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Foi estudada a biologia reprodutiva de trés espécies pertencentes a Retiniphyllum,
(Rubiaceae), que ocorrem em campinas e campinaranas no municipio de
Presidente Figueiredo, Amazonas. Foram avaliados as caracteristicas florais, os
polinizadores, sistema e isolamento reprodutivos.
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interespecificos, simpatria, espécies congenéricas.
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RESUMO

A familia Rubiaceae é bem representada no sub-bosque das regides tropicais, influenciando a
dindmica ecolégica de muitos ambientes porque tem flores e frutos que atraem uma série de
visitantes florais e dispersores de sementes, que dependem desses recursos. Algumas espécies
congenéricas podem ocorrer em simpatria, permitindo estudos comparativos sobre a biologia
floral e reprodutiva, bem como sobre o isolamento reprodutivo, contribuindo para a
compreensdo das questdes evolutivas relacionadas a sua coexisténcia. No municipio de
Presidente Figueiredo, Amazonas, pelo menos quatro espécies simpdatricas do género
Retiniphyllum ocorrem na vegetacdo de campinarana. O objetivo deste estudo foi identificar a
ocorréncia de mecanismos pré-zigéticos de isolamento reprodutivo entre trés delas (R.
concolor, R. schomburgkii e R. speciosum), através da comparacdo da fenologia reprodutiva,
biologia floral, polinizagdo e sistema reprodutivo. As trés espécies florescem anualmente,
produzindo flores durante varios meses. O pico de floracdo de R. concolor e R. schomburgkii
coincidiu com o periodo mais seco e apenas um episodio curto de floracdo coincidiu com as
chuvas na regido. Retiniphyllum speciosum apresentou trés picos principais de floracdo, todos
no periodo de baixa precipitacdo. Existe uma grande sobreposi¢do na producdo de flores das
trés espécies. R. schomburgkii apresentou maior sincronizac¢do no florescimento. As flores
das trés espécies ocorrem em inflorescéncias, sdo tubulares e tem lacinios livres. O tamanho e
cor das flores diferiu entre as trés espécies. O inicio da antese pode ocorrer durante qualquer
hora do dia, podendo durar de trés a sete dias, dependendo da espécie. No final da abertura da
flor, o pélen é depositado sobre o estigma, cujos lobos ainda estdo fechados. O estigma
comeca a ser receptivo a partir do segundo dia apds o inicio da antese. A produgdo de néctar
comeca antes da abertura das flores. As flores de R. concolor e R. schomburgkii liberam um
perfume agradédvel e doce. Houve compartilhamento de visitantes entre as tré€s espécies, mas
a eficécia das visitas diferiu dependendo da espécie visitada. R. concolor foi visitado apenas
por abelhas; R. speciosum por abelhas e beija-flores; e R. schomburgkii por abelhas,
borboletas, mariposas e beija-flores. Fémeas de Euglossa sp.2 visitaram as flores das trés,
sendo as polinizadoras potenciais de R. concolor € R. schomburgkii. O beija-flor Phaethornis
ruber visitou as flores de R. schomburgkii e R. speciosum, mas foi considerado o polinizador
efetivo da segunda espécie apenas. As trés espécies sdo auto-compativeis e apresentam altas
taxas de frutificacdo em condi¢des naturais. R. speciosum foi a inica espécie que apresentou
producdo de frutos por apomixia. Observou-se a formagdo de frutos e sementes em todos os
cruzamentos interespecificos. No entanto, hibridos naturais dessas espécies ndao foram
encontrados na natureza. Os resultados indicam que as trés espécies de Retiniphyllum ndo tém
barreiras pré-zigéticas eficientes, produzindo frutos em polinizacdes interespecificas
experimentais. E provivel que o seu desenvolvimento possa ser limitado durante os estadios
pos-zigbticos, como a formacgdo de embrides vidveis, a germinagdo ou desenvolvimento das
plantulas.
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ABSTRACT

The family Rubiaceae is represented in the understory of tropical forests, influencing the
ecological dynamics of many environments because its flowers and fruits that attract a
number of flower visitors and seed dispersers, that depend on these resources. Some species
may occur in sympatry, allowing comparative studies of the floral and reproductive biology,
as well as reproductive isolation and contribute to the understanding of evolutionary
questions related to the co-existence of these species. In the municipality of Presidente
Figueiredo, Amazonas, at least four sympatric species of the genus Retiniphyllum occur in the
campinarana vegetation. The aim of this study was to identify the occurrence of pre-zygotic
mechanisms of reproductive isolation among three species of Retiniphyllum (R. concolor, R.
schomburgkii, and R. speciosum) in this area through the comparison of reproductive
phenology, floral biology, pollination and reproductive system. The three species bloom
annually, producing flowers for several months. The flowering peak of R. concolor and R.
schomburgkii coincided with the driest period and only a short episode of flowering
coincided with the rainfall. R. speciosum showed three main peaks of flowering, all in period
of low rainfall. There is a large overlap in the production of flowers of the three species. R.
schomburgkii showed greater synchronization in flowering. Despite the fruit production has
been almost continuous, R. schomburgkii showed a decline in the months of September to
November, possibly due to a drop in the number of flower visitors observed during these
months. The flowers of the three species occur in inflorescences and are tubular. The color
and size of floral components differed among the three species. The beginning of anthesis
may occur during any time of day and can last from three to seven days, depending on
species. At the end of the opening process, pollen is deposited on the stigma, where lobules
are still closed. The stigma is beginning to be receptive from the second day. The nectar
production starts before the opening of the flowers. The flowers of R. concolor and R.
schomburgkii release a pleasant and sweet fragrance. There was sharing of floral visitors
between the three species, but the pollination effectiveness differs depending on the species
visited. R. concolor was visited only by bees, R. speciosum by bees and hummingbirds, while
R. schomburgkii by bees, butterflies, moths and hummingbirds. Females Euglossa sp. visited
the flowers of three species of Retiniphyllum, being the potential pollinators of R. concolor
and R. schomburgkii. The hummingbird Phaethornis ruber visited the flowers of R.
schomburgkii and R. speciosum, but was considered the effective pollinator of the latter only.
The three species are self-compatible and have high rates of fruit set under natural conditions.
R. speciosum was the only species that showed production of fruits for apomixis. It was
observed formation of fruits in all inter-specific crosses. However, natural hybrids of these
species were not found in nature. From these results, we concluded that the three species of
Retiniphyllum, have no efficient pre-zygotic barriers, producing fruits in interespecific
experimental pollinations. As hybrid adults were not found in nature, it is likely that its
development may be limited during the post-zygotic stages, such as the formation of viable
embryos, germination or seedling development.
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1. INTRODUCAO

A familia Rubiaceae é considerada uma das maiores e mais diversas familias dentre as
Angiospermas, com cerca de 650 géneros e 13.000 espécies (Delprete e Cortés-B, 2004), a
maior parte delas com distribuicdo tropical (Motley et al., 2005). Com relacdo as
caracteristicas florais e reprodutivas, as Rubiaceae representam uma familia com grande
atratividade, pelo grande nimero de espécies dependentes da polinizacdo por animais e

também por apresentarem estratégias reprodutivas complexas.

A tribo Retiniphylleae, incluida na subfamilia Ixoroideae, possui um tnico género,
Retiniphyllum Bonpl., composto por 22 espécies de arvores e arbustos, com ocorréncia em
solos de areia branca, principalmente na regido da Guiana, mas também na Bacia Amazonica,
leste dos Andes e centro e leste do Brasil (Cortés-B et al., 2009). Os representantes deste
género sdo monomorficos e possuem como caracteristica marcante da sua biologia

reprodutiva a apresentacdo secunddria de pélen (ASP) e a protandria.

A reproducdo das plantas ocorre principalmente de modo biparental, com dois
individuos atuando como doadores de material genético (Richards, 1997; Judd et al., 2009).
Porém, muitas espécies podem se reproduzir de forma uniparental (Allem, 2004). Entre os
evolucionistas, predomina a ideia de que a variabilidade genética favorecida com os
cruzamentos entre diferentes individuos seja um fator fundamental para a continuidade da
existéncia dos organismos e da evolucdo, mas um desafio a esta abordagem € a descoberta de
que cerca de um terco de todas as espécies conhecidas de plantas com flores sdo auto-
polinizadas (Allard, 1975; Allem, 2004). Outra forma de reprodu¢do encontrada em um
significativo nimero de espécies em diferentes familias de Angiospermas é a apomixia
(Naumova, 2008), caracterizada pela formacdo de frutos e sementes sem a presenga do pdlen.
Porém, cerca de um terco das espécies que apresenta formacgio de fruto desta forma também
realiza a reproducdo sexual (anfimixia) em um mesmo individuo (Judd et al., 2009), sendo

raras as espécies que podem ser consideradas apomiticas obrigatérias (Naumova, 2008).



A co-existéncia de espécies relacionadas evolutivamente requer a existéncia de
barreiras reprodutivas entre elas. Espécies congenéricas e simpdtricas, estdo, desta forma,
impedidas de livre troca de genes por barreiras reprodutivas que operam prioritariamente na
polinizacdo, entre a polinizagdo e a fertilizacdo e depois da fertilizacdo (Levin, 1971). Uma
forma de investigacdo sobre a existéncia de compatibilidade pré-emergente pode ser realizada

através de polinizacdes interespecificas controladas.

Por causa da ocorréncia de espécies congenéricas e simpdtricas, da complexidade das
intera¢Oes plantas-polinizadores, entre outros fatores, as relagcdes encontradas nas florestas
umidas oferecem oportunidade para pesquisas sobre processos evolutivos e ecoldgicos nas
plantas (Bawa, 1990). Determinar quais dos potenciais mecanismos de isolamento
reprodutivo sdo efetivos no impedimento de fluxo génico entre espécies de plantas
congenéricas ¢ importante para entender o direcionamento evolutivo destas (Bower, 1996;
Wilbert et al., 1997; Wendt et al., 2002; Colago et al., 2006; Lowe e Abbot, 2004; Pascarella,
2007).



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Visitantes e polinizadores

Muitas espécies de plantas dependem da polinizagdo por animais para a reproducdo,
como indicado em vdrios trabalhos de biologia reprodutiva conduzidos em diferentes
ambientes. Essa dependéncia pode levar ao desenvolvimento de uma selecdo direcional das
plantas para um complexo de fendtipos aumentando seu sucesso reprodutivo (Galliot et al.,
2006). A preferéncia diferencial por algumas espécies de polinizadores por individuos de
uma mesma populacio pode criar uma covariancia entre os fenétipos de plantas e aptiddo das
flores que exerce influéncia na posterior evolucio dos caracteres florais sob selecio mediada
por polinizador (Medel et al., 2007). Por causa da ocorréncia de espécies congenéricas e
simpétricas, da complexidade das interagdes plantas-polinizadores, entre outros fatores, as
relacdes encontradas nas florestas imidas oferecem uma oportunidade e um vasto campo para

a pesquisa sobre problemas de interesses evolutivos e ecoldgicos (Bawa, 1990).

2.1 Aspectos reprodutivos

O termo fenologia se refere ao estudo do periodo de ocorréncia de eventos bioldgicos
repetitivos, a causa da sua periodicidade com respeito a forgas bidticas e abidticas, tais como
fotoperiodo, temperatura e pluviosidade, e a relacdo entre as fases de uma ou de diferentes
espécies (Stearns e Lieth, 1974). Uma vez que as plantas com flores fornecem alimento a
uma gama de animais, principalmente aos coletores de recursos florais, sua fenologia pode

exercer influéncia no comportamento e ciclo de vida destes. Do ponto de vista evolutivo, a



fenologia poderia atuar como barreira reprodutiva pré-zigotica entre espécies congenéricas e

simpdtricas, em casos onde nao ocorre sobreposi¢do no periodo de floragao.

Um grande desafio aos bidlogos evolucionistas tem sido a busca por entender a
importancia de fatores evolutivos que sdo responsaveis pelas caracteristicas fenotipicas
apresentadas pelas espécies nos dias atuais (Karrenberg et al., 2007). Neste sentido, o estudo
da biologia floral representa uma ferramenta fundamental a essa compreensdo, pois tais
caracteristicas estao envolvidas diretamente com o sucesso reprodutivo das Angiospermas. O
conceito de sindromes de polinizacdo proposto nos trabalhos de Vogel (1954) e Faegri e van
der Pijl (1979), prevendo a ocorréncia de uma estreita relagdo entre a morfologia floral e do
polinizador, foi considerado durante muito tempo como aplicivel a todas as espécies de
Angiospermas. Porém, na década de 1990, foram publicados artigos que questionam este
conceito (Herrera, 1996; Waser et al.,, 1996). Nos anos seguintes, outros trabalhos indicaram
que a especializagdo do sistema de polinizacdo é vantajosa para a planta quando acarreta em
maior eficiéncia na polinizacdo e promove fidelidade dos polinizadores (Johnson e Stenier,

2000; Barreto e Freitas, 2007).

Muitas espécies de plantas com flores apresentam caracteristicas em sua biologia
floral que podem interferir nos sistemas de poliniza¢do, como por exemplo, a apresentacio
secunddria de pdélen (ASP), caracterizada pela deposicdo do pdlen para apresentacdo aos
agentes vetores em outras partes da flor, que ndo sejam as anteras (Pacini e Hesse, 2004). Em
muitos casos, possivelmente a ASP possui relevincia na prevencdo da autofecundacdo nas
espécies homomorficas que apresentam autocompatibilidade (Yeo, 1993). O mecanismo de
ASP estd amplamente distribuido na ordem Gentianales, ocorrendo em Apocynaceae,
Loganiaceae (sensu APG II, Souza e Lorenzi, 2008) e Rubiaceae. As espécies de
Retiniphyllum possuem ASP (Lasprilla & Sazima, 2002). Howell et al. (1993), classificaram
nove diferentes tipos de ASP encontrados em 16 familias de Angiospermas, de acordo com o
orgdo usado para a apresentacgdo do pdlen, e Yeo (1993), descreve a ASP para 25 familias de
plantas. Robbrecht (1988) aponta a existéncia de ASP do tipo estilar, heterostilia e dioicia
como estratégias reprodutivas encontradas na familia Rubiaceae. A maioria das ocorréncias
de autoincompatibilidade nesta familia foi registrada para espécies heterostilicas. Entre as
homostilicas, em contraste, o predominio € o de ocorréncia de espécies autocompativeis

(Yeo, 1993).



A familia Rubiaceae é considerada a com o maior nimero de espécies heterostilicas,
A heterostilia é considerada um fator de importincia na promog¢ao da polinizagdo cruzada.
Porém, existem algumas espécies que ndo apresentam este tipo de polimorfismo. Tais tdxons
foram até o presente, menos estudados do que aqueles que possuem heterostilia. A perda da
heterostilia, portanto, é frequentemente associada com um decréscimo da ocorréncia de
polinizacdo cruzada (Sakai e Whright, 2008). Dentre os fatores apontados como causas desta
perda, existem vérias proposi¢cdes na literatura, como colonizacdo a longa distancia,
decréscimo na disponibilidade de polinizadores e decréscimo no tamanho das popula¢des ou
densidade das plantas (Ganders, 1975; Barret, 1985; Washitani, et al. 1994; Pauw, 2005;
Sakai e Whright, 2008).

Cerca de um terco de todas as espécies conhecidas de plantas com flores sdao auto-
polinizadas (Allard, 1975; Allem, 2004). A soma de mais de um sistema reprodutivo (por
exemplo, autopolinizagdo e xenogamia) poderia ser considerada a “estratégia” de maior
sucesso entre as espécies de plantas (Allem, 2004). A autogamia precisa ser necessariamente
acompanhada da autocompatibilidade. Isto implica em inexisténcia de barreiras para o
crescimento do tubo polinico e de barreiras pds-zigéticas. Nas tltimas décadas vérios estudos
tem mostrado a ocorréncia de um grande nimero de espécies autégamas (Brown, 1984; Yeo,
1993; Sagarin e Gaines, 2002; Busch, 2005; Judd, et al., 2009), até mais do que era esperado
para alguns ambientes. Além disso, a mudanga de polinizagdo cruzada para a reproducio
uniparental, tanto por autofertiliza¢do (ou autogamia) ou por agamospermia tem sido relatada
para algumas espécies (Baker et al., 1983; Busch, 2005; Allem, 2004; Naumova, 2008; Judd
et al., 2009; Sharbel et al., 2009). Esta forma de reproducdo pode fixar genes especificos
dentro de populagdes e implicar no surgimento de uma barreira reprodutiva isolando
individuos que poderdo sofrer diferenciagdo ao longo do tempo, por selecdo de caracteristicas
especificas que impossibilitam trocas génicas entre eles.

Quanto a apomixia, Carman (1997) apresentou dados de apomixia para 33 familias e
126 géneros de Angiospermas, excluindo-se aquelas que apresentam embrionia adventicia.
Outros autores (e.g., Baker er al., 1983; Koltunow, 1993; Naumova, 1993; Allem, 2004;
Naumova, 2008), por sua vez, consideram a embrionia adventicia dentro da apomixia. Assim,
incluindo-se as familias com embrionia adventicia, o nimero sobe para 86, ressaltando-se que
até a publicacdo da revisdo de Carman (1997), faltavam estudos para 112 familias das 460
determinadas (Allem, 2004). Riesemberg et al., (2006) afirmam, por sua vez, que casos de

apomixia s6 foram registrados para 126 (<1%) de 13.000 géneros estudados de plantas com
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sementes. Deve-se destacar, porém, que em muitos estudos de biologia reprodutiva a

apomixia deixa de ser testada por dificuldades metodoldgicas.

2.3 Isolamento reprodutivo e possibilidade de formacao de hibridos

As espécies de Angiospermas estdo isoladas reprodutivamente por dois mecanismos
principais: (1) isolamento pré-zigético, e (2) isolamento pds-zigético (Rieseberg e Carney,
1998). Apesar destes mecanismos de isolamento, muitas espécies podem gerar hibridos de
forma natural ou através de manipulacdo, através de troca de gene em cruzamentos
interespecificos (e.g., Levin, 1979; MacDade, 1990; Graham, et al. 1995; Ellstrand et al.,
1996; Arnold, 1997; Rieseberg, 1997; Rieseberg e Carney, 1998; Sang Zhong, 2000;
Howarth e Baum, 2005; MacBreen e Lockhart, 2006; Rieseberg e Willis, 2007). A hibridagao
pode ser considerada um importante processo exercendo influéncia até mesmo na histéria da
evolucgdo cultural dos seres humanos, a partir do inicio da domesticag¢@o de plantas e animais
no Neolitico (Rieseberg e Carney, 1998; Zirkle, 1935), mesmo que de forma aparentemente
mais inadvertida do que racional (Rieseberg e Carney, 1998). Um fato interessante € o de que
plantas que apresentam autocompatibilidade serem mais sujeitas a compatibilidade

interespecifica do que as auto-incompativeis (Rieseberg e Willis, 2007).

A hibridacdo pode levar ao surgimento rdpido de caracteristicas dentre de populacdes
que as tornam mais sujeitas a especiacdo. Mas existem fatores que atuam no impedimento de
sua ocorréncia, mantendo o isolamento reprodutivo entre espécies correlacionadas, e eles
podem ser de dois tipos: (a) ecoldgicos - sindrome de polinizacdo, isolamento de hébitats,
vicaridncia, por exemplo; (b) ou mudancas gendmicas - mutagdo, anaploidia ou poliploidia
(Levin, 2000). O primeiro fator pode ser entendido como o resultado da sele¢@o direcional na
qual uma caracteristica fenotipica é favorecida dentro de uma populagdo, em um dado local,
de acordo com as pressdes ambientais impostas a esta espécie, ou ainda mudancas bruscas na
drea de ocorréncia das espécies, como o surgimento de barreiras geograficas, ou ainda por
alteracdes de origem antropica. O segundo fator tem sido alvo de discussdes quanto ao papel

que exerce na evolugdo e especiacdo em muitos trabalhos de biologia evolutiva de plantas.



3. OBJETIVOS

3.1 Geral

Os estudos de biologia reprodutiva conduzidos com espécies congenéricas e
simpétricas podem ajudar a elucidar questdes sobre as interagdes evolutivas existentes entre
elas e auxiliar no entendimento sobre as pressdes ecoldgicas que permitem a sua co-
existéncia. Neste sentido, o objetivo deste trabalho foi identificar os mecanismos de
isolamento reprodutivo pré-zigéticos de trés espécies simpdtricas de Retiniphyllum Bonpl.
(Rubiaceae) que ocorrem em campinaranas no municipio de Presidente Figueiredo, através da

comparagdo da fenologia reprodutiva, biologia floral, poliniza¢do e sistema reprodutivo.

3.2 Especificos

1. Ocorre sobreposicdo no periodo de floragdo de R. concolor, R. schomburgkii e R.

speciosum?
2. Como ¢ a morfologia e biologia floral destas espécies?
3. As espécies compartilham visitantes florais e polinizadores?
4. Qual o tipo de sistema reprodutivo apresentado por elas?

5. Existe compatibilidade pré-emergente interespecifica?



4. MATERIAL E METODOS

4.1 Local de estudo

Na Amazonia Central, campinas e campinaranas ocorrem espagadamente ocupando
pequenas areas separadas por vastas extensdes de floresta alta (Anderson, 1978), pois seguem
a distribui¢@o tipo mosaico dos solos arenosos onde ocorrem (Huber, 1995; Prance, 1996;
Vicentini, 2004). Estes ambientes apresentam uma composi¢do floristica diferenciada da
floresta de terra-firme dominante e heterogeneidade estrutural e floristica relacionadas a
fatores ambientais, além de um elevado nivel de endemismo, fatores que contribuem para a

alta diversidade regional (Vicentini, 2004).

Para este estudo, foram selecionadas duas areas com populacdes compostas por 10 ou
mais individuos de pelo menos duas das espécies, no municipio de Presidente Figueiredo,
AM (S 02°03°03,7> O 60°07°07,4°"), onde ocorrem campinas e campinaranas sobre arenito e
areia branca, que apresentam dgua superficial durante quase todo o ano. As dreas escolhidas
sdo isoladas por floresta continua, estando distantes umas das outras por pelo menos 10 km, e
apresentam vegetacdo com sinais de alteracdes de origem antrépica. A primeira localidade
escolhida estd dentro do Parque Municipal das Orquideas (S 02°03°18,11°> W 60°01°25,7").
A segunda, nas margens do rio Urubu, em uma propriedade particular situada, na altura da
Cachoeira Princesinha do Urubu (S 02°03°03,7°> W 60°07°21,9°"). Duas espécies ocorrem
em ambas populacdes (R. concolor e R. schomburgkii) e uma (R. speciosum) esta restrita a

uma das areas, nas margens do rio Urubu.

O clima da regido € do tipo Amw, caracterizado por apresentar-se chuvoso, timido e
quente, com maior incidéncia de chuvas no periodo de dezembro a maio (Koppen, 1948). Ao
nivel regional, a temperatura € uniforme ao longo de todo o ano, variando entre a mixima de
38 °C e a minima de 20 °C e a umidade relativa do ar apresenta-se alta e uniforme durante o

ano, sendo de 97% o valor médio (Nava et al., 1998). A quantidade de chuvas mensais para



2009 sdo mostradas na figura 1, com destaque para os meses de novembro em que a

quantidade de chuvas foi muito baixa.

200 -

Precipita¢ao (mm)

150 +

100 +

Meses de 2009

Figura 1. Pluviosidade mensal em 2009. FONTE: Programa LBA/INPA - torre de coleta K34, na Reserva
Cuieiras, do INPA, localizada cerca de 60 km ao norte de Manaus, nas coordenadas geograficas S 2°36°32,67”,
W 60°12°33,48.

4.2 Espécies

Retiniphyllum concolor (Spruce ex Benth.) Miill. Arg. e Retiniphyllum schomburgkii
(Benth.) Miill. Arg., sdo arbustos de médio a grande porte e Retiniphyllum. speciosum
(Spruce ex Benth.) Miill. Arg. é uma arvoreta. No municipio de Presidente Figueiredo, essas
espécies estdo presentes principalmente em dreas areno-rochosas proximas a cursos d’agua.
Retiniphyllum concolor e R. speciosum estdo localizadas em vegetacdo de campinarana alta, e
R. schomburgkii ocorre principalmente em dreas com vegetacdo mais aberta. Em alguns
locais, ocorrem apenas duas destas espécies e em outros foram encontradas estas trés e mais

uma quarta espécie, R. chloranthum Ducke ocorrendo em simpatria. As trés espécies
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estudadas de Retiniphyllum, portanto, sdo simpatricas e compartilham o mesmo hébitat de
campinarana, apesar de pequena diferenciacdo de micro-habitat de R. schomburgkii, que

tende a ocorrer em areas mais abertas.

4.3 Fenologia reprodutiva

As observagdes sobre a fenologia reprodutiva das trés espécies foram realizadas
mensalmente de janeiro a dezembro de 2009. O nimero de flores abertas por individuo/dia
foi obtido através de observacdes diretas no campo em 10 individuos de cada uma das
espécies. Duas populagdes de R. concolor e R. schomburgkii foram estudadas e uma

populacao de R. speciosum (rio Urubu).

Para quantificacdo da intensidade da floracdo, foi adotada a metodologia proposta por
Fournier (1974), utilizando escala de zero a quatro: 0 = auséncia da fenofase; 1 = presenca da
fenofase com magnitude entre 1% e 25%; 2 = presenca da fenofase entre 26% e 50%; 3 =

presenca da fenofase entre 51% e 75% e 4 = presenca da fenofase entre 76% e 100%.

4.4 Morfologia floral e inflorescéncias

As caracteristicas morfoldgicas descritas sdo as seguintes: quantidade de flores por
inflorescéncia, nimero de inflorescéncias por individuo, nimero e disposicao das pecas
florais, cor, tamanho e simetria. Para a determinacao das cores das flores e frutos utilizou-se

um guia de cores (Kiippers, 1999).
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4.5 Biologia floral

As informacdes sobre a biologia floral obtidas em campo foram: horério, sequéncia e
duracdo da antese, duracdo da flor, emissdo de odor e disponibilidade de néctar e pdlen,
padrdo de produgdo de néctar e porcentagem de acticar neste. A receptividade do estigma foi
determinada a partir da separacdo dos lobos estigméticos, uma indica¢do usualmente utilizada
para tal verificagdo em espécies representantes da Ordem Gentianales (Coelho e Barbosa,
2004), e confirmada com H,O; (peréxido de hidrogénio). Estigmas de flores frescas foram
examinados sob microscopio estereoscOpico e Optico, para andlise da 4rea estigmdtica
(Heslop-Harrison e Shivanna, 1977; Correia, et al., 2005). Para a verificacdo da emissdo de
odor, utilizou-se o reagente vermelho neutro, que cora os locais de liberacio nas flores. Para
tanto, utilizaram-se flores coletadas e submersas por dez minutos na solucio do reagente,

totalizando 20 flores de cada uma das espécies (Dafni, 1992).

O hordrio de disponibilidade de pdlen e o volume de néctar secretado foram obtidos
de flores em pré-antese de dez individuos, duas flores cada (N=20). As observagdes, a partir
da abertura floral, foram feitas em intervalos de seis em seis horas, até a senescéncia da flor.
Durante o periodo noturno, as observagdes se restringiram a observacdo do processo de
abertura. Para a espécie R. schomburgkii, a quantidade de flores em processo de abertura foi
mensurada por contagem em intervalos de hora a partir das 4:00 da manha até as 19 horas,
pela deteccdo da existéncia de picos de ocorréncia deste evento ao longo do dia. O registro do
padrdo de producdo de néctar foi obtido de flores ensacadas em pré-antese, para evitar o
contato com os visitantes florais. Para coleta e mensuragdo do néctar para determinagdo da
porcentagem de acticar obtidos a partir de 20 flores de diferentes individuos, para cada uma
das espécies, fez-se uso de microsseringa. A porcentagem de agicares foi mensurada em

campo com o auxilio de refratdbmetro portétil.

4.6 Visitantes florais

Os visitantes florais das trés espécies foram observados em diferentes horarios ao

longo do dia. Durante as sessdes de visita, o comportamento de cada um dos visitantes foi
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registrado, anotando-se as informagdes sobre periodo, duragdo das visitas, nimero de flores
visitadas e nimero de individuos/inflorescéncia visitadas. As observagdes comecaram na
madrugada por volta das 4h e se estenderam até que o dltimo visitante floral fosse visto no
final da tarde e inicio da noite. Para a busca de possiveis variacdes temporais nas espécies
visitantes, as observacdes foram feitas durante todos os meses, sendo de no minimo 2 horas
por espécie/més até 15 horas/més. O periodo total de observacdo, para cada uma das espécies,
excedeu as 50 horas. Para R. concolor, foram feitas observacdes noturnas em dois dias,
totalizando 12 horas e 50 minutos de observagdes realizadas no més de maio de 2009. Para R.
schomburgkii, foram feitas observacdes no inicio da noite em dois dias, totalizando 4 horas,
no més de outubro de 2009. Para R. schomburgkii e R. speciosum, que receberam visitas de
beija-flores, foram feitas observagdes em tendas camufladas montadas em ha alguns metros
dos das plantas, e eventualmente utilizou-se bindculo nas observagdes. Foram feitas
filmagens para melhor observacdo e andlise do comportamento dos visitantes. A distin¢do
entre polinizadores e pilhadores se baseou no comportamento de forrageio apresentado

durante a coleta do recurso floral.
Com relacdo a frequéncia, os visitantes foram classificados em quatro categorias:
F — frequéntes = Mais de uma visita a cada turno de observacdes;
PF — pouco frequéntes = Uma visita a cada turno;
R —raros = Uma a cinco visitas durante todos os periodos de observagdes;

O — ocasionais = Visitas frequéntes ou pouco frequéntes em determinados

meses do ano.

Para R. concolor, a diferenciacio entre visitantes e pilhadores foi feita através da
marcagdo de dez flores por grupo de visitantes. Assim, apds cinco visitas por cada agente
possivel vetor de pdlen as flores foram ensacadas e acompanhadas até a formagao de frutos e

sementes, para confirmacio da efetividade da polinizacao.

Quando possivel, os insetos foram coletados para verificacdo do local de deposicdo de
polen, e encaminhados a especialistas para a identificacdo. Para aves, foram feitos registros

fotogréficos e/ou filmes para identificag@o por especialista.
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4.7 Sistema reprodutivo

Para obtencdo da razdo poélen/évulo proposta por Cruden (1977), que € um indicativo
indireto do sistema reprodutivo das espécies, estimou-se o numero de grdos de pdlen
seguindo o método descrito por Kearns e Inouye (1993), retirando-se pdlen de uma antera de
dez flores em pré-antese, de cinco diferentes plantas (N=10 anteras), para cada uma das
espécies. A contagem do nimero de grios de pdlen por flor foi realizada sob microscopio
optico com aumento de 100 X. O ndmero de 6vulos foi determinado através de corte
realizado no ovdrio de dez flores de cinco individuos, igualmente para cada uma das trés

espécies.

Para o teste direto dos sistemas reprodutivos das trés espécies, realizaram-se cinco
tratamentos: (a) apomixia (botdes emasculadas), (b) autogamia (autopolinizacio espontinea),
(c) geitonogamia (polinizagdo com pdlen préprio do individuo), (d) xenogamia (polinizagao

cruzada), e (e) condi¢des naturais, da seguinte forma:

(a) Apomixia: botdes emasculadas ensacadas até a verificagdo da formagao de frutos.

(b) Autogamia (autopolinizagdo espontinea): flores ensacadas em pré-antese,

observadas até a formacdo de frutos, sem manipulacdo das flores.

(c) Geitonogamia: flores emasculadas e polinizadas com pdélen préprio do individuo e

acompanhadas até a formacdo de frutos.

(d) Xenogamia: flores emasculadas e polinizadas com pdlen proveniente de outros
individuos, para verifica¢do da taxa de formacgédo de frutos a partir de polinizagdo

cruzada.

(e) Condi¢des naturais: neste tratamento, foi feito apenas a contagem dos botdes
florais em ramos identificados, para obter-se a taxa de formacdo de frutos em

condicdes naturais, ndo havendo qualquer tipo de manipulacio.

Para a realizacdo dos testes de polinizagdo, cerca de 150 botdes por
espécie/tratamento foram ensacados com tecido voile, exceto para o tratamento a polinizagdo
natural, em que as flores ndo foram ensacadas e as flores foram acompanhadas até a formacao
de frutos. Foram utilizados cinco individuos por tratamento/espécie. A emasculagdo foi feita
abrindo-se o botdo floral e retirando-se as anteras anteriormente a liberacdo de pdlen. Os
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individuos utilizados nos experimentos distanciam-se por no minimo 10 m uns dos outros,
para evitar que individuos clonais, irmaos ou provenientes de reprodugdo vegetativa fossem
selecionados. O nimero de frutos e sementes produzidos por tratamento foi registrado, para

avaliacdo da eficiéncia da polinizac¢do para cada um dos tratamentos.

Para verificacdo do impacto da emasculagdo na producio de frutos, realizou-se dois
experimentos pilotos de poliniza¢do cruzada, um em que as flores foram emasculas e outro
em que esse procedimento ndo foi realizado. Para tanto, foram selecionados cinco individuos

de cada uma das espécies e um total de 30 flores por tratamento.

4.8 Isolamento reprodutivo

Para constatacdo do isolamento reprodutivo entre as espécies foram montados seis
experimentos de polinizacdes interespecificas: (1) R. concolor X R. schomburgkii; (2) R.
concolor X R. speciosum; (3) R. schomburgkii X R. concolor; (4) R. schomburgkii X R.
speciosum;, (5) R. speciosum X R. concolor; e (6) R. speciosum X R. schomburgkii). Assim,
cada espécie atuou como receptora e doadora de pdlen, totalizando no minimo cinco
individuos de cada espécie como receptores, distanciados por pelo menos 10 m de distancia.
O total de flores ultrapassou 100 flores por tratamento. Para evitar interferéncias, flores foram
diretamente utilizadas para as polinizag¢des, evitando-se assim o contato e contaminagdo do

polen. Destaca-se ainda, que as flores polinizadas haviam sido emasculadas em fase de botao.

4.9 Testes de germinacao

Foram montados dois experimentos para realizacio de testes de germinagao utilizando
sementes obtidas de frutos formados nas poliniza¢cdes controladas: (1) sementes provenientes

do teste do sistema reprodutivo de cada uma das espécies e (2) sementes provenientes de
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polinizacdes interespecificas. Para cada um dos experimentos utilizou-se 10 sementes,
totalizando 190 sementes. O substrato no qual as sementes foram depositadas para a
germinagdo consistiu em areia branca, solo coletado no local de estudo e adubo orgénico,
simulando as condi¢des naturais dos ambientes onde crescem as trés espécies. Para algumas

sementes, testou-se a quebra de dorméncia com 4gua fria e 4gua quente (Perez, 2004).

4.10 Material Botanico

A identificag@o das espécies foi feita por comparagcdo com material herborizado no
Instituto Nacional de Pesquisas da Amazdnia (INPA). Fotos do material coletado também
foram enviadas a especialista, para confirmagdo da identidade especifica do material. O
material botanico (nimero do coletor = SCHWADE, M. R. M. 045, 046 e 047) foi depositado
no Herbério do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazdnia (INPA), e duplicatas foram

encaminhadas a especialista do género (Unellez/Herbario Universitdrio — Coldmbia).

4.11 Analise dos dados

Para anélise dos dados de fenologia utilizou-se o método de intensidade de Fournier
(1974) e o indice de atividade de presenca e auséncia (Bencke e Morellato, 2002). Diferencas
entre as espécies em relacdo ao valor de atividade dos individuos em fenofases reprodutivas

foram verificadas pelo teste do Chi’.
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5. RESULTADOS

5.1 Fenologia

A floragdo de R. concolor, R. schomburgkii e R. speciosum apresenta um unico ciclo
que se estende por varios meses (Figura 2). Os individuos (de cada espécie) ndao foram
assincrdnicos apresentaram sincronia na floragdo durante todo o periodo, ocorrendo
momentos em que poucos individuos apresentavam flores (Figura 2). O periodo de maior
emissdo de flores em R. concolor e R. speciosum foi de junho a outubro e, em R.
schomburgkii, de junho a dezembro. O indice de atividade das espécies ndo diferiu
significativamente (Kruskal-Wallis, p = 0,443). Como o padrdo de fenoldgico das espécies
ndo apresentou divergé€ncia nos dois locais de estudo, com coincidéncia de periodo de
floragdo e proximidade na média de producéo de flores, os dados sdo mostrados em um tnico

gréfico, tendo sido excluida a drea do Parque das Orquideas.

Retiniphyllum concolor apresentou flores de janeiro a novembro e, de forma isolada,
picos individuais de floragao/frutificacdo ocorreram em vérios momentos durante o periodo
de estudo. Em relacdo a populacéo, ocorreram dois picos principais, um no més de julho, com
37,5% dos individuos com flores € 60% de intensidade, e outro em outubro, com 25% de

individuos com flores e 40% de intensidade.

No municipio de Presidente Figueiredo, R. schomburgkii apresenta-se distribuido em
grandes populacdes com altura variando de 0,5 m a 1,5 m em &reas de campinarana que
sofreram alteracdes de origem antrdpica, ou ainda por perturbagdes de origem natural como
no caso de incéndios de origem nd@o antrépica (ocorréncia ndo avaliada em campo). Nesta
situacdo, a floracdo se estendeu de abril a fevereiro, com maior producio de flores entre julho

e dezembro. Na campinarana de baixa a média abertura, R. schomburgkii ocorre de forma
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isolada e com porte maior, atingindo até cerca de 3 m de altura. A flora¢do dos individuos
nesta segunda situacdo é quase imperceptivel durante todo o ano. Entre os individuos
acompanhados para a fenologia reprodutiva, ocorreu grande variacio no nimero de flores:
enquanto alguns individuos nao apresentavam flores, outros atingiam nimeros maiores do
que 100 flores. Apesar deste fator, R. schomburgkii apresentou maior sincronia de individuos

em floracdo se comparado as duas outras espécies.

Por sua vez, R. speciosum também apresentou flores praticamente o ano todo, com
uma pausa para a maioria dos individuos nos meses de janeiro, fevereiro e dezembro. Assim
como as outras duas espécies, a emissdo de flores é praticamente constante, e picos
individuais de floracdo ocorreram em varios meses durante o ano de 2009. Desta forma, em
geral, a média da populacdo é baixa, mas individualmente, picos de emissdo de flores
ocorrem de forma diferenciada e em varios momentos durante o ano. Individuos localizados

em borda e clareiras produziram mais flores do que individuos que ocupam o sub-bosque.

Individuos de R. concolor e R. schomburgkii possuem frutos (imaturos e/ou maduros)
quase o ano inteiro. Porém, a producio de frutos de R. schomburgkii, foi menor durante os
meses de setembro a novembro, possivelmente pela queda no nimero de visitantes florais
observada também para estes meses. Deve-se destacar, porém, que o ano de 2009 foi atipico:
coorreram dois meses de pouca incidéncia de chuvas, setembro e novembro (Figura 1).
Nesses meses houve também reducdo no nimero de visitantes e a produgdo de frutos foi
afetada. Com relacdo a R. speciosum, no més de fevereiro, foram encontrados poucos frutos

na populacdo deste estudo, provavelmente pela ocorréncia de chuvas neste periodo.
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Figura 2. Fenologia reprodutiva de 10 individuos de Retiniphyllum concolor, R. schomburgkii e R.
speciosum, onde (—) € percentual de intensidade de Fournier e (e*) indice de atividade.



5.2 Morfologia das inflorescéncias e flores e biologia floral

Retiniphyllum concolor apresenta inflorescéncia do tipo racemo e R. schomburgkii e
R. speciosum possuem inflorescéncia em espiga (Schumann, 1889; Steyermark, 1974). As
flores das trés espécies sdo tubulares, com lacinios livres e prefloracdo contorta. A coloracio
¢ creme-esverdeada, em R. concolor; branca, em R. schomburgkii; e rosa intenso em R.
speciosum (Figura 3). No centro da corola, onde ha a separagio dos lacinios, R. concolor e R.
schomburgkii apresentam linhas de cor rosa, que aparentam ser guias de néctar (Figura 4, A e
B, indicado com seta preta). O androceu é composto por cinco estames e cinco anteras que
aparentemente se abrem no botdo em pré-antese. O pistilo é composto por um estigma
pentalobulado, ovério pentalocular, com cinco rudimentos seminais, que quando fecundados,

ddo origem a cinco sementes vidveis. As caracteristicas morfoldgicas especificas sao

mostradas comparativamente na tabela 1.

A sequéncia de abertura das flores nas inflorescéncias de R. concolor e R.
schomburgkii segue um padrdo em que as flores amadurecem primeiramente no meio da
inflorescéncia e posteriormente nas duas extremidades, dpice e base, simultaneamente,
(Figura 1, A e B). Esse padrdo é mais destacado na primeira espécie. Desta forma, quando
existem frutos maduros no centro da inflorescéncia eles ainda estdo em estadios iniciais nas
extremidades. Possivelmente, este processo teria alguma implicacdo na polinizagdo ou
dispersdo dos frutos. Em R. speciosum esse padrdo aparentemente nido ocorre ou € menos

destacado.
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Figura 3. Inflorescéncias das espécies estudadas. A e B: Retiniphyllum concolor; C e D: R.
schomburgkii; E e F: R. speciosum. Detalhe das figuras A e B indicam a evolugdo da abertura das
flores nas inflorescéncias.
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Tabela 1. Caracteristicas florais de Retiniphylllum concolor, R. schomburgkii e R. speciosum.

Caracter R. concolor R. schomburgkii R. speciosum
Nmero de flores por 77.5£27.26 2747463 22.1542.66
inflorescéncia
Cor da flor palha e magenta branca e rosa rosa intenso
Tubo da corola (mm) 24.34+1.21 8.78+1.58 31.62+1.51
Emissdo de odor sim (doce) sim (doce) -
Liberacao nectar sim sim sim
Estames/anteras 5 5-6 5
Esti fora do tubo d 1

stigma fora o tubo da corota 7.28+1.08 9.84+0.9 11.89+0.73
(mm)
Rudimentos seminais 5 5 5

Figura 4. Padrio de coloragdo. A: Retiniphyllum concolor; B: R. schomburgkii; C: R. speciosum. Setas
(em A e B) indicam as regides com aparéncia de guias de néctar e circulo indica dep6sito de pdlen no
estigma, no momento da abertura floral (apresentagdo secunddria de pdlen estilar). .

A flor de R. schomburgkii apresenta um posicionamento voltado para baixo na
inflorescéncia (Figura 5). Os estiletes de R. concolor e R. schomburgkii possuem uma
curvatura, provavelmente para que este sirvam de local de pouso para os potenciais

polinizadores, como observado em campo. Por sua vez, R. speciosum possui o estilete reto e
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as flores normalmente direcionadas para cima (Figura 5). Igualmente, poderia sustentar o

pouso de pequenos insetos, mas neste caso nao parece adaptado para este fim.

Figura 5. A: flor de Retiniphyllum schomburgkii; B: flor de R. concolor; C: flor de R. specisoum.

Durante os meses de setembro e outubro de 2009, as flores de alguns individuos de R.
schomburgkii apresentaram menor tamanho total: flores que apresentavam comprimento total
de até 20 mm, com média em torno de 18 mm, nesta época apresentaram no maximo 15 mm.
Além disso, em alguns casos a duragio da antese também foi reduzida e muitas flores abriam-
se ja com os lobos estigmaticos separados, e as anteras aparentemente ndo produziam poélen.
Esta reducdo e a mudancga na biologia floral poderiam ser causadas pela falta de dgua no
ambiente, uma vez que nestes dois meses choveu pouco no local de estudo, e os individuos
que apresentaram estas caracteristicas provavelmente estavam em locais onde ndo ha lencol

fredtico superficial e o escoamento da dgua ocorre de forma rdpida.

As espécies sdo dicdgamas protandricas. A exposi¢do do pdlen a visitacdo ocorre no
momento da abertura floral. As flores possuem apresentacdo secundaria de pdlen, e este fica
depositado no estilete, enquadrando-se portanto no padrio estilar. A partir do segundo dia os
lobos estigmaticos comegam a se separar em R. concolor e R. speciosum, € no terceiro dia em
R. schomburgkii, caracterizando o inicio da receptividade. A abertura floral ocorre ao longo
de todo o dia para as trés espécies. Foram vistas flores de R. concolor e R. speciosum se
abrindo até no periodo noturno, ndo tendo sido detectado um padrdo de abertura. As flores de
R. schomburgkii, por sua vez, aparentemente apresentam picos diurnos de abertura entre:
4:30 e 5:30, 7:30 e 8:30, 10:30 e 11:30, 13:30 e 14:30 e, por fim, entre 14:30 e 17:30. Em
individuos no auge da floracdo, em tais momentos, a abertura de flores em cada um destes
periodos podia chegar a seis flores, totalizando em dias ensolarados, no final do dia, até um
mdaximo registrado de 26 flores. Durante a noite, para esta espécie, ndo foram observadas

flores em processo de abertura.

Para as trés espécies, o processo de abertura é mais ou menos coincidente: no primeiro

momento, é perceptivel um leve inchaco na parte da corola em que as pétalas sao recortadas,
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situacdo que perdura por vdrias horas. Ap6s esse periodo, ocorre a abertura da flor de forma
rdpida: a partir do inicio da separagdo dos lacinios a completa separacdo dos mesmos e
posicionamento em sentido oposto ao do dpice, decorrem apenas cerca de 40 segundos a 2
minutos. O filete com o resto das anteras e tecas se movimentam juntamente com as pétalas,
pois encontra-se unido a inser¢do dos lacinios. Quando esse processo termina, a flor

apresenta uma carga polinica no estigma, cujos l6bulos encontram-se ainda fechados.

Para R. concolor, geralmente hd o predominio de uma fase (liberagdo de pdlen ou
receptividade do estigma) nas inflorescéncias, porém um mesmo individuo pode apresentar
vérias flores expondo o pdlen ou com o estigma receptivo simultaneamente em uma ou mais

inflorescéncias.

As flores de R. concolor e R. schomburgkii (Figura 6) duram em média quatro dias e
apds este periodo a corola murcha e escurece. Porém, quando os estigmas ndo foram
polinizados, a flor pode permanecer vidvel por mais tempo. Na época seca, flores de
individuos de R. schomburgkii que ocorrem principalmente em locais em que aparentemente
o lencgol fredtico € mais profundo, apresentaram redugdo no tamanho, na quantidade de pdélen
exposto e na duracdo da antese. Em R. concolor e R. schomburgkii, aparentemente a flor
murcha pouco tempo depois de ser polinizada. Em R. speciosum, as flores estdo vidveis por
até cinco dias, e somente ap6s estes dias a flor senesce. No primeiro dia, ocorre a liberacdo do
pdlen no estigma, que apresenta os lébulos fechados e ndo receptivos. A partir do segundo
dia, ocorre a lenta separagdo dos lobos. Esse processo demora vérias horas, até um tempo
maximo de 24 horas, e as flores geralmente s6 estardo receptivas na manha do terceiro dia.
Para algumas flores, aparentemente a distens@o se inicia no primeiro dia de antese, algumas
horas apés a abertura floral. Quando a flor ndo € polinizada, sua duracio pode se estender por

até mais um dia, e o estigma permanece vidvel por até sete dias.

Discos nectariferos sdo encontrados acima do ovario, circulando a base do estilete,
caracteristica esta que € aparentemente comum as espécies de Rubiaceae (Nicolson et al.,
2007). A secrecao de néctar comeca antes da abertura das flores. Espécies de Euglossa spp. e
Phaethornis ruber Linnaeus, 1958, potencias polinizadores respectivamente de R.
schomburgkii e R. speciosum, foram vistos visitando botdes, o que acelera o processo de
abertura destas flores. As caracteristicas individuais para cada espécie sdo mostradas na

Figura 6 (graficos de produgdo de néctar e concentragdo de acucares totais).
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A emissdo de odor ocorre apenas em R. concolor e R. schomburgkii. Em ambas o odor
¢ agradavel e adocicado. Em R. concolor, a emissdo de odor é mais forte durante o inicio da
antese, se tornando gradativamente menos intenso. Em R. schomburgkii, a liberacdo de odor
também segue este padrdo, mas flores ainda em antese de dias anteriores também emitem
mais odor quando ocorrem os picos de abertura floral. Desta forma, a percep¢do de odor é

mais intensa em alguns momentos do dia.

O fruto das trés espécies é do tipo drupa (Figura 7). Em R. concolor, seguindo a
sequéncia de abertura floral, o amadurecimento dos frutos ocorre do centro para as
extremidades (Figura 7 A). Durante o periodo de observagdes, apenas uma vez foi visto uma
espécie de ave, (bico-de-porcelana ou pipira-vermelha, Ramphocelus carbo Pallas, 1764), se

alimentando de fruto de R. speciosum e, possivelmente, atuando como dispersor.

Figura 7. Frutos. A: Retiniphyllum concolor; B: R. schomburgkii; C: R. speciosum.

5.3 Visitantes florais

As flores sdo visitadas por abelhas, beija-flores, borboletas e mariposas (Figura 8).
Houve sobreposicdo de visitantes, mas a efetividade das visitas ocorre preferencialmente por
diferentes grupos para cada uma as espécies (Tabela 2). R. concolor foi visitada apenas por

abelhas Trigonini, Meliponini e Euglossini, enquanto que R. speciosum recebeu visitas de
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abelhas e beija-flores Phaetornithinae. R. schomburgkii recebeu o maior nimero de visitas e
tipos de visitantes, tendo sido avistados abelhas de pequeno a grande porte, borboletas,
mariposas e beija-flores. Fémeas de Euglossa sp.2, visitaram flores das trés espécies, e esta
foi considerada uma potencial polinizadora de R. concolor e R. schomburgkii. Porém, para as
flores de R. speciosum, o comportamento nas visitas consistia em pousos na corola e no
estigma e introducio da glossa dentro do tubo da corola para pilhagem de néctar, nao favendo
contato com o estigma indicando que nio ocorre efetividade na polinizagdo. Além disso,
houve sobreposicdo de visitas de uma espécie de beija-flor entre R. schomburgkii e R.

speciosum (Phaethornis ruber, Linnaeus, 1758).

Figura 8. Visitantes florais. A: Centris sp., potencial polinizador de Retiniphyllum schomburgkii; B:
Borboleta ndo identificada sp.1 — polinizador eventual de R. schomburgkii, notar que frequentemente o
estigma ndo é tocado; C: Visita de Euglossa sp.2, principal polinizador de R. concolor; D: Phaethornis ruber,

polinizador efetivo de R. speciosum; E: P. superciliosus, polinizador efetivo de R. speciosum; F: Euglossa
sp.2, coletando néctar em R. speciosum — a espécie € visitante frequente das trés espécies estudadas.
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Abelhas Euglossa sp.1, principais visitantes desta espécie, foram responsaveis por
mais de 80% das visitas. Além disso, atuaram como aceleradoras do processo de abertura
floral, principalmente no final da manha e da tarde, quando o grande nimero de visitas ja
havia esgotado as principais fontes de néctar. E comum se avistar visitantes pousando em
flores em processo de abertura varias vezes, € com isso, muitas flores acabam se abrindo
durante estes pousos. Os experimentos de visitacdo controlada (N= 10 flores) confirmaram
que Euglossa sp.1 é polinizadora efetiva de R. concolor. Além disso, outra espécie de abelha

visitante (Trigona sp.2) somente eventualmente realizava a polinizagao.

Apesar de a espécie apresentar antese noturna, durante todo o periodo de observacdes
a noite, realizadas em dois dias com diferencas na luminosidade proveniente da lua, nenhum
visitante noturno foi avistado. Porém, possivelmente, pelas caracteristicas apresentadas pela
flor (antese noturna, coloracdo discreta e liberacdo de odor noturno) acredita-se que possam

existir visitantes noturnos.

Retiniphyllum schomburgkii

Retiniphyllum schomburgkii recebeu visitas de 21 espécies: 14 de abelhas, cinco de
Lepdopteros e trés de aves (Tabela 3). Durante o periodo de maior nimero de flores, o
principal visitante de R. schomburgkii € abelha, Centris sp., sendo que apenas machos foram
coletados. Suas visitas corresponderam a mais de 50% das visitas nos meses de julho e agosto

quando a producdo de flores foi maior.
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Tabela 2. Visitantes florais de Retiniphyllum concolor, R. schomburgkii e R. speciosum. Papel na polinizagao:
PP = polinizador potencial; PE = polinizador eventual; CP = coletor de pdlen; CN = coletor de néctar; ( — )
visitante floral ndo observado.

Retiniphyllum  Retiniphyllum  Retiniphyllum

Espécies concolor schomburgkii speciosum
APOIDEA
Anthophoridae
Centridini
Centris sp. - PP -
Exomalopsini
Paratetrapedia flavipennis (Smith, 1989) - macho - CN -
Xylocopini
Xylocopa sp. - CN/PE -
Xylocopa similis (Smith, 1874) - PE CN/PE
Apidae
Bombus sp. - PE -
Trigona sp.1 CP CP CP
Plebeia sp. CP/PE CP/PE CP/PE
Melipona sp. - PP -
Trigona sp. 2 - CN/CP -
Euglossini
Euglossa sp.1 — fémea CN CN -
Euglossa sp.2 — fémea PP PP CN
Euglossa viridis (Perty, 1833) CN CN -
Euglossa sp.3
Halictidae
Augochloropsis sp. - CP -
AVES
Phaethornithinae
Phaethornis ruber (Linnaeus, 1758) - CN PP
Phaethornis superciliosus ( Linnaeus, 1766) - CN PP
Trochilinae
Thalurania furcata (Gmelin,1788) - - CN
Polytnus theresiae (Da Silva Maia, 1843) - - CN
LEPIDOPTERA
Nymphalidae
Heliconius hermathena (Hewitson 1854) - PE -
Indeterminada sp.1 - PE -
Indeterminada sp.2 _ CN _
Sphingidae
Indeterminada sp.1 (ndo capturada) - PE -
Indeterminada Sp.2 (beija-flor, ndo capturada) - PE -
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Tabela 3. Frequéncia de visitantes em Retiniphyllum schomburgkii. F = freqiiente (mais de uma visita a cada
turno de observagdes); PF = pouco freqiiente (uma visita a cada turno de observagdo); R = raro (uma a cinco
visitas durante os periodos de observacdes); O = ocasionais (visitas frequéntes ou pouco frequéntes em
determinados meses do ano).

Espécies Classificacio
APOIDEA
Anthophoridae
Centridini
Centris sp. F
Exomalopsini
Paratetrapedias flavipennis (Smith, 1989) - macho (0]
Xylocopini
Xilocopa sp.1 (0)
Xylocopa similis (Smith, 1874) (0]
Xylocopa sp.2 R
Apidae
Bombus sp. R
Trigona sp.1 F
Plebeia sp. PF
Melipona sp. R
Trigona sp.2 PF
Euglossini
Euglossa sp. 2 — fémea F
Euglossa viridis (Perty, 1833) (0)
Euglossa sp. 3 R
Halictidae
Augochloropsis sp. F
LEPIDOPTERA
Nymphalidae
Heliconius hermathena O-R
Indeterminada sp.1 (0)
Sphingidae
Indeterminada sp.1 R
Indeterminada sp.2. - mariposa-beija-flor F
AVES

Polytnus theresiae (Da Silva Maia, 1843)
Phaethornis ruber (Linnaeus, 1758)
Thalurania furcata (Gmelin,1788)

~ O O

Quando o numero de flores de R. schomburgkii € minimo (de fevereiro a maio), o
principal visitante floral encontrado foi a borboleta Heliconious hermathena Hewitson 1854.
Outras duas espécies de borboleta também realizaram algumas neste periodo, mas sua captura
ndo pode ser realizada, e apenas o comportamento de uma delas pode indicar eventual

polinizacdo. Durante os meses com grande ndmero de flores, Heliconius hermathena.
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continuou a realizar visitas esporddicas. Mas o comportamento destas ultimas ndo € de

polinizadoras efetivas, pois ndo tocam o estigma em suas visitas as flores.

No inicio da manhi, entre as 4:30 e as 7:00 horas, uma espécie de mariposa-beija-flor
(Indeterminada sp.2) realizou visitas. Seu comportamento de visita, porém, ndo foi totalmente
esclarecido quanto a efetividade da polinizagdo, pois esta espécie foi avistada apenas em trés
momentos, € suas visitas ocorreram muito rapidamente. Além disso, ndo foi possivel a

captura de nenhum individuo para comprovagdo de transporte e local de deposi¢do de pdlen.

Retiniphyllum speciosum

Na tabela 4 sdo mostrados os resultados de frequéncia de visitas a R. speciosum.
Phaethornis superciliosus e P. ruber foram visitantes frequéntes e potenciais polinizadoras
desta espécie. Entre as abelhas, nenhuma espécie apresentou comportamento e tamanho
condizentes com as caracteristicas florais, porém Xylocopa similis pode ser considerada
polinizador eventual. Esta espécie s6 foi vista em quatro momentos durante o periodo de
observagdes. Plebeia sp., coletora de pdlen, pode realizar eventualmente polinizag¢des, dada a
localizag¢do do pélen no estigma, quando comete “erros” e visita estigmas receptivos apos ter

visitado estigmas com carga polinica, servindo como vetor de pélen.

Os experimentos de acompanhamento de flores isoladas até a formacao de frutos apds
serem visitadas ndo se mostraram eficientes para esta espécie, pois a frequéncia dos visitantes

ocorria esporadicamente, em intervalos muitas vezes maiores que uma hora.

Tabela 4. Frequéncia de visitantes em Retiniphyllum speciosum. F = frequénte; R = raro (visita em apenas uma
a cinco vezes durante os periodos de observacdes).

Espécies Classificacao
Abelhas
Euglossa sp.2 F
Trigona sp.1 F
Melipona sp.1 R
Aves
Phaethornis superciliosus (Linnaeus, 1766) F
Phaethornis ruber (Linnaeus, 1758) F
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5.4 Sistema reprodutivo

As trés espécies sdo autocompativeis e possuem altas taxas de frutificacdo em
condicdes naturais (Tabela 1). Quanto a formacdo de frutos sem a presenca de pdlen
(apomixia), foi apenas encontrado evidéncias para R. speciosum, em que houve formagdo de

28 frutos em flores emasculadas na fase de botdo, de um total de 431 flores testadas (Tabela

D).

Tabela 5. Produgdo de frutos por Retiniphyllum concolor, R. schomburgkii e R. speciosum, apés polinizagdes
manuais, espontaneas e naturais controladas.

Retiniphyllum concolor Retiniphyllum schomburgkii Retiniphyllum speciosum
Espécies/
Tratamentos N°de N °de frutos % N° de N ° de frutos % N° de N ° de frutos %
flores formados ¢ flores formados flores formados ¢
Polinizacao 132 97 7348 136 14 1029 225 128 56,89
cruzada
Polinizacéo
. . 93 60 64,52 95 28 29,47 160 136 85,00
geitonogamica
Autopolinizagio 370 3 080 514 2 034 304 84 27,63
espontanea
Polinizagao 264 186 7045 253 70 27,67 259 214 82,63
natural
Apomixia 20 0 0 20 0 0 431 28 6,50

Retiniphyllum concolor apresentou altas taxas de frutificacdo nos tratamentos de
polinizacdo cruzada (73,48%) e de polinizacdo geitonogamica (64,52%). Além disso, a
polinizacdo espontinea foi praticamente inexistente (com apenas trés frutos formados em 376

flores acompanhadas) e nenhum fruto se formou na auséncia de pélen.

Retiniphyllum schomburgkii também ndo apresentou formacdo de frutos por
apomixia. Além disso, nos individuos em estudo, a formacao espontanea de frutos foi quase
nula (apenas 0,34% do total de 514 flores acompanhadas). Em contraste com R. concolor,
esta espécie apresentou maior producdo de frutos por geitonogamia (29,47%), do que por
xenogamia (10,29%), sugerindo a ocorréncia de algum tipo de incompatibilidade cruzada

entre individuos da populac¢do. O comportamento do principal grupo de visitantes (abelhas de
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médio porte) pode favorecer a reproducdo geitonogimica, pois em um episodio de visitas um
unico individuo pode visitar mais de 20 flores em uma mesma planta. Estas flores podem
estar tanto na fase de apresentagdo de pdlen quanto na fase de estigma receptivo, o que
favoreceria a geitonogamia. Assim, R. schomburgkii foi considerada uma espécie auto-

compativel ndo-apomitica.

Nas polinizacdes controladas, R. speciosum apresentou formacgdo de frutos por
xenogamia (58,89%), por geitonogamia (85,00%), autoponilinza¢do espontinea (27,63%) e
por apomixia (6,5%). Esta foi a espécie que apresentou a maior taxa de formacio de frutos
em condicdes naturais (82,63%). Isso se deve provavelmente a possibilidade de conjugagao
de apomixia, autopoliniza¢do espontinea e as polinizagdes realizadas por diferentes vetores,
tanto com pdlen préprio como com polen cruzado. A formacdo de frutos por geitonogamia,

assim como em R. schomburgkii, foi superior a taxa de formagdo por xenogamia.

Pela razde P/O (Tabela 6), que representa o teste indireto do sistema reprodutivo, de
acordo com a classificagdo de Cruden (1977), as trés podem ser incluidas entre as espécies
xenogamas facultativas, corroborando com o teste direto do sistema reprodutivo, em que

houve formacdo de frutos, para as trés espécies, tanto por geitonogamia como por xenogamia.

Tabela 6. Razdo pdlen/6vulo para Retiniphyllum concolor, R. schomburgkii e R. speciosum.

Espécie Razao P/0
R. concolor 735434
R. schomburgkii 712423
R. speciosum 67546

5.5 Isolamento reprodutivo

Houve formacdo de frutos por hibridacdo nos seis tratamentos conduzidos neste
estudo (Tabela 7). Nos dois tratamentos em que R. concolor atuou como receptor € no

tratamento em que R. speciosum recebeu pdlen de R. concolor, a formacado de frutos foi >
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40%, mesmo considerando a possivel contribui¢do da apomixia na producdo de frutos em R.

speciosum.

Os cruzamentos tendo R. schomburgkii como receptor de pdlen apresentaram sucesso
de frutificagdo menor do que os demais, o que é consistente com a menor fertilidade desta
espécie nos testes de polinizacdes intraespecificas. Como doador de pdlen, R. schomburgkii
apresentou alta eficiéncia na formacdo de frutos em R. concolor (56%) e relativamente baixa

(19%) em R. speciosum.

Tabela 7. Producdo de frutos apds polinizacdes experimentais hibridas com Retiniphyllum concolor, R.
schomburgkii e R. speciosum. Entre parénteses ao lado dos valores de porcentagem nos cruzamentos em que R.
speciosum é o receptor, valores sem a taxa de agamospermia encontrada.

Tratamento (receptor x N° de flores N° de frutos %
doador) polinizadas formados

R. concolor X R. schomburgkii 118 66 55,93

R. concolor X R. speciosum 127 60 47,24

R. schomburgkii X R. concolor 118 13 11,02

R. schomburgkii X R. speciosum 194 35 18,04
R. speciosum X R. concolor 142 69 48,59 (42,09)
R. speciosum X R. schomburgkii 135 26 19,26 (12,76)

A taxa de frutificacdo nos dois tratamentos em que R. speciosum atuou como receptor
de pdlen podem apresentar um resultado que ndo corresponde a realidade, uma vez que esta
espécie apresentou formacdo de frutos sem a presenca de pdlen. Subtraindo-se desta
porcentagem o valor encontrado para a formagdo de frutos por agamospermia para esta
espécie (6,5%), nos cruzamentos entre R. speciosum X R. concolor e R. speciosum X R.

schomburgkii, temos, respectivamente: 42,09% e 12,76%.
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5.6 Germinacao e propagacao vegetativa

No experimento de germinacdo de sementes provenientes do teste do sistema
reprodutivo de cada uma das espécies nenhuma germinou, mesmo quando aplicada a
tentativa de quebra de dorméncia com imersdao em dgua quente. No segundo experimento
(com sementes hibridas), metade das sementes (cinco) do tratamento hibrido entre R.
concolor (receptor) e R. speciosum (doador) germinaram submetidas ao mesmo processo,
mas nenhuma plantula se desenvolveu, ficando os cotilédones envoltos pela testa das
sementes apds a germinagdo (Figura 9). As sementes germinaram por volta de uma semana

apo6s o plantio e as plantulas permaneceram vivas por apenas 4-8 dias.

Figura 9. Plantula hibrida do cruzamento entre Retiniphyllum concolor e R. speciosum, com quatro dias.
Em destaque, seta indicando a testa da semente envolvendo os cotilédones.
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Clones de individuos da espécie R. schomburgkii sdo facilmente encontrados em
campo. Eles sdo origindrios de propagacdo vegetativa por estoldes. No periodo mais seco
(principalmente no més de outubro), vérios individuos secaram ao mesmo tempo em que

surgia nas proximidades um novo, com um estoldo fazendo a ligacdo entre eles.
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6. DISCUSSAO

6.1 Fenologia de floracao

Retiniphyllum concolor, R. schomburgkii e R. speciosum apresentaram floracdes
longas e com producdo de grande quantidade de flores. O pico de floragdo para R. concolor e
R. schomburgkii ocorreu nos meses com o0s periodos normalmente mais secos. Em R.
speciosum, ocorreram trés picos principais, mas todos eles dentro do periodo em que as
chuvas sdo menos frequéntes (junho, agosto e outubro). Uma das hipdteses apontadas para a
ocorréncia de floragdo na estacdo seca entre espécies tropicais de ambientes com estresse
hidrico € de que seria uma adaptacio para reducdo dos efeitos desse estresse, pela queda
foliar que ocorre neste periodo (Borchert, 1983; Bawa et al. 2003). Outra possivel causa diz
respeito a dindmica da popula¢do dos polinizadores, que seriam mais abundantes nesta
estacdo em tais ambientes (Janzen, 1967; Bawa et al., 2003). T et al. (2006) em vegetacdo de
Cerrado, encontraram maior propor¢cdo de espécies com flores em duas épocas: no final da
estacdo seca e inicio da chuvosa e final da estagdo chuvosa e inicio da seca, e em ambiente de
campo umido, as maiores propor¢des foram a partir da metade da estacdo chuvosa até o inicio

da estacdo seca.

Para espécies de Rubiaceae da Mata Atlantica estudos apontam uma situagdo
diferente, com floragdo na estacdo chuvosa. Martin-Gajardo e Morellato (2003), encontraram
sete de dez espécies com flores este periodo e Pereira et al. (2006), descrevem quatro
espécies. Vale destacar que no primeiro estudo, durante o ano inteiro havia pelo menos uma
espécie em floracdo. Outros estudos na Mata Atlantica (Takahasi, 1998; Morellato et al.,
2000) relataram dados de floragdo apenas durante o pico da estagdo chuvosa, de outubro a
fevereiro. Bawa et al. (2003) em seus estudos sobre fenologia de espécies arboéreas, em

floresta tropical dmida, na Costa Rica, apontaram picos de floragdo em uma primeira estacio
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chuvosa (em julho) e menor nimero de espécies florescendo na segunda estagdo chuvosa,

com maior incidéncia de chuvas.

A floragdo das espécies estudas se sobrepdem ao longo do ano e apresenta apenas
pequenas diferencas nos picos de producio de flores. Desta forma, a fenologia reprodutiva
ndo representa uma barreira pré-zigética. A sobreposicdo na floracdo de espécies
congenéricas e simpatricas pode interferir no isolamento reprodutivo das espécies (Paun et
al., 2009), principalmente pela possibilidade de ocorréncia de cruzamentos interespecificos
em espécies que ndo apresentem outras barreiras pré-zigéticas eficientes. Os longos periodos
de floracdo das trés espécies congéneres e a grande sobreposicdo temporal entre eles
permitem, a principio, polinizagdes naturais interespecificas entre elas, caso compartilhem os

mesmos polinizadores.

Os individuos de R. schomburgkii que ocorrem em ambientes com perturbacdes
naturais ou antrépicas apresentaram maior nimero de flores e um periodo maior de floracdo
do que os que ocorrem em campinarana fechada. Estudos com a fenologia de diferentes
espécies (e.g., Wilken, 1977; Pollard e Briggs, 1982; Sultan, 2001; Stinchombe et al., 2004;
Wolfe e Mazer, 2005; Neil e Wu, 2006; Campbell e Snow, 2007; Williams et al., 2008;
Levin, 2009) indicam que o periodo de floracdo pode ser alterado pelas condi¢cdes ambientais,
como por exemplo, umidade, luz e/ou quantidade de nutrientes, e também por distirbios
antropogénicos ou de origem natural. Além disso, o melhor desempenho desta espécie em

dreas abertas pode indicar que a espécie € pioneira.

6.2 Morfologia e biologia floral

As diferencas encontradas na morfologia e biologia floral (tamanho, posicionamento
na inflorescéncia, cor, odor...) das trés espécies podem ter potencializado a visita de
diferentes grupos de polinizadores. Durante as observacgdes, visitantes compartilhados por
pelo menos duas delas foram vistos com frequéncia. Além disso, Euglossa spp. realizou
visitas as flores das trés espécies para coleta de néctar. Retiniphyllum schomburgkii e R.
speciosum compartilharam beija-flores como visitantes florais. A competicdo por
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polinizadores parece ser frequénte em espécies relacionadas, pela semelhanga nas
caracteristicas florais e nos periodos de floragdo. Para que ocorra um isolamento reprodutivo
completo em espécies simpdtricas e congenéricas, seria necessirio que o periodo da
receptividade do estigma apresentasse uma divergéncia temporal entre as espécies (Levin,
1971; Wendt et al.,, 2002), situacdo ndo encontrada nas espécies investigadas no presente

estudo.

A simetria floral de R. concolor e R. schomburgkii apresentou-se ligeiramente
zigomorfa, pelo posicionamento e curvatura do estilete. As pressdes seletivas que levam ao
aparecimento da zigomorfia poderiam ter relacdo com agentes de vetores de pdlen com
simetria bilateral (Proctor, 1978) e frequentemente estdo associadas a sistemas de polinizagao
mais especializados (Ramirez, 2003). Este tipo de morfologia é também muitas vezes
relacionado a flores visitadas por abelhas, e poderia ter direcionado a visitagdo em R.

concolor e R. schomburgkii, que apresentaram abelhas como os principais visitantes e vetores

de pdlen.

O comprimento do tubo da corola é maior em R. speciosum (31,62+1,51 mm) e menor
em R. schomburgkii (8,78+1,58). Isto provavelmente reflete o grupo de polinizador principal
para cada espécie: a primeira foi visitada predominantemente por beija-flores
Phaethornithinae, e a segunda, principalmente por abelhas de médio porte como Centris sp.
Além disso, o tubo da corola de R. schomburgkii apresenta um alargamento no apice e listras

de cor rosada, que poderiam funcionar como guias de néctar para abelhas.

A ocorréncia de apresentacdo secunddria de pdlen em Retiniphyllum do tipo estilar é
bastante conhecida, porém poucas espécies do género foram estudas detalhadamente quanto a
sua biologia floral e reprodutiva e quais as implica¢des para a polinizagdo. Lasprilla (2003)
relata que os lobos da corola estdo diretamente envolvidos no processo em que ocorre a
transferéncia do pdlen das anteras para o estigma em Retiniphyllum rhabdocalyx Miill. Arg.
Esse processo parece ocorrer também em R. concolor, R. schomburgkii e R. speciosum, e

provavelmente nas outras espécies deste grupo.

A secrecdo de néctar em R. concolor foi maior no segundo dia (13,46+5,25 ul). Em R.
schomburgkii e R. speciosum apresentaram padrdes semelhantes, com um pico de secrecio no
terceiro dia (4,92+5.88 e 24.43+9,25 ul, respectivamente). Para as trés espécies, o inicio da

receptividade do estigma coincide com a mdxima producdo de néctar. Em relagdo a
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concentracdo, R. concolor e R. speciosum apresentaram os maiores valores de agicar no
primeiro dia (cerca de 28% e 23%, respectivamente) e um decréscimo progressivo nos dias
seguintes (cerca de 7 % para ambas espécies no ultimo). Por sua vez R. schomburgkii
apresentou maior concentragdo no segundo dia (cerca de 36%), antes mesmo da separagdo

total do lobos estigmaticos, fato de dificil interpretagéo.

6.3 Polinizacao

As flores das trés espécies receberam visitas de uma ampla gama de tipos de
visitantes, porém, como ja proposto por Bawa (1990), Bawa et al. (1985) e Schemske e
Horvitz (1984), foram polinizadas preferencialmente por determinados grupos de visitantes
particulares. Isso ndo significa que, eventualmente, visitantes ndo especializados e
oportunistas ndo possam atuar como vetores de pdlen ocasionais, efetivando a polinizacao,
como observado neste estudo. Entretanto, a participacdo destes agentes no sucesso
reprodutivo normalmente é avaliada de forma negativa, isto é, qual a parcela de participacao
destes agentes como pilhadores. Neste sentido, as espécies de visitantes que foram
compartilhadas entre as espécies de Retiniphyllum, mesmo quando aparentemente nao

adaptadas a visitacao, poderiam ocasionalmente ter atuado como vetores de pdlen.

Em diversos casos, os polinizadores podem atuar como agentes de isolamento
reprodutivo entre populacdes (Kiester et al., 1984) quando visitam preferencialmente flores
com caracteres especificos dentro de uma populagdo qualquer. Desta forma, o sucesso
reprodutivo destas espécies € superior, favorecendo a manutengdo de genes especificos, que

podem levar no longo prazo, a diferenciagc@o, com o surgimento de barreiras reprodutivas.

Fenster et al. (2004) propuseram, subjetivamente, uma classificacio em que aquelas
espécies de plantas que eram visitadas por trés quartos ou mais do tempo por um dnico grupo
funcional eram consideradas especializada nesse grupo. Seguindo esta classificagdo, R.
speciosum poderia ser classificada dentro da sindrome de ornitofilia. Para R. schomburgkii,
porém, considerando que houve diferencas nas taxas de visitacdo ao longo do ano, somente
poderia ser classificada na sindrome de melitofilia em parte do periodo em que havia maior
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nimero de visitas efetivas realizadas por abelhas de tamanho médio (principalmente
Euglossa spp. e Centris sp.). Este periodo coincidiu com o auge da floragdo, ou seja, nos

meses de julho a agosto.

O processo de abertura acelerado por visitantes florais como encontrado para a
espécie R. concolor poderia ser considerado benéfico para o sucesso reprodutivo da espécie,
uma vez que a liberagdo de pdlen ocorre antes da sua exposicdo pelo movimento do corola,

mas somente quando realizado por vetores efetivos de pdlen, como no caso da Euglossa sp.1

A baixa taxa de formacdo de frutos espontaneamente (0,80%) aliada a auséncia de
apomixia em R. concolor sugere grande dependéncia do polinizador efetivo (abelha Euglossa
sp.1) na produgdo de frutos, apesar da espécie ser autocompativel, formando frutos no

tratamento geitonogamico (64,52%).

6.4 Sistema Reprodutivo

Em Retiniphyllum concolor e R. schomburgkii a auséncia de apomixia e a baixa
formacdo de frutos espontaneamente indicam que a acdo dos visitantes florais &
provavelmente essencial para o sucesso reprodutivo. No entanto, as trés espécies foram
visitadas por agentes com comportamento que promovem a poliniza¢do geitonogdmica, com
repetidas visitas as flores de um unico individuo, em uma secio de visitacdo. Podem se abrir,
nestas espécies, mais de 20 flores por individuo/dia e estas normalmente permanecem
receptivas por mais de dois dias, com produg@o de néctar quase constante durante todo este
periodo (secdo 4.2). Estes fatores, juntamente com a aparente auséncia de mecanismos de
autoincompatibilidade, devem resultar em producao de progénies altamente autégamas nestas
espécies. Andlises genéticas das progénies, no entanto, sdo necessdrias para se confirmar esta

hipétese levantada com base nas observagdes ecoldgicas e nos testes de polinizacdo manual.

Em R. schomburgkii R. speciosum a taxa de geitonogamia maior que xenogamia
poderia sugerir ocorréncia de incompatibilidade entre alguns individuos da populacdo. Em R.

speciosum 6vulos se desenvolveram formando sementes espontaneamente. Esse resultado
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contrasta com o encontrado para R. concolor e R. schomburgkii. R. rhabdocalyx, estudada por
Lasprilla (2003), também foi considerada alégama, pois ndo apresentou frutos nos testes de
autopolinizacdo espontinea. A origem e continuidade da reproducdo endogamica, apesar das
consequéncias genéticas negativas do ponto de vista evolutivo, como acimulo de mutagdes
deletérias e limitagdo da variabilidade genética, continua sendo um fendmeno desafiador para
os bidlogos evolucionistas (Bell, 1982; Sharbel et al., 2009). A autopolinizacio e a apomixia
podem ser agentes desencadeadores de eventos de especiacdo (Judd et al., 2009), por atuarem
na manutencdo de genes especificos dentro de subpopulacdes isoladas. Saloméo e Allem
(2001) estudaram 75 espécies lenhosas do cerrado das quais 14 apresentaram poliembrionia,
representando quase 20% do total, e que pertenciam a 12 familias de angiospermas, entre elas
Genipa americana L., (Rubiaceae). Para as espécies deste estudo, mais experimentos sao
necessarios para a elucidagdo da possivel atuacio desses eventos nas questdes evolutivas

relacionadas a sua coexisténcia.

Alguns estudos apontam que as espécies aldgamas ocorrem em maior nimero em
relacdo as autégamas entre as espécies arbdreas tropicais (Bawa e O’Malley, 1985;
Murawski, et al 1990; Murawski, 1995). A hipdtese de que a densidade populacional baixa
poderia ser relacionada com o aumento da autogamia apontado por alguns autores (Solbrig,
1979; Antonovics e Levin, 1980) ndo pode explicar o caso de R. concolor, R. schomburgkii e
R. speciosum, uma vez que essas espécies ocorrem em grandes populacdes nos locais de
estudo (observacdo pessoal). Para Levin (1992) a escassez de polinizadores poderia ser a
limitacdo que leva as espécies se tornarem autdgamas. Este fator, da mesma forma que o
anterior, também ndo pode ser aplicado para explicar o que ocorre com as trés espécies, uma
vez que muitos visitantes florais com caracteristicas que sugerem de polinizadores efetivos
foram vistos durante as observacdes, apesar de a qualidade do servigo de polinizacdo nio ter

sido avaliada para a maioria destas espécies.

A autocompatibilidade e a adaptacdo a autofertilizacdo ocorrem em populacdes de
plantas que se encontram restritas a “periferia” de abrangéncia das espécies, por pressdes
ambientais (Brown, 1984; Sagarin e Gaines, 2002; Busch, 2005), tais como baixa quantidade
de polinizadores ou de individuos da mesma espécie. A autocompatibilidade também é
registrada frequentemente em ilhas (Busch, 2005). Esta segunda condi¢do poderia,
sugestivamente, ser a possivel causa das espécies deste estudo apresentarem esta

caracteristica reprodutiva, uma vez que as campinas € campinaranas muitas vezes Sa0
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pequenas formacdes isoladas (tipo mosaico) inseridas em uma matriz de floresta tropical

ombroéfila.

Em estudo com 21 espécies de Psychotria, Rubiaceae, coexistentes em duas dreas de
floresta chuvosa sazonal, Sakai e Wright (2008) sugerem que exista uma diferenga nos niveis
de flores capazes de se autopolinizar entre espécies heterostilicas e monomorficas: as
monomorficas apresentariam niveis maiores de producdo de frutos em experimentos
utilizando flores ensacadas para verificagdo de formacdo de frutos, sem verificacdo
experimental da ocorréncia de apomixia. As populagdes de ilhas ilustram a possibilidaede de
perda da heterostilia, relacionada com maior probabilidade de autopolinizacdo (Sakai e
Wright, 2008). Ndo foram, porém, encontrados registros sobre o caminho evolutivo da

monomorfia em Retiniphyllum.

Nas espécies que apresentam ASP do tipo estilar, o fato de o pdlen ser posicionado no
estigma também pode ser um fator eventual que leva a autofertilizacdo (Yeo, 1993),
principalmente na auséncia de vetores de pdlen, o que explicaria a alta taxa de formagdo de

frutos para as espécies deste estudo, principalmente R. concolor e R. speciosum.

Retiniphyllum speciosum foi a unica que apresentou indicativos da ocorréncia de
apomixia. Em taxa de florestas tropicais, este fenomeno, segundo Baker et al. (1983), poderia
ser relacionado a escassez de polinizadores ou ainda por servir como uma barreira a
heterozigoze dos cruzamentos antigos. Para que haja produg@o de sementes por apomixia em
plantas anfimiticas, sdo normalmente necessdrios trés estddios de desenvolvimento: (1)
formacdo de um saco embriondrio nio reduzido, e.g., através da formagdo de um megasporo
meioticamente ndo reduzido (apomeiose), (2) desenvolvimento de um embrido de um évulo
ndo fertilizado e ndo reduzido (partenogénese), (3) e formacdo de um endosperma funcional,
e.g., fertilizacdo da célula binucleada central (pseudogamia) (Sharbel et al., 2009). Para o

presente estudo, ndo foi determinado a forma de ocorréncia em R. speciosum.

Quanto a propagacdo vegetativa por estoldes encontrada em R. schomburgkii,
acredita-se que as duas outras espécies do estudo também possam apresentar este tipo de
crescimento, pois muitas vezes ocorrem aglomerados, porém esta situacdo nao foi avaliada

em ambas.

A formagdo de sementes em todos os tratamentos de hibridacdo indica que as espécies

podem ndo estar totalmente isoladas por barreiras pré-zigdticas. Uma dada espécie de planta
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pode estar isolada das demais por varios tipos de barreiras pré-zigdticas e pds-zigoticas e suas
interagdes complexas (Coyne e Orr, 2004). Alguns estudos sugerem que mecanismos de
isolamento pré-zigdticos sao mais fortes na prevencdo da hibridag¢do do que os pds-zigdticos,
por selecdo dos individuos jovens (Rieseberg e Willis, 2007; Lowry et al., 2008; Widmer et
al., 2009; Paun, 2009). Este ndo parece ser o caso do presente estudo, onde a formagéo de
frutos e sementes por meio de polinizacdes controladas interespecificas € comum e apresenta

taxas similares ao das polinizagdes controladas intraespecificas.

E provivel que, em condi¢des naturais, uma propor¢io considerdvel de sementes seja
formada por polinizacdes interespecificas, dada a longa sobreposicio nos periodos de
floracdo, o compartilhamento de polinizadores e a aparente auséncia de barreiras de
compatibilidade pré-zigdtica entre espécies. Caso ndo ocorram hibridos naturais adultos
dentro desta populacdo, uma possivel explicacdo seria a ocorréncia de problemas de
desenvolvimento ap6s a dispersdo das sementes, quando genes importantes poderiam atuar no
processo de germinacdo e desenvolvimento das plantulas. Estudos adicionais, em dreas de
ecologia, citogenética e ontogenia, envolvendo estddios posteriores do desenvolvimento das

sementes hibridas, devem se realizar para esclarecimento desta questao.

A formag@o de frutos nos cruzamentos interespecificos sugere que as trés espécies nao
estdo totalmente isoladas reprodutivamente. Retiniphyllum concolor parece nido possuir
barreiras pré-zigéticas eficientes para pdlen das outras duas espécies do mesmo gé€nero, o
mesmo ocorrendo para R. speciosum quando recebe pélen de R. concolor pois a formacdo de

frutos nestes trés tratamentos foi superior a 40%.
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7. CONCLUSAO

A floragdo de R. concolor, R. schomburgkii e R. speciosum se sobrepde ao longo do
ano, com picos de emissdo ocorrendo individualmente, mas em certas épocas a sincronia de
todas as espécies € muito alta. As inflorescéncias podem possuir simultaneamente flores
apresentando pdlen ou receptivas em cada uma das trés, fator que favorece as polinizagdes

geitonogamicas.

As flores divergem no tamanho, coloracdo, quantidade total de agiicar e volume do
néctar produzido, o que pode favorecer a visitagdo por grupos divergentes. A apresentagdo do
poélen secundariamente (tipo estilar) ocorre anteriormente a receptividade do estigma,
caracterizando a protandria. A antese € longa e dura de quatro a sete dias, dependendo da
espécie. Liberacdo de odor ocorre apenas em R. concolor e R. schomburgkii, espécies

visitadas principalmente por insetos.

Retiniphyllum concolor apresentou menor nimero de visitantes e relacdo mais estreita
com o vetor de pdlen, sendo Euglossa sp.1 seu principal polinizador. R. schomburgkii, por
sua vez, recebeu mais visitantes e foi polinizada por um maior nimero de espécies. R.
speciosum foi polinizada principalmente por beija-flores, e as caracteristicas florais a
enquadram na sindrome de ornitofilia. Nas trés espécies, as visitas ocorrem ao longo do
decorrer do dia, exceto a noite, apesar de as flores permanecerem abertas neste periodo.
Existe sobreposi¢do de visitantes, possiveis vetores de pdlen hibrido entre as espécies, mas as

flores sdo polinizadas, frequentemente, por grupos divergentes.

Todas as trés espécies apresentaram altas taxas de frutificagdo em condi¢Ges naturais
e sdo autocompativeis, gerando sementes em polinizagdes geitonogimicas, inclusive em
maiores propor¢cdes do que em polinizagdes xenogdmicas em R. schomburgkii e R.
speciosum. R. speciosum apresenta também, em pequena propor¢do, frutos de origem
apomitica.
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Os cruzamentos interespecificos geram sementes hibridas, sugerindo que as trés
espécies ndo apresentam barreiras eficientes para o pélen das espécies congenéricas, porém a
existéncia de hibridos naturais na drea de estudo ndo foi investigada, e existe a possibilidade

de ocorréncia de barreiras pds-zigéticas atuando no isolamento destas espécies.

Pelos resultados obtidos pode-se concluir que as espécies Retiniphyllum concolor, R.
schomburgkii e R. speciosum que ocorrem em simpatria em campinaranas rochosas no
municipio de Presidente Figueiredo, n@o apresentam barreiras pré-zigéticos eficientes,

gerando frutos em poliniza¢des hibridas.

Os dados deste estudo indicam que, apesar da formacao de frutos e sementes ser bem
sucedida nos cruzamentos interespecificos, o mau funcionamento de genes atuantes nos
processos de germinagdo e desenvolvimento dos embrides/plantulas hibridas podem na
pratica inviabilizar o recrutamento de individuos hibridos nas populacdes estudadas em
condicdes naturais. Estudos ecoldgicos e genéticos mais detalhados sobre a germinacio e
desenvolvimento de pléantulas hibridas e nao-hibridas, no entanto, sdo necessdrios para

melhor esclarecimento desta questao.
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