusKal-

Wallis) para avaliar a presenca de diferencas significativas entre os morfos.
4.3.4 Hercogamia Reciproca:

Para avaliar a presenca de hercogamia reciproca nas espécies estudadas foram
utilizados os indices de reciprocidade relativa. O primeiro, de Richards e Koptur (1993),
avalia a reciprocidade entre as anteras do morfo brevistilico e o estigma do morfo
longistilico (estruturas reprodutivas altas), e entre as anteras do morfo longistilico e o
estigma do morfo brevistilico (estruturas reprodutivas baixas), onde os valores vaiam
entre 1 e -1, sendo zero a hercogamia perfeita, e valores entre 0,05 e -0,05 é considerado
presenca de hercogamia reciproca. O segundo, o indice de Sanchez et al.(2013)que

avalia a reciprocidade da populagdo como um todo, ndo diferenciando a altura das
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pecas, onde os resultados iguais ou maiores que 0,95 considera-se hercogamia

reciproca.
4.3.5Dimorfismo Polinico:

A fim de identificar as diferencas no tamanho dos grdos de pdlen produzidos
por cada morfo, foram coletados trés botbes florais, de 10 individuos de cada morfo
para cada espécie. Os botdes florais foram armazenados em alcool 70%, e deles
retiradas as anteras, as quais foram maceradas. Para uma melhor visualiza¢do dos graos
de pélen foram confeccionadas laminas com gel de fucsina. Em seguida, as laminas
foram avaliadas em fotomicroscopio, onde foram realizadas fotomicrografias para
posterior avaliagdo (FURTADO, 2015).

Com o auxilio do programa Image J as fotomicrografias foram avaliadas e
delas contados 50 grdos de polen em cada lamina, totalizando 1500 gréos de polen por
morfo(FURTADO, 2015). Os resultados foram avaliados estatisticamente usando-se 0
Teste U de Man-Whitney-KrusKal-Wallis por meio do programa Bioestat versao 5,0.
Os gréos de polen de cada morfo foram separados em classes de acordo com seu
didmetro, e aqueles cujas medidas se sobrepuseram foram excluidos das andlises
(FURTADO, 2015).

4.3.6 Fluxo de pdlen:

Ao todo foram coletadas 30 flores abertas de 10 individuos de cada morfo para
cada espécie. Das flores foram retirados os estigmas e confeccionadas laminas com gel
de fucsina, as quais foram analisadas em microscopio Optico com ferramenta de captura
de imagem e realizadas fotomicrografias. Depois de realizada a identificacdo dos gréos
de pdlen de cada morfo, novamente com o auxilio do programa Image J os grdos de
polen, presentes no estigma, foram medidos e classificados de acordo com seu diametro
e possivel morfo de origem (FURTADO, 2015).

4.3.7 Morfologia das papilas estigmaticas:

Para avaliar as diferencas nas papilas estigmaticas entre os morfos, foram
utilizados 10 estigmas retirados de flores previamente coletadas para a confeccdo de
laminas com duas gotas de agua deionizada, tomando cuidado para ndo pressionar a

laminula a ponto de causar danos a estrutura. As laminas foram avaliadas em
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fotomicroscopio, realizando a descricdo das caracteristicas basicas das papilas
estigméticas. Todas as fotomicrografias foram realizadas no Laboratorio de
Morfofisiologia da Universidade Federal de Jatai.

4.3.8 Avaliacdo anatdmica dos caracteres florais:

Foram coletadas flores abertas das duas espécies utilizadas no estudo e
armazenadas em alcool 70%. Para a montagem das laminas o material foi desidratado e
as amostras foram submetidas a solucéo de infiltracdo (1:1) 50% de etanol 100% e 50%
de resina base ativada (Historesina Leica, seguindo as instru¢des do fabricante) por uma
semana (MEIRA; MARTINS, 2003).

Em seguida as amostras foram emblocadas em moldes de plastico com solugéo
de incluséo (16 ml de resina base ativada + 01 ml de endurecedor). Os blocos foram
seccionados com o auxilio de um micrétomo rotativo de avango automatico (RM 2235 —
Leica) com navalhas de aco descartaveis(MEIRA; MARTINS, 2003). Os cortes foram
corados com azul de toluidina e apds a montagem das laminas foram observados em

fotomicroscopio.

4.4 Resultados e Discussao
4.4.1 Local do Estudo:

A cidade de Jatai encontra-se na Microrregido do Sudoeste Goiano, e possui
clima tropical, classificado como AW, com duas estacdes bem definidas, apresentando
um verdo quente e chuvoso com as chuvas iniciando em outubro até mago e um inverno
seco e frio, ocorrendo seca nos demais meses do ano (NEIS e colab., 2006; SOUZA e
colab., 2007).

O fragmento florestal onde o estudo foi realizado esté localizado as margens do
Ribeirdo Paraiso (17°48'17.9"S 51°47'35.2"W) (Figura 4). No local esta instalada uma
olaria, e a retirada do barro leva a formacdo de grandes cavas (buracos) que causam

isolamento de pequenos grupos de plantas, além de acumular agua durante as chuvas.
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Na regido ha grande fluxo de pessoas, veiculos pesados como tratores, além da
presenca de animais domésticos. O local também é frequentado por pescadores que
jogam lixo as margens do rio e ao longo das trilhas formadas pelos trabalhadores. A
recente construcdo de residéncias agravou a situacdo do lixo devido ao descarte de

materiais, realizado sem nenhum cuidado (Figura 5).

Figura 4: Vista de satélite do local onde foi realizado o estudo. Fragmento florestal préximo ao Ribeirdo
Paraiso, (17°48'17.9"S 51°47'35.2"W). Fonte: Google Earth.
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Figura 5: Visdo do local onde foram realizadas as coletas. Instalagdes pertencentes a olaria (A, C, D),
fluxo de animais (B) e veiculos pesados (E).

4.2 Morfometria floral

P. carthagenensis € um arbusto de até 3 metros de altura, suas folhas séo
simples e opostas. Suas flores estdo dispostas em inflorescéncias terminais, gamopétalas
e normalmente distilicas. Possui corola campanulada de coloragcéo branca, com um anel
de tricomas no seu interior, estigma bifido, ovario infero e cinco estames epipétalos.
P.crocea também com habito arbustivo possui flores amarelo-avermelhadas sem odor,
dispostas em inflorescéncias em ramos laranjas, também possui estigma bifido, ovario

infero e cinco estames epipétalos.

O tamanho médio das flores longistilas de P. carthagenensis foi de
5,25+0,52mm, valor que diferiu estatisticamente do tamanho das flores brevistilas que
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foi de 4,82+0,43mm. J& o tamanho do pistilo para as flores longistilas foi de 7,60+0,64
mm, enquanto para as flores brevistilas foi de 4,57+0,96 mm valores que também sé&o
estatisticamente diferentes, o que se repetiu para os valores de altura das anteras que
para as flores longistilas foi de 4,83+0,46mm e para as flores brevistilas de 6,57+0,49
mm. Além disso, foram observadas diferencas significativas entre o comprimento do
estigma dos dois morfos, porém, o comprimento das anteras ndo apresentaram

diferencas estatisticas significativas.

Foi observada que existe uma correlacdo entre a altura dos estigmas e o
comprimento da corola (r=0,6521), o que também ocorre de uma maneira mais forte
entre a altura das anteras e 0 comprimento da corola (r=0,7178). Tais resultados indicam
a presenca de dois morfos florais na populacdo estudada. A correlacdo mais forte
existente entre anteras e a corola se da pelo fato de que a espécie apresenta estames

epipétalos.

Para as flores de P. crocea, o tamanho medio das flores longistilas foi de
13,65+0,95 mm e para as flores brevistilas 14,52+1,26 mm valores que apresentaram
diferencas significativas, os pistilos das flores longistilas apresentou tamanho médio de
14,49+1,96 mm e as flores brevistilas foi de 11,09£1,34 mm, valores que também séo

diferentes estatisticamente.

Os valores da altura das anteras que para as flores longistilas foi de 10,49+1,00
mm e para as flores brevistilas 15,51+1,89 mm, os quais diferiram estatisticamente,
assim como os valores de comprimento de estigma e comprimento das anteras, estes
resultados confirmam a presenca de dois mofos florais nas populacdes de plantas
estudadas. A correlacdo entre a altura das anteras e o comprimento da corola é
considerada forte (r=7003), porem para a altura dos estigmas e comprimento da corola,

apesar de existir, € uma correlacdo considerada fraca (r=0,4425) (Tabela 1).

Tabela 1 — Morfometria floral de P. carthagenensise P. crocea.

P. carthagenensis P. crocea

Longistilo Brevistilo P Longistilo  Brevistilo

Comprimen  5,25+0,52 4.82+0.43 13,65+0,95 14,52+1,26
<0,0001
to da corola mm mm mm mm

0,0005
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Altu_ra do 7,60+0,64 4,57+0,96 <0,0001 14,49+1,96 11,09+1,34 <0,0001
Estigma mm mm mm mm
Comprimen
to do 1,08+0,14 0,95+0,65 <0,0001 1,91+0,46  3,07+0,85 <0,0001
. mm mm mm mm
Estigma
Altura da 4,83+0,46 6,57+0,49 10,49+1,00 15,51+1,89
Antera mm mm <0,0001 mm mm <0,0001
Comprimen
to da 1,26+0,16 1,23+0,18 2420 3,33+0,67 3,87+0,43 0,0001
Antera mm mm mm mm

A morfologia da corola pode atuar diretamente na eficiéncia da polinizacéo.
Em certos casos as corolas restringem o acesso de alguns visitantes para evitar o
desperdicio de polen com aqueles que ndo atuariam como polinizadores efetivos
(RICCI, 2017). Neste caso, alem da restricdo de visitantes, como 0s estames sdo
epipétalos, variacfes na morfologia e tamanho da corola afetam diretamente a altura em

que as anteras estdo dispostas.

A doacdo de pdlen entre as estruturas reprodutivas baixas também pode sofrer
acdo direta da morfologia da corola. A maior exposicdo de anteras e estigmas altos
facilitaria a transferéncia de pdlen, porém como ponto negativo, o estigma também
ficaria mais suscetivel a contaminag¢fes (COELHO, 2013).

A avaliacdo anatdmica das estruturas florais demonstrou que as pétalas de P.
carthagenensis apresentam epiderme adaxial simples, justaposta, cuticulada, com
numerosos tricomas tectores unicelulares, e a epiderme abaxial é simples, também com
a presenca de cuticula. O mesofilo é composto de parénquima fundamental, os feixes
vasculares observados tém auséncia de esclerénquima. Tais feixes sdo comuns visto que
as pétalas sdo estruturas delicadas que ndo necessitam de alta capacidade de sustentacao

e conducdo, ao longo do tecido parenguimatico sdo observados idioblastos (cristais).

A espécie apresenta ainda um anel de tricomas no interior do tubo da corola
(SOUZA et al., 2003) (Figura 6). As papilas nas pétalas possuem funcdo ainda

controversa para alguns autores, sendo sugerido que sua importancia seja apenas
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taxondmica, entretanto para outros estas estruturas possuiriam fungdes como reflexdo da

luz solar, além de conferir aspecto aveludado as pétalas (ALQUINI et al., 2006).

J& as pétalas de P. crocea apresentam mesofilo homogéneo, a epiderme da face
adaxial é simples, justaposta, com tricomas tectores unicelulares e uniseriados,
ocorrendo ocasionalmente, e a epiderme abaxial € papilosa, nas duas faces é possivel
observar a presenca de cuticula. No mesofilo € possivel observar feixes vasculares
compostos apenas por xilema e floema, situacdo comum em angiospermas(SOUZA et
al., 2003). Este ainda € composto parénquima fundamental, com vérias camadas de
células de tamanhos variaveis, além de apresentar idioblastos (cristais).
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Figura 6: Fotomicrografias das pétalas de P. carthagenensise P. crocea. A) Corte transversal da pétala de
flor brevistilicade P. carthagenensis B) Corte transversal da pétala de flor longistilicade P.
carthagenensis, C) Corte transversal da pétala de flor brevistilica de P. crocea, B) Corte transversal da
pétala de flor longistilica de P. crocea. T- tricoma, FV- feixe vascular, | — idioblasto, FI — filete, EA —

epiderme adaxial, EB- epiderme abaxial, P — papilas.
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4.4.3Hercogamia reciproca

Os valores para hercogamia reciproca encontrados com o teste de Richards &
Koptur (1993) para as estruturas reprodutivas altas de P. carthagenensis foi de -
0,07£0,15mm, e para as estruturas reprodutivas baixas de 0,03£0,10 mm. Os resultados
indicam que h& certa reciprocidade entre as estruturas reprodutivas altas, porém com
alguma variacdo. No caso das estruturas reprodutivas baixas o valor menor que 0,05

indica que segundo o teste as alturas sdo reciprocas.

Jé para P. crocea os valores obtidos com o teste de Richards & Koptur (1993)
para as estruturas reprodutivas altas foi de 0,03+0,09 mm, e para as estruturas
reprodutivas baixas de -0,03+0,07 mm. Estes resultados indicam que existe hercogamia
reciproca entre as estruturas, tanto para as altas como para as baixas. O desvio padrao
maior que a média indica que os valores variam, apesar da presenca de hercogamia. Esta
variacdo na altura de estigmas e anteras pode levar a certa vantagem, pois, permitira a
deposicdo de pdlen em uma regido mais ampla do corpo do polinizador. Entretanto tal
variacdo poderia levar a contaminacdes com polen ilegitimo, causando a oclusédo do

estigma e prejudicando a germinacao de polen legitimo.

Os resultados encontrados no teste de Sanchez et al.(2013 v. 2.0) para P.
carthagenensis foi de 0,184 mm, e a distancia média de separacdo entre estigma e
antera foi de 0,46+0,13 mm e para P. crocea de 0,229 mm, com a distancia média de
0,31+0,16 mm. Tais valores indicam que ndo ha reciprocidade, confrontando com os
valores encontrados no teste anterior, apesar de destacar a presenca de uma separacao

entre as estruturas reprodutivas (Figuras 7 e 8).

As diferencas encontradas sdo resultado das diferentes formas de avaliacdo dos
testes utilizados. Os resultados diferentes encontrados entre os testes de hercogamia
devem-se provavelmente a presenca de variacdo entre o tamanho das estruturas dentro
do mesmo morfo. Desse modo outras caracteristicas devem ser levadas em consideracao
para determinar se uma espécie é ou nao distilica, como por exemplo, se a espécie é

isopletica, e a presenca de um sistema de autoincompatibilidade (COELHO, 2013).

Mesmo em espécies que apresente certo gral de reciprocidade, porém seja

observada grande variagdo na altura das estruturas dentro da populacgdo, tal variagdo
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pode levar a contaminagdes. Quando ndo ha hercogamia reciproca, os estigmas podem

apresentar reciprocidade com o local de deposicéo de outras espécies presentes no local.

Existe certa controversa em relacdo a importancia da hercogamia reciproca
dentro de uma populagdo. Descrita inicialmente como a pega chave no sucesso
reprodutivo, a presenca de dois morfos bem definidos com alturas reciprocas permitiria
a deposicdo de polen numa parte especifica do corpo do polinizador, que quando
visitasse flores de um morfo diferente depositaria 0s grdos exatamente sobre o estigma,
garantindo uma maior eficiéncia reprodutiva. A variacdo na hercogamia reciproca
poderia levar a um aumento da contaminacdo, ou seja, fluxo de pdélen ilegitimo
(DARWIN, 1877).

Estudos posteriores evidenciaram a importancia da hercogamia reciproca para
uma deposicdo de pélen especifica, que reduziria o desperdicio de pdlen e garantiria
maiores chances de que ocorresse fertilizacdo cruzada (BAKER, 1964; WEBB;
LLOYD, 1986).

Entretanto em algumas populagdes, variacdes na reciprocidade entre estigmas e
anteras podem contribuir para que mais polen chegue aos estigmas, pois o polen seria
depositado em um local mais amplo do corpo do polinizador. Tal situacdo permitiria
que o poblen tivesse mais chances de ser depositado sobre o estigma, visto que a
hercogamia perfeita ndo existe na natureza, havendo sempre certa variacao entre a altura
das estruturas reprodutivas (COELHO, 2013).

Além disso, a maioria das espécies distilicas apresenta um sistema de
autoincompatibiliade heteromorfo, que evitariam a germinacdo dos grdos de polen da
propria flor, bem como a fertilizacdo dos Ovulos, o que manteria a isopletia da
populacdo (FURTADO, 2015; MARUYAMA; AMORIM; OLIVEIRA, 2010).

A contaminacdo por pélen ilegitimo também causa a oclusdo do estigma o que
impede que grdos de pdlen vidveis cheguem ao estigma e germinem, impedindo a
fertilizacdo (BORGES, 2017).
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Figura 7. Comparacdo da variacdo de tamanho das estruturas reprodutivas em flores de P.
carthagenensiscoletadas em Jatai—-GO. Triangulos representam a altura dos estigmas e circulos altura das

anteras.
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Figura 8: Comparacdo da variagdo de tamanho das estruturas reprodutivas em flores de P. crocea em
Jatai—GO. Tridngulos representam a altura dos estigmas e circulos altura das anteras



44

A variacdo encontrada nos testes de hercogamia pode ser observada nos
graficos acima. Em uma situacdo de hercogamia perfeita espera-se que 0s estigmas e
anteras se apresentem no grafico em blocos bem definidos, entretanto o que é observado
é uma grande variacdo entre as alturas das anteras, apesar da presenca de dois morfos
bem definidos dentro da populagéo.

4.4.4 Dimorfismo polinico

Os grdos de pélen das duas espécies foram examinados a partir do seu
didmetro. O tamanho médio dos grdos de pdlen para P. carthagenensis para o0 morfo
longistilo foi de 37,54+4,78 um, enquanto para o morfo brevistilo 39,57+4,64 um. Ja 0s
valores para P. crocea para o morfo longistilo foi de 65,18+18,17 um e para 0 morfo
brevistilo foi de 88,49+5,32 um. Por meio de avaliacdes estatisticas foi constatado que
0s gréos de polen entre os morfos séo estatisticamente diferentes para as duas espécies
(Tabela 2).

Para as duas espécies 0s grdos de polen do morfo brevistilo foram maiores,
resultados semelhantes aos encontrados por Furtado (2015), Barrettet al. (1992) e
Coelho e Barbosa (2004).

Tabela 2 — Dimorfismo polinico observado em P. carthagenensis e P. crocea.

Longistilo Brevistilo U P
P. carthagenensis 37,5447 UM 39,57+4,64 UM 872083,00 <0,0001
P. crocea 65,18+18,17 um  88,49+5,32 um 212519,50 <0,0001

Os graos de pdlen maiores no morfo brevistilo podem estar relacionados ao
fato destes necessitarem de uma maior reserva energética para percorrer o estilete longo
do morfo longistilo. Outra provavel razdo para o maior didmetro dos graos pode estar
relacionado ao tamanho das anteras também maiores neste morfo, visto que assim
teriam maior espaco para se desenvolverem (BORGES, 2017; PEREIRA; VIEIRA;
CARVALHO-OKANO, 2006).

As avaliagOes anatdmicas das anteras de P. carthagenensis demonstraram que
as anteras sdo tetrasporangeas com deiscéncia longitudinal, possuem epiderme

composta por células piramidais cuticuladas, endotécio com células colunares onde é
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possivel observar espessamentos parietais lignificados, o conectivo é composto por
parénquima fundamental, é possivel observar no filete um feixe vascular composto por

xilema e floema apenas (Figura 9).

As anteras de P. crocea também sdo tetrasporangeas, e apresentam deiscéncia
longitudinal. O filete apresenta feixe vascular composto por xilema e floema e o
conectivo é formado por parénguima fundamental, a epiderme das anteras é composta

por células piramidais cuticulada, o endotécio apresenta espessamentos parietais

lignificados, tais espessamentos tem importante funcdo na deiscéncia das anteras
(ALQUINI et al., 2006).

Figura 9 - Fotomicrografias das estruturas reprodutivas de P. carthagenensis.e P. crocea A) Corte
transversal da antera brevistilica de P. carthagenensis, B) Corte transversal da antera longistilica de P.
carthagenensis. C) Corte transversal da antera brevistilica de P. crocea, aumento de 10x, D) Corte
transversal da antera longistilica de P. crocea, aumento de 10x, E) Corte transversal da antera brevistilica
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de P. crocea, aumento de 20x, F) Corte transversal da antera brevistilica de P. crocea, aumento de 20x. C
— conectivo, TP — tapetum, TR —tricomas, GP — Graos de Polen.

4.4.5Fluxo de pdlen

Depois de medidos, os grdos de pélen foram divididos em classes de tamanho,
sendo 08 classes para P. carthagenensis e 21 para P. crocea. Os tamanhos dos gréos de
cada morfo se sobrepuseram em algumas classes, por isso para P. carthagenensis gréos
com tamanho entre 35,01 e 40um ndo foram considerados para a avaliagdo, visto que
ndo foi possivel determinar a qual morfo os gréos pertenciam. J& para P. crocea 0s

grdos com tamanho entre 80,01 e 85um néo foram utilizados (Figura 10 e 11).
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Figura 10: Tamanho dos grdos de pdlen medidos em anteras de dois morfos distintos em botdes florais
empré-antese de P. carthagenensis.
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Figura 11: Tamanho dos gréos de poélen medidos em anteras de dois morfos distintos em botdes florais
em pré-antese de P. crocea.

Apenas 100 grdos de polen foram encontrados nos estigmas das flores
longistilicas, o que demonstra certa ineficiéncia nas vias de doacao e recepcao de pdlen.
Dos grdos de pdlen encontrados nos estigmas das flores brevistilicas de P.
carthagenensis 26% eram possivelmente do morfo longistilico, ou seja, fluxo legitimo,
38% pode ser considerado fluxo ilegitimo e 36% dos graos encontrados estavam na
faixa de tamanho em que havia sobreposicdo, ndo sendo possivel identificar o morfo de
origem. Para os estigmas longistilicos, 33% dos grdos eram provenientes de fluxo
legitimo, 19% de fluxo ilegitimo e 48% encontravam-se na faixa de sobreposicéo
(Tabela 3).

Ja para os estigmas das flores brevistilicas de P. crocea 26% dos gréos de
polen foram de fluxo legitimo, 32% de fluxo ilegitimo e 42% estavam na faixa de
sobreposicdo. Nos estigmas longistilicos 20% do fluxo de pélen foi legitimo, 44%

ilegitimo e 36% estava na faixa de sobreposicdo (Tabela 3).

Tais resultados indicam uma possivel eficiéncia maior no morfo brevistilico
para P. crocea resultados semelhantes aos encontrados por Consolaro(2008), e maior
eficiéncia do morfo longistilico para P. carthagenensis, resultados semelhantes aos

observados por Furtado (2015). A falta de hercogamia reciproca apresentada pelas
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estruturas reprodutivas altas de P. carthagenensis poderia ser um dos motivos pelos
quais os estigmas longistilos ficaram mais suscetiveis a receber polen ilegitimo. Além
disso, a maior exposicdo do estigma longistilico, acima das pétalas é outro fator que
pode contribuir para que haja contaminacdo, visto que desse modo, os graos de pélen
podem chegar até ele de forma mais facil.

Tabela 3 — Porcentagem de Fluxo de pélen encontrado nos estigmas de P. carthagenensis e P. crocea.

P. carthagenensis P. crocea
Longistilo Brevistilo Longistilo Brevistilo
Legitimo 33% 26% 20% 26%
llegitimo 19% 38% 44% 32%
Sobreposi¢éo 48% 36% 36% 42%

Em populacdes onde ha desequilibrio na isopletia, podem ser observadas
variacbes na hercogamia reciproca. A reducdo da reciprocidade pode favorecer a
contaminacdo com polen ilegitimo, que quando ocorre em grande quantidade pode levar
ao entupimento do estigma, impedindo a germinacdo dos grdos de polen legitimos,

interferindo negativamente no sucesso reprodutivo da populacdo (COELHO, 2013).

Durante as analises das fotomicrografias foi observado que houve deposicéo de
polen de outras espécies sobre os estigmas tanto de P. carthagenensiscomo de P.
crocea. Na figura 12 € possivel observar os grdos de pblen provenientes de outra
espécie (setas vermelhas) que sdo maiores do que os de P. carthagenensis (setas azuis)
(Figura 17).

Na imagem seguinte (Figura 13) é possivel observar a situacdo inversa, onde 0s
grdos de polen de P. crocea (setas azuis) sdo visivelmente maiores do que aqueles
indicados pelas setas vermelhas. E possivel observar também que a os gréos de pélen
provenientes de contaminagdo apresentam formatosvisualmente diferentes, sendo
alguns esféricos e outros alongados, indicando que provavelmente se originaram de

espécies doadoras diferentes.
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Apesar de o estigma do morfolongistilico estar mais exposto, para P.
carthagenensis a maioria das contaminagdes que puderam ser identificadas foi
observada nos estigmas brevistilicos. A situacdo inversa pode ser observada em P.
crocea. Tal situacdo pode estar relacionada a grande variacdo da altura das estruturas
reprodutivas dentro da populacdo, o que leva a deposicdo de p6len em um local mais
amplo do corpo do polinizador. Sendo assim, grdos de pélen de um morfo podem ser

depositados em locais reciprocos com estigmas de outros individuos do mesmo morfo.

A presenca de contaminacdo indica ainda que P. carthagenensis e P. crocea
compartilham polinizadores com outras espécies existentes no local. Segundo Darwin
(1877) a heterostilia deveria agir de maneira a evitar tal tipo de contaminacéo, tanto ente
morfos da mesma espécie, como em espécies diferentes. Entretanto, foi possivel
observar em alguns casos, uma maior concentracdo de grdos de polens oriundos de
outras espécies do que aqueles provenientes da mesma espécie. Visto que possuiam
tamanhos visivelmente diferentes sendo possivel a diferenciacdo entre eles, entretanto

ndo foi possivel avaliar a qual espécie os graos de polen pertenciam.

200um

200um

200pum
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Figura 12: Fotomicrografias dos estigmas de P. carthagenensis. A a C) Evidencia de fluxo de deposigdo
de polen de outras espécies sobre estigma brevistilos. D) Evidencia de fluxo de deposi¢do de pdlen de
outras espécies sobre estigma longistilo.
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Figura 13: Fotomicrografias dos estigmas brevistilos de P. crocea. A a F) Evidéncia de fluxo de
deposicdo de polen de outras espécies sobre estigma de P. crocea.



51

4.4.6 Analise das Papilas Estigméticas

Na analise das papilas estigméticas de P. carthagenensis é possivel observar
que ambos os morfos apresentam papilas alongadas, entretanto o morfo longistilo
apresenta papilas um pouco mais alongadas (Figura 14). Para avaliar diferencas
significativas foram realizadas medidas da largura das papilas préximas a regido apical.
As papilas do morfo brevistilo possuiam largura média de 31,71+5,04um, enquanto 0s
valores médios para o morfo longistilo foram 27,05+5,74um, valores estatisticamente
diferentes (t= -4,3761, P<0,0001). As papilas mais alongadas no morfo longistilico e
mais arredondadas no brevistilico sdo resultados que se assemelham aos encontrados
por Teixeira e Machado (2004).

As papilas estigmaticas de P. crocea do morfo brevistilo aparentavam ter
formato arredondado, tendo uma largura média de 76,86+11,77um. Ja as papilas do
morfo longistilo apresentavam formato alongado, aparentemente mais finas do que o
morfo brevistilo com tamanho médio de 68,34+13,02um. Apés analises estatisticas
ficou confirmado que os valores sédo estatisticamente diferentes (t= -3.4988, P=0,0003)
(Figura 15).
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Figura 14: Fotomicrografias das papilas estigmaticas de P. carthagenensis. A) Estigma brevistilico com
aumento de 10x, C e E) Papilas estigmaticas do morfo brevistilico com aumento de 20x e 40X
respectivamente. B) Estigma brevistilico com aumento de 20x, D e F) Papilas estigmaticas do morfo
longistilico com aumento de 20x e 40X respectivamente.
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Figura 15: Fotomicrografias das papilas estigmaticas de P. crocea. A) Estigma brevistilico com aumento
de 10x, B) Estigma longistilico com aumento de 10x, C) Estigma brevistilico com aumento de 20X,

D)Papilas estigmaticas do morfo longistilico com aumento de 20x.

Os estiletes de P. carthagenensis sdo compostos por tecido parenquimatico que
cerca um feixe vascular. Na extremidade se bifurca para formar um estigma bifido, o
qual é composto por papilas alongadas nos dois morfos, ocasionalmente podem ser
vistos celulas com cristais ao longo do estilete, o qual possui epiderme composta por
células piramidais. Tais caracteristicas sdo semelhantes as observadas em P. crocea
(Figura 16).
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Figura 16: Fotomicrografias das papilas estigmaticas de P. carthagenensis e P.crocea. (A) corte
paradermico do estigma berevistilico de P. carthagenensis, (B) Corte paradermico do estigma longistilico
de P. carthagenensis, C) Corte paradermico dos estigmas brevistilico de P. crocea, D) Corte paradermico

dos estigmas longistilico de P. crocea. I- Idioblastos.

As papilas estigmaticas possuem importante papel no reconhecimento dos
grdos de polen. De acordo com as proteinas oriundas das células do tapetum nas anteras
encontradas nos grdos de polen as papilas podem reconhecer ou ndo 0s gréos,

permitindo ou ndo o crescimento dos tubos polinicos (BRAUM, 2008).

A deposicdo dos graos de polen sobre os estigmas € influenciada por alguns
fatores, como a presenca de um exsudado encontrado em estigmas do tipo Umido, ou
pelo contato da superficie dos grdos com as células do estigma (BRAUM, 2008). A

partir deste momento pode ocorrer ou ndo o reconhecimento dos graos.

S&o nas papilas estigmaticas que ocorre a inibigdo do crescimento dos tubos
polinicos de polens oriundos do mesmo morfo, mesmo individuo ou de outras espécies,

mesmo que ocorram contaminacdes e fluxo ilegitimo. Tal funcdo é especialmente
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importante nas espécies distilicas que possuem um sistema de autoincompatibilidade

heteromorfo.

4.5 Conclusao

As avaliagOes da morfometria floral demonstraram a presenca de dois morfos
florais distintos para as duas espécies estudadas. Entretanto as avaliagdes de
reciprocidade demonstraram que havia grande variacdo entre as alturas das estruturas
reprodutivas dentro da populacdo (Richards & Koptur, 1993). Ja o teste de Sanchez et

al. 2013 demonstrou a auséncia de reciprocidade entre anteras e estigmas.

A avaliacdo do fluxo de polen nos estigmas demonstrou que P. carthagenensis
apresentou maior eficiéncia do morfo longistilico, visto que houve maior porcentagem
de fluxo legitimo, j& para P. crocea houve maior eficiéncia para o morfo brevistilico.
Além disso, foi observada contaminacdo com graos de pdlen de espécies diferentes para
as duas espécies estudadas. Tal contaminacdo pode ser resultado da falta de
reciprocidade entre as estruturas reprodutivas, associado ao fato das espécies
apresentarem floracdo sobreposta com demais espécies do local, com as quais

provavelmente compartilham polinizadores.

A avaliacdo de demais polimorfismos demonstrou que a producdo de graos de
polen entre os morfos ndo apresentou diferencas significativas. A avaliacdo das papilas
estigmaticas demonstrou que para P. carthagenensis ambos os morfos apresentaram
papilas alongadas, sendo um pouco mais finas no morfo longistilico. Ja P. crocea
apresentou papilas arredondadas para o morfo brevistilico e alongadas para 0 morfo
longistilico, demonstrando a existéncia de demais polimorfismos florais secundarios

comumente associados a espécies distilicas.

As estruturas das flores das duas espécies apresentam diversas semelhancas,
dentre elas a presenca de feixes vasculares compostos apenas por xilema e floema e a
ocorréncia de idioblastos ao longo das pétalas e estigmas. A principal diferenca entre as
espécies € a presenca de papilas na face abaxial das pétalas de P. crocea, as quais estdo

ausentes em P. carthagenensis. Tais papilas podem estar relacionadas com fungdes de
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protecdo, e também serem consideradas caracteres taxondmicos usados para

classificacdo da espécie.

Os estigmas de ambas as espécies sdo bifidos e apresentam papilas alongadas,
com exce¢do do morfo brevistilico de P. crocea que apresenta papilas arredondadas. As
papilas estigmaticas possuem fungdo muito importante na germinacdo dos grdos de
polen, visto que nelas pode ocorrer a inibicdo ou o crescimento do tubo polinico, caso

esses grédos de polens sejam ou ndo reconhecidos (BRAUM, 2008).
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5. CONCLUSAO GERAL

Grande parte dos trabalhos encontrados, referente a familia Rubiaceae, foi
relacionada ao sistema reprodutivo e sua morfologia floral. Visto a distilia como um
polimorfismo que visa aprimorar o fluxo de pdlen e, tendo o0 mesmo como um
importante fator na reproducdo das plantas, espera-se que o numero de trabalhos
realizados com as espécies da familia cresca em especial aqueles relacionados ao fluxo

de polen.

Os resultados encontrados para a avaliagio da morfometria floral
demonstraram a presenca de dois morfos florias, entretanto, a avaliacdo da hercogamia

reciproca demonstrou que ha muita variacdo na altura de estigmas e anteras dentro da
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populacdo. Tal fato pode ter contribuido para a contaminacdo observada nos estigmas
de ambas as espécies. A avaliacdo dos polimorfismos secundarios demonstrou que 0s
grdos de polen sdo maiores para o morfo brevistilico, tanto para P. crocea e P.
carthagenensis, fator que supde-se ser devido a maior reserva energética necessaria para
que os grdos percorram o estilete longistilico. As papilas estigmaticas também foram
diferentes entre os morfos, sendo P. crocea quem demonstrou maior variacao, tento

papilas alongadas no morfo longistilico e arredondadas no brevistilico.

Com relagdo a avaliagdo anatdmica as flores de ambas as espécies se
mostraram semelhantes, sendo a maior diferenca entre elas a presenca de papilas na
epiderme abaxial de P. crocea. Esta caracteristica pode auxiliar na classificacdo da

espécie com relagédo a taxonomia.

A presenca de contaminagdo encontrada, bem como a porcentagem de fluxo
ilegitimo nos estigmas das flores, demonstra que ambas compartilham polinizadores

com demais espécies presentes no local.



