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RESUMO
A enantiostilia ¢ um polimorfismo floral, no qual dentro da mesma espécie, existem
duas formas florais que diferem na deflexdo do estilete em relagdo ao eixo floral. No
morfo direito o estilete estd disposto a direita (e as anteras a esquerda, sendo
reciprocas), no morfo esquerdo o estilete estd disposto a esquerda (e as anteras a
direita). A enantiostilia pode ser dimorfica, quando ha apenas um morfo floral por
individuo, ou monomoérfica, quando ambos morfos florais ocorrem em um mesmo
individuo. A funcionalidade da enantiostilia est4 relacionada com o fluxo de poélen entre
individuos sendo mais claro esse fluxo na enantiostilia dimorfica, porém, a enantiostilia
monomorfica é responsavel por evitar autopolinizagdo e diminuir ao menos pela metade
a geitonogamia, ja que flores de mesmo morfo dificilmente se polinizam, além de evitar
que pegas florais sejam danificadas durante a polinizagdo, frequentemente por vibragao.
ApoOs uma extensa revisao de publicagdes acerca da enantioatilia podemos afirmar que
esta ocorre a0 menos em 17 familias distribuidas em 11 ordens, e que a enantiostilia
monomorfica ¢ prevalente em relacdo a dimoérfica. Apenas 3 familias de duas ordens
possuem espécies enantiostilicas dimérficas sendo todas monocotiledoneas. Uma das
familias que apresentam grande ocorréncia de enantiostilia, encontra-se no Cerrado
brasileiro. A familia Vochysiaceae apresentam enantiostilia nos géneros Qualea,
incluindo Ruizterania, Callisthene, Erisma e Salvertia, ocorrentes no Cerrado. Qualea
panrviflora e Q. multiflora apresentam grande ocorréncia nos Cerrados do Brasil Central.
Ambas apresentando enantiostilia monomorfica. Buscando estudar possiveis diferencas
entre os morfos florais nessas espécies, investigamos a biologia floral e reprodutiva de
ambas. Nao encontramos diferengas entre morfos florais em nenhum aspecto
reprodutivo dessas espécies, como proporcao de flores entre morfos, oferta de recurso
ao visitante floral - no caso néctar - quantidade e viabilidade de polen e produgao de
frutos. Confirmamos ainda a presenga de um sistema de incopatibilidade e
enriquecemos o conhecimento acerca dos visitantes florais nas populacdes estudadas.
Avaliamos também a funcionalidade da reciprocidade floral entre morfos e o papel do
polinizador na transferéncia de polen entre morfos florais. Aparentemente nas espécies
de Qualea parviflora e Q. multiflora a enantiostilia ¢ reforcada como uma estratégia
para reduzir a chegada de autopolen/pdlen geitonogdmico, reduzir os possiveis danos
que podem ser causados por polinizadores durante a visitagdo e com a ajuda do sistema

de incompatibilidade, pode evitar a autofecundagao e diminuir a endogamia.



ABSTRACT
Enantiostyly is a floral polymorphism, in which within the same species, there are two
floral forms that differ in the deflection of the style in relation to the floral axis. In the
right morph the style is arranged to the right and the anthers to the left and in the left
morph the style is arranged to the left and the anthers to the right. Enantiostyly is
dimorphic when there is only one floral morph per individual and monomorphic when
both floral morphs occur in the same individual. The function of enantiostyly is related
to the promotion of cross pollination between individuals. This has been confirmed
specially in dimorphic species. Monomorphic enantiostyly is also known to improve
cross pollination compared to non-enantyostylous taxa, but also avoids self-pollination,
reduces geitonogamy and prevents floral parts from being damaged during pollination,
which is often performed by vibration. After an extensive review of publications on
enantiostyly and a phylogentic reconstruction, we found it occurs in at least 17 families
of Angiosperms distributed in 11 orders being monomorphic enantiostyly prevalent to
dimorphic. Dimorphic enantiostylous is only present in 3 families of two orders in the
monocotyledons. Among the other families in which monomorphic enantiostyly is
prevalent there is one with great occurrence in the Brazilian Cerrado. Several genera in
the family Vochysiaceae are enantiostylous: Qualea, including Ruizterania, Callisthene,
Erisma and Salvertia and two species of Qualea, Q. parviflora and Q. multiflora are
particularly common in the Cerrados of Central Brazil. We investigated the floral and
reproductive biology of these two species that show monomorphic enantiostyly. We did
not find differences between floral morphs in any reproductive aspect like the
proportion of flowers, resource offered - nectar - quantity and viability of pollen and
fruit production. We also confirmed the presence of an incompatibility system and
described floral visitors in the populations of these species in detail. We also evaluated
the functionality of floral reciprocity between morphs and the role of differente types of
pollinators in the pollen transference. According to our results, in Qualea parviflora and
O. multiflora enantiostyly is reinforced as a strategy to promote cross pollination
between morphs. Hoverwer, it also reduces levels of selfing and geitonogamy and,

together with the incompatibility system should preclude inbreeding depression.
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INTRODUCAO GERAL

Os polimorfismos florais consistem na presenca de diferentes formas florais
dentro da mesma espécie e sua fungdo estd relacionada, geralmente, a poliniza¢ao
cruzada (Barrett et al. 2000; Jesson & Barrett 2003). Dentre os polimorfismos
destancam-se a heterostilia, o dimorfismo estilar, a flexistilia e a enantiostilia (Barrett et
al. 2000). A enantiostilia ¢ um polimorfismo floral, no qual dentro da mesma espécie,
existem duas formas florais que diferem na deflexdo do estilete em relagao ao eixo
floral. Em um morfo floral, o estilete estd disposto a direita e as anteras a esquerda,
sendo reciprocas, configurando flores do morfo direito, e no outro morfo o estilete estd a
esquerda e as anteras a direita, denominado morfo esquerdo (Barrett 2002a; Jesson &
Barrett 2003).

A enantiostilia pode se apresentar de duas formas, uma ¢ a forma dimoérfica (um
morfo floral por individuo) e a outra monomorfica (os dois morfos em um individuo)
(Jesson & Barrett 2003). A forma dimorfica € caracterizada por ter individuos dentro da
populagdo que s6 apresentam flores voltadas para a direita e individuos que so
apresentam flores voltadas para a esquerda (Barrett et al. 2000; Jesson et al. 2003). O
outro tipo de enantiostilia, a monomorfica, ocorre quando o mesmo individuo apresenta
os dois morfos florais na mesma planta e pode ser subdividida em dois niveis (Jesson &
Barrett 2003). O primeiro nivel corresponde a inflorescéncias que possuem apenas
flores direitas e outras com apenas flores esquerdas, no mesmo individuo, ja no segundo
nivel as inflorescéncias possuem tanto flores direitas quanto esquerdas distribuidas de
forma randomica ou seguindo algum padrdo de distribui¢do ndo randdmico (Barrett

2002a) (Figura 1).
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Figura 1 — Representa¢do da enantiostilia. A — Enantiostilia monomorfica - flores de
morfos opostos ocorrendo no mesmo ramo de um individuo. L-left (esquerdo); R-right
(direito); B — Enantiostilia monomorfica - flores de apenas um morfo em ramos
separados de um mesmo individuo; C — Enantiostilia dimorfica - flores de apenas um

morfo ocorrendo em cada individuo. Modificada de Barrett (2002a).

A funcionalidade da enantiostilia estd relacionada com o fluxo de pdlen entre
individuos. A existéncia de dois morfos diferentes, que formam uma imagem especular,
permite que um polinizador seja efetivo na transferéncia de pdlen de um morfo floral
para outro. Ao entrar em contato com uma flor de um morfo dito esquerdo, o
polinizador acumula polen em uma regido do corpo que quando em contato com uma
flor de morfo oposto, o depositara na regido estigmatica dessa flor (Barrett et al. 2000;
Barrett 2002b). Para que essa transferéncia de pdlen entre a antera de um morfo para o
estigma de outro morfo seja eficiente, acredita-se que a posicdo entre os Orgaos
reprodutivos masculinos e femininos tenha que ser a mais reciproca possivel. A funcao
da enantiostilia dimérfica promovendo o transporte de pdélen entre morfos foi analisada
em trabalhos anteriores (Barrett et al. 2000; Barrett 2002a; Jesson & Barrett 2002b,c;
Jesson & Barrett 2003), contudo ainda ha poucos estudos a respeito da fungdo da
enantiostilia monomorfica (Almeida et al. 2013a,b; 2015a,b; 2018; Amorim et al.
2017), assim como as pressdes seletivas que podem originar € manter este tipo de
polimorfismo.

Nas espécies enantiostilicas, tanto monomorfica quanto dimorfica, se espera que
a proporcao de morfo direito (D) e esquerdo (E) seja de 1:1 nas populagdes, sendo essa
condi¢do conhecida como isopletia (Ganders 1979). O equilibrio se mantém devido,
entre outros fatores, por ambos os morfos serem igualmente atrativos aos polinizadores,
por possuir um volume e concentracdo de actcar no néctar igual entre morfos, o que
levaria a uma taxa de visitagdo de polinizadores igual entre morfos (Leege &Wolfe
2002). Além disso, ¢ esperado que os dois morfos recebam a mesma proporcao de
visitas o que colabora com a redug¢do da geitonogamia ao menos pela metade ja que
metade das flores sao de um morfo e metade de outro (Barrett et al. 2000; Barrett 2002).
Ainda assim, poucos estudos analisaram essa caracteristica. Em espécies enantiostilicas,
monomorficas ou dimorficas, ndo ha relatos de anisopletia (quando ndo ha isopletia)
(Almeida et al. 2015a), sendo inclusive justificada pela funcionalidade do proprio

sistema reprodutivo, uma vez que o equilibrio entre a quantidade de flores de morfo D e

v



E proporciona uma igual possibilidade de ambos os morfos receberem polen de flores
de morfo oposto (Bahadur et al. 1990; Barrett 2002a) por meio da captura do polen em
partes especificas do corpo do polinizador (Almeida et al. 2014).

A enantiostilia tem ocorrécia registrada at¢ o momento em pelo menos 12
familias (Barrett 2000), sendo que a maioria das espécies enantiostilias sdo
monomorficas (Jesson et al. 2003b). Apenas trés familias apresentam enantiostilia
dimorfica, Haemodoraceae (Orndulf & Dulberger 1978; Helme & Linder 1992; Jesson
& Barrett 2002b; Jesson et al. 2003b; Ferrer et al. 2011), Pontederiaceae (Jesson &
Barrett 2002b; Jesson et al. 2003b; Ferrer et al. 2011; Ness et al. 2011; Palmer 2016) e
Tecophilaeaceae (Dulberger & Orndulf 1980; Ferrer et al. 2011). Estudos discutem que
a baixa ocorréncia de enantiostilia dimoérfica se da pela condigdo monomorfica ter
surgido primeiro que a condigdo dimorfica (Jesson et al. 2003b). Além disso, a
enantiostilia monomorfica ¢ suficientemente efetiva em promover a polinizagdo cruzada
(Barrett 2000). Novos trabalhos tém sido realizados com espécies enantiostilicas
(Kolehmainen et al. 2010; Arceo-Gomez et al. 2010, 2012; Ren et al. 2013; Vallejo-
Marin et al. 2013; Almeida et al. 2013a,b; 2015a,b; 2018; Anderson et al. 2015;
Anderson et al. 2016; Amorim et al. 2017; Mora-Carrera et al. 2018) e por isso se torna
interessante revisitar a evolucao deste polimorfismo nas Angiospermas.

A familia Vochysiaceae possui uma grande representatividade de espécies no
mundo com cerca de 250 nomes validos distribuidos em 8 géneros, sendo 6 neotropicais
(Shimizu 2016). E uma familia, majoritariamente, de ocorréncia sulamericana, tendo no
Brasil cerca de 160 espécies distribuidas em 6 géneros (Souza & Lorenzi 2008) e na
regido do Cerrado cerca de 51 espécies distribuidas em 4 géneros (Sano et al. 2008).
Inumeras espécies dentro da familia apresentam enantiostilia, como espécies dentro dos
géneros Callisthene, Erisma, Qualea (incluindo Ruizterania) e Salvertia (Barbosa 1983;
Aveiro 1997; Santos 1997; Oliveira 1998; Dulmen 2001; Rodriguez & Sanoja 2008;
Borges 2011; Andena et al. 2012; Soares et al. 2012; Carneiro 2013; Assungdo et al.
2014; Custodio et al. 2014). Uma diferenga na manifestagdo da enantiostilia em
Vochysiaceae ¢ que a familia apresenta caracteristicas florais distintas da maioria das
demais espécies enantiostilicas (Graham & Barrett 1995). Elas apresentam anteras com
aberturas longitudinais, em contraste com as anteras poricidas da maioria das espécies
enantiostilicas, presenca de nectdrios e néctar como recurso para atragdo de
polinizadores ao contrario de polen (Shimizu 2016). Utilizando a familia Vochysiaceae

como modelo para a enantiostilia monomorfica, esta tese teve por objetivo 1 —
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investigar como a enantiostilia se distribui entre as Angiospermas e quantas vezes tem,
evolutivamente, aparecido; 2 — estudar a biologia reprodutiva de duas espécies
enantiostilicas em Vochysiaceae (Qualea parviflora e Q. multiflora) com caracteristicas
atipicas e avaliar possiveis diferencas nos morfos florais; 3 — explorar a funcionalidade
da enantiostilia em espécies monomorficas. Nesse contexto, o primeiro capitulo revisou
os trabalhos feitos com espécies enantiostilicas, a partir dos estudos de Jesson & Barrett
(2002a, b e ¢), Jesson e Barrett (2003) e Jesson et al. (2003a e b). No segundo capitulo,
nosso objetivo foi avaliar se a enantiostilia promove sucesso reprodutivo diferencial
entre os morfos florais de Qualea parviflora e Q. multiflora (Figura 2) por meio da
caracterizacdo de recompensas florais (polen e néctar), comparacdo dos polinizadores
em diferentes populacdes e o sistema de autoincompatibilidade dessas espécies. O
terceiro capitulo utilizou Qualea parviflora e Q. multiflora como modelo para testar a
funcionalidade da enantiostilia. Verificamos o nivel de reciprocidade dos orgaos
reprodutivos e se hd um maior fluxo de poélen influenciado pela reciprocidade na
enantiostilia. Avaliamos também dentre os visitantes florais quais apresentam maior
potencial para transferir polen entre morfos e se a enantiostilia promove um fluxo de

polen maior entre morfos diminuindo a geitonogamia e autopolinizagao.

Figura 2 — Inflorescéncias de Qualea. Esq. Qualea parviflora; dir Q. multiflora. Nesta
ultima é mostrada a enantiostilia monomorfica com a ocorréncia dos dois morfos no

mesSmo ramo.
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Justificativa e breve historico

A enantiostilia ¢ um polimorfismo relativamente conhecido, entretanto poucos
estudos foram realizados com o intuito de analisar a sua funcionalidade (Barrett et al.
2000). Esse polimorfismo ¢ apontado como uma forma de favorecer a polinizagao
cruzada, uma vez que o polinizador acumula pélen em uma regido especifica do corpo,
na qual estard em contato com uma flor do morfo oposto, sendo que esse pdlen serad
depositado na regido estigmatica dessa flor (Barrett et al. 2000; Barrett 2002a). Isto tem
importancia relatada especialmente em espécies enantiostilicas dimorficas, pois cada
individuo porta apenas flores de um morfotipo. Entretanto, a funcionalidade da
enantiostila monomorfica tem sido pouco explorada em trabalhos recentes (Almeida et
al. 2013a,b; 2015a,b) e estes estudos tém sido feitos em poucos grupos de plantas.

A enantiostilia monomorfica € prevalente sobre a dimorfica Jesson & Barrett
(2003) relatam que pelo menos 10 familias apresentam enantiostilia monomorfica,
dentre elas: Pontederiaceae, Haemodoraceae e Tecophilacaceae, dentre as
monocotiledoneas. Solanaceae, Caesalpiniaceae (Fabaceae) e Gesneriaceae, dentre as
eudicotiledoneas. Enquanto que a enantiostilia dimoérfica ocorre em cerca de trés
familias: Haemodoraceae, Pontederiaceac e Tecophilacaceae. Além disso, estudos
filogenéticos indicam que a enantiostilia monomorfica surgiu anteriormente a dimorfica
e que tanto a enantiostilia monomorfica quanto a dimorfica tem como fungdo primordial
a redugdo da transferéncia de pdlen geitonogamico e o aumento da exportacdo de pdlen
(Jesson & Barrett 2003). Poucos trabalhos com espécies enantiostilicas foram realizados
no Brasil, dentre eles estudos com a subtribo Cassinae (Fabaceae). Em algumas espécies
dessa tribo ocorre um tipo de polinizagdo chamada de “ricochete”, na qual uma pétala
que envolve os verticilos florais se desloca apenas com a chegada do polinizador,
evidenciando as anteras e estigmas (manipulacdo e peso sobre a flor) e, seguidamente, a
vibragdo do mesmo, no caso abelhas, promove a movimenta¢do do pdlen no sentido
dessa pétala onde o pdlen ¢ “ricocheteado” e depositado sobre o dorso do visitante
(Almeida et al. 2013b). Também ha relatos de enantiostilia para diversas espécies da
familia Vochysiaceae, desenvolvidos at¢ mesmo com Qualea multiflora e Q. parviflora,
porém sao estudos de biologia reprodutiva e cujos tratamentos realizados nao avaliam a
funcionalidade da enantiostilia (Barbosa 1983; Santos 1997). Além desses, existem
estudos com Qualea cordata (Aveiro 1997), Callisthene fasciculata, C. major, Qualea

multiflora e Q. parviflora (Custodio 2011).
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Muito além do conhecimento biologico classico, entender como os sistemas
reprodutivos funcionam e sdo influenciados no Cerrado, talvez por fatores histéricos de
formag¢do do bioma, grupos funcionais especificos e/ou por processos recentes de
fragmentacdo ambiental, tém grande importancia a medida que auxilia na explica¢ao
dos praddes gerais de diversidade na estrutura de comunidades e também por ajudarem
a identificar gargalos de desenvolvimento durante a devastagdo de habitats naturais
(Bawa 1990). Pouco se sabe sobre a enantiostilia nas espécies brasileiras sobretudo em
espécies que possuem um sistema diferenciado de liberagdo de polen e oferta de recurso
como ocorre em Qualea parviflora e Q. multiflora. Devido a isso o presente estudo
contribuird com novas informagdes a respeito da enantiostilia, aumentard o banco de
dados a respeito das espécies do Cerrado e poderd auxiliar em estudos ecoldgicos de
macroescala.

A presente tese se divide em trés capitulos nos quais trataremos de elucidar
aspectos morfoldgicos acerca da enantiostilia em espécies de Qualea, além de estudar a
evolugdo e o significado funcional da enantiostilia, sobretudo a monomorfica. Os

capitulos sdo:

Capitulo 1 — Ocorréncia de enantiostilia entre as Angiospermas.

Capitulo 2 — Reproductive biology and pollinators in two enantiostylous Qualea
species (Vochysiaceae) in the Brazilian Cerrado

Capitulo 3 — Eficacia da reciprocidade floral no fluxo de polen na enantiostilia: o caso

de Qualea sp. (Vochysiaceae).
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CAPITULO 1 — Ocorréncia de enantiostilia entre as Angiospermas

Introducao

A enantiostilia ¢ um polimorfismo floral, no qual dentro da mesma espécie,
existem duas formas florais que diferem na deflexdo do gineceu em relacdo ao eixo
floral. Em um morfo floral, o estilete esta disposto a direita e as anteras a esquerda,
sendo essas flores ditas do morfo direito, € no outro morfo o estilete esta a esquerda e as
anteras a direita, denominado morfo esquerdo (Barrett 2002a; Jesson & Barrett 2003). A
enantiostilia ¢ dimoérfica quando ocorre um tUnico morfo floral por individuo ou
monomorfica, quando os dois morfos ocorrem em um individuo (Barrett et al. 2000;
Jesson et al. 2003b; Jesson & Barrett 2003). Além disso, a enantiostilia monomorfica
pode manifestar-se de duas maneiras, uma em que a planta possui inflorescéncias
apenas com flores direitas e inflorescéncias apenas com flores esquerdas e outra em que
as flores direitas e esquerdas ocorrerem na mesma inflorescéncia (Jesson & Barrett
2003).

Até o momento esse polimorfismo ¢ relatado em pelo menos 12 familias (Barrett
et al. 2000), cerca de 3% das Angiospermas (Vallejo-Marin et al. 2010), e a
enantiostilia monomorfica parece ser prevalente sobre a dimorfica (Jesson & Barrett
2003; Jesson et al. 2003). Sabe-se até agora que apenas trés familias apresentam
enantiostilia dimorfica, sendo elas Haemodoraceae com cinco espécies em dois géneros
(Orndulf & Dulberger 1978; Helme & Linder 1992; Jesson & Barrett 2002a; Jesson et
al. 2003b; Ferrer et al. 2011), Pontederiaceaec com uma espécie (Jesson & Barrett
2002a; Jesson et al. 2003b; Ferrer et al. 2011; Ness et al. 2011; Palmer 2016) e
Tecophilaceae com 2 espécies em um género (Dulberger & Orndulf 1980; Ferrer et al.
2011).

Estudos filogenéticos propdem que a enantiostilia monomorfica surgiu
anteriormente a dimorfica (Jesson & Barrett 2003; Jesson et al. 2003b) pois esta ultima
ocorre apenas em familias onde a monomorfica esta presente. Além disso, trabalhos
ecologicos acreditam que tanto a enantiostilia monomorfica quanto a dimoérfica tem
como fun¢do primordial o aumento da exportagdo de pélen e a reducdo da transferéncia
de pdlen geitonogamico (Jesson & Barrett 2003). A enantiostilia dimoérfica ¢ mais
efetiva em promover o fluxo de podlen entre individuos do que a monomorfica,
entretanto a enantiostilia monomorfica reduz ao menos a metade a geitonogamia (Jesson

& Barrett 2003).
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Nas tultimas décadas o uso de dados moleculares tem permitido responder
multiplas questdes. Uma arvore filogenética, que ¢ uma hipdtese das relagcdes de
parentesco entre as espécies, permite a reconstrugdo de um ou varios caracteres
existentes em um ramo de interesse (Joy et al. 2016). Estudos anteriores tém mostrado
como os o0rgaos das plantas se desenvolveram na historia evolutiva das Angiospermas
como por exemplo, a evolugdo das flores nesse grupo (Endress & Douyle 2009; Sauquet
et al. 2017). Estudos moleculares ajudam a estabelecer relagdes filogenéticas entre
espécies proximas como espécies de Betula (Bina et al. 2016), ou mesmo esclarecer
padrdes de distribuicdo biogeografica entre familias de uma mesma ordem como em
Mpyrtales (Berger et al. 2016). Em filogenias datadas pode-se inclusive inferir ha quanto
tempo aconteceram os processos de evolu¢do de um determinado ramo, por exemplo
como a poliploidia dirigiu a grande radia¢ao da familia Brassicaceae (Hohmmann et al.
2015).

Estudos anteriores fizeram uma revisdo da ocorréncia de enantiostilia entre as
Angiospermas com relato de ocorréncia em 10-12 familias (Barrett et al.2000; Jesson &
Barrett 2003; Jesson et al. 2003a,b), distribuidas em 8 ordens com a maioria das
espécies apresentando enantiostilia monomorfica. Como dito anteriormente, apenas um
pequeno numero de espécies apresenta enantiostilia dimorfica e essa se concentra em
espécies presentes em familias de ordens dentro das monocotiledoneas. Apesar desses
estudos serem uma boa base para estudos sobre o desenvolvimento ¢ a manuten¢do da
enantiostilia, se faz necessario revisar os novos trabalhos que vém surgindo nos ultimos
15 anos sobre a presenga da enantiostilia em outros taxa e o desenvolvimento e
funcionalidade desse polimorfismo. Dessa forma ¢ interessante ver como estes
polimorfismos se distribuem de acordo com recentes hipdtesis evolutivas propostas para
as Angiospermas (APG IV 2016).

Segundo a literatura, as espécies descritas até agora que apresentam enantiostilia
dimorficas se encontram em familias dentro das ordens Commelinales e Asparagales.
Dessa forma optamos por fazer a reconstrugdo de caracter ancestral utilizando o grupo
de Commelinids + Asparagales e utilizamos Liliales como grupo externo, pois esse € o
unico grupo dentro das Angiospermas a apresentar espécies tanto com enantiostilia
monomorfica, dimoérfica e auséncia de enantiostilia. Nesse contexto, esse capitulo tem
como objetivo 1. Elaborar o “estado da arte” dos trabalhos realizados com espécies
enantiotilicas em Angiospermas adicionando novos registros a partir das revisdes de

Jesson & Barrett (2003) e Jesson et al. (2003a,b); 2. Averiguar quantas vezes a
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enantiostilia surgiu independentemente na historia das Angiospermas; 3. Confirmar se a

enantiostilia dimorfica surge a partir da enantiostilia monomorfica

Material e métodos:

Fizemos uma revisdo de literatura de todas as familias/espécies que apresentam
enantiostilia, utilizando as revisdes publicadas por Jesson & Barrett (2003) e Jesson et
al. (2003a,b) como ponto de partida. Realizamos a revisdo das familias/espécies
botanicas que apresentam enantiostilia por meio de uma busca sistematizada.
Utilizamos as ferramentas de busca “Google académico” e “Web of Science”. No
Google académico, fizemos a busca por artigos relacionados aos temas entre os dias
23/01/2017 e 29/01/2017. Pesquisamos sem restricdo de data de publicagdo e
desmarcamos as opgdes “incluir patente” e “incluir citagdes”. Utilizamos as palavras-
chave: “enantiostilia”; “enantiostyly”; “mirror-image flowers” e “enantiomorph*” para
artigos relacionados a enantiostilia em geral. J4 no Web of Science, utilizamos as
mesmas palavras-chave sem restricdo de data de publicagdo. Mesclamos as planilhas
geradas e retiramos os artigos repetidos para as duas plataformas de busca. Além disso,
artigos que, de fato, ndo correspondiam ao tema da pesquisa foram retirados. Com o
intuito de acompanhar novos artigos que possam surgir sobre o tema, criamos alertas no
Google académico com as palavras-chave utilizadas at¢ 30/11/2018. Por meio da
revisdo dos artigos, selecionamos todos que apresentam espécies com enantiostilia.
Geramos entdo uma tabela com todas as espécies/géneros que sdo conhecidos como
sendo enantiostilicos, familia botanica a qual pertencem e as referéncias utilizadas.
Indicamos o tipo de enantiostilia que cada espécie apresenta (monomorfica ou
dimorfica). Além dos artigos encontrados na busca, incluimos na planilha artigos que
ndo apareceram na busca, mas que ja sabiamos ter relagdo com tema pesquisado.

Visando confirmar a teoria de que a enantiostilia monomorfica precede a
enantiostilia dimorfica na historia evolutiva das Angiospermas e que esse caracter
evoluiu independentemente diversas vezes entre as Angiospermas (Jesson & Barrett
2003), fizemos uma reconstru¢cdo de caracter para a presenga de enantiostilia
monomorfica, dimorfica ou auséncia de enantiostilia. Para testar nossa hipoOtese
utilizamos duas abordagens. Primeiro reconstruimos a filogenia das Angiospermas com
base na filogenia presente no APG IV (APG IV 2016) para avaliar em quantas ordens a

enantiostilia ¢ presente neste grupo. A filogenia foi construida com base nas sequéncias
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disponiveis no GenBank (ver a lista completa das espécies e sequéncias utilizadas no
Anexo 1). Baixamos as sequéncias em setembro de 2018, criamos um arquivo nexus
que foi o input com o alinhamento de sequéncias de DNA de cloroplasto (rbcL e matK)
de 64 espécies, cada uma representando uma ordem presente nas Angiospermas (APG
IV 2016). Para cada ordem que apresenta enantiostilia buscamos priorizar a espécie
enantiostilica com sequéncia disponivel no GenBank.

Para a reconstru¢ao da relacdo entre os representantes de Commelinids +
Asparagales utilizamos também sequéncias disponiveis (ver Anexo 2) no GenBank
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/), baixadas em setembro de 2018. Com essas
sequéncias igualmente criamos um arquivo nexus que foi o input com o alinhamento de
sequéncias de DNA de cloroplasto (rbcL e matK) de 54 espécies e informagdes sobre
caracteres de interesse sendo O para auséncia de enantiostilia, 1 para presenga de
enantiostilia monomorfica e 2 para presenca de enantiostilia dimoérfica. Para cada ordem
que ndo apresenta enantiostilia utilizamos a sequéncia de uma espécie por familia para
representa-la, para as familias que apresentam enantiostilia monomorfica e auséncia de
enantiostilia, utilizamos uma espécie para cada caractere para familias com enantiostilia
dimorfica, utilizamos trés espécies para representd-la sendo uma com auséncia de
enantiostilia, uma com enantiostilia monomorfica e uma com enantiostilia dimorfica.

Para ambas as reconstrucdes filogenéticas utilizamos o programa Geneious
11.0.5 (https://www.geneious.com) para criagdo dos arquivos contig para analise da
qualidade das sequéncias e para edicdo das mesmas. Uma vez que as sequéncias
estavam prontas, fizemos o alinhamento utilizando o programa MUSCLE 3.8.425
(Edgar 2004) com as seguintes configuracdes: grouping sequences by similarity, 8
interations maximum, anchor optimization, clustering method UPGMB, sequence
weighing scheme CLUSTALW, como padrdao. Na sequéncia, realizamos edigdes
manuais no programa Geneious quando necessario. Fizemos a reconstrug¢do das arvores
filogenéticas bayesianas, tanto para ordens em Angiospermas quanto para Commelinids
+ Asparagales, utilizando o programa MrBayes (Huelsenbeck & Ronquist 2001) e para
fazer a reconstrucao do caracter ancestral em Commelinids + Asparagales utilizamos o
programa Mesquite versdo 3.51. (Maddison & Maddison 2018). Utilizamos um modelo

de maximum likelihood para a reconstru¢do, Markov-1 parameter (est.).
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Resultados:

Dos 346 artigos encontrados relacionados a enantiostilia, apenas 129 citam
espécies enantiostilicas. Em nosso trabalho, encontramos registros para enantiostilia em
139 espécies, distribuidas em 42 géneros, 17 familias e 11 ordens, 5 familias além das
encontradas por Barrett (2000). A lista completa de publicagdes sobre enantiostilia
revisadas encontra-se no Anexo 3 e a reconstrugdo filogenética das ordens de
Angiospermas destacando as ordens que apresentam enantiostilia encontra-se na Figura
1.

A enantiostilia ja era registrada em pelo menos 10 familias botanicas distribuidas
em 8 ordens, Fabales, Myrtales, Dipsacales, Lamiales, Solanales, Gentianales,
Asparagales ¢ Commelinales, com a maioria das espécies apresentando enantiostilia
monomorfica (Jesson & Barrett 2003). Além dessas 8 ordens encontramos em nossa
revisdo registros também em Apiales, Zingiberales e Malpighiales. Barrett (2000) fala
em 12 familias com ocorréncia de enantiostilia e cita 8 delas: Leguminosae (Fabaceae),
Solanaceae,  Gesneriaceae, = Commelinaceae, = Haemodoraceae,  Philydraceae,
Pontederiaceae e Tecophilacaceae. Além dessas citadas encontramos enantiostilia
ocorrendo também em Pittosporaceae (Apiales), Hyacinthaceae que no APG IV (APG
IV 2016) foi incluida em Asparagaceae (Asparagales), Gentianaceae (Gentianales),
Malpighiaceae  (Malpighiales), Vochysiaceae, Lythraceae e Melastomataceae
(comunica¢do pessoal) (Myrtales), Marantaceae (Zingiberales) e Caprifoliaceae
(Dipsacales). Encontramos cerca de 22 citacdes de enantiostilia apenas para género, sem
especificar a espécie. Apenas um pequeno numero de espécies apresenta enantiostilia
dimoérfica sendo todas monocotiledoneas: cinco espécies de Haemodoraceae divididas
em dois géneros: Wachendorfia e Barbaretta (Orndulf & Dulberger 1978; Helme &
Linder 1992; Jesson & Barrett 2002a; Jesson et al. 2003; Ferrer et al. 2011), uma
espécie de Pontederiaceae: Heteranthera multiflora (Jesson & Barrett 2002a; Jesson et
al. 2003b; Ferrer et al. 2011; Ness et al. 2011; Palmer 2016) e duas espécies de
Tecophilaeaceae ambas do género Cyanella (Dulberger & Orndulf 1980; Ferrer et al.
2011) todas elas ja haviam sido anteriormente citadas como dimorficas, portanto ndo ha
novos registros para enantiostilia dimorfica. Nos ultimos 15 anos, desde a ultima
revisdo feita, 82 novos trabalhos foram realizados com espécies enantiostilicas (Lista

completa em Anexo 3).
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Figura 1 — Arvore de reconstrucdo filogenética Bayesiana (gerada pelo programa MrBayes) e ocorréncias de enantiostilia entre as ordens de
Angiospermas. Arvore gerada com sequéncias do GenBank utilizando os marcadores rbc/ e matK. Retangulos rosa indicam ordens com

enantiostilia monomorfica. Retangulos vermelhos indicam ordens com enantiostilia monomortfica e dimorfica.
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Commelinaceae apresenta ao menos 16 ocorréncias de enantiostilia com
ocorréncias nos géneros Amischotolype, Coleotrype, Commelina, Porandra e em 12
espécies do género Murdannia todas com enantiostilia monomorfica. Philydraceae
possui apenas uma espécie com enantiostilia monomorfica relatada, Philydrum
lanuginosum. Haemodoraceae apresenta ao menos 12 registros de enantiostilia nos
géneros Haemodorum, Lachnanthes, Schiekia, 3 espécies de Dilatris a espécie
Xiphidium xanthorrhizon, todas essas com enantiostilia monomorfica, além de
Barbaretta auera e 4 espécies de Wachendorfia apresentando enantiostilia dimorfica.

A ordem Zingiberales apresenta 8 familias contudo apenas Marantaceae
apresenta uma espécie enantiostilica monomorfica, Maranta leuconeura. Em todas as
outras familias ndo existe registro de enantiostilia. A ordem Asparagales possui cerca de
14 familias de acordo com a filogenia presente em APG IV (APG IV 2016). A familia
Tecophilaeaceae apresenta enantiostilia em 2 espécies de Cyanella sendo C. alba
registrada como dimorfica e C. lutea como monomorfica. Apresenta ainda enantiostilia
em Mucinaea nana (sinonima de Drimia nana) com enantiostilia monomorfica.
Mucinaea pertence a familia Hyacinthaceae que no APG IV foi incluida em
Asparagaceae. Essas trés ordens apresentam a maior quantidade de registros de

enantiostilia e sdo as unicas que contém enantiostilia dimorfica (Figura 2).
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Figura 2 — Arvore de reconstrucio filogenética Bayesiana (gerada pelo programa
MrBayes com sequéncias do GenBank utilizando os marcadores rbc/ e matK) e
reconstru¢do de caracter enantiostilia no grupo Commelinids + Asparagales usando o
programa Mesquite versdo 3.51. Terminais na cor branca representam auséncia de
enantiostilia, terminais na cor verde representam presenca de enantiostilia monomorfica
e terminais na cor preta representam presenca de enantostilia dimorfica. As
probabilidades apresentadas nos retdngulos referem-se a probabilidade dos nodos de ter
enantiostilica dimorfica ou monomorfica, as demais probabilidades estdo apresentadas

na Tabela 1. A arvore bayesiana contendo o suporte dos ramos encontra-se no Anexo 4.

Tabela 1 — Probabilidade da ocorréncia dos caracteres ancestrais analisados para cada

ramo.

Relagdo Ausente Monomorfica Dimoérfica
Aspargus X Drimia 0.996 0.003 0.000
(Aspargus X Drimia) X Allium 0.999 0.000 0.000
Cyanella alba X C. Lutea 0.137 0.445 0.417
(Cyanella alba X C. lutea) X Tecophilea 0.957 0.021 0.020
Dilatris X Wachendorfia 0.263 0.512 0.225
(Dilatris X Wachendorfia) X Anigozanthos 0.966 0.023 0.010
Monochoria X Heteranthera 0.540 0.277 0.182
(Monochoria X Heteranthera) X Eichhornia 0.925 0.045 0.028
Murdania X Tradescantia 0.904 0.084 0.011
(Murdania X Tradescantia) x Hanguana 0.996 0.003 0.000
Philydrella X Phylidrum 0.875 0.120 0.004
(Philydrella X Phylidrum) X Sem grupo irmao - - -
Maranta X Calathea 0.982 0.016 0.000
(Maranta X Calathea) X Canna 0.999 0.000 0.000

Nas Eudicotiledoneas s6 sdo conhecidas espécies enantiostilicas monomorficas.
Dentro de Asterids, Apiales e Dipsacales (Campanulids) e Solanales, Gentianales e
Lamiales (Lamiids) sdo enantiostilicas, assim como dentro de Rosids, Malpighiales e
Fabales (Fabids) e Myrtales (Malvids) também sd3o. A ordem Apiales possui sete
familias mas apenas a familia Pittosporaceae possui duas espécies do gé€nero
Cheiranthera com registro de enantiostilia. A outra ordem dentro de Campanulids que

apresenta enantiostilia ¢ Dipsacales que possui 2 familias e apenas Caprofoliaceae
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possui um género, Centranthus, com registro de enantiostilia. Ainda dentro das
Asterids, mas no grupo das Lamiids, Solanales possui 5 familias com apenas
Solanaceae apresentando enantiostilia com 8 espécies do género Solanum. Enquanto
que Gentianales possui 5 familias e apenas no género Exacum de Gentianaceae
encontramos registro para enantiostilia. J4 a familia Fabaceae apresenta um grande
nimero de espéies com enantiostilia. As espécies da subtribo Cassiinae, Cassia, Senna e
Chamaecrista, apresentam algumas das caracteristicas comuns a enantiostilia como
heteranteria, anteras poricidas e conseqiiente polinizagdo por vibragdo além de
possuirem polen como recurso floral aos polinizadores (Almeida 2013a,b, 2015a,b,
Amorin et al. 2017). Por fim encerrando o registro de ocorréncia de enantiostilia entre
as Lamiids, Lamiales apresenta 24 familias e encontramos registro de espécies
enantiostilicas no género Codonoboea, 3 espécies, no género Ornithoboea, Paraboea, 2
espécies, Saintpaulia, 2 espécies e Streptocarpus todas da familia Gesneriaceae e em
Salvia apiana da familia Lamiaceae.

Em Rosids, Malpighiales possui 36 familias com apenas Malpighiaceae
apresentando enantiostilia em Hiptage benghalensis e Janusia anisandra. Fabales
possui 4 familias e apenas em Fabaceae encontramos registro de enantiostilia em 13
espécies de Cassia, 17 espécies de Chamaecrista, 15 espécies de Senna além de
Coprosma repens, Stanhopea martiana ¢ Tamarindus indica. E por fim dentro de
Rosids, em Malvids, Myrtales apresenta enantiostilia. A ordem possui 9 familias com
Lythraceae apresentando enantiostilia em 5 espécies do género Diplusodon e
Vochysiaceae apresentando enantiostilia em quase todos os géneros da familia: Erisma
uncinatum, 6 espécies de Qualea, 3 de Ruizterania, Callisthene com 3 espécies e
Salvertia convalleriodora. Além disso, Melastomataceae provavelmente apresenta

enantiostilia em Rhynchanthera (Brito VLG, pers. comm.).

Discussdo:

A literatura existente discute que a enantiostilia tem origem polifilética nas
Angiospermas, surgindo, independentemente 11 (Jesson & Barrett 2003) ou 12 vezes
(Barrett 2000), porém nosso estudo sugere ao menos 16 eventos evolutivos ligados a
origem do polimorfismo (Figura 1, Anexo 4). Em nossa revisdo de literatura
encontramos 82 novos artigos com citacdo de enantiostilia e no total ha relatos para

enantiostilia em 139 espécies, distribuidas em 42 géneros, 17 familias e 11 ordens.
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Algumas caracteristicas sdo comuns entre as espécies enantiostilicas como uma
igual propor¢do entre flores de morfo esquerdo e direito, presenca de heteranteria e
anteras poricidas com polinizac¢do por vibra¢do (Graham & Barrett 1995; Almeida et al.
2013a). Em Hiptage benghalensis ¢ possivel notar a presenca de diversas caracteristicas
comuns a espécies enantiostilicas como a propor¢ao de 1:1 entre morfos florais direito e
esquerdo e a heteranteria com 9 estames reduzidos e um estame maior, funcional que
inclusive apresenta significativamente mais pdlen e maior viabilidade polinica do que as
anteras dos estames menores, além disso, a antera desse estame maior se localiza oposta
ao estigma (Ren et al. 2013). Contudo essa espécie também apresenta algumas
diferencas do padrdo encontrado na enantiostilia como por exemplo anteras de abertura
longitudinal em oposi¢do a abertura poricida comum em espécies enantiostilicas com
heteranteria. Nesse caso, Ren et al. (2013) argumenta que pode ter sido uma adaptacao
da propria espécie aos polinizadores que nela atuam. Sao geralmente abelhas do género
Apis (Apidae), que ndo vibram para retirar pdlen. Essa espécie também aparentemente
apresenta perda de nectario para polinizagdo e o recurso ofertado ao polinizador ¢ pélen.
A presenca de um nectario extrafloral estd relacionado a atragdo de insetos, como
formigas, que fazem a defesa da planta contra herbivoros permanecendo inclusive
durante a formacao dos frutos (Ren et al. 2013).

Faegri (1986) definiu as flores de Cheiranthera (Pittosporaceae) como flores do
tipo “solanoide” por associd-las a flores de Solanaceae. Ele descreve esse tipo de flor
como sendo flores sem néctar, com anteras poricidas e pdlen pulverulento sendo
retirado por abelhas que vibram. Essas caracteristicas sdo bem comuns em espécies
enantiostilicas das familias Solanaceae e Fabaceae, subtribo Cassiinae (Almeida 2013
a,b, 2015 a, b, Amorin et al. 2017; Vallejo-Marin et al. 2014). Contudo algumas
espécies apresentam variagoes dessas condi¢des. Em Centranthus (Dipsacales), Endress
(1999) relata que as flores apresentam antera e estigma deslocados do centro da flor e
que essa apresenta um calcar na regido central. A enantiostilia nesse género se
caracteriza por ter apenas uma antera se opondo ao estigma e néctar como recurso ao
polinizador, muito parecido com o que ocorre em espécies de Qualea em Vochysiaceae
(Oliveira 1998; Capitulo 2). As flores da familia Solanaceae posssuem geralmente
anteras poricidas e polinizacdo por vibragdo, além disso o recurso oferecido ao
polinizador ¢ o polen, sendo essas caracteristicas bem comuns em espécies
enantiostilicas (Almeida 2013 a,b, 2015 a,b, Amorin et al. 2017; Vallejo-Marin et al.

2014). Jesson & Barrett (2003) sugerem que em flores enantiostilicas ndo reciprocas e
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com podlen como recurso, que necessita de abelhas que vibram, como o que ocorre em
Exacum (Gentianales), a funcdo da enantiostilia estd mais relacionada a hercogamia,
que impede interferéncia entre parte masculina e feminina na flor e também evita danos
as pecas florais quando manipuladas pelo polinizador, j& que essas pecas sao deslocadas
do centro da flor.

Na ordem Myrtales, na familia Lytraceae, Barros (1996) estudou alguns aspectos
das flores de Diplusodon e relata que a espécie apresenta enantiostilia, com flores
produtoras de polen. Ja as flores de espécies enantiostilicas de Qualea (Ruizterania),
Callisthene, Erisma e Salvertia, sao produtoras de néctar. As flores enatiostilicas da
familia Vochysiaceae se destacam das demais por ndo possuirem caracteristicas tipicas
da enantiostilia como heteranteria (j& que possuem apenas 1 estame), anteras poricidas e
polen como recurso. Todas as espécies da familia Vochysiaceae, até mesmo as nao
enantiostilicas apresentam um calcar onde armazenam o néctar que ¢ o principal recurso
para atragdo de polinizadores (Shimizu 2016).

Em algumas espécies o relato de ocorréncia de enantiostilia ¢ conflitante, pois
em alguns trabalhos sdo descritas como enantiostilicas monomorficas € em outros como
enantiostilicas dimorficas. No caso de Cyanella alba (Tecophilaceae), Graham &
Barrett (1995) relatam que a espécie € enantiostilica monomorfica, enquanto que Ferrer
et al. (2011) relatam que ¢ dimorfica. Dulberger & Orndulf (1980) argumentam que
tanto Cyanella alba quanto Cyanella lutea sdo enantiostilicas monomorficas, mas que
funcionalmente sao dimorficas. Essas espécies sdo plantas de pequeno porte e que
abrem uma ou poucas flores ao dia e que, portanto, raramente apresentam os dois
morfos no mesmo individuo no mesmo dia. Jesson & Barrett (2003) argumentam que
Cyanella alba ¢ dimorfica, mas que em algumas populagdes apresentam individuos
monomorficos. Na maioria das espécies enantiostilicas monomorficas, as flores de
ambos os morfos se distribuem aleatoriamente nos ramos tendo tanto flores esquerdas
quanto direitas nas inflorescéncias. Apenas Monochoria australasica (Pontederiaceae)
apresenta inflorescéncias com flores apenas direitas e inflorescéncias com flores apenas
esquerdas, sendo essa espécie o unico exemplo conhecido de enantiostilia monomorfica
a nivel de inflorescéncia (Jesson & Barrett 2003).

Além das espécies de Cyanella (Tecophilacaceae), com relatos conflitantes de
enantiostilia dimorfica, apenas as familias Haemodoraceae com Wachendorfia
thyrsiflora, W. brachyandra, W. paniculata e W. parviflora (Jesson & Barrett 2002a) e

Pontederiaceae com Heteranthera multiflora (Jesson & Barrett 2002c) também
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apresentam enantiostilia dimorfica, sendo portanto as Commelinids + Asparagales o
unico grupo no qual ocorre de fato enantiostilia dimoérfica (Figura 2).

Dentro da familia Gesneriaceae, Saintpaulia ionantha se destaca nos registros de
enantiostilia. Essa espécie possui registros de enantiostilia monomorfica (Daniel 1953;
Kolehmainen 2008, 2010) e dimorfica (Ferrer et al. 2011), contudo, apés conferéncia de
referéncias, constatamos que Saintpaulia ionantha parece ser realmente enantiostilica
monomorfica mantendo a ocorréncia de enantiostilia dimodrfica apenas entre as
monocotiledoneas

Apesar de pouco se saber sobre as origens € manuten¢ao da enantiostilia, Jesson
& Barrett (2002b) encontraram que em Heteranthera multiflora (Pontederiaceae), a
enantiostilia dimoérfica ¢ controlada por um Unico locus mendeliano dialélico com
deflexdo do morfo direito dominante sobre o morfo esquerdo. Algumas espécies como
Barbaretta aurea e Wachendorfia thyrsiflora sao descritas como enantiostilicas
dimorficas, contudo em algumas de suas populacdes hd a ocorréncia de enantiostilia
monomorfica. Nestas populagdes a enantostilia monomorfica ¢ uma consequéncia de
eventos de dispersdao com efeito do fundador e também devido a extensa ocorréncia de
clonalidade entre os individuos (Jesson & Barrett 2003). Pontederiaceae apresenta
enantiostilia em 10 espécies de Heteranthera sendo Heteranthera multiflora a Uinica
com enantiostilia dimorfica além de 3 espécies de Monochoria todas com enantiostilia
monomorfica.

E interessante também notar que as espécies relatadas como enantiostilicas
dimorficas sdo monocotiledoneas e possuem como caracteristica em comum o mesmo
fato de serem plantas de pequeno porte e, geralmente, abrirem poucas flores por dia.
Nao existe relato de nenhuma familia que possua enantiostilia dimorfica de fato, e nao
apenas funcional, e que ndo tenha representantes monomorficos no clado
(Haemodoraceae, Pontederiaceae e Tecophilacaceae sdo as Unicas familias que
apresentam enantiostilia dimorfia). Isso também reforca a ideia de Jesson et al. (2003b)
de que a enantiostilia dimorfica se origina de uma condi¢do monomorfica pré-existente.

A questdo sobre se a enantiostilia dimorfica surge posteriormente a
monomorfica, pode ser avaliada com base na nossa reconstrucao filogenética e posterior
reconstru¢do de caracter. Ela revelou as relagdes entre as espécies presentes em
Commelinids + Asparagales e elucidou a origem da enantiostilia monomorfica e

dimorfica na maioria das espécies desse grupo (Figura 2).
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Enquanto que na maioria das analises entre os nés de dentro do grupo
Commelinids + Asparagales prevalece uma maior probabilidade do caracter ancestral
nos nos ser a auséncia de enantiostilia quando comparado com enantiostilia
monomorfica e a presenca de enantiostilia monomorfica quando comparado com
dimérfica. Em Cyanella alba e C. lutea, ha uma probabilidade bem parecida entre a
probabilidade do caracter ancestral ser tanto enantiostilia monomorfica quanto
dimorfica, entre 41% e 44% de probabilidade para cada (Tabela 1). As probabilidades
do caracter ancestral encontram-se na Figura 2 (enantiostilia dimorfica) e na Tabela 1
(enantiostilia monomorfica e demais relagdes ao longo dos ramos).

Em Haemodoraceae, a andlise entre Wachendorfia thyrsiflora e Dilatris
corymbosa revelou que existe uma maior probabilidade do caracter ancestral entre as
duas ter sido a enantiostilia monomorfica e entdo a ocorréncia de enantiostilia dimoérfica
apresentada em W. thyrsiflora possivelmente tenha passado por um estdgio de
enantiostilia monomorfica. J4 a andlise entre Heteranthera zosterifolia (cuja sequéncia
foi utilizada para representar Heteranthera multiflora) e Monochoria korsakowii
revelou que a maior probabilidade ¢ de que o caracter ancestral seja a auséncia de
enantiostilia e entdo os estados monomorfico e dimorfico do caracter terem se
desenvolvido respectivamente em Monochoria korsakowii e Heteranthera zosterifolia.
Contudo a auséncia da enantiostilia monomorfica precedendo a dimdrfica pode ser
explicado justamente pelo uso de H. zosterifolia para substituir H. multiflora na
reconstrugdo filogenética, ja que H. multiflora, que ¢ conhecidamente enantiostilica
dimorfica (Jesson & Barrett 2002c), ndo possuia sequéncia disponivel no GenBank e
desta forma utilizamos uma espécie do mesmo género da qual ndo temos a informagao
se apresenta enantiostilia monomorfica ou dimorfica, mas ¢ sabido que o género
Heteranthera apresenta enantiostilia, ao menos monomorfica de um modo geral (Jesson
& Barrett 2002c). Em todas as demais comparagdes entre espécies da mesma familia
que apresentam enantiostilia monomorfica e auséncia de enantiostilia, o caracter
ancestral de maior probabilidade sempre foi a auséncia de enantiostilia refor¢gando a
idéia de que a enantiostilia surgiu independentemente varias vezes na historia evolutiva
das Angiospermas (Jesson & Barrett 2003a).

Em enantiostilia diversas espécies apresentam heteranteria como espécies de
Pontederiaceae, tais como Cyanella alba e C. lutea (Dulberger & Orndulf 1980) e
Monokoria korsakowii (Wang et al. 1998), de Solanaceae como Solanum rostratum e S.

citrullifolium (Bohs et al. 2007; Solis-Monteiro & Vallejo-Marin 2017) e espécies da
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tribo Cassiinae na familia Fabaceae como espécies dos géneros Senna, Cassia €
Chamaecrista (Bahadur et al. 1990; Marazzi et al. 2007; Arcéo-Gomez et al. 2012). A
heteranteria parece estar mesmo relacionada a enantiostilia, Vallejo-Marin et al. (2010)
encontrou um forte suporte para a evolugdo correlacionada de heterantheria e
enantiostilia. A presenga de anteras poricidas também ocorre em Cassiinae, Solanum e
Cheiranthera (Faegri 1986). Além disso, muitas espécies, especialmente enantiostilicas
monomorficas, apresentam sistema de incompatibilidade como em Qualea
schomburgkiana, Q. parviflora, Q. multiflora, Q. grandiflora, Q. cordata, Callisthene
sp. (Oliveira 1998; Rodriguez & Sanoja 2008), Wachendorfia paniculata (Orndulf &
Dulberger 1978) e Cyanella alba e C. lutea (Dulberger & Orndulf 1980) que ¢ um
aliado na preven¢do de auto fecundagdo.. E em geral as espécies que ndo apresentam
sistema de incompatibilidade como em Maranta leuconeura (Azevedo 2014), Solanum
rostratum ¢ S. citrullifolium (Bohs et al. 2007; Solis-Monteiro & Vallejo-Marin 2017),
Monokoria korsakowii (Wang et al. 1998) e espécies da subtribo Cassiinae (Almeida et
al. 2013a,b, 2015a,b), sdo espécies arbustivas e subarbustivas, com poucas flores por
dia, o que diminui a quantidade de visitas consecutivas pelos polinizadores € minimiza a
transferéncia de autopolen.

A enantiostilia monomorfica, ainda que seja menos efetiva no fluxo de pélen
entre individuos quando se comparada a enantiostilia dimorfica, parece ser ainda
bastante vantajosa na transferéncia de pdlen entre individuos, até porque o fato de ter
metade das flores de um morfo ¢ metade do outro, dificultando o fluxo entre flores de
mesmo morfo, diminui & metade a transferéncia de polen entre flores do mesmo
individuo. Além disso, muitas espécies apresentam sistemas de incompatibilidade que
reduz a frutificacdo quando as flores sdo polinizadas por pdlen do mesmo individuo,
entdo a hercogamia da enantiostilia somada ao sistema de incompatibilidade,
especialmente em espécies arboreas, com muitas flores ao dia, parece ser bastante
efetivo em evitar a autopolinizacdo/geitonogamia em espécies enantiostilicas ainda que
monomorficas, fazendo com que esse polimorfismo se mantenha nas espécies tanto
quanto a enantiostilia dimoérfica. Contudo se faz necessario mais estudos sobre a
funcionalidade da enantiostilia nos diversos grupos de Angiospermas nos quais ela
ocorre e dessa forma elucidar a forma como a enantiostilia permanece nas populagdes
vegetais.

Essa revisdo de ocorréncia de enantiostilia monomorfica e dimorfica entre as

Angiospermas nos permitiu atualizar as informg¢des sobre a quantidade de ocorréncias
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até o momento registradas e reforgar a informagao acerca da prevaléncia da enantiostilia
monomorfica sobre a ocorréncia da dimorfica bem como a restricdo da dimoérfica apenas
entre as monocotiledoneas. Além disso, nossos estudos sugerem que a enantiostilia

dimoérfica realmente surgiu apos a enantiostilia monomorfica.
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Ordem Familia Espécie representante Numero de acesso no GenBank
rbcl matK

Amborellales Amborellaceae Amborella trichopoda L12628.2 DQ185522.1
Nymphaeales Nymphaeaceae Nymphaea alba KM360898.1 JN894938.1

Austrobaileyales Austrobaileyaceae Austrobaileya scandens L12632.2 DQ182344.1
Canellales Canellaceae Canella winterana EU669508.1 DQ882240.1
Piperales Piperaceae Piper nigrum EF591363.1 DQ882215.1
Magnoliales Magnoliaceae Magnolia officinalis AY008933.1 AF548641.1
Laurales Lauraceae Persea americana AY337727.1 AJ247179.2
Chloranthales Chloranthaceae Chloranthus japonicus L12640.2 KP256024.1
Acorales Acoraceae Acorus calamus J875015.1 EU814657.1
Alismatales Alismataceae Sagittaria trifolia JF781056.1 JF781083.1

Petrosaviales Petrosaviaceae Japonolirion osense JQ068978.1 AB040161.1
Dioscoreales Dioscoreaceae Dioscorea bulbifera D28327.1 HQ637651.1
Pandanales Pandanaceae Pandanus tectorius AY952439.1 AY952418.1
Commelinales Haemodoraceae Dilatris corymbosa AM?234986.1 EU499264.1
Zingiberales Marantaceae Maranta leuconeura L05040.2 AY140303.1
Poales Poaceae Poa trivialis AJ746301.1 HMS850517.1
Arecales Arecaceae Butia yatay AB088827.1 AB088794.1
Asparagales Tecophilaeaceae Cyanella alba subsp. alba KC161484.1 KC161465.1
Liliales Liliaceae Lilium japonicum AB034920.1 AB049514.1
Ceratophyllales Ceratophyllaceae Ceratophyllum demersum AB917052.1 AF543732.1
Ranunculales Ranunculaceae Ranunculus arcticus KC475653.1 JF509973.1

Anexo 1 — Espécies utilizadas para a reconstrugdo filogenética de Ordens contendo enantiostilia com os respectivos nimeros de acesso no
GenBank e os marcadores utilizados.
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Ordem Familia Espécie representante Numero de acesso no GenBank
rbcl matK

Proteales Proteaceae Roupala montana JQ594708.1 EU169661.1
Trochodendrales Trochodendraceae Trochodendron aralioides GQ998840.1 U92848.1
Buxales Buxaceae Buxus sempervirens DQ182333.1 AF543728.1
Gunnerales Gunneraceae Gunnera manicata EU002279.1 EU002179.1
Dilleniales Dilleniaceae Dillenia indica FJ860350.1 GQ997143.1
Saxifragales Saxifragaceae Saxifraga aizoides KM360971.1 KC475819.1
Vitales Vitaceae Vitis riparia KX951105.1 AF542593.2
Zygophyllales Zygophyllaceae Zygophyllum fabago Y15030.1 JF956818.1
Fabales Fabaceae Chamaecrista fasciculata U74187.1 AY386955.1
Rosales Rosaceae Rosa multiflora KP088837.1 ABO011991.1
Fagales Fagaceae Quercus ilex AB125020.1 AB125037.1
Cucurbitales Cucurbitaceae Cucurbita andreana HQ438628.1 HQ438590.1
Celastrales Celastraceae Celastrus hindsii KT258937.1 EU328944.1
Oxalidales Oxalidaceae Oxalis corniculata JN587331.1 AB233839.1
Malpighiales Malpighiaceae Hiptage benghalensis AF344481.1 AF344551.1
Geraniales Geraniaceae Geranium dissectum JX913459.1 HM&850907.1
Myrtales Vochysiaceae Qualea rosea JQ626047.1 JQ626462.1
Crossosomatales Crossosomataceae Crossosoma bigelovii AY101844.1 HQ680694.1
Picramniales Picramniaceae Picramnia polyantha AF127025.1 Nao tem
Huerteales Gerrardinaceae Gerrardina foliosa AY757086.1 FM179924.1
Malvales Malvaceae Malva neglecta HQ590176.1 EU346788.1
Brassicales Brassicaceae Brassica napus KU739562.1 AB354273.1
Berberidopsidales ~ Berberidopsidaceae Berberidopsis corallina EU002274.1 EU002171.1
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Ordem Familia Espécie representante Numero de acesso no GenBank
rbcl matK

Satalales Santalaceae Santalum album L26077.1 P263262.1

Caryophyllales Caryophyllaceae Cerastium fontanum KM360705.1 FJ404829.1
Cornales Cornaceae Cornus hongkongensis DQ340447.1 DQ341344.1
Ericales Ericaceae Erica arborea P737710.1 KP737757.1
Icacinales Icacinaceae Icacina mannii Q384929.1 HQ384577.1
Metteniusales Metteniusaceae Metteniusa tessmanniana KT740836.1 KT738354.1
Garryales Eucommiaceae Eucommia ulmoides L01917.2 AF345323.1
Gentianales Gentianaceae Exacum affine L11684.1 FJ014087.1
Boraginales Boraginaceae Borago officinalis KT740813.1 KT738333.1
Vahliales Vahliaceae Vahlia capensis KT740861.1 AJ429316.1
Solanales Solanaceae Solanum rostratum KT178123.1 KT176603.1
Lamiales Gesneriaceae Paraboea swinhoei KX527130.1 KX526648.1
Aquifoliales Aquifoliaceae 1lex wilsonii KX897111.1 HQ427294.1
Asterales Asteraceae Vernonia baldwinii KT178107.1 KT176587.1
Escalloniales Escalloniaceae Escallonia rubra KM360774.1 AJ429365.1
Bruniales Bruniaceae Brunia fragarioides AY490985.1 AY490942.1
Paracryphiales Paracryphiaceae Paracryphia alticola AJ402983.1 AJ429367.1
Dipsacales Caprofoliaceae Zabelia biflora KP088924.1 GU168659.1
Apiales Pittosporaceae Pittosporum tobira HM850261.1 U58624.1
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Anexo 2 — Espécies utilizadas para a reconstrucao filogenética de Commelinids + Asparagales com os respectivos nimeros de acesso no
GenBank e os marcadores utilizados. Caracter representa 0: auséncia de enantiostilia; 1: presenca de enantiostilia monomorfica e 2: presenga
enantiostilia dimorfica.

Ordem Familia Espécie representante Caracter Numero de acesso no GenBank
Rbcl matK

Commelinales Hanguanaceae Hanguana malayana 0 AB088830.1 ABO088800.1
Commelinales Commelinaceae Murdannia nudiflora 1 KJ773694.1 KJ772954.1
Commelinales Commelinaceae Tradescantia pallida 0 AM110254.1 AM114727.1
Commelinales Philydraceae Philydrum lanuginosum 1 U41596.2 LC050447.1
Commelinales Philydraceae Philydrella pygmaea 0 AF206808.1 AF434870.1
Commelinales Pontederiaceae Monochoria korsakowii 1 AB088828.1 AB088795.1
Commelinales Pontederiaceae Heteranthera zostelifolia 2 U41587.1 nao tem
Commelinales Pontederiaceae Eichhornia crassipes 0 GU135143.1 GU134980.1
Commelinales Haemodoraceae Wachendorfia thyrsiflora 2 AF312266.1 EU499269.1
Commelinales Haemodoraceae Dilatris corymbosa 1 AM234986.1 EU499264.1
Commelinales Haemodoraceae Anigozanthos flavidus 0 AB088796.1 AB088796.1
Zingiberales Strelitziaceae Strelitzia nicolai 0 L05461.1 JQO027157.1
Zingiberales Lowiaceae Orchidantha fimbriata 0 AF243841.1 AF478910.1
Zingiberales Heliconiaceae Heliconia tortuosa 0 JQ594572.1 JQ589597.1
Zingiberales Musaceae Musa acuminata 0 EU017045.1 EU016987.1
Zingiberales Cannaceae Canna tuerckheimii 0 AF378764.1 JQ587189.1
Zingiberales Marantaceae Calathea crotalifera 0 AY656112.1 JQ341337.1
Zingiberales Marantaceae Maranta leuconeura 1 L05040.2 AY140303.1
Zingiberales Costaceae Costus pulverulentus 0 AF378776.1 AF478907.1
Zingiberales Zingiberaceae Zingiber nimmonii 0 KF304177.1 KJ872463.1
Poales Poaceae Poa trivialis 0 AJ746301.1 HM850517.1
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Ordem Familia Espécie representante Caracter Numero de acesso no GenBank
Rbcl matK

Poales Typhaceae Typha latifolia 0 DQ069503.1 ABO088801.1
Poales Bromeliaceae Bromelia pinguin 0 JX649348.1 EU681899.1
Poales Rapateaceae Epidryos allenii 0 AY299764.1 AF162225.1
Poales Xyridaceae Xyris montana 0 KJ773991.1 KP083059.1
Poales Eriocaulaceae Eriocaulon compressum 0 KJ773484.1 KJ772760.1
Poales Mayacaceae Mayaca fluviatilis 0 AJ419948.1 KP083052.1
Poales Thurniaceae Thurnia sphaerocephala 0 MF786411.1 KP083068.1
Poales Juncaceae Juncus effusus 0 HQ182434.1 AB088803.1
Poales Cyperaceae Cyperus rotundus 0 KJ773433.1 KX369513.1
Poales Restionaceae Restio subverticillatus 0 KF687174.1 KF452391.1
Poales Flagellariaceae Flagellaria indica 0 L12678.2 DQ257515.2
Poales Joinvilleaceae Joinvillea plicata 0 EF423010.1 DQ257535.2
Poales Ecdeiocoleaceae Ecdeiocolea monostachya 0 HQ182426.1 DQ257530.1
Arecales Dasypogonaceae Dasypogon bromeliifolius 0 HQ182425.1 AM114719.1
Arecales Arecaceae Butia yatay 0 AB088827.1 AB088794.1
Asparagales Orchidaceae Dendrobium moniliforme 0 AB519788.1 AB519775.1
Asparagales Boryaceae Borya septentrionalis 0 HM640533.1  HM640651.1
Asparagales Blandfordiaceae Blandfordia punicea 0 HM640532.1 AY557206.2
Asparagales Asteliaceae Milligania stylosa 0 HM640531.1 HM640649.1
Asparagales Lanariaceae Lanaria lanata 0 JF972916.1 JF972948.1
Asparagales Hypoxidaceae Hypoxis hemerocallidea 0 HM640539.1 HM640657.1
Asparagales Doryanthaceae Doryanthes excelsa 0 HM640534.1 HM640652.1
Asparagales Ixioliriaceae Ixiolirion tataricum 0 HM640543.1 HM640660.1
Asparagales Tecophilaeaceae Tecophilaea cyanocrocus 0 HM640544.1  HM640661.1
Asparagales Tecophilaeaceae Cyanella alba subsp. alba 2 KC161484.1 KC161465.1
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Ordem Familia Espécie representante Caracter Numero de acesso no GenBank
Rbcl matK
Asparagales Tecophilaeaceae Cyanella lutea 1 KC161489.1 KC161470.1
Asparagales Iridaceae Iris ruthenica 0 KC704849.1 FJ197296.1
Asparagales Xeronemataceae Xeronema callistemon 0 HM640547.1 JQ276431.1
Asparagales Asphodelaceae Aloe lavranosii 0 AY323647.1 AY323724.1
Asparagales Amaryllidaceae Allium thunbergii 0 JX903136.1 JX903547.1
Asparagales Asparagaceae Asparagus aethiopicus 0 GU135263.1 GU135097.1
Asparagales Asparagaceae Drimia nana 1 JX090440.1 JX090356.1
Liliales Liliaceae Lilium japonicum 0 AB034920.1 AB049514.1
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Anexo 3 — Estudos feitos sobre enantiostilia e quantidade de taxa representados. Alguns

trabalhos mencionam a presenca de enantiostilia em géneros, sem especificar a espécie.

Tipo de Enantiostilia: M — Monomoérfica; D — Dimorfica. *enantiostilia monomorfica,

mas abre uma flor por dia sendo funcionalmente dimorfica. **espécie com relato de

enantiostilia monomorfica e dimorfica. A familia Hyacinthaceae foi incluida em

Asparagaceae no APG IV.
Géneros/Espécies Tipo de Referéncias
Enantiostilia
COMMELINALES
Commelinaceae
Amischotolype M 42;53
Coleotrype M 42;53
Commelina M 53
Porandra M 42; 53
Murdannia M 43
Murdannia crocea M 72
Murdannia japonica M 72
Murdannia lanuginosa M 72
Murdannia loriformis M 72
Murdannia nimmoniana M 72
Murdannia pauciflora M 72
Murdannia sahyadrica M 114
Murdannia simplex M 72
Murdannia spirata M 39;72
Murdannia striatipetala M 72
Murdannia vaginata M 72
Murdannia versicolor M 72
Haemodoraceae
Barbaretta M; D 17; 56; 73; 83
Barbaretta aurea D 42;53; 99
Haemodorum M 38;42; 53
Lachnanthes M 42; 53
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Géneros/Espécies Tipo de Referéncias
Enantiostilia
Dilatris M 42; 56
Dilatris corymbosa M 17; 18; 53; 55
Dilatris pilansii M 53
Dilatris viscosa M 53
Schiekia M 42; 46; 53; 56; 99
Wachendorfia D 17; 56; 83; 99
Wachendorfia brachyandra D 18;42; 48; 52; 53
Wachendorfia paniculata D 16; 17; 18; 42; 46; 48; 52; 53; 55; 73;
84
Wachendorfia parviflora D 18; 48; 52; 53
Wachendorfia thyrsiflora D 17; 18;42; 48; 52; 53; 103
Xiphidium xanthorrhizon M 46; 99
Phylidraceae
Philydrum M 37;42
Philydrum laniginosum M 53;55;99
Pontederiaceae
Heteranthera M; D 35; 42; 46; 56; 62; 82; 107; 108
Heteranthera catharinensis M 87
Heteranthera dubia M 53
Heteranthera limosa M 17; 53; 55
Heteranthera mexicana M 17; 53; 55
Heteranthera multiflora D 17; 18;42; 50; 51; 53; 55; 56; 74; 86
Heteranthera pumila M 87
Heteranthera reniformis M 46; 56; 99
Heteranthera rotundifolia M 53; 55
Heteranthera seubertiana M 74
Heteranthera zosterifolia M 74
Monochoria M 35;42; 46; 56; 63; 73; 82
Monochoria australasica M 53; 55
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Géneros/Espécies Tipo de Referéncias
Enantiostilia

Monochoria korsakowii M 17;53; 55; 112; 113; 123; 124; 125

Monochoria vaginalis M 46;99;112; 113

ZINGIBERALES

Marantaceae

Maranta leuconeura M 13

ASPARAGALES

Hyacinthaceae (Asparagaceae)

Mucinaea nana M 90

Tecophilaceae

Cyanella M 42;73

Cyanella alba** M; D 17; 31; 42; 46; 53; 56; 99

Cyanella lutea* M 31;46; 53; 55; 99

APIALES

Pittosporaceae

Cheiranthera filifolia M 40

Cheiranthera linearis M 40

DIPSACALES

Caprifoliaceae

Centranthus M 36

SOLANALES

Solanaceae

Solanum M 73

Solanum citrullifolium M 21; 122

Solanum fructo-tecto M 122

Solanum grayi M 122

Solanum lidii M 9; 33,92
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Géneros/Espécies Tipo de Referéncias
Enantiostilia
Solanum rostratum M 17; 18; 21; 23; 29; 30; 42; 46; 50; 53;
54; 55; 56; 63; 71; 88; 105; 106; 111;
116; 120; 121; 122; 128; 129
Solanum vespertilio M 8;9;33;91;92
GENTIANALES
Gentianaceae
Exacum M 53
LAMIALES
Gesneriaceae
Codonoboea densifolia M 64
Codonoboea oreophila M 64
Codonoboea tiumanica M 64
Ornithoboea M 101
Paraboea doitungensis M 119
Paraboea rufescens M 43
Saintpaulia M 42; 47; 56; 59
Saintpaulia ionantha M 28;42;53; 57; 58; 60
Saintpaulia teitensis M 69
Streptocarpus M 42; 56
Lamiaceae
Salvia apiana M 85
MALPIGHIALES
Malpighiaceae
Janusia anisandra M 20
Hiptage benghalensis M 95; 96; 127
FABALES
Fabaceae
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Géneros/Espécies Tipo de Referéncias
Enantiostilia
Cassia M 42; 56; 73
Cassia alata M 93
Cassia angustifolia M 14
Cassia auriculata M 14; 32; 102
Cassia cana M 25
Cassia chamaecrista M 116
Cassia didymobotrya M 32: 46
Cassia emarginata M 76
Cassia fasciculata M 115
Cassia marginata M 14
Cassia occidentales M 14
Cassia siamea M 14
Cassia spectabilis M 14
Cassia torta M 14
Chamaecrista M 42: 56
Chamaecrista amiciella M 3:4;6
Chamaecrista calycioides M 4;6
Chamaecrista chamaecrista M 49
Chamaecrista M 10; 11; 68
chamaecristoides
Chamaecrista curvifolia M 109
Chamaecrista dentata M 34
Chamaecrista desvauxii M 26; 75
Chamaecrista fasciculata M 41; 44; 53
Chamaecrista flexuosa M 2;3
Chamaecrista hedysaroides M 34
Chamaecrista hispidula M 45
Chamaecrista mucronata M 34
Chamaecrista ramosa M 1; 3; 81
Chamaecrista repens M 3;6
Chamaecrista rotundata M 34
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Géneros/Espécies Tipo de Referéncias
Enantiostilia
Chamaecrista rotundifolia M 4
Chamaecrista serpens M 6
Coprosma repens M 4
Senna M 42; 65; 67
Senna acuruensis M 7,109
Senna aversiflora M 66
Senna cana M 3;110; 118
Senna corymbosa M 61
Senna macranthera M 3:4;5;6;22
Senna martiana M 3;6
Senna multijuga M 117; 126
Senna pendula M 89
Senna reniformis M 70
Senna siamea M 109
Senna spectabilis M 6;7;109
Senna sylvestris M 24
Senna tonduzii M 66
Senna trachypus M 5
Senna wislizeni M 66
Stanhopea martiana M 4
Tamarindus indica M 93; 94
MYRTALES
Lythraceae
Diplusodon crulsianus M 19
Diplusodon oblongus M 19
Diplusodon ramosissimus M 19
Diplusodon rosmarinifolius M 19
Diplusodon villosus M 19

51



Géneros/Espécies Tipo de Referéncias
Enantiostilia
Vochysiaceae
Callisthene M 42
Callisthene fasciculata M 27,79
Callisthene major M 27;79; 100
Callisthene minor M 104
Erisma M 42
Erisma uncinatum M 97
Qualea M 42
Qualea cordata M 12; 79
Qualea dichotoma M 79
Qualea grandiflora M 15;79; 80
Qualea multiflora M 15;27;77;79
Qualea parviflora M 15;27;77;79; 100
Qualea schomburgkiana M 98
Ruizterania esmeraldae M 98
Ruizterania retusa M 98
Ruizterania rigida M 98

Salvertia convallariodora M 42;78; 79

1- Almeida et al. 2013a; 2- Almeida et al. 2013b; 3- Almeida et al. 2015a; 4- Almeida
et al. 2015b; 5- Almeida et al. 2016; 6- Almeida et al. 2018; 7- Amorim et al. 2017; 8-
Anderson et al. 2015; 9- Anderson et al. 2016; 10- Arceo-Gomez et al. 2010; 11-
Arceo-Gomez et al. 2012; 12- Aveiro 1997; 13- Azevedo 2014; 14- Bahadur et al.
1990; 15- Barbosa; 16- Barrett 1988; 17- Barrett et a/. 2000; 18- Barrett 2002b; 19-
Barros 1996; 20- Bezerra 2008; 21- Bohs et al. 2007; 22- Borges 2000; 23- Bowers
1975; 24- Carvalho & Oliveira 2003; 25- Costa 1984; 26- Costa et al. 2007; 27-
Custodio 2011; 28- Daniel 1953; 29- De Luca et al. 2013; 30- Del Vitto & Petenatti
2015; 31- Dulberger & Orndulf 1980; 32- Dulberger 1981; 33- Dulpont & Olesen 2006;
34- Dutra et al. 2009; 35- Eckenwalder & Barrett 1986; 36- Endress 1999; 37- Endress
2012; 38- Evans et al. 2000; 39- Faden 2001; 40- Faegri 1986; 41- Fenster 1995; 42-
Ferrer et al. 2011; 43- Gao et al. 2006; 44- Gardner & Robertson 2000; 45- Gottsberger
et al. 1988; 46- Graham & Barrett 1995; 47- Harrisson et al. 1999; 48- Helme & Linder
1992; 49- Irwin & Barneby 1976; 50- Jesson & Barrett 2002a; 51- Jesson & Barrett
2002b; 52- Jesson & Barrett 2002¢; 53- Jesson & Barrett 2003; 54- Jesson & Barrett
2005; 55- Jesson et al. 2003a; 56- Jesson et al. 2003b; 57- Kolehmainen & Korpelainen
2008; 58- Kolehmainen & Mutikainen 2006; 59- Kolehmainen 2008; 60- Kolehmainen
2010; 61- Laporta 2004; 62- Levin & Palmer 2007; 63- Levin et al. 2006; 64- Lu 2014;
65- Marazzi & Endress 2008; 66- Marazzi 2011; 67- Marazzi et al. 2006; 68- Martinon
2008; 69- Martins 2008; 70- Mesquita-Neto et al. 2017; 71- Mora-Carrera et al. 2018;
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72- Nandikar & Gurav 2015; 73- Neal et al.1998; 74- Ness et al. 2011; 75- Nogueira et
al. 2018; 76- Ojeda et al. 2009; 77- Oliveira & Gibbs 2000; 78- Oliveira 1996; 79-
Oliveira 1998; 80- Oliveira et al. 2004; 81- Oliveira-Rebougas 2011; 82- Omland 1999;
83- Ornduff 1979; 84- Orndulf & Dulberger 1978; 85- Ott et al. 2016; 86- Palmer 2016;
87- Pellegrini & Horn 2017; 88- Pickrell 2002; 89- Pinheiro-Costa et al. 2018; 90-
Pinter et al. 2013; 91- Prohens et al. 2006; 92- Prohens et al. 2007; 93- Raju & Reddi
2000; 94- Reddi et al. 1997; 95- Ren 2015; 96- Ren et al. 2013; 97- Rodriguez &
Sanoja 2004; 98- Rodriguez & Sanoja 2008; 99- Rudall et al. 1995; 100- Santos; 101-
Scott & Middleton 2014; 102- Shivanna 2015; 103- Simpson 1998; 104- Soares et al.
2012; 105- Solis-Monteiro et al. 2015; 106- Solis-Montero & Vallejo-Marin 2017; 107-
Sousa & Giulietti 2015; 108- Sousa & Giulietti 2016; 109- Sousa 2010; 110- Souza et
al. 2012; 111- Stern et al. 2010; 112- Tang & Huang 2005; 113- Tang & Huang 2007;
114- Thomas & Paul 2015; 115- Thorp & Estes 1975; 116- Todd 1882; 117- Torres
2009; 118- Torres et al. 2007; 119- Triboun & Middleton 2012; 120- Vallejo-Marin-
2009; 121- Vallejo-Marin et al. 2012; 122- Vallejo-Marin et al. 2014; 123- Wan et al.
2004; 124- Wang et al. 1995; 125- Wang et al. 1998; 126- Wolowski & Freitas 2010;
127- Zang et al. 2016; 128- Zhang & Lou 2015; 129- Zhang & Lou 2017.

Anexo 4 — Reconstrucao filogenética das familias das ordens Commelinids +
Asparagales que apresentam espécies enantiostilicas com o suporte dos ramos. Arvore
bayesiana gerada pelo programa MrBayes.
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CAPITULO 2 - Reproductive biology and floral visitors in two enantiostylous Qualea
species (Vochysiaceae) in the Brazilian Cerrado

* Artigo a ser submetido a Plant Biology (Stuttgart)

ABSTRACT

Enantiostyly is a floral polymorphism, in which two floral forms in the same species
differ in deflection of the floral axis to rigth or left position. Enantyostyly can be
defined as dimorphic, when each individual of the population has one floral morph or
monomorphic, when both morphs occur in the same individual. Such polymorphism is
known to favor cross-pollination by capturing pollen in specific parts of the pollinator's
body. Enantiostylous species usually present poricide anthers, pollen as a resource and
heterantery; however there are families such as Vochysiaceae that have different
characteristics. We carried out studies on the reproductive biology of Qualea parviflora
and Q. multiflora focussing on possible difference between morphs in the proportion of
flowers, resource supply (pollen and nectar produced) and fruit set. We also evaluated
the incompatibility system through manual pollination and determined the floral visitors
and their activity, by means of focal observations. We found no differences between
morphs in proportion of flowers, nectar production and concentration, pollen quantity
and neither in fruit set between morphs. Still, pollen viability was greater in the left
morph in Q. multiflora. Both species were self-incompatible and are generalists
regarding floral visitors with Q. parviflora presenting greater richness of pollinators.
Our results help understanding the success of these common species in the Brazilian
Cerrado and, by analysing groups with non-typical enantyostylous characteristics, they

expand our knowledge on this polymorphism.

Key words: breeding system; floral dimorphism; mirror-image flowers.
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Introduction

Enantiostyly, also known as mirror-image flowers, is a floral polymorphism in
which within the same species, there are two floral forms that differ in the deflection of
stigma to the floral axis. In cases of reciprocal enantiostyly, in a morph the style is
arranged to the right and the anthers to the left (right morph), and in the other morph the
style is to the left and the anthers to the right (left morph; Barrett 2002a; Jesson &
Barrett 2003). Enantiostyly can be dimorphic, when each individual in a population
displays only one floral morph or monomorphic, when the two floral morphs occur in
the same individual. In this case, both morphs can occur in the same branch of the plant
or each branch may have a different morph (Barrett et a/. 2000; Jesson & Barrett 2003).
Enantiostyly occurs in about 3% of the angiosperms (Vallejo-Marin et a/. 2010) and
most species are monomorphic enantiostylous (Jesson et al. 2003a). Still, the
functionality of monomorphic enantiostyly has only been analysed in very punctual
groups (Jesson & Barrett 2002a,b; Jesson & Barrett 2003; Jesson et al. 2003a; Jesson &
Barrett 2005; Almeida et al. 2013a,b; Almeida et al. 2015a,b).

Enantiostyly has been proposed to promote cross-pollination when bees visiting
flowers collect pollen on the sides of their bodies and transference occur between
flowers of opposite style deflection (Barrett et al. 2002). In straight-styled plants, all
flowers on the plant can potentially donate and receive pollen from one another. In
monomorphic enantiostylous, between-flower transference should be relatively reduced
because not all flowers match and the amount of inter-flower crosses should depend on
the ratio of left- and right-styled flowers on a plant. It could be expected, then, that in
enantiostylous monomorphic species, the proportion of right (R here in after) and left (L
here in after) morphs to be 1:1 in populations (Almeida et a/. 2013a). Moreover, it can
be also expected both morphs to be equally attractive to pollinators ie., offering similar
resources in all flowers (Leege & Wolfe 2002). Thus, both floral morphs are expected to
receive the same proportion of visitation, helping to reduce geitonogamy by half, since
half of the flowers in the individual are of one morph and half of another (Barrett et al.
2000; Barrett 2002).

Monomorphic enantiostyly is known to occur in several genera of the
Vochysiaceae family: Callisthene, Erisma, Qualea (including Ruizterania) and
Salvertia (Barbosa 1983; Aveiro 1997; Santos 1997; Oliveira 1998; Rodriguez &
Sanoja 2008; Soares et al. 2012). This family presents a predominantly South American

occurrence; it consists in 250 valid names distributed in 8 genera of which 6 have a
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neotropical occurrence (Shimizu 2016). The family is interesting because several floral
characteristics differ from most enantiostylous species (Graham & Barrett 1995).
Enantiostylous species usually show poricidal anthers, pollen as a floral resource and
heteranthery — difference in anther size or function (Graham & Barrett 1995). However,
in Vochysiaceae the anthers have longitudinal dehiscence and the resource offered to
pollinators is nectar. In addition, Vochysiaceae presents only one functional anther,
being the others reduced or atrophiated (Shimizu 2016).

For this reason, we aim at further investigating the reproductive system of Q.
parviflora and Q. multiflora, describing the rewards offered to pollinators and
determining their flower visitors. By doing this, we try to clarify whether both morphs
atract similarly the pollinators and these visitors behave equally independently of the
floral morph. In particular our objectives are to: 1. Estimate the proportion of flowers of
each morph in the tree populations; 2. Characterise floral resources produced by both
morphs to attract pollinators such as nectar (volume and sugar concentration) and pollen
production; 3. Determine female reproductive success of each morph in terms of fruit
production; 4. Analyse possible differences in the incompatibility system; 5. Evaluate
floral visitors and their activity by means of floral observations. These results will help
to further understand the enantiostylous syndrome and exploring whether groups to with

different floral traits behave similarly to previously described systems.

Material and methods

Study sites

Our study was carried out in the Brazilian cerrado (savanna), which is one of the
25 priority areas for global conservation — hotspots — in earth due to their high degree of
threat, endemism and high biological diversity (Myers et al. 2000). The study was
developed over the years of 2015, 2016 and 2017, from September to December for Q.
parviflora and from October to January for Q. multiflora. We studied four populations
of Q. parviflora and three of Q. multiflora. The populations were located in Cerrado
areas of Goiads (GO) state province and the Federal District (DF). In some populations
the two species were present: 1) Serra dos Pireneus State Park, Pirendpolis, Goias —
here in after Pirenopolis/GO — Q. parviflora: 15°82°16”S, 48°90°92”W; Q. multiflora:
15°80°42’S, 48°87°53”W; 2) Private Reserve of Natural Patrimony (RPPN) Linda Serra
dos Topazios, Goids — Cristalina/GO here in after — Q. parviflora: 16°73°84”S,
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47°68°75”W; Q. multiflora: 16°74°51”’S, 47°68’11”W; 3) P¢é do Morro Farm, Federal
University of Goias — Catalao/GO here in after — Q. parviflora: 18°11°63”S,
48°00°16”W; 4) Ermida Dom Bosco — Dom Bosco Ecological Park, Federal District
Dom Bosco/DF — here in after — Q. parviflora: 15°80°44”S, 47°80°76”W and 5) IBGE
Ecological Reserve (Brazilian Institute of Geography and Statistics), Federal District—
IBGE/DF — here in after — Q. multiflora: 15°95°26”S, 47°87°21”W. Due to a fire
between the second and third fieldwork seasons, the population of Q. parviflora in

Pirenopolis was replaced by Ermida Dom Bosco/DF population (Figure 1).

Study species

In Brazil, there are about 163 species of Vochysiaceae distributed in 6 genera
(Franga 2018). Most genera are present at Cerrado region, where there are described
about 51 species distributed in 4 genera (Sano et al. 2008). Q. parviflora and Q.
multiflora are two species described as monomorphic enantiostylous (Jesson & Barrett
2003). The species are tree deciduous, and lose the leaves between April-May until the
first rains in early September. Q. parviflora flowers between September and December
and Q. multiflora between the end of September and the beginning of February. They
both begin fruiting soon after flowering and the immature fruits remain in the tree until
almost the beginning of the next flowering season, when they mature and are dispersed
by the wind (Barbosa 1983; Santos 1997; Shimizu 2016). The flowers of both species
take about a day to open completely and remain another 24 hours open and with the
stigma receptive. Both species have zygomorphic flowers, with only one petal. In Q.
parviflora the petal is violaceous and in Q. multiflora it is white after openning and
cream on the second day. Both present a nectar guide and a spur where they stock nectar
(Shimizu 2016). The pollen release occurs early in the morning, even before the flower

is completely open (Barbosa 1983; Santos 1997).

Reproductive biology

We quantified the proportion of floral morphs in both species by exploring

random flowers in 20 individuals from each population. We analysed the total number

of flowers in 10 branches per individual. We counted the flowers in three populations

58



for each species: Pirendpolis/GO, Cristalina/GO and Catalao/GO for Q. parviflora and
Pirendpolis/GO, Cristalina/GO and IBGE/DF for Q. multiflora.

Previous studies has shown that there is no difference in volume and sugar
concentration in the nectar due to collection time (Barbosa 1983), so we collected nectar
in 15 individuals in a population of each species (Catalao/GO for Q. parviflora and
Pirenopolis/GO for Q. mutiflora) about 12PM. In each individual we measured one
flower of each morph: one right and one left. For this we bagged the flowers to avoid
visits and used calibrated microcapillary tubes of 0.1ul (Q. parviflora) and Sul (Q.
multiflora) to measured the average volume of nectar produced. We estimated the sugar
concentration (%) present in the nectar using a hand refractometer (Atago 0-90% Brix).
Due to the low amount of nectar produced in Q. parviflora and its high viscosity we
could not estimate the sugar concentration in this species.

We counted the number of pollen grains and calculated pollen viability in20
individuals per species. In each individual one floral bud of each morph was randomly
chosen. Pollen characterization was performed in one population of Q. parviflora (in
October 2016) and one of Q. multiflora (in December 2015), both located in
Pirendpolis/GO. To count the pollen in the laboratory we set up semi-permanent pollen
slides of each anther bud, stained with 2% acetic carmine to record viability (Radford et
al. 1974). We counted the total number of pollen grains under a 10X magnifying optical
microscope and estimated viability by calculating the percentage of viable grains in 100
observed grains. Grains were considered viable when they cytoplasmatic contend was
stained with acetic carmine and present a regular shape.

We evaluated the female function through fruit set in natural conditions. For
this, we left flowers unbagged as control to verify natural pollination and added pollen
from other individuals and of opposite morphs supplementation treatment to evaluating
a possible pollen limitation. This was done in three populations. We also analysed the
species reproductive system by means of hand-pollinations. For this, we bagged pre-
anthesis flower buds and performed pollinations in one population of each species:
Cristalina/GO for Q. parviflora and Piren6polis/GO for Q. multiflora. We carried out
each treatment in five flowers of each morph per individual in a total of 10-17
individuals depending on availability in the populations (Table S1). The treatments
consisted in: 1. Self-pollination: we pollinated the flowers with their own pollen; 2.
Geitonogamy: we used flowers within the same individual of the same morph and of the

opposite morph. 3. Xenogamy: similarly to the Geitonogamy treatment, we pollinated
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flowers with pollen from the same morph or different morph but coming from another
donor. We evaluated fruit production from each treatment/population after two to three
months. For logistic reasons we could not wait for the fruits to develop seeds
completely. However, we tried to get an estimation of the number of seeds produced per
fruit under natural conditions. Thus, we returned to Pirenopolis/GO later in the season
(September 2017) and we randomly colected 10 fruits in 10 trees in both species to
estimate the number of seeds produced.

Finally, we studied the pollination biology of each species by observing and
collecting floral visitors in three populations of each species: Dom Bosco/DF,
Cristalina/GO and Catalao/GO for Q. parviflora and Pirendpolis/GO, Cristalina/GO and
IBGE/DF for Q. multiflora. During the flowerig station, we observed floral visitors for
40 hours in each population of both species, evaluating the visitation rate of the floral
visitors throughout the day. Visitation rate was calculated as the number of visits in
relation to the quantity of flowers available. We made an additional 10 hours of active
collection of floral visitors in each population of Q. parviflora and 6 hours of collection
of floral visitors in Q. multiflora. The floral visitors were identified by specialists and
all were deposited in the Entomological Collection of the University of Brasilia (UnB) —

Brasilia/DF.

Statistical analyses

We compared the amount of right and left open flowers by means of X° tests for
each on the three populations of each species.

To compare nectar volume and concentration and the quantity and viability of
pollen grains between morphs, we used general linear mixed models including the
identity of the individual as a random factor. For pollen grains and nectar volume
analyses we used general linear mixed models and for pollen viability and nectar
concentration we used generalised mixed models with a binomial distribution (suitable
for proportional data).

To test differences in fruit set between treatments we also used generalised
mixed models with a binomial distribution, with the fruit set as a response variable, and
floral morph and treatment as predictor variables. To test whether morphs responded
differently to treatments, we included the interaction between morph and treatment in

the model (morph*treatment). We tested the interaction using the likelihood ratio test
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and in cases where the interaction was not significant, we adjusted the models without
the interaction term. For all models, we tested the significance of random factors
(populations) using the likelihood ratio test. When the variation of the random factors
was not significant, we adjusted a simple GLM without random factors. We used least
square means from the final models along with assymptotic confidence intervals to
visualize the results. We used a-posteriori Tukey contrasts to compare pairs of means.
To compare floral visitors we calculated the estimated visitor richness for each
species using the Chaol estimator (Chao et al. 2009). Since the sample effort was
different between the two species of Qualea, we constructed rarefaction curves to allow
the comparison of their richness. We also compared the similarity in the composition of
visitor species between the two species of Qualea by means of a PERMANOVA with
distance matrix of Bray Curtis, considered the best method in the case of
heteroscedasticity between groups (Anderson & Walsh 2013). We performed the
analyses in the R software (R Core Team 2018), using functions of the vegan package

(Oksanen et al. 2018).

Results

The number of flowers observed per morph in all populations varied from 229—
606 in Q. parviflora e 194-344 in Q. multiflora, depending on the amount of flowers in
the branches analyzed in each population. There were no significant differences
between the proportions of floral morphs in open flowers inall populations of both
species (Table 1).

In Q. parviflora nectar volume ranged from 0.19 to 1.19 pl in the right morph,
with a mean of 0.71 + 0.29 um and between 0.41 to 1.56 pl in the left morph with a
mean of 0.84 = 0.36 ul. There was not statistical diferences between them (¢ = 1.14, P =
0.26; Figure 2A). In Q. multiflora nectar volume ranged from 2.93 to 20.13 pl in the
right morph, with a mean of 11.32 = 4.82ul; and from 1.13 to 23.93 ul in the left morph
with a mean of 10.31 £ 5.69 ul. There were no diferences between morphs (¢ = -0.829,
P =0.42; Figure 2B). The sugar concentration in Q. multiflora varied from 28 to 48% in
the right morph, with an average of 37 + 4.83 and between 31 and 49% in left morph
with an average of 38.69 + 5.30. There was no diferences between morphs (Z = 0.986, P
= 0.324; Figure 2C).

There were no differences between morphs in the amount of pollen grains
produced for any species (Table 2; Figure 3A, 3B). In Q. parviflora we found a range of
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5.794-25.192 grains per flower in the right morph and of 6.992-28.170 grains per
flower in the left morph. In Q. multiflora we found 1.796-23.840 grains per flower in
the right morph and 702-22.218 grains per flower in the left morph.

For pollen viability in Q. parviflora there was no differences between morphs
(Table 2; Figure 3C). However, Q. multiflora presented higher viability (4% on
average) for flowers of the left morph (Table 2; Figure 3D). In Q. parviflora we found a
viability ranging between 84—100% in the right morph and 60—100% in the left morph.
In Q. multiflora we found a viability of 63—95% in the right morph and of 10-100% in
the left morph.

In both species the selfing and geitonogamy treatments set no fruit set for both
morphs and for this reason we did not include them in the statistical analyses. The
mixed model including the interaction between morph and treatment did not statistically
differ from the model considering the main effects (Anova comparison between both
models for Q. parviflora: X* = 4335, P = 0.227 and for Q. multiflora: X* = 1.393, P =
0.707), thus, the interaction was removed. In respect to the random effect, the models
with and without the factor “population” differed for Q. multiflora (X *= 14.259, P <
0.001) but not for Q. parviflora (X* = 0.995, P = 0.318). The factor morph was neither
significantly different in any species (Q. parviflora: Z =0.776, P = 0.438; Q. multiflora:
Z=10.104, P =0.917); both morphs responded similarly to the treatments.

There was a significant effect of the treatments in comparison with the control
for both species (Q. parviflora: F = 4.5215, P = 0.004; O. multiflora: X’ = 14.398, P =
0.0023). Pollen supplementation had no effect comparing to control for both species and
both species showed an increase in fruit set in the Xenogamy treatment independently
of the origin (same or oposite morph) (Table 3, Figure 4).

The fruits of Q. parviflora and Q. multiflora consist in a capsule with three
locules. The natural seed formation by fruits varied from 1 to 6 seeds, distributed in a
maximum of two seeds in each of the three loci of the fruits of each species. Q.
parviflora had an average of 4.41 + 1.17 seeds per fruit. Most fruits (33%) had 4 seeds
per fruit. Q. multiflora had on average 3.15 + 1.42 seeds per fruit. The majority of fruits
(33%) had 3 seeds per fruit.

Q. parviflora populations had more floral visitors compared to the populations
of Q. multiflora (Supplementary table S2). We observed 32 floral visitor species in Q.
parviflora (Chaol estimated richness = 43.14 + 8.23) and 19 floral visitor species in Q.

multiflora (Chaol estimated richness = 25.00 + 5.38). Even considering the differences
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in sample effort (10h for Q. parviflora vs 6h for Q. multiflora), Q. parviflora showed a
greater number of visitors (Supplementary table S2). Still, the species composition of
both species was similar (F = 2.874; P = 0.100). We artificially grouped some of the
visitors into two classes considering common characteristics due to the difficulty of
identifying them in the field. Group 1 reffered to large bees, predominantly black and
presenting similar behaviour during the visitation. They performed slow visits and
usually great number of visits within the same plant: Bombus brevivillus, B. morio, B.
pauloensis, Centris scopipes, Epicharis dejeani, E. bicolor, E. flava and E. analis.
Group 2 reffered to Exomalopsis fulvofasciata and Epicharis xanthogastra also very
similar bees being difficult to identify in the field. They are both small bees with black
abdomen and yellow stripes. The visitation rate was lower in the Q. parviflora
populations when compared to the populations of Q. multiflora (Figures 5-6). While in
0. parviflora there were more bees species responsible for the visitation rates, in Q.
multiflora the majority of visits were more restricted to bees of “Group 1.

In addition to the bees, both species were also visited by other insects such as
butterflies (Urbanus, another Pieridae, Aellopos cf. titan) and various species of
hummingbirds. However, due to the behavior of these animals when visiting the
flowers, we did not consider them as pollinators since no part of their bodies touches the
anther or stigma of the flowers. The most common species recorded in Q. parviflora
were: Group 1, Group 2 and Centris aenea (Figure 5). In Q. mutiflora we observed
predominantly Group 1; Group 2; Centris aenea; Xylocopa spp, and two wasps of the
genus Campsomeris (Figure 6). See Supplementary table S2 for a complete list. The
observations of visits in the populations did not reveal great differences between the
schedules of greater concentration of visits. In Q. parviflora we noticed only a slight
increase in the number of visits in the three populations as of 10:00 AM. In Q.

multiflora, we do not notice large differences between visiting times during the day.

Discussion

Enantiostyly has been described in more than 12 botanical families (Barrett et al.
2000), about 3% of Angiosperms (Vallejo-Marin et al. 2010). Still, detailed studies on
particular ecological characteristics and the functional significance of enantiostyly have
been focused in some groups that usually present common characteristics: poricidal
anthers, pollen as a floral resource and heteranthery (Graham & Barrett 1995 Almeida et

al. 2013a,b; Almeida et al. 2015a,b). Further exploration of enantiostyly in groups with
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different traits help knowing the breeding system of the studied taxa and, additionally,
boosts understanding of this floral polymorphism. Besides, there are no many studies
looking at each floral morph individually to test whether they behave similarly in terms
of male and female functions. Monomorphic enantiostyly is known to improve cross
pollination among plants when comparing to non enantiostyly (Jesson &Barrett 2003).
This is strongly related to pollinators activity and is straighly related to the plant’s
physiological mechanisms. Trees bearing an incompatibility system and in which there
are many flowers may experience strong fruit discount due to geitonogamous
pollinations. In this cases, having two morphs independent in their pollination may be
advantageous for reducting self-pollination and geitonogamous pollination (Jesson &
Barrett 2003).

In this study, we aim at analysing whether both morphs in species of function
similarly from a physiological and ecological point of view. First of all, we observed
whether attractiveness of morphs to floral visitors was similar in both species. The
occurrence of the same proportion of flowers among morphs and the equivalence in the
reward offered by the morphs in both species pointed out no difference in attractiveness
of the flowers due to morph in neither Q. parviflora not Q. multiflora. These findings
confirmed previous studies in other groups (Barrett et al. 2000; eg., Almeida et al.
2015a). The nectar equivalence between morphs, both in volume and in sugar
concentration, corroborated this equity of attractive potential which suggested a similar
rate of visitation of pollinators (Leege & Wolfe 2002).

Comparison of investment in male function between morphs, evaluated by
comparing the quantity and viability of the pollen grains, revealed no differences in the
amount of pollen grains between morphs for both species, but the viability of the grains
was slightly higher in the left morph of Q. multiflora. However, we could not find any
difference between morphs in the female reproductive succes (measured in open
pollinations) so this could be an early stage in the specialization process.

The studied Qualea species are self-incomptible since self-pollination and
geitonogamy treatments did not produce any fruit, independently of the morph. Both
species appear to be late self-incompatible according to previous studies in which it was
showed initial growth of pollen tube and subsequent fruit abortion in formation
(Barbosa 1983; Santos 1997). Although both species showed a low fruiting rate, Q.
multiflora produced more fruits than Q. parviflora. Of the total of 430 flowers marked
in Q. parviflora, 23 (5.35%) ended up in fruit, whereas in a total of 330 flowers marked
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in Q. multiflora, 30 (9.09%) became fruit. In natural conditions, we observed low fruit
set, as in previous studies in other populations (Barbosa 1983; Santos 1997). This is
relatively common in self-incompatible species, since part of the pollen that arrives at
the stigmas is from the plant itself, thus reducing the natural production of fruits
(Custodio et al. 2014). Fruit set was low even after hand-pollinations, which may be due
to a high seed predation rate. In Q. parviflora and Q. multiflora it has been proposed
selective abortion can eliminate fruits compromised by predation and resources saving
on a fruit that will not be viable (Custddio et al. 2014). Among the enantiostylous
genera of the family Vochysiaceae present in the Cerrado, it is common the presence of
self-incompatibility observed in Q. grandiflora (Barbosa 1983; Oliveira 1998; Oliveira
et al. 2004); Q. schomburgkiana (Rodriguez & Sanoja 2008); Q. cordata (Aveiro 1997,
Oliveira 1998); Callisthene fasciculata (Santos 1997; Custodio et al. 2014) and C.
major (Custddio et al. 2014).

Morph R and L appeared to receive equivalent exogenous pollen under natural
pollination conditions, such as occurs in other enantiostylous species (Bahadur et al.
1990; Barrett 2002a). We can also affirm that both species do not suffer from pollen
limitation due to the lack of pollinators (Ashman et al. 2004), since the supplementation
treatment produced an equivalent quantity of fruits in Q. parviflora and Q. multiflora
when compared to control, so, the addition of pollen manually did not increase the
fruiting. The greater fruit set of xenogamy in relation to supplementation, however, may
indicate a stigma clogging in flowers due to the excess of self-pollen that arrives at the
stigma from other flowers of the same plant (Piper 1986; Webb & Lloyd 1986; Palmer
et al. 1989; Holland & Chamberlain 2007; Herbertsson et al. 2017) and in this way
disrupt the growth of pollen tube of natural xenogamic pollen. This is not surprising,
since in the observation of floral visitors we noticed a large number of consecutive
visits in flowers of the same individual, and therefore pollinators deposited much self-
pollen in the flowers of each tree although there is a decrease of the geitonogamy
because the species are enantiostylous (Jesson & Barrett 2003). The effect of the self-
pollen clogging the stigma can also explain the enormous increase of fruit production in
the xenogamy treatment, when compared to the control, especially in Q. parviflora. In
this context, the incompatibility system present in these species becomes even more
important because it avoids self-pollination.

Some enantiostylous species such as, do not presente an incompatibility system

like Maranta leuconeura (Azevedo 2014), Solanum rostratum and S. citrullifolium
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(Bohs et al. 2007; Solis-Monteiro & Vallejo-Marin 2017), Monokoria korsakowii
(Wang et al. 1998) and species from Cassiinae subtribe, (Almeida et al. 2013a,b,
2015a,b) and therefore depend only on enantiostyly to avoid self-pollination and
subsequent self-fertilization. However, these species have a reduced number of floral
visitors, sometimes more specialized in vibration pollination and visit these flowers in
search of pollen. The Qualea species studied here have a large variety of visitors, who
visit the flowers seeking nectar, which causes the stigma of the flowers to be more
exposed to the arrival of both auto pollen and xenogamic pollen, and the incompatibility
system avoids self-pollination thus allowing the flower to be pollinated by legitimate
pollen. Although the incompatibility system prevents self-fertilization, there is still a
decrease in fruit set due to the clogging of the stigma. When the flowers were bagged
and later received legitimate pollen in xenogamy treatment (independently of the
morph) the average fruit set incresead compared to control. That is, without self-pollen,
the effectiveness of legitimate cross-pollination was higher in both species. Therefore,
we verified that both species have enough pollinators and that they make many visits,
but because visits are consecutive in the same plant they deposit a lot of self-pollen on
stigmas. In this case, having two morphs unlikely to cross should constitute a selective
advantage (Jesson & Barrett 2003).

Both species presented a large number of floral visitors that, in most cases
effective pollinators because they touch the sexual organs in the flowers. Q. parviflora
had higher pollinator richness but we observed a lower visit rate in this species when
compared to Q. multiflora. Even though we did not differenciate morphs during the
census, we observe all insects to visit flowers randomly in the plant, so there was no
preference when visiting. This was expected since rewards were the same between
morphs. While in Q. parviflora we observed a great richness of bee species visiting the
flowers, in Q. multiflora most of the visits were made by "Group 1" bees, bees that
present a similar pattern of visitation. Bees defined as “Group 1” were large, slow bees
that visit many flowers, sometimes all the flowers of the same plant, before moving to
another plant. It is difficult to distinguish them within this group in the field. We did not
observe any particular hour where pollinators visited more the plants. On the contrary,
the peaks of visitation were distributed at different times in the three populations of
each species. Although we recorded visits during all day in all populations, pollinations
actually occurred during the morning, since we hardly found pollen in the anthers of the

flowers after 12:00 pm. Q. multiflora was also less generalistic than Q. parviflora. In
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addition, bees that vibrate cling to the flowers and can damage them, and the
enantiostylous morphology, with stigma and anther displaced from the center of the
flower, helps to promote the protection of gynoecium, since pistil displacement prevents
the pollinator from damaging it at the time of pollen removal (Graham & Barrett 1995).
This reinforces the ideia of Graham & Barrett (1995) that floral morphology is one of
the main factors in the maintenance of monomorphic enantiostyly.

Therefore, we noticed a great investment of both Q. parviflora and Q. multiflora
producing flowers and as a consequence, fruits. This should be related to their common
occurrence in Cerrado formations. Both are very successful in achieving environments
in the Cerrado, so much so that Q. parviflora is the second most prevalent arboreal
species in Cerrado formations, occurring in about 78% of Cerrado and Q. multiflora
areas occurring in 51% of Cerrado (Ratter et al. 2003). In addition, Q. parviflora is the
2" most abundant tree species of Cerrado and Q. multiflora is the 36" (Silva Jnior
2012).

In general, both species studied have reproductive equivalence among floral
morphs. The proportion of flowers produced and the availability of resources offered to
pollinators do not differ between morphs, and male reproductive investment and fruit
production do not differ between morphs. Although the natural production of fruits in
the species of Q. parviflora and Q. multiflora was independent of the floral morph, there
is a tendency that the left morph of Q. multiflora is a little more efficient in the
production of viable pollen. However, there is no observation ofthe pollinator’s
preference for any specific morph. Despite the fact that the species of the family
Vochysiaceae differ morphologically from the other enantiostylous species, the species
studied here seem to behave similarly to the other species. Although there is no
comparison of fruit set between enantiostylous and non-enantiostylous species, the fact
that the species studied here have a high occurrence in the Cerrado point out that

enantiostyly should confer a reproductive advantage in this environment.
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Table 1 — Proportion between right (R) and left (L) opened flowers in Qualea parviflora
and Q. multiflora in each population and results from comparisons with expected

proportions. Trace (-) refers to populations that were not studied.

Qualea parviflora Qualea multiflora

Population Proportion X’ df P Proportion X df P
R:L R:L
Pirenodpolis 1:1.9 0.67 1 041 1:1.11 094 1 033

Cristalina 1:1.01 0.015 1 0.90 1:1.26 296 1 0.09
IBGE - - - - 1:1.09 033 1 0.56
Catalao 1:1.24 273 1 0.1 - - - -
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Table 2 - Comparison of quantity and viability of pollen grains between morphs of

Qualea parviflora and Q. multiflora. R: right morph; L: left morph.

Quantity of grains Viability (%)
Specie Morph  Meanztsd Mean=+sd

Q. parviflora R 14.413+£5.504 ¢=1.010 95.18+4.27 Z=0.117
L 15.457£5.259 P=0.330 95.39+9.08 P> 0.900

Q. multiflora R 6.055+5.356  t=0.114 80.88+21.06 Z=3.040
L 6.148+5.468 P>0.900 81.94+11.26 P =0.002
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Table 3 — Comparisons of fruit set after hand-pollination treatments compared to the
controls in Qualea parviflora and Q. multiflora. Suppl: Supplementation; XenoOpo:
xenogamy with pollen by oposite morph flower; Xeno R/L: xenogamy with pollen by
same morph flower. Estimate mean difference between treatment and control.

Qualea parviflora Qualea multiflora

Estimate Z-value P Estimate Z-value P

Intercept -2.94 021 <0.001| -2.38 041 <0.001
Supl 0.045 0.15 0.88 0.39 1.52 0.128
XenoOpo 1.19 390 <0.001 1.58 3.75  <0.001

XenoSame 0.75 2.24 0.025 1.26 2.88 0.004
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Table S1 — Fruit set (as percentage) obtained after hand-pollination treatments for both
morphs (R, right and L, left) in Qualea parviflora and Q. multiflora. Cont: flowers
without bagging left for natural pollination; Suppl: unbagged, and supplemented with
extra xenogamous pollen; Xeno R/R: xenogamy right flower pollinated by right flower
pollen of another plant; Xeno R/L: xenogamy right flower pollinated by left flower
pollen of another plant; Xeno L/L: xenogamy left flower pollinated by left flower pollen
of another plant; Xeno L/R: xenogamy left flower pollinated by right flower pollen of

another plant. (-) refers to treatments not available.

Qualea parviflora Qualea multiflora

Population Cristalina Dom Bosco  Cataldo Pirenopolis Cristalina IBGE
N 17 15 14 13 10 10
Cont R 6.67 8.75 2.67 5.71 12 12
Cont L 5 7.5 1.33 5.71 12 8
Supl R 5 4 2.67 2.86 16 18
Supl L 6.67 8.75 5.33 0 24 22
Xeno R/R 16.67 - - 10 - -
Xeno R/L 15 - - 17.14 - -
Xeno L/L 11.67 - - 12.86 - -
Xeno L/R 26.67 - - 12.86 - -
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Table S2 — List of bees and the number of individuals collected in the populations of Qualea parviflora and Qualea multiflora.

Subfamily/Tribe/Species

Catalao

Qualea parviflora

Cristalina

Qualea multiflora

Dom Pirenoplis Cristalina IBGE

Bosco

APINAE

Centridini

Centris (Centris) aenea Lepeletier

Centris (Centris) segregata Crawford
Centris (Centris) sp. Fabricius

Centris (Hemisiella) tarsata Smith
Centris (Melacentris) analis Fabricius
Centris (Ptilotopus) scopipes Friese
Centris (Trachina) longimana Fabricius
Centris (Xanthemisia) bicolor Lepeletier
Epicharis (Anepicharis) dejeani Friese
Epicharis (Epicharis) bicolor Smith
Epicharis (Epicharana) flava Friese
Epicharis (Epicharitides) cockerelli Friese
Epicharis (Epicharitides) iheringii Friese
Epicharis (Epicharoides) xanthogastra Moure & Seabra
Epicharis (Triepicharis) analis Lepeletier

Xylocopini

Xylocopa (Dasyxylocopa) sp. Hurd & Moure
Xylocopa (Neoxylocopa) grisescens Lepeletier
Xylocopa (Neoxylocopa) hirsutissima Maidl
Xylocopa (Neoxylocopa) suspecta Moure & Camargo

20

(8]

NN W o

N N — B

—

21 2
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Qualea parviflora Qualea multiflora
Subfamily/Tribe/Species Catalao Cristalina ];)0 OSICI:) Pirenoplis Cristalina IBGE
Xylocopa (Schonnherria) subcyanea Pérez 3
Ericrocidini
Mesoplia sp.1 Lepeletier 4
Mesoplia sp.2 Lepeletier 1
Ctenioschelus goryi Romand 1
Eurytis funereus Smith 1
Bombini
Bombus (Fervidobombus) brevivillus Franklin 2 1 6
Bombus (Fervidobombus) morio Swederus 2 1 1
Bombus (Fervidobombus) pauloensis Friese 2 1 3 1
Meliponini
Geotrigona mombuca Smith 1
Trigona spinipes Fabricius 1
Apini
Apis mellifera Linnaeus 2 1 4 3 3
Euglossini
Euglossa sp. Latreille 1
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Qualea parviflora Qualea multiflora

Subfamily/Tribe/Species Catalao Cristalina ];)0 OSICI:) Pirenoplis Cristalina IBGE

Exomalopsini
Exomalopsis fulvofasciata Smith 2

ANDRENINAE
Oxaeini
Oxaea flavescens Klug 2

COLLETINAE
Diphaglossini
Ptiloglossa sp. Smith 1

HALICTINAE
Augochlorini
Augochloropsis sp. Cockerell 1

MEGACHILINAE

Megachilini

Megachile (Pseudocentron) cf. rubricata Smith
Megachile (Pseudocentron) sp. Mitchell
Epanthidium aureocinctum Urban

TOTAL 45 50 30 26 16 16

— W -
—
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Figure 1 — Location map of Qualea parviflora (square) and Qualea multiflora (star)
studied populations in Brazil. A) Brazilian map showing Goids State (GO) and the
Federal District (DF) colored in gray. B) Detail of Goias State and Federal District and
C) situation of populations in the territory of Goias (GO) and Federal District (DF).
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Qualea parviflora
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Figure 2 - Nectar production (ul) in both floral morphs of A) Q. parviflora collected in
Catalao/GO, and B) Qualea multiflora collected in Pirenopolis/GO. C) Nectar

concentration (%) meassured in Q. multiflora collected in Pirenopolis/GO. R: right

morph; L: left morph.
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Figure 3 — Boxplots showing the amount of pollen grains in flowers of A) Qualea
parviflora and B) Q. multiflora and the percentage of viable pollen grains in C) Q.
parviflora and D) Q. multiflora. All flowers analysed were collected in Pirendpolis/GO.

R: right morph; L: left morph.
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Q. parviflora Same and Opposite
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Figure 4 — Fruit set (number of fruits/flowers pollinated) after hand-pollinations in A)
Qualea parviflora, and B) Q. multiflora in the Cerrado. Hand pollinations were
performed in one population for Q. parviflora and one for Q. multiflora and control and

supplementation were performed in three populations in each Qualea species. Data is

shown as mean values and SD.
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Figure 5 — Visitation rates on flowers of Q. parviflora. A, C and E referred to visitations

rates separated by insect/group of insects. B, D and F: total visitation rates by time in

the populations. A and B: Cristalina population. C and D: Cataldao population. E and F:

Ermida Dom Bosco population. Group 1: Bombus brevivillus, B. morio, B. pauloensis,

Centris scopipes, Epicharis dejeani, E. bicolor, E. flava and E. analis. Group 2:

Exomalopsis fulvofasciata and Epicharis xanthogastra; Xylocopa spp.: Xylocopa

(Dasyxylocopa) sp., X. grisescens, X. hirsutissima, X. suspecta and X. subcyana.
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Figure 6 — Visitation rates on flowers of Q. multiflora. A, C and E, are rates separated
by insect/group of insects by time. B, D and F: total visitation rates by time. A and B:
population of Cristalina. C and D: population of Pirendpolis. E and F: IBGE population.
Group 1: Bombus brevivillus, B. morio, B. pauloensis, Centris scopipes, Epicharis
dejeani, E. bicolor, E. flava e E. analis. Group 2: Exomalopsis fulvofasciata e Epicharis

xanthogastra; Xylocopa spp.: X. grisescens, X. hirsutissima e X. suspecta.
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CAPITULO 3 — Eficacia da reciprocidade floral no fluxo de polen na enantiostilia

monomorfica.

Introducao

A enantiostilia ¢ um polimorfismo floral no qual dentro da mesma espécie,
existem duas formas florais que diferem na deflexdo do estigma em real¢do ao eixo
floral. Em um morfo floral, o estilete esta disposto a direita e as anteras a esquerda,
sendo essas flores ditas do morfo direito, € no outro morfo o estilete esta a esquerda e as
anteras a direita, denominado morfo esquerdo (Barrett 2002a; Jesson & Barrett 2003). A
enantiostilia pode se apresentar de duas formas: dimérfica ou monomorfica. A forma
dimorfica ¢ caracterizada por ter individuos dentro da populagdo que sé apresentam
flores voltadas para a direita e individuos que s6 apresentam flores voltadas para a
esquerda (Barrett et al. 2000; Jesson & Barrett 2003; Jesson et al. 2003b). J& a
enantiostilia monomorfica ocorre quando o mesmo individuo apresenta os dois morfos
florais na mesma planta (Jesson & Barrett 2003).

A funcionalidade da enantiostilia est4 relacionada com o fluxo de polen exo6geno
entre individuos. A existéncia de dois morfos diferentes, que formam uma imagem
especular, permite que um polinizador seja efetivo na transferéncia de polen de um
morfo floral para outro (Barrett et al. 2000; Barrett 2002). Uma vez que o polinizador
ao entrar em contato com o estigma de uma flor acumula pélen em uma regido
especifica do corpo, a qual estard em contato com o estigma de uma flor do morfo
oposto e o polen, entdo, sera depositado exatamente na regido estigmatica dessa flor
(Barrett et al. 2000; Barrett 2002). Para que essa transferéncia de polen entre a antera de
um morfo para o estigma de outro morfo seja eficiente, € preciso que a posicao entre os
orgaos reprodutivos masculinos e femininos seja a mais reciproca possivel (Almeida et
al. 2013a,b). A enantiostilia monomorfica aumenta a eficécia de fluxo de polen cruzado
se comparado a auséncia de enantiostilia, porém a enantiostilia dimorfica ¢ ainda mais
eficaz no fluxo de polen cruzado (Jesson & Barrett 2002a).

Além de promover o fluxo de polen intermorfo, a enantiostilia monomorfica
também evita que as pecas reprodutivas da flor, anteras e estigmas, sejam danificados
devido a manipulagdo do polinizador durante a visita, uma vez que na enantiostilia essas
pecas estdo deslocadas para direita ou esquerda e ndo no centro da flor (Graham &
Barrett 1995). Por ultimo, essa separagao espacial da antera e estigma também evita que

ocorra autopolinizacdo e também diminui as chances de geitonogamia (cruzamentos
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dentro da mesma planta) mesmo que o polinizador visite varias flores na mesma planta
j4 que metade das flores sdo de um morfo e metade do outro (Dulberger & Ornduff
1980; Barrett et al. 2000).

A fun¢ao da enantiostilia dimérfica promovendo o transporte de polen entre
morfos tem sido analisada em trabalhos anteriores (Barrett et al. 2000; Barrett 2002a;
Jesson & Barrett 2002b,c; Jesson & Barrett 2003), contudo poucos estudos foram
realizados sobre a funcionalidade da enantiostilia monomorfica (Fenster 1995; Barrett et
al. 2000; Arceo-Gomez et al. 2010; Almeida et al. 2013a,b; 2015a,b), assim como as
pressoes seletivas que podem originar € manter este tipo de polimorfismo.

A familia Vochysiaceae apresenta inumeras espécies com ocorréncia de
enantiostilia, todas sendo monomorficas, como espécies dentro dos géneros Callisthene,
Erisma, outras Qualea (incluindo Ruizterania) e Salvertia (Barbosa 1983; Aveiro 1997,
Santos 1997; Oliveira 1998; Dulmen 2001; Rodriguez & Sanoja 2008; Borges 2011;
Andena et al. 2012; Soares et al. 2012; Carneiro 2013; Assuncao et al. 2014; Custddio
et al. 2014). Uma diferen¢a na manifestagao da enantiostilia em comparacao a espécies
de outras familias ¢ a de que Vochysiaceae apresenta anteras com aberturas
longitudinais, em contraste com as anteras poricidas da maioria das espécies
enantiostilicas, e o néctar como recurso para atracdo de polinizadores ao contrario de
polen, além das espécies da familia ndo apresentarem heteranteria (diferenca de funcao
entre anteras sendo que algumas sdo utilizadas na polinizagdo e outras utilizadas como
fonte de recompensa para o visitante floral, Barrett 2002), pois possuem apenas uma
antera funcional (Graham & Barrett 1995; Shimizu 2016).

Dentro da familia Vochysiaceae, duas espécies arboreas de ampla ocorréncia nas
savanas brasileiras, Qualea parviflora Mart. e Qualea multiflora Mart. apresentam
enantiostilia monomorfica (Shimizu 2016). Utilizando estas espécies como modelo,
temos como objetivo analisar como a enantiostilia favorece o fluxo de polen entre
morfos e individuos. Estudando aspectos de morfologia floral e biologia da polinizagao,
pretendemos especificamente: 1. Avaliar a reciprocidade da hercogamia entre os morfos
e como esta hercogamia afeta os niveis de autopolinizacdo, polinizagdo cruzada
ilegitima entre flores do mesmo individuo e legitima entre flores de individuos
diferentes; 2. Verificar se a reciprocidade promove uma deposi¢do de pdlen segregada
no corpo do polinizador; 3. Estudar se ha diferengas na eficiéncia dos diferentes tipos de

polinizadores que visitam estas espécies.
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Material e métodos:

Conduzimos nossos estudos em cinco populacdes de Q. parviflora e trés de Q.
multiflora entre os anos de 2015, 2016 e 2017. Em Q. parviflora, utilizamos quatro
populagdes para morfologia floral e trés para observagao de visitantes florais. Contudo,
devido a um incéndio entre as temporadas de coleta, uma das populagdes foi substituida
e outra descartada, perfazendo trés populagdes para visitantes florais, tanto para Q.
parviflora quanto para Q. multiflora. As populagdes foram: 1) Parque Estadual da Serra
dos Pireneus, Pirenopolis, Goias — a partir de agora Pirenopolis/GO: Q. parviflora:
15°82°16”S, 48°90°92”W; Q. multiflora: 15°80°42”S, 48°87°53”W; 2) Reserva
Particular do Patriménio Natural (RPPN) Linda Serra dos Topazios, Cristalina, Goias a
partir de agora Cristalina/GO: Q. parviflora: 16°73°84”’S, 47°68°75”W; Q. multiflora:
16°74°51’S, 47°68’11”W; 3) Fazenda P¢ do Morro, Universidade Federal de Goias,
Cataldao, Goids, a partir de agora — Catalao/GO: Q. parviflora: 18°11°63”S,
48°00°16”W; 4) Fazenda Agua Limpa (FAL), Universidade de Brasilia, Distrito
Federal, a partir de agora FAL/DF: Q. parviflora: 15°94°86”S, 47°.93°62”W; 5) Ermida
Dom Bosco — Parque Ecolégico Dom Bosco/DF, a partir de agora Dom Bosco/DF: Q.
parviflora: 15°80°44”S, 47°80°76”W; e 5) Reserva Ecoldgica do IBGE (Instituto
Brasileiro de Geografia e Estatistica), Distrito Federal, a partir de agora IBGE/DF: Q.
multiflora: 15°95°26”S, 47°87°21”W.

Para verificar o nivel de reciprocidade entre os morfos, fotografamos 40 flores
de 20 individuos por populagao (20 direita e 20 esquerda) de quatro populacdes de Q.
parviflora (Cristalina/GO, FAL/DF, Catalao/GO e Pirendpolis/GO) e as trés de Q.
multiflora (Cristalina/GO, IBGE/DF e Pirenopolis/GO). Fotografamos as flores de Q.
parviflora entre os meses de setembro e outubro de 2016 e de Q. multiflora entre os
meses de outubro, novembro e dezembro de 2015. Para avaliar a reciprocidade entre
antera e estigma em flores opostas utilizamos a distancia do estigma ou da antera até um
eixo floral representativo (Figura 1). Utilizamos o software /mage J (disponivel em

http://imagej.nih.gov/ij/) para fazer as medigdes das distdncias antera-eixo floral e

estigma-eixo floral. Propusemos as seguintes medicoes para verificar a morfometria das
flores de ambas as espécies e se elas sdo reciprocas na posicao de anteras e estigmas nos
diferentes morfos: 1) Investigamos se a distincia antera-eixo floral ¢ igual entre morfos
(Figura 1); 2) Se a distancia estigma-eixo floral ¢ igual entre morfos (Figura 1); 3) Se a
distancia antera-eixo floral ¢ igual a distancia estigma-eixo floral entre morfos (Figura

1); 4) para avaliar a reciprocidade, investigamos se a distancia antera-eixo (Morfo D) ¢
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igual a distancia estigma-eixo (Morfo E), e chamamos de reciprocidade do lado direito
(quando as flores sdo vistas de frente) (Figura 1). Da mesma forma, investigamos para o
lado esquerdo (Figura 1).

Por fim, avaliamos se a distancia antera-estigma ¢ igual entre morfos (Figura 1)
e se essa distancia, quando comparada a distancia intertegular (entre as tégulas dos
insetos) dos visitantes florais (Figura 2B) influencia na eficacia de deposicdo de pdlen

no corpo do polinizador.

Lado
W direito

Lado
esquerdo

Figura 1 — Medidas tomadas para calcular a reciprocidade nas flores de Qualea
parviflora e Q. multiflora. Acima flor de morfo direito e abaixo flor de morfo esquerdo.
Trago horizontal branco corresponde a distancia antera-eixo floral, estigma-eixo floral e
antera-estigma. A linha tracejada vertical preta representa o eixo floral. Nas fotos, Q.

parviflora.

Coletamos visitantes florais, durante os meses de outubro, novembro e dezembro
de 2017, nas populacdes (Cristalina/GO, Catalao/GO e Dom Bosco/DF) de Q.

parviflora e nas mesmas trés populacoes de Q. multifloranas que foram fotografadas as

88



flores. Coletamos os visitantes florais com ajuda de pugd, e sacrificamos em camara
mortifera com acetato de etila. Montamos os visitantes florais com alfinetes
entomoldgicos, secamos em estufa por 3 dias, em temperatura constante de 35°C e estes
foram identificados por especialistas. Todos os visitantes florais coletados foram
depositados na Cole¢dao Entomolodgica da Universidade de Brasilia (UnB) — Brasilia/DF.

Nas trés populacdes de Q. parviflora coletamos os visitantes florais por cerca de
10 horas em cada populagdo, e em Q.multiflora coletamos por 6 horas em cada
populagdo. Com auxilio de um paquimetro digital medimos a distancia intertegular do
corpo das abelhas e vespas coletadas (Figura 2A). Comparamos entdo a distancia
intertegular das abelhas e vespas com a distancia antera-estigma nas flores (Figura 1)
para verificar quais visitantes apresentam maior potencial de transferir pdlen entre
morfos florais. Com base em nossas observagdes em campo, insetos com diferentes
distancias intertegulares podem tocar anteras e estigmas em partes diferentes do corpo.
Por isso, esperamos que os insetos que apresentem distancia intertegular mais proximo
da distancia antera-estigma de cada espécie de Qualea, possivelmente apresentem mais
polen depositado na lateral do corpo (Figura 2B lateral). Os insetos que sdao muito
grandes em relacdo a essa distancia antera-estigma, possivelmente apresentam uma
maior quantidade de graos de polen depositados no ventre (Figura 2B ventre) e os
insetos que apresentam uma distancia intertegular reduzida, em comparagdo a distancia
antera-estigma, possivelmente apresentam uma maior deposi¢do de pdlen acima da
cabeca (Figura 2B cabeca).

Ap0s a coleta e identificacdo das abelhas visitantes das plantas, averiguamos a
presenga de pdlen nas regides especificas do corpo das abelhas, por meio da retirada de
polen com “gelatina com carmim” e montagem de laminas semi-permanentes de cada
uma das trés regides possiveis de deposicdo de polen no corpo dos insetos: lateral,
cabeca e ventre (Figura 2B) de ambos os lados dos insetos. Observamos as laminas
montadas em microcopio Optico com aumento de 10X onde pudemos verificar a
presenca/auséncia de polen das referidas espécies no corpo das abelhas e também
contabilizar a quantidade de graos de pdlen presentes. Apesar de ambas espécies terem
visitantes florais em comum, a floragdo ndo ocorre a0 mesmo tempo nas mesmas
populacdes e como constatamos por meio de observagdes em laminas de polen de
botdes florais, que entre as espécies de Qualea os graos de poélen apresentam tamanhos

visualmente diferentes, pudemos comparar com amostras coletadas em botdes florais
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das espécies e assim fazer a identificacdo dos graos de polen das espécies no corpo do

visitantes florais.

A Literal

Abdome B

Figura 2 — (A) Posicdes de possivel deposicao de polen: lateral, cabeca e ventre e (B)

distancia intertegumentar do corpo das abelhas.

Para verificar a transferéncia de poélen entre morfos, realizada pelos
polinizadores, conduzimos um experimento utilizando p6 fluorescente. Durante 10 dias
em outubro de 2017, conduzimos esse experimento em uma populacao de Q. parviflora
em Cristalina/GO. Utilizamos um individuo com cerca de 170 flores (média de flores
abertas por dia) como doador de pd fluorescente. Nele colocamos p6 fluorescente em
varias flores (ver abaixo). Como as flores podem durar até 2 dias, a cada dia colocamos
p6 em flores novas. Apods 6 horas verificamos a deposicao de p6 nos estigmas das flores
desse individuo doador (para verificar a geitonogamia) e também em outros individuos
proximos ao doador (cerca de 8 arvores que variavam de 6 a 22 metros de distancia da
planta doadora) a fim deverificar a xenogamia. Geitonogamia aqui se refere a
transferéncia de polen entre flores de um mesmo individuo (Barrett 2003).

Avaliamos se a separacdo espacial promove o fluxo de polen entre morfos
mediante dois experimentos em que manipulamos a posi¢cao das anteras e dos estigmas
nas flores. No experimento 1 colocamos diariamente po6 fluorescente, verde ou rosa,uma
cor diferente para cada morfo, nas anteras de 30 flores direitas e 30 flores esquerdas do
individuo foco, durante 10 dias (Figura 3A e B). Durante o experimento invertemos as
cores do po fluorescente entre os morfos nos distintos dias para nos certificarmos de que
as abelhas visitariam as flores, independentemente da cor do po6 utilizado. No
experimento 2 (que teve uma duracdo de 8 dias), colocamos p6 fluorescente azul em 30

flores com as pecas florais reprodutivas unidas com uma linha (Figura 3C). No mesmo
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individuo doador unimos as pecas florais de outras 30 flores onde ndo colocamos pd

fluorescente (Figura 3D) para simularmos uma condi¢@o de uma flor ndo enantiostilica.

Figura 3 — Flores de Qualea parviflora com p6 fluorescente colocado sobre as anteras.

A - Flor direita com p6 fluorescente verde na antera; B - flor esquerda com pod
fluorescente rosa na antera; C - flor com as pecas florais reprodutivas unidas simulando
a condicdo ndo enantiostilica com pod fluorescente azul; e D - flores simulando a

condicdo ndo enantiostilica sem p6 fluorescente (para serem receptoras de po).

Deixamos que os visitantes florais visitassem as flores e apos algumas horas (de
4 a 6 horas, no periodo de maior quantidade de visitas) observamos se havia presenca de
p6 fluorescente nos estigmas das flores com ajuda de lanterna de luz negra e lupa de
bolso. Observamos se havia deposicdo de pd fluorescente no estigma de flores de
mesmo morfo e de morfo oposto na planta doadora e assim verificamos se a

enantiostilia evita que a flor receba autopdlen e se diminui a chegada de pdlen
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geitonogamico. Observamos também se as plantas vizinhas receberam po6 fluorescente
nos estigmas para verificar a chegada de polen externo tanto em flores de mesmo morfo
quanto em flores de morfo oposto. Além disso, observamos se havia po fluorescente das
flores com as pecas florais unidas, simulando a condi¢do nao enantiostilica.

Contabilizamos as porcentagens de flores que receberam po fluorescente.

Analises dos dados
Morfometria floral

Para cada uma das espécies, testamos se a disposicao da antera e do estigma em
relag@o ao eixo floral variam entre morfos, bem como a distancia entre antera e estigma.
Para cada uma das variaveis resposta, ajustamos modelos com o morfo floral como
variavel preditora. Testamos a existéncia de variagdes entre as populacdes estudadas
através da comparagdo, por teste de razdo de verossimilhanga, entre um modelo linear
misto (contendo a identidade da populagdo como fator aleatério) e um modelo linear
simples. Sempre que a inclusdo do fator “populagdo” ndo aumentasse significativamente
a verossimilhanga do modelo, utilizamos na interpretacio os modelos simples.
Testamos se ha reciprocidade entre morfos na posi¢ao das pecas florais do lado direito
(estigma no morfo direito e antera no morfo esquerdo) e no lado esquerdo das flores
(antera no morfo direito e estigma no morfo esquerdo) ajustando modelos com a
distancia entre a peca floral e o eixo como variavel resposta e o morfo floral como
variavel preditora. Modelos separados foram ajustados para o lado direito e o lado

esquerdo das flores.

Deposi¢do do polen no corpo do polinizador

Testamos se a diferenca entre a distancia intertegular das abelhas e a distancia
antera-estigma influencia a quantidade de polen depositado e o local de maior
deposicdo. Utilizamos os valores de distancia antera-estigma estimados nos modelos de
morfometria floral para calcular a diferenga de tamanho entre a abelha e flor. Nos casos
em que detectamos diferengas entre as populagdes, valores especificos da distancia
antera-estigma foram utilizados para as abelhas provenientes de cada populagao. Como
para Q. parviflora houve varia¢do na distancia antera-estigma entre populacdes e ndo
houve coleta de polinizadores na localidade FAL/DF, utilizamos a distancia estimada

para a populagdo Dom Bosco/DF por ser a mais proxima.
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Calculamos a quantidade de pdlen depositado como a soma do nimero de graos
de pdlen na cabega, ventre e lateral das abelhas, tanto do lado direito como do lado
esquerdo. Ajustamos modelos lineares generalizados mistos com a quantidade de pdlen
como varidvel resposta e a diferenga entre a distancia intertegumentar do individuo ¢ a
distancia antera-estigma estimada para a populagdo. Uma vez que a varidvel resposta ¢
uma contagem, foi escolhida a familia Poisson com fun¢do de ligacdo log.
Considerando que nossa hipotese era a de que abelhas com distancia intertegumentar
mais proximas da distancia antera-estigma seriam polinizadores mais eficientes e
receberiam mais polen, incluimos no modelo também o quadrado da diferenca da
distancia intertegular, a fim de modelar uma relacdo unimodal entre as varidveis.
Testamos a existéncia de variacdes entre as populacdes estudadas através da
comparacdo, por teste de razdo de verossimilhanga, entre um modelo linear misto
(contendo a identidade da populacdo como fator aleatério) e o modelo linear simples.
Sempre que a inclusdo do fator “populacdo” ndo aumentasse significativamente a
verossimilhang¢a do modelo, utilizamos na interpretacao os modelos simples.

Para testar se a diferenca da distancia intertegular influencia o local de deposi¢ao
do polen, codificamos para cada individuo o local com maior quantidade polen (cabega,
ventre ou lateral) considerando a soma dos lados direito e esquerdo. Ajustamos modelos
multinomiais com o local de maior deposi¢do como varidvel resposta e a diferenca de
distancia intertegular como variavel preditora.

Para testar se tem diferenca de deposi¢ao de polen no lado direito ou esquerdo
do corpo dos visitantes florais, ajustamos um Modelo generalizado misto com
distribuicdo Poisson comparando o nimero de grdos de polen nas diferentes posi¢cdes
(cabeca, ventre e lateral) para os visitantes de cada espécie e em cada lado das abelhas.
Incluimos o individuo como fator aleatério de modo a comparar os lados e posigdes em
cada individuo. Fizemos também a mesma andlise, porém separando os polinizadores
em quatro grupos de acordo com a distdncia intertegular e representatividade nas
populagdes. No grupo 1, incluimos abelhas grandes e que visitam as flores de forma um
pouco mais lenta e visita flores consecutivas da mesma planta: Bombus brevivillus, B.
morio, B. pauloensis, Centris scopipes, Epicharis dejeani, E. bicolor, E. flava, E. analis
e as vespas do género Campsomeris sp. No grupo 2 incluimos as espécies de Xylocopa,
com a maior distancia intertegular dentre os insetos coletados. No grupo 3 incluimos a
espécies Centris aenea por ser muito representativa, sobretudo nas populagdes de Q.

parviflora e por mostrar um comportamento um pouco diferente das outras abelhas
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coletadas. Essa espécie de abelha visita poucas flores por vez e sdo muito rapidas. E o
grupo 4 foi composto pelas demais abelhas coletadas. A lista completa das abelhas e a
qual grupo pertence encontra-se no Anexo 4.

As analises foram realizadas no software R (R Core Team 2018), usando
fungdes dos pacotes Ime4 (Bates et al. 2015), ImerTest (Kuznetsova et al. 2017),
ggplot2 (Wickham 2016) e nnet (Venables & Ripley 2002).

Fluxo de polen

Avaliamos o fluxo de polen de forma qualitativa, considerando presenca-
auséncia de po fluorescente nos estigmas. Contabilizamos quantas flores, dentre as
cerca de 170 disponiveis na arvore por dia, receberam p6 fluorescente proveniente de
flor de mesmo morfo ou de morfo oposto. Avaliamos ainda se havia presenga de po
fluorescente em flores de arvores proximas (cerca de 8 arvores que variavam de 6 a 22
metros de distancia da planta doadora) a fim de contabilizar o fluxo de podlen

Xenogamico.

Resultados:

Em relagdo as distancias entre os 6rgaos sexuais e o eixo floral noés encontramos
que a distancia antera-eixo floral é constante entre os morfos E e D (Q. parviflora: t = -
0.925, P = 0.357, Figura 4A; Q. multiflora: t = 0.247, P = 0.806, Figura 4C). A
avaliacdo da morfometria floral revelou que a distancia antera-eixo floral ndo varia
também entre as populagdes das espécies estudadas (Q. parviflora: X° < 0.001, P >
0.999; Q. multiflora: X = 0.786, P = 0.375, Anexo 2). Do mesmo modo, a distancia
estigma-eixo floral ¢ constante entre os morfos E e D (Q. parviflora: t = 0.336, P =
0.737, Figura 4B; Q. multiflora: t = -1.115, P = 0.268, Figura 4D) e ndo varia entre as
populacdes estudadas (Q. parviflora: X° = 3.782, P = 0.052; O. multiflora: X< 0.001, P
>0.999).
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Figura 4 — Distancia entre as pegas reprodutivas florais e o eixo floral em populacdes de
Qualea parviflora e Q. multiflora. Q. parviflora: A — Distancia antera-eixo floral, B —
Distancia estigma-eixo floral. Q. multiflora: C — Distancia antera-eixo floral, D —

Distancia estigma-eixo floral.

As flores de Q. parviflora e Q. multiflora se mostraram divergentes quanto a
reciprocidade das pegas reprodutivas, estimada para o lado direito (estigma do morfo
direito e antera do morfo esquerdo) e no lado esquerdo das flores (antera no morfo
direito e estigma no morfo esquerdo). Em Q. parviflora nao existe reciprocidade entre
antera e estigma nos lados da flor, tanto no lado direito quanto no lado esquerdo, e
sempre com a antera mais proxima ao eixo floral do que o estigma. Em Q. parviflora, a
distancia entre a peca floral e o eixo floral ndo apresenta variagdo significativa entre as
populacdes estudadas (X° = 0.003, P = 0.958) no lado direito, mas comparando as
populagdes juntas a antera se encontra, em média, 1.44 mm mais proxima (t=7.813, P
< 0.001, Figura 5B) do eixo floral do que os estigmas. J4 no lado direito a distancia
entre a peca floral e o eixo floral apresenta uma variagdo significativa entre as
populagdes estudadas (X° = 5.018, P = 0.025). Assim como no lado esquerdo, as anteras
do lado direito (flores de morfo esquerdo) se encontram mais proximas do eixo do que
os estigmas (flores de morfo direito), cerca de 1.56 mm mais proxima (t = -7.715, P <

0.001, Figura 5A). Ja& em Q. multiflora existe reciprocidade entre as pegas florais do
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lado esquerdo da flor, porém essa reciprocidade nado ¢ vista do lado direito, com anteras
novamente sendo mais proximas ao eixo do que o estigma. Contudo as distancias
antera-eixo floral e estigma-eixo floral e distancia antera-estigma sdo constantes entre
os morfos florais (Anexo 2).

Ao contrario do observado em Q. parviflora, em Q. multiflora existe uma
reciprocidade entre as pecas florais do lado esquerdo da flor, sem diferencas
significativas nas distancias entre anteras (flores de morfo direito) e estigmas (flores de
morfo esquerdo) (t = 1.973, P < 0.052, Figura 5D). No lado direito, ndo observamos
variagdo entre as populagdes (X° < 0.001, P > 0.999). Ao contrério do lado esquerdo, as
anteras do lado direito (flores de morfo esquerdo) se encontram mais préximas do eixo
do que os estigmas (flores de morfo direito), cerca de 1.33 mm mais proxima (t = -
2.986, P = 0.004, Figura 5C). Em Q. multiflora a reciprocidade mostrou que no lado
esquerdo a distancia entre a peca floral e o eixo floral ndo apresenta variagao

significativa entre as populacdes estudadas (X’ =0.521, P = 0.470).
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Figura 5 — Reciprocidade estimada entre as pegas florais reprodutivas e o eixo floral, de
cada lado das flores, em populacdes de Qualea parviflora e Q. multiflora. Q. parviflora:
A — Reciprocidade do lado direito (antera de flor esquerda e estigma de flor direita), B —
Reciprocidade do lado esquerdo (antera de flor direita e estigma de flor esquerda). Q.

multiflora: C — Reciprocidade do lado direito (antera de flor esquerda e estigma de flor
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direita), D — Reciprocidade do lado esquerdo (antera de flor direita e estigma de flor

esquerda).

Medimos a distancia antera-estigma com o intuito de comparar com a distancia
intertegumentar do corpo do polinizador e assim inferir qual ou quais polinizadores tem
a maior capacidade de transferir polen entre os morfos florais de cada espécie.
Encontramos que a distincia antera-estigma ¢ constante entre os morfos E e D em Q.
parviflora (t = -0.461, P = 0.646, Figura 6A). Também encontramos uma variagdo na
distancia antera-estigma entre as populacdes (X° = 10.45, P = 0.001). Ja em O.
multiflora ndo houve variagdo significativa na distancia antera-estigma entre os morfos
Ee D (t=-1.115, P = 0.268, Figura 6B) e nem entre as populagdes (X’ < 0.001, P >
0.999).
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Figura 6 — Distancia entre as pegas reprodutivas florais, antera e estigma, em
populagdes de Qualea parviflora e Q. multiflora. A — Distancia antera-estigma em Q.

parviflora; B — Distancia antera-estigma em Q. multiflora.

Polinizadores

Em Q. parviflora a deposi¢ao de polen no corpo das abelhas mostrou que
visitantes florais com distancia intertegumentar 2.68 mm maior do que a distancia
antera-estigma apresentaram maior quantidade de pdlen no corpo (173.58 — 555.22
graos). Para Q. multiflora a maior quantidade de pdlen (439.04 — 1150.56 graos) foi
observada em abelhas com distancia intertegumentar 3.64 mm maior do que a distancia

antera-estigma (Figura 7, Anexo 4).
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A relacao entre a distancia intertegumentar das abelhas e a quantidade de polen
depositada em seus corpos apresentou uma variacao significativa entre as populacdes
estudadas tanto para Q. parviflora quanto para Q. multiflora (Q. parviflora: X° =
2792.4, P < 0.001; Q. multiflora: X = 3757, P < 0.001). Para ambas as espécies de
Qualea, foi observada uma relagdo unimodal entre a diferenga da largura antera-estigma
com a distancia intertegumentar da abelha e a quantidade de polen encontrado no corpo
da abelha, em que abelhas mais proximas de um tamanho 6timo apresentaram maior
quantidade de polen (Q. parviflora: Z =-33.37, P <0.001; Q. multiflora: Z = -46.00, P <
0.001; Figura 7A e 7B). Em Q. parviflora, as abelhas com a diferenca de distancia
intertegular em relagdo a distancia antera-estigma variando entre 0.0 mm e 2.68 mm
maior do que a distdncia antera-estigma apresentaram maior quantidade de podlen
(média[IC de 95%] = 310.44 [173.58 — 555.22], Figura 7A), enquanto que para Q.
multiflora a maior quantidade de pdlen (média [IC de 95%] = 708.3 [439.04 — 1150.56],
Figura 7B) foi observada em abelhas com distincia intertegular variando de 0.0 mm a
3.64 mm maior do que a distdncia antera-estigma. A lista completa dos insetos

coletados e a sua distancia intertegular encontra-se no Anexo 4.
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Figura 7 — Logaritmo do numero de graos de pdlen em fungdo da diferenga entre a
distancia intertegular da abelha e a distancia antera-estigma para A — Q. parviflora e B —
Q. multiflora. A relagdo apresentada no grafico ¢ apenas ilustrativa e ndo leva em

consideracdo a variancia entre populagdes.
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Considerando todas as espécies de visitantes florais juntas, a relacdo entre a
distancia intertegular da abelha e a distancia antera-estigma nao influenciou o local de
maior deposicdo do polen, nem para Q. parviflora (cabega vs lateral: Z=0.12, P=0.91;
ventre vs lateral: Z = 1.01, P = 0.31) e nem para Q. multiflora (cabeca vs lateral: Z = -
1.47, P = 0.14; ventre vs lateral: Z = -0.03, P = 0.972) sendo que o esperado era que
abelhas maiores poderiam ter mais pélen no ventre e abelhas menores poderiam ter mais
polen na cabeca. Mas o lado com maior quantidade de polen variou de acordo com a
posi¢do analisada para todas as abelhas em geral. Observamos diferengas significativas
na quantidade de pdlen nas diferentes posicoes e lados das abelhas (Anexo 2), sendo
que o lado com mais pélen varia entre cada parte do corpo (X° = 452.8, P < 0.001,
Figura 8A). Em Q. parviflora, no ventre e na cabeca tem mais polen no lado esquerdo,
enquanto que na lateral tem mais pdlen do lado direito. Da mesma forma em Q.
multiflora o lado com mais pélen varia entre cada parte do corpo (X° = 338.79, P <
0.001, Figura 8B). Em Q. multiflora, no ventre e na lateral tem mais polen no lado

esquerdo, enquanto que na cabega tem mais polen do lado direito (Anexo 2).
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Figura 8 — Deposicao de pdlen nas diferentes partes do corpo das abelhas. A - deposigao
de polen nas abelhas que visitaram Q. parviflora. B - Deposi¢do de pdlen no corpo das

abelhas que visitaram Q. multiflora.

Quando separamos em grupos de polinizadores encontramos que o lado direito e
esquerdo diferem entre as regides do corpo sendo que a deposi¢do varia de acordo com
a posicdo do corpo do visitante floral, com o grupo de polinizador e com a espécie de

Qualea visitada (Anexo 3). A deposicao na lateral do corpo ¢ maior do que no ventre e
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na cabeca para os visitantes florais de ambas as espécies de Qualea. Os grupos 2
(Xylocopa spp.) e 3 (Centris aenea) apresentaram a maior quantidade de pdlen nas trés
regides do corpo se comparados aos grupos 1 (Abelhas pretas grandes) e 4 (demais
abelhas com tamanho corporal reduzido), contudo apenas o grupo 4 teve diferenca
significativa em relacdo aos outros apresentando menos polen que os demais (Sumario

dos resultados no Anexo 1, Figura 9).
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Figura 9 — Deposicao de graos de podlen nas diferentes partes do corpo dos visitantes
florais de Qualea parviflora e Q. multiflora. Partes do corpo separadas em lateral,
ventre e cabeca. Visitantes florais separados por grupos de insetos. (Grupo 1: abelhas
grandes, lentas e que vibram; Grupo 2: Xylocopa spp.; Grupo 3: Centris aenea; Grupo

4: demais abelhas, menores).

Os experimentos com pé fluorescente realizados na populacao Cristalina/GO de
Q. parviflora mostraram que nenhuma flor recebeu pdlen no estigma proveniente de
mesmo morfo, nem por autopodlen (mesma flor), nem por geitonogamia (flor do mesmo
individuo). Também ndo observamos nenhum polen proveniente de flores simulando a
condi¢do ndo enantiostilica nos estigmas de nenhuma flor. Nem no individuo doador e

nem dos individuos proximos. Em 4 dos 10 dias totais de experimento ndo observamos
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p6 fluorescente no estigma de nenhuma flor. Nos outros 6 dias do experimento
observamos a presenga de po fluorescente apenas nos estigmas do proprio individuo
doador de pd. Nao observamos pé fluorescente nos individuos préximos em nenhum dia
de experimento. Contudo, todas as flores que receberam po6 fluorescente no estigma,
receberam de morfo oposto. Em nenhum dia de experimento observamos pd nos
estigmas provenientes de flor de mesmo morfo.

No total de observacdes verificamos a presenca de p6 fluorescente no estigma de
14 flores de morfo direito e em 16 flores de morfo esquerdo, sempre proveniente de
morfo oposto (Tabela 1). A arvore apresentava cerca de 170 flores por dia e como a
espécie apresenta uma propor¢do de 1:1 entre morfos, a cada dia observamos cerca de

85 flores por dia.

Tabela 1— Transferéncia de pd fluorescente entre morfos florais dentro do mesmo

individuo.

Dia de Flor direita com po Flor esquerda com Flor ndo enantiostilica
experimento esquerdo p6 direito (tratamento 2)
1 0 0 -

2 0 0 -

3 4 (0.05%) 3 (0.04%) 0

4 4 (0.05%) 5 (0.06%) 0

5 2 (0.02%) 3 (0.04%) 0

6 0 0 0

7 2 (0.02%) 3 (0.04%) 0

8 2 (0.02%) 1 (0.01%) 0

9 0 0 0

10 0 1 (0.01%) 0

Total 14 (0.16%) 16 (0.18%) 0
Discussao

As flores de Q. parviflora e Q. multiflora sao divergentes quanto a reciprocidade
das partes reprodutivas. Em Q. parviflora nao hé reciprocidade entre antera e estigma
nos dois lados da flor. J& em Q. multiflora existe reciprocidade entre as partes florais
apenas no lado esquerdo da flor. A reciprocidade ¢ especialmente importante em

espécies enantiostilicas que depositam diretamente o polen no corpo do polinizador,
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como no presente estudo. Em espécies de Chamaecrista e outras Cassiinae a deposi¢ao
de podlen no corpo polinizador pode ocorrer indiretamente, devido ao "ricochete" que ¢é
um mecanismo no qual uma pétala envolve as partes florais e somente com o
comportamento do polinizador a pétala se abre e a vibragao do polinizador, no caso das
abelhas, promove o movimento do pdlen em direcdo a pétala, de modo que o pdlen
"ricocheteia" nela e ¢ depositado no dorso do polinizador (Bahadur et al. 2007, Arcéo-
Gomez et al. 2012, Almeida et al. 2013, 2015a).

Nestas flores de polen, o comportamento da abelha durante a visita garante que o
polen chegue com precisao no corpo do polinizador, pois a deposi¢ao do polen depende
do angulo do ricochete na pétala da flor e ndo especificamente da posi¢do das anteras e
estigmas. Nestes casos de polinizagdo por ricochete, como as anteras sdo poricidas, ha
necessidade de polinizagdo por vibragdo para remover o poélen das anteras. Portanto, ndo
ha tanta influéncia da posicdo dos 6rgdos sexuais, mas do angulo do ricochete. Nas
Qualea spp estudadas aqui a reciprocidade foi medida na Unica antera funcional e esta
disposicao reciproca ¢ importante, principalmente pela deposi¢do de poélen no corpo do
polinizador ser direta. Dessa forma o local do corpo do polinizador onde o pdlen de um
morfo ¢ depositado deverd ser exatamente o mesmo local que ira tocar o estigma de
uma flor de morfo oposta em uma proxima visita.

Outro fato importante em Qualea spp ¢ que o recurso que os polinizadores
buscam em suas flores ¢ o néctar armazenado no calcar e geralmente as flores
enantiostilicas apresentam polen como recurso dos polinizadores. Insetos que visitam
espécies de Cassiinae e Solanum, por exemplo, geralmente estdo em busca de podlen.
Estas espécies possuem anteras com aberturas poricidas em contraste com as espécies
de Qualea que apresentam anteras longitudinais. Espécies de plantas com antera
poricida geralmente apresentam uma grande quantidade de pdlen, como as espécies de
Solanum (Solanaceae) que podem apresentar de 750.000 a 12.500.000 graos por flor,
divididos entre as anteras (Vallejo-Marin et al. 2014) o que ¢ importante ja que muito
do polen ¢ perdido no momento da remogao. Embora as espécies de Qualea estudadas
aqui tenham um numero médio muito menor de pdlen por flor (entre 5.700 e 28.000 em
0. parviflora e 1.700 e 23.800 em Q. multiflora) este pdlen ¢ suficiente para
efetivamente polinizar as flores da populacdo (dados ndo publicados). Testes de
suplementagdo de pélen mostraram que a quantidade de pdlen que chega as flores de Q.
parviflora e Q. multiflora ¢ suficiente para produgao maxima de frutos em condicdes

naturais (dados nao publicados). Assim, mesmo na auséncia de heterantria e grande
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quantidade de polen, o recurso fornecido, no caso ¢ néctar, € suficiente para atrair os
polinizadores e o pdlen ¢ suficiente para fecundar as flores das espécies de Qualea.

No presente estudo encontramos anteras e estigmas posicionados opostos um ao
outro, mas observamos auséncia de simetria perfeita na reciprocidade. Uma maior
reciprocidade em espécies com deposi¢ao direta de polen, como Qualea, poderia ser um
diferencial na deposi¢do especifica de polen em partes do corpo polinizador, ja que a
parte do corpo polinizador que toca a antera de um morfo floral, posteriormente toca o
estigma de flores de outro morfo favorecendo o fluxo de polen entre morfos (Barrett et
al. 2000; Barrett 2002).

Entretanto, aparentemente essa diferenca de reciprocidade encontrada nas flores
de Qualea ndo afeta a eficacia da frutificacdo final (dados ndo publicados), pois embora
a antera esteja quase sempre mais proxima do eixo floral, tornando a flor menos
simétrica, as partes florais sdo flexiveis e podem afastar-se devido ao comportamento do
polinizador, que se arrasta entre antera e estigma em busca do néctar armazenado no
calcar, aumentando a distancia entre as anteras e o estigma.

A flexibilidade das anteras e do estigma favorece que as abelhas com a distancia
intertegular um pouco maior que a distancia das anteras-estigmas sejam mais eficazes
em capturar o polen em seu corpo e consequentemente levar ao estigma de flores de
morfo oposto. Encontramos que o tamanho ideal de abelha em que havia maior
deposicao de pdlen era exatamente em abelhas com a distancia intertegular ligeiramente
maior que a distancia da antera-estigma, mas nao muito maior, apenas até um tamanho
otimo.

Essa deposicdo de pdlen maior em abelhas com distancia intertegular maior
(2.68 mm em Q. parviflora e 3.64 mm em Q. multiflora) que a largura antera-estigma
fica evidente quando observamos os grupos de polinizadores que tiveram uma maior
quantidade de poélen depositado no corpo. As abelhas dos grupos de corpos maiores,
Grupo 1 (abelhas pretas grandes), Grupo 2 (Xylocopa spp.) e grupo 3 (Centris aenea)
apresentaram mais pdlen se comparadas as abelhas do grupo 4 (abelhas menores). E em
todos os grupos o local de maior deposi¢ao de polen foi na lateral do corpo. Tendo em
vista que em ambas as espécies a deposi¢ao de polen no corpo do polinizador ¢ de modo
direto, por meio do arraste da abelha entre as pecas florais, esperava-se mesmo que a
lateral concentrasse mais polen no corpo das abelhas.

Entretanto ndo esperava-mos encontrar diferenca de polen entre o lado direito e

esquerdo do corpo dos polinizadores. Em Q. parviflora, observamos maior nimero de
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graos de podlen no lado esquerdo do ventre e da cabeca, enquanto que na lateral
encontramos mais polen do lado direito. Ja em Q. multiflora, no ventre e na lateral
encontramos maior nimero de graos de poélen no lado esquerdo, enquanto que na cabega
tem mais poélen do lado direito. Dessa forma observamos que a deposi¢ao de pdlen foi
diferente entre lados tanto em Q. parviflora que € assimétrica em ambos os lados,
quanto em Q.multiflora que ¢ assimétrica do lado direito, mas ¢ simétrica do lado
esquerdo.

Apesar dessa diferenca na deposi¢ao de podlen entre os lados da abelha, nao
existe uma diferenca de eficiéncia na transferéncia de pélen em nenhum dos morfos. Do
contrario, se as abelhas apresentassem mais pdlen de um lado, digamos que seja o lado
direito, seria de se esperar que flores esquerdas recebessem mais poélen. Porém, a
frutificagdo ¢ igual entre morfos (dados nao publicados), mesmo no tratamento de
suplementagdo polinica, demonstrando que ambos os morfos recebem polen suficiente.
Além disso, esse registro de deposi¢ao diferencial de polen no corpo do polinizador ndo
foi refletido no experimento de transferéncia de poélen (representado pelo po
fluorescente) entre morfos florais. Apesar dos dados serem qualitativos, nao
observamos grande diferenca de fluxo de polen entre flores direitas e esquerdas (14D e
16E).

Nossos estudos anteriores (dados ndo publicados) demonstraram que mesmo
recebendo podlen de morfo oposto ou de mesmo morfo, as plantas frutificam de maneira
igual, desde que o podlen seja xenogamico. Portanto mesmo as espécies de Qualea nao
sendo perfeitamente reciprocas a flexibilidade das pecas florais, que permitem que estas
se afastem um pouco quando o visitante floral for¢a a passagem entre elas para acessar
o néctar, faz com que ambos os lados do polinizador toquem as pecas florais
independente da reciprocidade perfeita.

Outro aspecto da funcionalidade da enantiostilia ¢ a presenga da hercogamia. A
separacdo entre anteras e estigmas pode servir para reduzir a interferéncia na deposi¢ao
e recebimento de autopolen/pdlen geitonogamico (Jesson & Barrett 2002¢). De fato nao
observamos nenhum evento de fluxo de polen entre flores de mesmo morfo. Em nosso
experimento de fluxo de polen flores direitas receberam apenas poélen de flores
esquerdas e vice versa. Também ndo observamos fluxo de polen, nem doando e nem
recebendo, em flores com as pecas florais unidas simulando a condi¢do nao
enantiostilica. Além disso, a separacdo espacial das pegas florais também reduz os

possiveis danos que estas, podem sofrer durante a polinizagado (Jesson & Barrett 2002c).
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A enantiostilia monomorfica também € proposta como um mecanismo que reduz
a geitonogamia a metade, ja que cerca da metade das flores sdo de morfo direito e a
outra metade de morfo esquerdo (Barrett 2000; Almeida 2013; capitulo 2), evitando a
transferéncia de polen entre flores de mesmo morfo. Nas espécies de Qualea aqui
estudadas ainda existe um sistema de incompatibilidade que limita a producao de frutos
tanto por autopdlen quanto por geitonogamia (Barbosa 1983; Santos 1997; capitulo 2).
O sistema de incompatibilidade ¢ especialmente importante em espécies arboreas como
em Qualea que apresentam um grande nimero de flores abertas por dia (cerca de 150
para Q. parviflora e 300 para Q. multiflora no total da estacdo reprodutiva, Barbosa
1983) e que tem muitas flores visitadas consecutivamente pelos polinizadores (capitulo
2).

Em espécies enantiostilicas que ndo possuem um sistema de incompatibilidade
como em Maranta leuconeura (Azevedo 2014), Solanum rostratum e S. citrullifolium
(Bohs et al. 2007; Solis-Monteiro & Vallejo-Marin 2017), Monokoria korsakowii
(Wang et al. 1998) e espécies da subtribo Cassiinae (Almeida et al. 2013a,b, 2015a,b), o
fato de serem arbustos ou subarbustos e apresentarem relativamente poucas flores
abertas por dia, possivelmente diminui a deposi¢ao de pdlen por geitonogamia, quando
comparado a espécies arboreas com grande oferta de flores por individuo por dia, como
nas espécies enantostilicas de Qualea, Callisthene e Salvertia na familia Vochysiaceae.
Contudo essas espécies apresentam um sistema de incompatibilidade (Oliveira 1998) o
que diminui a autofecundagao (Barrett et al. 2000). Portanto, nessas espécies arboreas o
sistema de incompatibilidade ¢ ainda mais importante para evitar a autofecundagado e a
consequente endogamia.

Com base em nossos resultados, nas espécies de Qualea aqui estudadas a
enantiostilia ¢ refor¢ada como uma estratégia para reduzir a chegada de autopdlen/polen
geitonogamico, reduzir os possiveis danos que podem ser causados por polinizadores
durante a visitagdo (Graham & Barrett 1995) e com a ajuda do sistema de

incompatibilidade, evitar a autofecundagao e diminuir a endogamia (Barrett et al. 2000).
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Anexo 1 — Sumario dos resultados encontrados para os modelos de comparacdo na

deposicdo de pdlen nas diferentes partes do corpo dos insetos visitantes de populacdes

de Q. parviflora e Q. multiflora separados por grupos de visitantes florais. Em negrito

estao os resultados significativamente diferentes.

Estimate Std. Error VA P

0. parviflora

(Intercept) 4.246 0.381 11.140 <0.001
ladoE -0.419 0.018 -23.674 <0.001
arcaB -1.138 0.023 -50.192 <0.001
areaC -2.004 0.032 -61.832 <0.001
polinizador2 -1.24 0.733 -1.692 0.091
polinizador3 -0.867 0.444 -1.953 0.051
polinizador4 -1.484 0.439 -3.380 <0.001
ladoE:areaB 0.639 0.032 20.036 <0.001
ladoE:areaC 0.508 0.046 11.113 <0.001
O. multiflora

(Intercept) 4.326 0.234 18.451 <0.001
ladoE 0.135 0.016 8.215 <0.001
areaB -1.076 0.024 -45.250 <0.001
areaC -0.768 0.021 -36.062 <0.001
polinizador2 0.341 0.678 0.503 0.615
polinizador3 -0.348 1.034 -0.337 0.736
polinizador4 -2.434 0.445 -5.474 <0.001
ladoE:areaB 0.253 0.031 8.108 <0.001
ladoE:areaC -0.428 0.031 -13.558 <0.001
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Anexo 2 — Médias e desvio padriao da distincia antera-eixo floral, distdncia estigma-eixo floral e distancia antera-estigmaem populagdes de Q.

parviflora e Q. multiflora.

Q. parviflora O. multiflora
Distancia Populagdo Direito Esquerdo Direito Esquerdo

Antera-Eixo floral Pirenopolis/GO 1.737£1.197 2.018£1.673 2.672£1.459 2.549+1.893
Cristalina/GO 1.764+1.234 1.244+1.080 1.645£1.999 2.574£1.676

Catalao/GO 2.002£1.060 1.404+1.224 - -

FAL/DF 1.527+1.243 1.682+1.259 - -
IBGE/DF - - 3.490+2.346 3.081£1.804
Estigma-Eixo floral ~ Piren6polis/GO 3.579+1.111 3.468+1.610 4.04612.777 4.219£2.401
Cristalina/GO 2.508+1.211 2.817+1.089 4.31242.267 3.292+1.859

Catalao/GO 3.103£1.308 3.453+1.039 - -

FAL/DF 3.699+1.429 3.163£1.001 - -
IBGE/DF - - 3.449+1.594 2.927£2.083
Antera-Estigma Pirenépolis/GO 5.201+1.397 5.542+1.587 6.769+1.869 6.887+2.008
Cristalina/GO 4.130£1.214 4.143£1.177 5.776£2.527 5.51941.650

Cataldo/GO 5.130£1.359 4.979+1.322 - -

FAL/DF 5.386+1.112 5.063+1.367 - -
IBGE/DF - - 6.828+2.555 5.916+1.582
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Anexo 3 — Médias e desvio padrao da deposi¢do de polen no corpo dos insetos visitantes de Q. parviflora e Q. multiflora, separados por grupos

de visitantes florais.

Grupo polinizador

Grupo 1

Grupo2

Grupo 3

Grupo 4

Posigéo

Ventre
Cabeca
Lateral
Ventre
Cabeca
Lateral
Ventre
Cabeca
Lateral
Ventre
Cabeca

Lateral

16
16
16

45
45
45
50
50
50

0. parviflora

Graos de polen (médiat SD)

Direito
52.37£71.12
18.75£32.25

163.5+299.83
11.33£11.59
34+79.38
13.5+£16.63
21.76x45.7
6.87+15.82
61.36£85.66
13.52+21.54
5.28+11.42
50.7+126.82

Esquerdo
57.19£57.09
15.81+30.59
72.44£85.4
19.5+£22.54
39+88.69
26.67+34.68
28.16157.34
8.16£17.73
55.27£77.3
17.78432.13
6.44125.72
28.92435.97

O. multiflora

Graos de polen (médiat SD)

Direito
46.131£45.79
74.24£121.17
153.814+255.11
67.4134.41
33.6+37.57
111.6£132.37
12.5+£2.12
28+33.94
114£110.31
18.75+47.12
15.75£31.69
29.56£69.25

Esquerdo
70.73+83.65
52.24498.97

148.92+271.74
115.4+140.08
33.4£24.6
73£18.08
34.5£3.53
12+15.56
58.5£70
14.37436.23
17.56+41.31
122.44+311.67
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Anexo 4 — Numero de abelhas coletadas nas populacdes de Q. parviflora e Q. multiflora e a relagao da distancia intertegular dos insetos. Grupo
se refere a forma que as abelhas foram agrupadas. Grupo 1: Bombus brevivillus, B. morio, B. pauloensis, Centris scopipes, Epicharis dejeani, E.
bicolor, E. Flava e E. analis; Grupo 2: Xylocopa spp; Grupo 3: Centris aenea; Grupo 4: demais abelhas. Distancia intertegular corresponde a
variacao da distancia do menor e maior individuo coletado em cada espécie. Cat: Catalao/GO, Cris: Cristalina/GO, DB: Dom Bosco/DF, IBGE:
IBGE/DF. Obs. Nao incluimos as espécies de Megachilenas andlises de deposicao de polen, pois essas abelhas tem como caracteristica

armazenar o pdlen no ventre e a quantidade de poélen no ventre delas seria artificial e ndo fruto da deposicdo devido a morfologia floral.

Grupo Distancia intertegular Q. parviflora Q.multiflora

Subfamilia/Tribo/espécie (mm)
Cat Cris DB Pire Cris

APINAE
Centridini
Centris (Centris) aenea Lepeletier 3 5.09 - 6.82 20 4 21
Centris (Centris) segregata Crawford 4 5.58 -6.49 1 1
Centris (Centris) sp. Fabricius 4 474 -5.76 6
Centris (Hemisiella) tarsata Smith 4 3.82-4.46 2
Centris (Melacentris) analis Fabricius 4 3.58
Centris (Ptilotopus) scopipes Friese 1 10.57-10.58 1
Centris (Trachina) longimana Fabricius 4 8.48 - 8.62 2
Centris (Xanthemisia) bicolor Lepeletier 4 8.04 1
Epicharis (Anepicharis) dejeani Friese 1 6.79 - 7.08 1
Epicharis (Epicharis) bicolor Smith 1 591 -6.42 3
Epicharis (Epicharana) flava Friese 1 6.73 - 8.08 5
Epicharis (Epicharitides) cockerelli Friese 4 4.52-5.16 8
Epicharis (Epicharitides) iheringii Friese 4 4.66 - 4.95 3 1
Epicharis (Epicharoides) xanthogastra Moure & Seabra 4 4.15-547 2 5
Epicharis (Triepicharis) analis Lepeletier 1 6.85 - 8.26 2
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Grupo Distancia intertegular 0. parviflora O.multiflora

Subfamilia/Tribo/espécie (mm)
Cat Cris DB Pire Cris IBGE

Xylocopini
Xylocopa (Dasyxylocopa) sp. Hurd & Moure 2 - 1
Xylocopa (Neoxylocopa) grisescens Lepeletier 2 11.21-12.29 1 1 1
Xylocopa (Neoxylocopa) hirsutissima Maidl 2 9.61 -10.88 1 1 1
Xylocopa (Neoxylocopa) suspecta Moure & Camargo 2 10.46 - 10.82 2
Xylocopa (Schonnherria) subcyanea Pérez 2 5.82-6.71 3

Ericrocidini

Mesoplia sp.1 Lepeletier 4 4.69-5.21 4

Mesoplia sp.2 Lepeletier 4 6.61 1

Ctenioschelus goryi Romand 4 6.4 1
Eurytis funereus Smith 4 6.12 1

Bombini

Bombus (Fervidobombus) brevivillus Franklin 1 5.06 - 8.76 2 1 6
Bombus (Fervidobombus) morio Swederus 1 7.14 - 9.84 2 1 1
Bombus (Fervidobombus) pauloensis Friese 1 44-6.63 2 1 3 1
Meliponini

Geotrigona mombuca Smith 4 2.01 1

Trigona spinipes Fabricius 4 2.55 1

Apini

Apis mellifera Linnaeus 4 3.05-3.7 2 1 4 3 3
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Grupo Distancia intertegular 0. parviflora O.multiflora
Subfamilia/Tribo/espécie (mm)
Cat Cris DB Pire Cris IBGE

Euglossini
Euglossa sp. Latreille 4 4.6 1

Exomalopsini
Exomalopsis fulvofasciata Smith 4 3.49-3.79 2

ANDRENINAE
Oxaeini
Oxaea flavescens Klug 4 5.91-5.96 2

COLLETINAE
Diphaglossini
Ptiloglossa sp. Smith 4 5.82 1

HALICTINAE
Augochlorini
Augochloropsis sp. Cockerell 4 3.09 1

MEGACHILINAE

Megachilini

Megachile (Pseudocentron) ct. Rubricata Smith 4 4.25
Megachile (Pseudocentron) sp. Mitchell 3.88-5.03
Epanthidium aureocinctum Urban 4 4
TOTAL 45 50 30 26 16 16
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CONCLUSAO

Nossos estudos acerca da enantiostilia ajudaram a atualizar as informacgdes
sobre sua ocorréncia entre as Angiospermas, reforgando uma prevaléncia da
enantiostilia monomorfica sobre a dimorfica bem como a restricdo de enantiostilia
dimorfica a espécies de ordens dentro do grupo das monocotiledoneas. Nossos estudos
sugerem que a enantiostilia dimorfica realmente surgiu posteriormente a enantiostilia
monomorfica.

Pudemos descrever a biologia floral e reprodutiva de duas espécies arboreas
abundantes no Cerrado brasileiro, que sdo enantiostilicas monomorficas através de uma
abordagem focada em possiveis diferengas entre morfos. Concluimos que no geral nao
ha diferencas entre aspectos reprodutivos entre morfos. Somente a viabilidade polinica
em Q. multiflora foi um pouco maior em um dos morfos — morfo esquerdo — o que
parece nao influenciar taxas de frutificacdo no morfo oposto em condigdes naturais e
nem mesmo no mesmo morfo, ainda que em condi¢des manipuladas. Confirmamos que
ambas as espécies de Qualea aqui estudadas sdo autoincompativeis € que 0 servigo
realizado pelos polinizadores ¢ suficiente para uma producdo maxima de frutos, ainda
que a chegada de polém por geitonogamia provoque um certo entupimento nos estigmas
das flores dessas espécies, fato esse demonstrado por experimentos de polinizagdo
cruzada com flores ensacadas, e portanto, livres da acao de polinizadores.

Observamos ainda a agdo da reciprocidade na transferéncia de polen entre
morfos florais e percebemos que as flores recebem polen apenas de flores de morfo
oposto e que existe um tamanho ideal de polinizadores que confere uma atuagdo 6tima
no servigo de polinizagdo, especialmente em espécies enantiostilicas cuja deposi¢ao de
polen no corpo do polinizador ¢ feita de forma direta.

Concluimos, portanto, que apesar de ser clara a fung¢ao da enantiostilia
dimorfica, a enantiostilia monomorfica também auxilia no fluxo de pdlen entre morfos.
O fato da enantiostilia apresentar frequentemente uma proporcao igual de flores entre
morfos, inclusive no presente estudo, diminui a metade as chances de geitonogamia,
sendo eficiente em evitar autofecundacao e endogamia. Além disso, a0 menos no
presente estudo a enantiostilia demonstrou que ndo ocorre autopolinizacdo, dentro da
mesma flor, j& que a hercogamia limita o contato entre antera e estigma dentro da flor.
Outro ponto a favor da enantiostilia, mesmo monomorfica ¢ que o deslocamento das
pecas reprodutivas para fora do centro da flor, diminui os danos provocados pelas

manipulagdes das flores durante a visitacdo floral. Portanto a enantiostilia mesmo
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monomorfica se mostra eficiente na reproducao das espécies de plantas se comparada a

uma condi¢ao sem enantiostilia.
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